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Einleitung

1. Einleitung

Zu den Hauptfunktionen des Knochens zahlt die Aufnahme mechanischer Belastungen.
Eine Uberlastung kann zum Bruch, zur Fraktur fiilhren. Die anschlieRende
Frakturheilung verlauft durch die heutigen Behandlungsmethoden meist problemlos im
Sinne einer Restitutio ad Integrum. Trotz des grol3en Heilungspotentials des Knochens
und der enormen Fortschritte in der Behandlung zeigen aber 10-20 % aller Frakturen
Heilungsstorungen (Haas 2000). Eine verzogerte Knochenheilung oder die Ausbildung
einer Pseudarthrose erfordern eine langwierige und teure Behandlung. Geschatzt
wurden jahrliche Kosten von etwa 14,7 Milliarden € in Europa (Knowledge Enterprises
2000). Daneben entsteht ein groer gesamtwirtschaftlicher Schaden durch verlangerte
Arbeitsunfahigkeit oder sogar bleibende Invaliditat.

Knochen ist ein hoch spezialisiertes Stutzgewebe und seine Heilungsvorgange sind seit
langem Gegenstand wissenschaftlichen Interesses, bereits im Corpus Hippokratikum
fanden sie Erwahnung (Michler 1970). Hier wird der tastbare Kallus als Korrelat der
Heilung beschrieben. Seine Bildung erfolgt durch die Knochenhaut, das Periost. Es
umhiillt schlauchartig den Knochen und trégt zu dessen Versorgung bei. Uber die
Bedeutung des Periosts bei der Frakturheilung herrscht allgemeiner Konsens. Fehlt das
Periost uUber einem Abschnitt, so kann hier die Frakturheilung ausbleiben. Das
Ausbleiben der Heilung, bzw. der Vereinigung der Fragmentenden Uber einen Zeitraum
von mehr als sechs Monaten wird als Pseudarthrose bezeichnet (Alhadlag und Mao
2003; Yoo und Johnstone 1998). Nach groReren Destruktionen des Periosts selbst sind
die Mechanismen seiner Rekonstruktion noch weitgehend ungeklart. In der Behandlung
der Pseudarthrose stehen operative Verfahren im Vordergrund. Die autologe
Spongiosatransplantation ist insbesondere bei der atrophen Pseudarthrose der
Goldstandard (Runkel und Rommens 2000). Neben den Ublichen peri- und
intraoperativen Risiken birgt die Spongiosagewinnung eine hohe Entnahmemorbiditat
(Banwart et al. 1995b).

Ziel und Zukunft aktueller unfallchirurgischer Forschung ist die Entwicklung von
Verfahren, die die Frakturheilung beschleunigen bzw. initiieren (Axelrad et al. 2007).
Eine Maoglichkeit stellt das Tissue engineering dar. Dabei werden in vitro gezlchtete
Gewebe einem Empfanger transplantiert. Ein Beispiel ist die Besiedelung von
Tragermaterialien mit Zellen mesenchymalen Ursprungs (Perka et al. 2001). Eine

wesentliche Bedeutung kommt dabei pluripotenten Zellen zu. In der vorliegenden
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Einleitung

Untersuchung handelt es sich um eine In- vivo- Analyse der Effekte lokal applizierter
pluripotenter mesenchymaler Zellen im Tiermodell der Ratte. Nach standardisierter
Osteotomie des Os femoris und Schaffung einer nicht heilenden Situation wird im
Verlauf die Entwicklung einer atrophen Pseudarthrose beobachtet. Zunachst sollen
grundlegende Informationen Uber die Frakturheilung gewonnen werden. Darlber hinaus
besteht die Aussicht, Patienten mit verzogerter Knochenheilung oder Pseudarthrose ein

erganzendes oder alternatives Behandlungskonzept anzubieten.
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2. Stand des Wissens

2.1. Knochenaufbau

2.1.1. Funktion und makroskopischer Aufbau

Die Bedeutung des Knochens erklart sich durch seine Stutz- und Haltefunktion, die
einerseits im Zusammenspiel mit Muskeln und Gelenken Bewegung ermdglicht und
andererseits Schutz z.B. flr Nervensystem und Thoraxorgane bietet. Daneben findet im
roten Knochenmark die Blutbildung statt und der Knochen dient als Speicher fir
Kalzium- und Phosphationen (Schmidt et al. 2000).

Makroskopisch unterscheidet man lange Knochen oder Roéhrenknochen wie etwa
Femur und Tibia, kurze Knochen wie Ossa metacarpalia und metatarsalia, platte
Knochen wie Sternum, Skapula oder Becken, sowie als Sonderform pneumatisierte
Knochen, etwa im Bereich des Schadels (Waldeyer und Mayet 1993). Rohrenknochen
bestehen aus einem Mittelstick, der Diaphyse, und zwei verdickten Enden, den
Epiphysen (Abb. 1).

. Gelenkknorpel

proximales, stammnahes ----. 7

Endsttick (Epiphyse) - Balkchenstruktur (Substantia spongiosa)
: Knochenhaut (Periosteum)
{ics; ’ -------- Rindenschicht (Substantia compacta)
PR | T Markhéhle (Cavum medullare)
Schaft (Diaphyse) « L
v BEW - Blutgefar
aee NG
distales, stammfernes -
Endstlck (Epiphyse) SEEe) . Gelenkknorpel

Abb. 1: Langsschnitt eines Réhrenknochens (Femur)
(Waldeyer und Mayet 1993)

Der Ubergang vom Schaft auf die Epiphyse wird als Metaphyse bezeichnet. Wahrend

der Wachstumsphase liegen die Epiphysenfugen zwischen Meta- und Epiphyse, in
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ihnen erfolgt das Langenwachstums des Knochens (Waldeyer und Mayet 1993). Im
Querschnitt durch die Diaphyse erkennt man eine massive auliere Kortikalis, die aus
Substantia compacta besteht (Abb. 2). Durchbrochen wird sie durch Lécher (Foramina
nutricia), durch die GefalRe zur Versorgung in den Knochen eintreten (Shim 1968). Im
Inneren liegt die Markhoéhle, Cavum medullare. In ihr befindet sich wahrend der
Entwicklung rotes Knochenmark, das der Blutbildung dient. Ersetzt wird es im
Erwachsenenalter durch gelbes Fettmark (Schmidt et al. 2000).

Rindenschicht (Substantia compacta)

Markhdhle (Cavum medullare)

Abb. 2: Querschnitt durch die Diaphyse eines Réhrenknochens
(Waldeyer und Mayet 1993)

Die Epiphyse dagegen weist eine relativ dunne Kortikalis auf. lhre Oberflache ist im
Bereich der Gelenkflachen von Knorpel Uberzogen. Von ihr umschlossen liegt die
Substantia spongiosa, ein schwammartiges Maschenwerk von Knochenbalkchen (Abb.
3). In ihm befindet sich das blutbildende Knochenmark des Erwachsenen (Waldeyer
und Mayet 1993). Alle Knochen zeichnen sich durch funktionsangepasste
Modellierungen fur Ansatze und Urspringe von Muskeln, Sehnen und Bandern aus
(Putz und Pabst 2000).
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Abb. 3: Spongiosa, VergroRerung 35fach

Dargestellt ist ein schwammartiges Maschenwerk aus Knochensubstanz. (Tibiaplateau, Mensch,
Praparat PD Dr. med Stefan Milz)

2.1.2. Knochenmatrix und Knochenzellen

Als Knochen wird auch das Knochengewebe bezeichnet, das im Wesentlichen aus zwei
Strukturkomponenten besteht, der Knochenmatrix und den Knochenzellen. Die
Knochenmatrix besteht zu zwei Dritteln aus einem anorganischen Teil und zu einem
Drittel aus einem organischen Teil (Bucher 1997).

Der organische Anteil, als Grundsubstanz oder Osteoid bezeichnet, besteht zu 95 %
aus Kollagen |, entsprechend etwa einem Viertel bis einem Drittel der Trockenmasse.
Kollagene sind eine Gruppe von Proteinen, die sich durch ihre Zugfestigkeit
auszeichnen. Diese Eigenschaft wird durch ihr gemeinsames Strukturmerkmal, eine
Tripelhelixstruktur aus drei Polypeptidketten, vermittelt (Loffler und Petrides 1998b).
Daneben liegen in geringen Mengen Proteoglykane und Glykoproteine (Osteokalzin,
Sialoprotein) vor (Bucher 1997). Der Hauptanteil der anorganischen Komponente
besteht aus Kalzium wund Phosphat in Form von Hydroxyapatitkristallen
(Ca10(PO4)s(OH)2). Daneben liegen amorphes Kalziumphosphat, Bikarbonat, Zitrat und
Magnesium-, Natrium- und Kaliumsalze vor (Biltz und Pellegrino 1969). Die
Apatitkristalle liegen bevorzugt entlang der Kollagenfibrillen und zeigen eine

Hydratationshulle aus Wasser und lonen. Dieses kristalline Wasser macht etwa 14 Vol.
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% des getrockneten Knochens aus. Im physiologischen feuchten Zustand kommen
dazu noch etwa 10 Vol. % ,Osteoid-Wasser®, das Bestandteil der organischen
Strukturen ist (Biltz und Pellegrino 1969).

Knochen entsteht durch Knochenzellen, die ihrer Funktion nach als Osteoblasten
bezeichnet werden. Im weiteren Verlauf differenzieren sie zu Osteozyten, welche sich in
den Knochen einmauern. Osteoklasten dagegen dienen dem Knochenabbau (Marks
und Popoff 1988).

Die kubischen bis zylinderféormigen Osteoblasten sind ausschliel3lich auf der
Knochenoberflache lokalisiert und sezernieren hier konstitutiv die organischen fibrillaren
Anteile der Knochenmatrix. Die Bildung des Osteoids bezeichnet man als Apposition.
Ihr schliet sich die Mineralisation an. Eine wesentliche Bedeutung bei der
Mineralisation haben die alkalische Phosphatase, ein membranstandiges Enzym auf
der AuBenflache der Osteoblasten (Remedios 1999) und Matrixkomponenten wie
Osteokalzin und Osteopontin. Wahrend der Verkalkung mauern sich etwa 10% der
Osteoblasten ein und differenzieren zu Osteozyten (Marks und Popoff 1988). Die
flachen bis mandelférmigen Zellen liegen in Hohlen, den Lakunen des verkalkten
Knochens. Sie stehen mit benachbarten Zellen Uber Fortsatze in feinen
Knochenkanalen, den Kanalikuli, in Verbindung. Gap junctions ermdglichen hier
Austausch z.B. von Nahr- oder Signalstoffen. Die Osteozyten dienen auch der
Aufrechterhaltung des Knochens. Tritt der Zelltod ein, so wird der Knochen resorbiert.
Fir den Knochenabbau zustandig sind die Osteoklasten, die ,Knochenbrecher”
(Junqueira et al. 2002). Diese vielkernigen Riesenzellen enthalten zwischen 3 bis 50
Kerne und gehdéren zum mononukledaren Phagozytensystem (Hodsman et al.)
(Vaananen et al. 1998). lhre Vorlauferzellen, die Monozyten, stammen aus dem
Knochenmark, verschmelzen und differenzieren zu Osteoklasten. Werden die ruhenden
Osteoklasten aktiv, so beginnen sie mit der Resorption (Vaananen et al. 1998). Der
zwischen Osteoklastenmembran und Knochen entstehende extrazellulare Raum wird
als Howshipsche Lakune bezeichnet. Spezielle Enzymsysteme, wie eine

membranstandige V-ATPase, sind am Abbau beteiligt (Junqueira et al. 2002).

2.1.3. Knochenarten und Histologie

Histologisch werden Lamellenknochen und Geflechtknochen unterschieden. Das adulte
Skelett besteht fast ausschliellich aus Lamellenknochen. Geflechtknochen ist beim

gesunden Erwachsenen etwa im Felsenbein und in den Zahnalveolen zu finden.



Stand des Wissens

Geflechtknochen  entsteht bei der Knochenneubildung, etwa bei der
Knochenentwicklung und bei Reparaturvorgangen und wird daher auch als
Primarknochen bezeichnet. Die Kollagenfasern seiner Matrix durchflechten sich im
Gegensatz zu ihrer parallelen Anordnung im Lamellenknochen. Primarknochen wird in
der Entwicklung wie auch bei der Reparatur meist durch Lamellenknochen ersetzt.
Geflechtknochen weist einen geringeren Mineralgehalt als Lamellenknochen auf und ist
so weniger rontgendicht. Lamellenknochen ist Strukturkomponente sowohl der
Substantia compacta als auch der Substantia spongiosa.

Die zentrale Baueinheit des Lamellenknochens ist das Osteon, eine aus konzentrischen
Speziallamellen aufgebaute Struktur, ahnlich einem Baumstamm mit Jahresringen
(Abb. 4). Die Speziallamellen bestehen aus Knochenmatrix, ihre Dicke betragt 3 - 7 um.
Sie umschliel3en einen zentral gelegenen Kanal, der als Havers-Kanal bezeichnet wird.
Kanal und Lamellen bilden so das Havers-System oder Osteon. Diese zylinderférmigen

Gebilde liegen in der Langsachse der Diaphyse und gabeln sich teilweise.
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Lamelle der &uBeren S
Generallamellen  ————————— R

Osteon mit =
Speziallamellen

Sharpey-Fasern —-—

Volkmann-
Kanal

Havers-Kanal
mit Blutgefa® ——

Periost —- Knochenmarksraum

zwischen Spongiosabélkchen

Abb. 4: Schematische Darstellung des Lamellenknochens

Drei Osteone sind teleskopartig dargestellt, um den unterschiedlichen Steigungswinkel der
Kollagenfasern (- fibrillen) in den Lamellen (Speziallamellen) zu zeigen. Zum gleichen Zweck sind drei
Lamellen der aueren Generallamellen in Stufen gezeichnet. Die Blutgefalie gelangen vom Periost durch

die Volkmann- in die Havers-Kanale. (Junqueira et al. 2002)

Die auliere Begrenzung des Osteons bildet eine Zementschicht aus faserarmer Matrix,
analog einer Baumrinde. Zwischen den Speziallamellen, selten auch innerhalb, liegen
die Osteozyten (Abb. 5). Die Kollagenfasern innerhalb einer Lamelle verlaufen parallel
und schraubenformig um den Zentralkanal. Die Windungen wechseln zwischen
benachbarten Lamellen, deren Fasern sich so etwa rechtwinklig schneiden. Diese
Anordnung nach dem so genannten Sperrholzprinzip tragt wesentlich zur Erhéhung der
Stabilitat bei (Weiner et al. 1999). Zwischen zwei benachbarten Speziallamellen liegt
jeweils eine dinne Zementschicht von etwa 0,1 um Starke. So kann Knochen als eine

Art faserverstarkter Verbundstoff gesehen werden.
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T == Sy, s )

Abb. 5: Ungefarbte Knochenschliffe, VergroRerung 260fach

Links: Schiliff parallel zur Langsachse eines Havers-Kanals (*), Fingerphalanx, Mensch. Die durch
Doppelbrechung schwarz erscheinenden Lakunen (Knochenhéhichen) und die von ihnen ausgehenden,
radiar zum Havers-Kanal verlaufenden Knochenkanalchen geben getreu die Gestalt der Osteozyten mit
ihren Fortsatzen wieder.

Rechts: Osteone im ungefarbten Knochenschliff. Querschnitt der Kompakta der Femurdiaphyse
(Mensch). Die zwei vollstdndig sichtbaren Osteone (1, 2) sind aus je drei bis vier Knochenlamellen
aufgebaut und von unvollstandig angetroffenen Osteonen umgeben. Der Schiliff wird vom nicht entkalkten
Knochen angefertigt, der mazeriert wurde und kein Weichgewebe mehr enthalt. Zu sehen ist also nur die
Hartsubstanz. Erkennbar sind Havers-Kanale (*), Knochenhdhichen (A) und —kanaichen (1). In den
konzentrisch zum Havers-Kanal angeordneten Knochenhoéhichen liegen die Zellleiber der Osteozyten. In
den radiar zum Havers-Kanal angeordneten feinen Knochenkanalchen liegen Fortsatze der Osteozyten.
(Welsch und Sobotta 2003)

Die Havers-Kanale fuhren Blutgefalle und Nerven sowie LymphgefalRe, sie sind mit
lockerem Bindegewebe ausgekleidet. Verbunden werden sie durch die Volkmann-
Kanale, die schrag die Lamellen perforieren. So entsteht eine Verbindung zwischen den
BlutgefaBen des Periosts, der Havers-Kanale und der Knochenmarkhoéhle. In der
Kompacta finden sich neben den Havers-Systemen auch die Generallamellen sowie die
Schaltlamellen. Letztere, auch interstitielle Lamellen, entstehen beim Um- und Abbau
des Knochens und stellen Reste von Osteonen alterer Generationen dar. Sie flllen die

Zwickel und Zwischenraume auf. Die inneren und aufleren Generallamellen bilden die
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Begrenzung der Kompacta zum Markraum und zum Periost. Sie sind zirkular aufgebaut,
die Markhohle ist dabei der Mittelpunkt.

2.1.4. Knochenentwicklung, Wachstum und Remodeling

Knochen kann auf zwei verschiedene Arten entstehen, durch desmale oder chondrale
Ossifikation. Dabei wird ein GerlUst aus Bindegewebe oder Knorpel durch Knochen
ersetzt. Es entsteht zunachst Geflechtknochen, der spater durch Lamellenknochen
ersetzt wird. Die desmale oder direkte Ossifikation beginnt im Bindegewebe mit der
Entstehung mesenchymaler Verdichtungszonen, die zu primaren Ossifikationszentren
werden. Gruppen mesenchymaler Zellen differenzieren hier zu Osteoblasten und
produzieren Knochenmatrix. Beim Vorgang der Mineralisation werden die Osteoblasten
eingeschlossen und differenzieren zu Osteozyten. Bei der VergroRerung und
Verschmelzung der Ossifikationszentren entstehen Knochenbalkchen. Blutgefalie
wachsen ein und ermoglichen das Einwandern weiterer mesenchymaler
Vorlauferzellen. So entsteht beim vollstdandigen Zusammenschluss der Zentren
Geflechtknochen.

Die chondrale oder indirekte Ossifikation beschreibt den Ersatz von Knorpelmatrix
durch Knochen und bestimmt die Entwicklung kurzer und langer Rohrenknochen.
Zunachst entsteht ein Modell des Knochens aus hyalinem Knorpel, welcher im
Folgenden durch Knochen ersetzt wird. Zwei Typen, die perichondrale sowie die
enchondrale Ossifikation zeigen unterschiedliche Mechanismen und anatomische
Lokalisation. Die perichondrale Ossifikation verlauft ahnlich der desmalen Ossifikation.
Sie beginnt langs der Diaphse und fuhrt zunachst zur Bildung einer zylindrischen
Knochenmanschette, die den Knorpel umschliel3t. Gleichzeitig bauen Osteoklasten die
Knorpelmatrix im Inneren ab, so dass die Markhdhle entsteht. Blutgefale sprossen in
Knochenmanschette und Markhohle ein. Es folgt die enchondrale Ossifikation in den
Epiphysen. Zwei Phasen bestimmen den Ablauf. Zunachst hypertrophieren die
Chondrozyten und sterben in der Folge ab. Sie hinterlassen Lakunen in der
Knorpelmatrix. Diese verkalkt und wird von Osteoklasten abgebaut. In der zweiten
Phase migrieren Stammzellen Uber Blutkapillaren in die verwaisten Lakunen und
differenzieren sich zu Osteoblasten. Die enchondrale, markraumnahe Ossifikation bildet
zusammen mit der perichondralen Ossifikation das primare Verkndcherungszentrum

des Knochens.
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Spater kommt es zur Bildung sekundarer enchondraler Ossifikationszentren im Zentrum
der Epiphyse. Sie vergrof3ern sich radiar, bis nur noch auf den Gelenkflachen und in
den Epiphysenfugen Knorpel Ubrig bleibt. Letzteren kommt entscheidende Bedeutung
beim Langenwachstum des Knochens zu. Die Epiphysenfugen verkndchern gegen
Ende des Wachstumsalters.

Lebenslang, insbesondere aber im Wachstumsalter, findet ein intensiver
Knochenaufbau -abbau und -umbau statt. Dieser Umbau, auch Turnover genannt,
verlauft beim Kind etwa 200 - mal schneller als beim Erwachsenen (Junqueira et al.
2002). Man unterscheidet dabei Modeling und Remodeling. Die Basis flir den
Knochenumbau und Erneuerung bildet die BMU (basic multicellular unit), die aus
Gruppen von Osteoblasten und Osteoklasten besteht. In einer fein abgestimmten Form
wird an der Spitze der konusférmigen BMU Knochen resorbiert und an den Seiten

wieder aufgebaut. So entsteht ein neues Osteon (Jilka 2003).

2.1.5. Periost

Das Periost, die Knochenhaut, umhillt den Knochen von auflen und stellt die
Verbindung zum umliegenden Weichgewebe dar. Dadurch erflllt es Funktionen wie
nutritive Versorgung und Innervation des Knochens (Eyre-Brook 1984). Wesentliche
Strukturkomponenten des Periosts sind Fibroblasten und Kollagenfasern.

Histologisch lassen sich zwei Schichten unterscheiden (Bucher 1997). Die aulere
fibrése Schicht fuhrt GefalRe und Nerven zum Knochen und vermittelt seine Einbettung
in den Weichteilmantel. Die innere dem Knochen anliegende Schicht enthalt
mesenchymale Progenitorzellen (lining cells) und wird auch in Analogie zur
Wachstumsschicht bei Pflanzen als Kambiumschicht bezeichnet. Die Progenitorzellen
kénnen zu osteogenen oder chondrogenen Zellen differenzieren (lto et al. 2001). So
zeigten (Perka et al. 2000) die Moglichkeit, mittels Periostzellen neuen Knochen in
Knochendefekten zu bilden. Die Zellen der Kambiumschicht haben wesentliche
Bedeutung beim Knochenwachstum und bei der Frakturheilung (Remedios 1999). Fest
verankert ist das Periost an der Aulenflache des Knochens Uber Sharpeyfasern, die in
die Knochenmatrix einstrahlen.

Die Mechanismen der periostalen Regeneration nach Traumatisierung sind noch
weitgehend ungeklart. Insbesondere in der frihen Phase der Knochenheilung waren
konkrete Aussagen bisher schwierig, da sich Periostzellen ohne die raumliche

Zugehorigkeit zum Periostschlauch weder histologisch noch immunhistologisch

11



Stand des Wissens

beweisbar darstellen lassen. Dadurch fehlen moglicherweise entscheidende
Erkenntnisse bezuglich der (frihen) Phase der Periostrekonstruktion und ihrer Rolle im
Verlauf und dem Erfolg bzw. dem Versagen der Frakturheilung. Bekannt ist, dass eine
Membran zwischen Knochen und Periost die Heilung eines Knochendefekts verzdgert
(Wurzler et al. 2000). Selbiges gilt fur eine Trennung zwischen dem Periost und dem
umliegenden Weichteilgewebe, also bei einer Verminderung der vaskularen Versorgung
des Periosts (Macnab und De Haas 1974). Das Knocheninnere wird von Endost
ausgekleidet. Es besteht aus einer Schicht flacher Vorlauferzellen ahnlich der

Kambiumschicht des Periosts (Junqueira et al. 2002).

2.1.6. Blutversorgung des Knochens

Knochen ist ein sehr stoffwechselaktives Gewebe und besitzt ein hoch entwickeltes
Gefallsystem. Die Blutversorgung sichert die Homobostase und tragt zur erstaunlichen
Regenerationsfahigkeit des Knochens bei (Remedios 1999). Das Gefaldsystem des
gesunden adulten Knochens kann nach seiner Funktion in drei Kategorien eingeteilt
werden: afferentes, efferentes und intermediares System. Zum afferenten System
zahlen die Arteria nutricia, die proximale und distale metaphysare Arterie sowie die
periostalen Arteriolen. Die Arteria nutricia tritt meist im proximalen Drittel des Knochens
Uber die Foramina nutricia durch die Kortikalis bis in den Markraum ein, teilt sich in ein
aszendierendes und ein deszendierendes Gefall und verastelt sich dann weiter in
Arteriolen (Pennig 1990). Sie treten in die Kortikalis ein, verlaufen in den Havers-
Kanalen und stellen die komplette Versorgung der inneren zwei Drittel der Kortikalis
sicher (Remedios 1999). Daneben versorgt die Arteria nutricia auch das Knochenmark.
Die metaphysaren Arterien treten auf Hohe der Metaphysen in die Kortikalis ein. Sie
tragen nicht wesentlich zur Blutversorgung des intakten adulten Knochens bei. lhre
Endaste anastomosieren mit den Sinusoiden des Knochenmarks. Sie konnen bei
geschadigter Arteria nutricia schnell hypertrophieren und die Blutversorgung
Ubernehmen (Rhinelander 1974a).

Juvenile Saugetiere haben ein dickes Periost mit reichen arteriolaren Gefallnetzen, die
den kompletten Knochen, abgesehen von den Gelenkflachen, versorgen. Mit der
Reifung atrophieren die Gefalke und versorgen dann nur noch das aul3ere Drittel des
Knochens (Remedios 1999).
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Der vendse Abfluss erfolgt tUber zwei Venennetze. Das Blut des Knochenmarks flief3t
uber die Venae nutriciae entlang der gleichnamigen Arterien zuruck und das der

Kortikalis Uber Venengeflechte des Periosts (Remedios 1999).

2.2. Regulation des Knochenmetabolismus

Steroid- und Peptidhormone werden Uber verschiedene Regelkreise gesteuert. Steroide
mit der chemischen Grundstruktur des Cholesterols sind lipophile Substanzen, die Uber
Transkriptionsfaktoren direkt die Genregulation beeinflussen. Beispiele sind
Glukocortikoide. Es ist bekannt, dass sie in Uberhohter Dosis Osteoporose verursachen.
Dexamethason wirkt in geeigneter Konzentration allerdings osteoinduktiv. Die
Sexualsteroide haben ebenfalls vielfaltige Einflisse auf den Knochenaufbau, den
Schluss der Epiphysenfugen und den Knochenmetabolismus. So ist bekannt, dass
Ostrogene indirekt Gber Osteoblasten hemmend auf die Osteoklastenaktivitat und somit
den Knochenabbau wirken (Loffler und Petrides 1998a).

Vitamin D3 reguliert die fir den Knochenstofffwechsel essentielle Kalziumhomdostase.
Zusammen mit Parathormon bewirkt es eine Erhdhung des Serum-Kalzium Spiegels.
Antagonist des Parathormons ist Kalzitonin, das die Ostoklasten hemmt (Case et al.
2007).

Zytokine wurden ursprunglich als Mediatoren des Immunsystems charakterisiert. |hre
Wirkungen sind komplex und erstrecken sich auf nahezu alle Zellen des Organismus
(Ricci 1989). Relevant fur den Knochenstoffwechsel sind z.B. der monocyte-colony
stimulating factor (M-CSF). Bei Stimulation der Monozyten produzieren diese Interleukin
1 (IL-1). Die Zytokine steuern die Osteoklastenproliferation und —differenzierung und so
den Knochenmetabolismus (Nakamura und Jimi 2006).

Wachstumsfaktoren sind Proteine, die Zellwachstum, Differenzierung und
Matrixproduktion wahrend der Knochenheilung beeinflussen (Young et al. 1998).
Wachstumsfaktoren werden lokal von bestimmten Zellen wie Osteoblasten produziert
und sezerniert. Sie wirken dann auf die Zellen selbst (autokrine Wirkung) oder auf
Zellen benachbarter Gewebe (parakrine Wirkweise). |hre Wirkung verlauft Gber
Membranrezeptoren. Uber nachfolgende Signalkaskaden wird die Transkription
gesteuert. So werden komplexe genetische Programme ausgeflihrt. Eine Klassifikation
kann anhand des Signalweges in zwei grol’e Gruppen erfolgen (Barnes et al. 1999).
Uber Tyrosin Kinase Rezeptoren und ihre Signalwege wirken platelet derived growth
factor (PDGF) und fibroblast growth factors (FGFs). Die zweite gro3e Gruppe ist die
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transforming growth factor 3 (TGF-B) Superfamilie, deren Wirkmechanismus Uber
Serin-Threonin Rezeptoren verlauft. Die Aktivierung des Rezeptors fuhrt zur
Phosphorylierung von spezifischen Signalproteinen (SMADs). Uber eine Kaskade
erfolgt Uber Transkriptionsfaktoren die Genregulation (Kloen et al. 2003). Es zeigt sich
eine starke phyllogenetische Konservierung innerhalb der  Struktur der
Wachstumsfaktoren, die zunachst in Drosophila und C. elegans studiert wurden
(Barnes et al. 1999). Zur TGF-B-Superfamilie zahlen auch die bone morphogenetic
proteins (BMPs) (Linkhart et al. 1996). BMPs, und hierbei insbesondere BMP-2 und -7,
kommt bei der Regulation der Frakturheilung eine Schlusselrolle zu. BMPs flhren zur
Differenzierung von Vorlauferzellen zu osteogenen Zellen. BMP-2 induziert in vitro und
in vivo die Differenzierung zu Osteoblasten. Die Produktion rekombinanter
Wachstumsfaktoren ist etabliert und klinische Anwendungen am Menschen erwiesen
sich als erfolgreich (Jones et al. 2005; Raschke und Schmidmaier 2004).

2.3. Biomechanik und Mechanobiologie

Durch Korpergewicht, Muskelkontraktion und physische Aktivitat ist das Skelett als
Stutzorgan unterschiedlichen Kraften ausgesetzt. Sobald eine Extremitat Kontakt zum
Untergrund bekommt und die Gewichtskraft wirkt, resultiert die entgegengesetzte
Bodenreaktionskraft. Sie setzt sich aus dem Anteil des Kdrpergewichts, mit dem die
jeweilige Extremitat belastet wird, multipliziert mit der Erdbeschleunigung zusammen,
entsprechend der Beziehung Kraft = Masse x Beschleunigung. Erfahrt der Kérper noch
eine zusatzliche Beschleunigung (Springen, Sturz) so kann sie ein Vielfaches der
alleinigen Gewichtskraft betragen, wobei etwa fiinffache Werte erreicht werden kénnen.
Makroskopisch erkennbare biomechanische Anpassungen des Knochens an die
einwirkenden Krafte sind die Knochenbalkchen der Spongiosa. Sie sind entlang der
einwirkenden Druck- und Zugkrafte angeordnet, was als Trajektorienbau bezeichnet
wird.

Dass mechanische Belastungen die Knochenstruktur beeinflussen, ist seit langem
bekannt (Galilei 1564 — 1642). Biomechanische Belastungen beeinflussen direkt den
Aufbau des Knochens, Form folgt Funktion. Dabei bewirken Zugspannungen an
konvexen Seiten den Anbau von Knochen, Druckspannungen auf den konkaven Seiten
dagegen Abbau von Knochensubstanz. So besagt das Transformationsgesetz nach
Julius D. Wolff, dass jede Anderung der biomechanischen Belastung die

Knochenstruktur verandert. Bei Verminderung der Belastung zeigt sich eine Hypo- bzw.
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Atrophie, bei Erhéhung zeigt sich eine Hypertrophie (Wolff 1892). Die mechanischen
Einflusse auf das Knochenwachstum haben wichtige Konsequenzen, etwa bei
Immobilisation  und  Bettruhe, Entlastung  einer  Extremitdt oder  bei
Weltraumaufenthalten.

Wie mechanische Belastung im Knochen in Information verwandelt wird, ist
Gegenstand intensiver Forschung (Abb. 6). Frihere Arbeiten aus Japan hielten einen
piezoelektrischen Effekt fur moglich (Fukada 1968). Neuere Ansatze gehen von der
Beeinflussung des kanalikularen Flusses der Osteozyten bei mechanischer Belastung
aus (Knothe Tate et al. 2000; Riddle et al. 2007) oder vermuten eine direkte Wirkung
uber Zellmembranen und das Zytoskelett (Wang et al. 1993). Auch transmitterahnliche
Wirkungen dber Mediatoren wie NO (Burger et al. 2003) oder glutamaterge

Transmission (Bonewald 2002) wurden postuliert.

Gap Junctions
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Abb. 6: Gap Junctions und das lakuno-canaliculdren Netzwerk
Uber die Zell-Zell-Verbindungen werden Signale vermittlet, die den Knochenumbau beeinflussen. EMF:

Elektromagnetische Felder, nach Donahue, 2000

2.4. Frakturen und Knochenpathologie

Meistens sind unphysiologische mechanische Belastungen des Knochens Ausldser der
Fraktur. Daruber hinaus konnen verschiedene extrinsische und intrinsische
Mechanismen die biomechanische Kompetenz des Knochens vermindern (Salisbury et
al. 1994). Als extrinsisch konnen physikalische sowie chemische Einwirkungen
unterschieden werden. Als physikalische Ursachen kommen etwa UV-Strahlen,

ionisierende Strahlung und Temperaturwirkungen in Betracht. Zu den chemischen
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Ursachen gehoren industrielle Chemikalien, Medikamente, Ethanol, Tabakrauch sowie
Aflatoxine und andere naturliche Toxine.

Die Definition der intrinsischen Ursachen ist sehr weit. Im Grunde kommt jede
Fehlfunktion von Kdrperorganen in Betracht. Ein Fokus liegt auf endokrinen Ursachen,
der (Fehl-)Funktion parenchymatdser Organe sowie dem Herz- und Gefalisystem.
Daneben konnen Autoimmunerkrankungen wie reumatoide Arthritis sowie Neoplasien
innerhalb des Skeletts oder anderer Organe mit Skelettaffektion dazugerechnet werden.
Viele dieser Krankheiten rufen allerdings keine Verletzungen im engeren Sinne hervor.
Eine weitere wesentliche Krankheitsentitat stellen avaskulare bzw. aseptische
Knochennekrosen dar. Als Ursache wird hier eine verminderte oder unterbrochene

Blutversorgung angenommen (Salisbury et al. 1994).

2.4.1. Behandlungskonzepte von Knochenverletzungen

Ziel einer jeden Knochenbruchbehandlung ist die vollige Wiederherstellung der Funktion
in moglichst kurzer Zeit. Die Therapieprinzipien wurden von der Arbeitsgemeinschaft far
Osteosynthese (AO) in ihren Anfangsjahren 1958/59 formuliert und haben bis heute
nichts an Gultigkeit verloren.
(1) anatomische  Rekonstruktion der Frakturfragmente, insbesondere bei
Gelenkbrichen
(2) stabile innere Fixation durch interfragmentare Kompression, um den lokalen
biomechanischen Anforderungen gerecht zu werden
(3) Erhaltung der Blutversorgung von Knochen und Weichteilen durch atraumatische
Operationstechnik
(4) frthe aktive Mobilisation der verletzten Extremitat sowie des Patienten zur
Vermeidung der Frakturkrankheit
So steht die operative Therapie mit Osteosynthese heute im Mittelpunkt der
Frakturbehandlung neben funktioneller und konservativer Behandlung. Bei den
Fixationsmoglichkeiten kénnen prinzipiell innere Fixationsmoglichkeiten von aul3eren
(Fixateur externe) unterschieden werden. Innerhalb der ersten Gruppe koénnen
intramedullare (Marknagel) von extramedullaren Krafttragern (Platten, Spickdrahte)
unterschieden werden. Heute wird die ,biologische Osteosynthese® gefordert, d.h. eine
nur minimale zusatzliche Traumatisierung durch die Operation (Punkt 3 der AO
Prinzipien). Die Erkennung der Relevanz des Periosts bei der Knochenheilung flihrte zu

einem Wandel in der operativen Versorgung. Weitrdumiges Freilegen und
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Deperiostieren des Knochens zur exakten Reposition und Plattenanpassung gilt heute
als obsolet, neue Techniken und Implantate versuchen den Weichteilschaden zu
minimieren. Der Fixateur externe ist insbesondere bei offenen Frakturen mit
Weichteildefekten und zur Erstversorgung indiziert. Eine extern fixierte Fraktur zeigt

sekundare Knochenheilung (Pfeil et al. 1996).

2.5. Knochenheilung

Knochen ist zur Regeneration im Sinne einer Restitutio ad integrum befahigt (Braun und
Ruter 1996). Angesichts der Komplexitat der Heilungsvorgange ist es sinnvoll, zwei
Reaktionsebenen des Organismus bei Knochenverletzungen zu betrachten: die

generalisierte Korperantwort sowie lokale Vorgange.

2.5.1. Generalisierte Koérperantwort

Frihe Untersuchungen schlugen zwei Phasen der generalisierten Korperantwort vor,
,Ebbe und Flut” (Cuthbertson 1980). Zunachst ist eine verringerte metabolische Aktivitat
zu beobachten, erkennbar als erniedrigte Korpertemperatur und Schock. Etwa 24
Stunden spater kehrt sich die Situation um, die Stoffwechselprozesse beschleunigen
sich. Uberschreitet die Verletzung einen Schweregrad, kommt es zum
Postagressionsstoffwechsel. Er ist komplex reguliert, etwa durch katabole und anabole
Hormone und die Aktivitat des sympathischen Nervensystems (Oppenheim et al. 1980).
Folge sind eine verminderte Nahrungsaufnahme sowie ein verstarkter Fett- und

Muskelproteinkatabolismus.

2.5.2. Lokale Vorgange

Einen grundlegenden Uberblick liber die Frakturheilung gibt McKibbin in ,The biology of
fracture healing in long bones® (1978). Danach lassen sich drei Phasen unterscheiden:
Entzindung, Reparatur und Remodeling (Cruess und Dumont 1975). Morphologisch
und biomechanisch sind diese Vorgange gut charakterisiert (Gerstenfeld et al. 2003).
Ihre Mechanismen und deren Steuerung durch Zellen und Mediatoren sind komplex und
Gegenstand intensiver Forschung (Einhorn 2005). Eine didaktische Beschreibung der
einzelnen Phasen nimmt eine unkomplizierte diaphysare Fraktur, fachgerechte
Reposition und optimale Stabilisierung als Grundlage.

Mit der Verletzung kommt es zu einer aseptischen Entzlindung. Lokal kommt es zum so

genannten RAP ,regional acceleratory phenomenon® (Frost 1989). Die Zerstérung von
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Osteozyten, Periost und Weichteilen fuhrt zu Nekrosen (Remedios 1999). Die initiale
Blutung ist stark abhangig vom Weichteilschaden und von der Beschadigung der
BlutgefalRe. Neben der Blutung fuhrt auch vaskulare Dilatation zu einer fibrinreichen
Exsudation, Daneben kommt es zu einer zellularen Infiltration durch Thrombozyten,
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen, Lymphozyten, Mastzellen sowie lokalen
pluripotenten Vorlauferzellen. Dem Frakturhamatom kommt besondere Bedeutung zu,
es enthalt u.a. Faktoren der Angiogenese (Bartmeyer et al. 2005; Street et al. 2000a).
Wahrend der Heilung verandert sich der pH-Wert im Frakturhamatom von initial 7,2 bis
7,5 nach 20 Tagen, eine Stérung dieses Ablaufs kann zu verzogerter Heilung flhren
(Newman et al. 1985). Bei den spater hoheren pH-Werten um 7,5 liegt das Optimum
der fur die Mineralisierung verantwortlichen Enzymsysteme (Pennig 1990).

Die direkte Knochenheilung ist durch osteonale Rekonstrukion moglich. Sie erfordert
eine exakte anatomische Stellung der Frakturenden zueinander und ist nur bei
ausreichender biomechanischer Stabilitdt moglich. Die Heilung findet durch eine direkte
Uberbriickung und Verzahnung des Frakturspaltes statt. Es wird kein Kallus gebildet
(Willenegger et al. 1971). Sie kann in primare und sekundare osteonale Rekonstruktion
eingeteilt werden (Chao et al. 1989). Die primare osteonale Rekonstruktion erfolgt bei
optimaler anatomischer Stellung und Stabilitat. Die Frakturlinie zeigt Knochen zu
Knochen Kontaktflachen sowie schmale Lucken. An ersteren tritt Kontaktheilung, an
letzteren Spaltheilung auf (Palmer et al. 1992). Kontaktheilung bedeutet ein direktes
Remodeling Uber die Frakturebene. So genannte Schneidkegel formen sich in den
frakturnahen Osteonen. An ihrer Spitze resorbieren Osteoklasten Knochen in Richtung
Frakturspalt. Simultan bauen an den Seitenflachen Osteoblasten neue
Knochensubstanz auf. Spaltheilung findet in den schmalen Licken zwischen den
Kontaktzonen statt. Sie unterscheidet sich von der Kontaktheilung durch die Bildung
vaskularisierten Bindegewebes vor der kndchernen Uberbriickung. Dabei darf die
Spaltbreite nicht grolRer als 1 mm sein.

Uberschreitet der Frakturspalt diese Breite, kommt es zur indirekten (sekundaren)
Frakturheilung. Sie verlauft in mehreren, ineinander Ubergehende Stadien (Einhorn
2005). Der Entziindung folgt die Organisation des Frakturhdmatoms. Mesenchymale
pluripotente Zellen, die zu Knochenvorlauferzellen differenzieren kdnnen, migrieren in
die Frakturzone. lhr Ursprung liegt vermutlich in Periost, Endost, Knochenmark sowie
umliegenden Geweben (Yoo und Johnstone 1998). Nach einigen Tagen beginnt die

Proliferation von Granulationsgewebe und die Formation eines weichen Kallus um den
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Schaft eines jeden Fragments, den McKibbin als Primarkallus bezeichnet (McKibbin
1978). Nach einigen Tagen schlief3t sich die Bildung des Bruckenkallus an. Die Bildung
des Kallus, bei der den Vorlauferzellen eine wichtige Bedeutung zukommt, ist
wesentliches Merkmal der indirekten Knochenheilung. Die vier Gewebstypen
Knochenmark, Periost, Kortikalis und das umliegenden Weichgewebe haben wichtige
Funktionen (Abb. 7).
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Abb. 7: Der Kallus und seine mdglichen Ursprungsgewebe
(Einhorn 2005)

Bereits Hippokrates interpretierte diese tastbare Kallusformation als aufere Schienung
(Michler 1970). Der zunachst bindegewebige Kallus wird durch Knorpel ersetzt. Der
Knorpel des weichen Kallus wird ahnlich wie bei der enchondralen Ossifikation in der
Ontogenese zu Faserknochen des harten Kallus umgebaut (Ferguson et al. 1999;
Vortkamp et al. 1998). Sobald der Kallus aus Knorpel und Geflechtknochen Stabilitat
gewabhrleistet, beginnt das Remodeling. Es nimmt ein bis vier Jahre in Anspruch. Das
Ergebnis ist morphologisch und funktionell mit dem originalen Knochen identischer

Lamellenknochen (Frost 1989).
2.6. Pseudarthrosen

2.6.1. Inzidenz und Klassifikation

In bis zu 10-20 % der Frakturen kommt es zu einer verzogerten Heilung (Haas 2000).
Bleibt die Vereinigung zweier Frakturenden Uber sechs Monate aus, resultiert
definitionsgemall eine Pseudarthrose. Je nach Autor werden auch acht Monate

angegeben (Runkel und Rommens 2000). Eine allgemein akzeptierte Definition der
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Pseudarthrose ist das radiographische Ausbleiben der Heilung einer Fraktur nach 6
Monaten oder das Ausbleiben einer Progression der Heilung in einem Zeitraum von 3
Monaten (Wiss und Stetson 1996). Pseudarthrosen entstehen in 80% der Falle
posttraumatisch, 10-15% als Folge von Operationen sowie etwa 3% kongenital.
Betroffen sind in etwa 50% der Falle die Tibia, gefolgt vom Femur mit 25%, beides
lange Knochen der unteren Extremitat (Pfeil et al. 1996). Die Klassifikation erfolgt in
hypertrophe (reaktive, vitale) und atrophe (inaktive, avitale) Pseudarthrosen (Weber und
Cech 1973).

2.6.2. Ursachen

Die Ursachen der Pseudarthrose sind vielfaltig. Es kommen biologische und/oder
mechanische Faktoren sowie Infektionen in Frage. Zu den biologischen Faktoren
zahlen Knochennekrosen, verursacht durch mangelnde lokale Durchblutung oder
Devaskularisation (Babhulkar et al. 2005). So treten Pseudarthrosen bevorzugt an
Knochen auf, die anatomisch bedingt nur von einzelnen GefalRen versorgt werden.
Beim Menschen sind dies etwa Os scaphoideum, der Oberschenkelhals und der Talus
(Ring 2006). Fehlt das Periost Uber einem Knochenabschnitt, etwa bei Frakturen mit
ausgedehntem Weichteilschaden, so kann hier die Frakturheilung ausbleiben. In der
Folge kann sich eine atrophe Pseudarthrose entwickeln (Yoo und Johnstone 1998).
Offene und/oder stark dislozierte Frakturen bergen ein besonderes Risiko, speziell an
der Tibia (Mechrefe et al. 2006). Desweiteren beeintrachtigen operatives Débridement
und Spulung sowie Osteosyntheseplatten oder intramedullare Manipulation die
biologische Reaktionsfahigkeit der Fraktur. Auch das Kompartment-Syndrom, bei dem
es zur Druckerhéhung innerhalb von Muskellogen kommt, kann zur Entstehung einer
Pseudarthrose fuhren. Als Ursache kommt dabei die schwere Durchblutungsstérung in
Betracht (Court-Brown und McQueen 1987).

Eine weitere mechanische Ursache ist die Instabilitat im Frakturbereich. Sie verhindert
die Entwicklung eines Brickenkallus. Ein fehlender Fragmentkontakt und zu hohe
Implantatsteifigkeit verhindern dagegen die mechanische Stimulation die Heilung.
Pseudarthrosen mit mechanischen Ursachen treten gehauft nach Frakturen des
Unterarms, speziell der Ulna auf. Auch weit dislozierte Klavikulafrakturen neigen aus

mechanischen Grinden zur Bildung von Pseudarthrosen (Runkel und Rommens 2000).
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2.6.3. Pseudarthrosebehandlung

Die Ursache einer Pseudarthrose ist gleichzeitig der Schllssel zur erfolgreichen
Behandlung. Reaktive Pseudarthrosen bendtigen eine Stabilisierung, in der Regel durch
Osteosynthese bei zuvor konservativer Therapie bzw. Verfahrenswechsel der
Osteosynthese. Bei Infektpseudarthrosen steht die Sanierung an erster Stelle (Roessler
und Ruether 2005). Eine Uber den Zeitraum von 1971-1993 durchgefuhrte klinische
Studie von 759 diaphysaren Pseudarthrosen zeigte eine rlcklaufige Tendenz,
insbesondere bei Unterschenkelpseudarthrosen. Das Verhaltnis von septischen zu
aseptischen Pseudarthrosen verschob sich von 1:1 auf 0,5:1 (Kasperczyk et al. 1996).
In einer Studie Uber 145 diaphysare Pseudarthrosen zeigten 118 (81 %) areaktive
Verhaltnisse (Richter et al. 2000). Ziel der Behandlung atropher Pseudarthrosen ist die
Stimulation von Knochenwachstum.

Heute ist die operative Therapie mit autologer Spongiosatransplantation der
Goldstandard in der Behandlung der atrophen Pseudarthrose. Sie bietet osteogene
Eigenschaften (mesenchymale Progenitorzellen), osteokonduktive Eigenschaften
(Knochenmatrix) und osteoinduktive Eigenschaften (Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren) (Khan et al. 2005). Bei noch durchbluteten Fragmentenden
kann die Entfernung von Narbengewebe aus dem Pseudarthrosespalt und eine
Anfrischung der Frakturzone erwogen werden. Alternativ ist die Dekortikation der
Fragmentenden nach Judet moglich. Dabei werden Kortikalisstickchen abgemeisselt
und zusammen mit dem Weichteilverbund in der Frakturzone belassen (Runkel und
Rommens 2000). Nachteile der Spongiosatransplantation sind der begrenzte Vorrat und
die hohe Entnahmemorbiditdt. So =zeigen sich bei 10% der Patienten
Hauptkomplikationen (tiefe Infektion, Osteomyelitis, Hamatome, neurologische
Verletzungen, Gefassverletzungen und abdomiale bzw. lumbale Hernien) (Banwart et
al. 1995a). In 39% der Falle kommt es zu kleineren Komplikationen (oberflachliche
Infektionen, oberflachliche Serome, kleine Hamatome, Blutverlust, Beckeninstabilitat,
kosmetische Defekte und Schmerzen (Heary et al. 2002). Letztere finden sich in 40 %
der Falle akut und in 19 % der Falle Uber langere Zeit (Younger und Chapman 1989). In
einer anderen Studie werden 10% Hauptkomplikationen und 6% Nebenkomplikationen
angegeben (Arrington et al. 1996). Die Kosten flr eine autologe Spongiosagewinnung
werden in den USA mit 4154 $ beziffert (St John et al. 2003).

Moglich ist auch die Verwendung allogenen Knochens oder synthetischer Substanzen

mit osteokonduktiven oder osteoinduktiven Eigenschaften. Der Einsatz von mit
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rekombinanter Gentechnik hergestellten Wachstumsfaktoren wie BMP 2 und BMP 7
(OP-1) scheint Erfolg versprechend (Dimitriou et al. 2005; Friedlaender 2004). Dafur
spricht auch die Erkenntnis, dass die Genexpression von Wachstumsfaktoren innerhalb
einer athrophen Pseudarthrose vermindert ist (Niikura et al. 2006).

Bereits 1905 beschrieb Bier die Bedeutung des Hamatoms fiir die Knochenheilung und
versuchte Pseudathrosen mit der Einspritzung von Blut zu therapieren (Bier 1905).
Einen noch experimentellen Ansatz stellt die perkutane Injektion von autologem
Knochenmark dar. Klinische Erfolge seien erzielt worden, die Methode scheint der der
autologen Spongiosaplastik ebenburtig (Connolly et al. 1991). Eine genaue Analyse der
Anzahl von Progenitorzellen in einem perkutanen Knochenmarkaspirat zeigt, dass der
Erfolg der Transplantation autologen Knochenmarkaspirats bei der Behandlung von
Pseudarthrosen der Tibiadiaphyse wesentlich von der der Anzahl der Progenitorzellen
abhangt. Ohne Konzentration des Aspirats zeigte sich der Erfolg suboptimal (Hernigou
et al. 2005). Es gibt bisher allerdings keine klinische Anwendung mit in vitro Expansion
der Zellen. Ein Problem ist dabei der Zeitraum von 14 Tagen, der fur eine ausreichende

in vitro Vermehrung von autologen Zellen natig ist.

2.7. Stammzellen

Stammzellen haben das Potential, sich selbst zu replizieren sowie lebenslang in
verschiedene Gewebe zu differenzieren. Das Ergebnis einer asymmetrischen Teilung
ist eine der Ursprungszelle gleichende Zelle und eine Tochterzelle, die sich zum
Zielgewebe entwickelt. Embryonale Stammzellen sind omnipotent, d.h. sie kdnnen sich
in jeden Gewebetyp verwandeln. Adulte Stammzellen dagegen besitzen ein
eingeschranktes Differenzierungspotential. Sie sind an bestimmte
Differenzierungspfade entlang der Ursprungsgewebe gebunden. Mesenchymale
pluripotente Zellen sind die Untergruppe der adulten Stammzellen in mesenchymalen
Geweben (Petite und Hannouche 2002). Mesenchymale Stammzellen finden sich
neben den hamatopoetischen Stammzellen auch im Knochenmark (Banfi et al. 2000;
Prockop 1997). Die Vorstellung, dass derartige Zellen auf die Linie ihres
Ursprungsgewebes limitiert sind, hat sich allerdings als falsch erwiesen, sie zeigen eine
erstaunliche Plastizitat (Muraglia et al. 2000). Selbst die Transformation Uber die
Grenzen der drei Keimblatter hinweg scheint moglich (Jiang et al. 2002). Dabei

unterscheiden sich traditionelle® Linien wie osteogene, chondrogene, adipozytogene
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oder myogene Zellen von den ,unorthodoxen® Linien, an deren Ende Kardiomyozyten
(Fukuda 2001) oder Neuronen (Bianchi et al. 2001) stehen.

Progenitorzellen haben die Fahigkeit zur Selbsterneuerung verloren, sie leiten sich von
den Stammzellen ab und haben deren Differenzierungs- und Proliferationspotential
inne. Im Knochen finden sich pluripotente Zellen an verschiedenen Orten. Zum einen
als Kambiumzellen des Periosts, im Endost sowie als Knochenmarkstromazellen.
Letztere sind eine von den ebenfalls im Knochenmark ortsstandigen hamatopoetischen
Stammzellen abweichende Population, die bei ihrer Entdeckung als ,fibroblast colony
forming unit* (f-CFU) bezeichnet wurden (Friedenstein et al. 1968). Diese Zellen haben
eine herausragende Bedeutung bei der Knochenheilung. Ob auch Progenitorzellen aus
anderen Bereichen wie dem Muskelgewebe, perivaskularem Gewebe oder systemisch
zirkulierend eine Bedeutung zukommt, ist nicht geklart (Yoo und Johnstone 1998).
Aktuelle Vorschlage zur Nomenklatur dieser an Plastikoberflachen adharierenden
Zellen sind ,multipotent mesenchymal stromal cells“ (Horwitz et al. 2005). Humane
hMSCs, rMSCs der Ratte und murine mMSCs sind in ihren Eigenschaften vergleichbar.
Sie sind bei der Maus in einer Haufigkeit von ca. 1 : 100 000 Zellen im Knochenmark zu
finden (D'lppolito et al. 1999). Die Richtung der Differenzierungspfade hangt wesentlich
vom Mikromilieu des Gewebes bzw. den Kulturbedingungen ab, auch als Nische
bezeichnet (Jiang et al. 2002; Watt und Hogan 2000). Die in vitro Differenzierung von
MSCs zu osteogenen Zellen ist bereits etabliert (Bruder et al. 1997; Niemeyer et al.
2003). Besondere Bedeutung kommt der extrazellularen Matrix, Zell-Zell-Kontakten

sowie Wachstumsfaktoren zu.

2.8. Kallusmodulation und Tissue engineering

Kallusmodulation und die Zuchtung neuer Gewebe sind Visionen in der Behandlung
unfallchirurgischer Patienten. Tissue engineering umfasst drei Komponenten, auf einem
Tragermaterial werden Zellen ausgesat und Wachstumsfaktoren kénnen eingearbeitet
werden (Arnold et al. 2003). Die Nutzung der Zellen verlauft nach dem Schema Ernte,
Zucht und folgende Differenzierung. Prinzipiell sind Studien in vitro sowie in vivo, d.h. im
Tiermodell madglich. In vivo sind ektope Transplantationen, z.B. unter die Haut mdglich.
Die Implantation in orthotoper Lage ist praxisorientierter, etwa die eines Konstrukts zur
Bildung von Knochen in einen Knochendefekt. Der Zusatz von Periostzellen auf
Tragermaterialien zeigte im Kalottendefekt des Kaninchens bezuglich des

Heilungsverlauf eine signifikante Uberlegenheit gegeniiber den zellfreien Matrizen
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(Breitbart et al. 1998). Die aktuelle Forschung konzentriert sich neben kristallinen auch
auf proteinbasierte Tragermaterialien wie etwa Seide (Meinel et al. 2006). Erste
klinische Langzeiterfolge von Knochenersatzmaterialien lassen sich in Pilotstudien

erkennen (Marcacci et al. 2007).

2.9. Hypothesen und Ziele der Studie

Im Zentrum der Untersuchung stehen die atrophe Pseudarthrose und Ansatze ihrer
zellbasierten Therapie. Im Rattenmodell sollen folgende Hypothesen untersucht

werden:

1. Eine atrophe Pseudarthrose kann durch thermische Destruktion des Periosts und die

Entfernung des Knochenmarks in einer Osteotomie des Rattenfemurs induziert werden.

2. Die Transplantation autologer MSCs fordert die Heilung der atrophen Pseudarthrose

im langen Rohrenknochen.

3. Eine osteogene in vitro Pradifferenzierung der Zellen verstarkt den Heilungseffekt.
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3. Eigene Untersuchungen - Material und Methoden

Als Tiermodell wurden mannliche Sprague Dawley Ratten verwendet. Das linke Femur
wurde diaphysar osteotomiert und mit einem Fixateur externe versorgt. Nach 2 und 8
Wochen Standzeit wurden die Tiere getotet und untersucht. In 4 Untersuchungsgruppen
a 8 Tieren (Standzeit 8 Wochen) und 2 a 2 Tiere (Standzeit 2 Wochen) wurden 36

Ratten in den Versuch einbezogen.

3.1. Tiere und Tierhaltung

36 mannliche Sprague Dawley Ratten mit einem Gewicht von 410-460 g entsprechend
einem Alter von 16 — 20 Wochen wurden verwendet. Die Versuchstiere wurden
wahrend der gesamten Dauer in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité,
Campus Virchow-Klinikum gehalten und versorgt. Die Genehmigung des
Tierversuchsvorhabens (G 0036/04) wurde durch das Landesamt flr Arbeitsschutz,
Gesundheitsschutz und technische Sicherheit, Berlin, erteilt.

Die Tiere wurden ihrem Sozialverhalten entsprechend in Macrolon Typ IV Kafigen in
Gruppen von 5 Tieren gehalten. Die Haltungsbedingungen entsprachen den Richtlinien
der European Convention ETS 123 und der Gesellschaft flr Tierversuchskunde GV
SOLAS. Der Eingriff der Osteotomie machte eine Isolierung der Tiere in Macrolon Typ
[l Einzelkafigen erforderlich, um gegenseitige Manipulation der Wunden und des
Fixateurs zu verhindern. Die Tiere hatten Sichtkontakt, sie konnten olfaktorisch und
akustisch kommunizieren. Die Futterung erfolgte mit Nagetierfutter (Ssniff Spezialdiaten
GmbH) sowie Wasser ad libitum. Farbige Ringe bzw. Langsstriche um die

Schwanzwurzel der Tiere dienten als Markierung.

3.2. Versuchsgruppen und Zeitablauf

Zum biomechanischen Teil der Arbeit zahlten 4 Versuchsgruppen mit jeweils 8 Tieren
(Tabelle 1). Nach einer kurzen Eingewdhnungszeit erfolgte bei allen Tieren eine
Knochenmarkpunktion zur Anzichtung von MSCs, etwa drei Wochen vor der

eigentlichen Osteotomie (Abb. 8).
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Tabelle 1: Ubersicht der Versuchsgruppen

(MSC: mesenchymale Stammzellen, OPC osteogene Progenitorzellen)

Gruppe Kontrolle | Pseudarthrose | MSC OPC

Behandlung | leer Medium native Zellen | osteogene Zellen

In der Kontrollgruppe mit physiologischer Frakturheilung wurde eine Osteotomie ohne
Destruktion des Periosts vorgenommen. In der Pseudarthrosegruppe wurde mittels
Osteotomie mit thermischer Destruktion des Periosts eine atrophe Pseudarthrose
geschaffen. Die erste Behandlungsgruppe erhielt nach Schaffung des
Pseudarthrosemodells 2 Tage postoperativ eine Applikation nativer autologer nicht
pradifferenzierter Knochenmarkstammzellen. Die zweite Behandlungsgruppe erhielt
osteogen pradifferenzierte mesenchymale Stammzellen. Um eine Bias durch die
Applikation des Kulturmediums auszuschlieen wurde in der Pseudarthrosegruppe
reines Medium 2 Tage postoperativ appliziert. Es wurden jeweils etwa 100 ul perkutan
injiziert.

Die Untersuchungen erfolgten nach einer Standzeit von 56 Tagen post Osteotomie.
Neben den 32 Tieren wurden weitere 4 Tiere zum Zeitpunkt 14 Tage post operationem
untersucht. Dabei handelte es sich um jeweils 2 Tiere aus der Kontrollgruppe und der

mit osteogen pradifferenzierten Zellen behandelten Gruppe.

d-21 d0 d2 d14 db6

Abb. 8: Zeitablauf des Experiments
(d-21 Zellentnahme, dO Osteotomie und Fixateur externe, d2 Transplantation, d 14 friher

Untersuchungszeitpunkt, d56 spater Untersuchungszeitpunkt)

3.3. Osteotomiemodell

Beim verwendeten Modell handelte es sich um eine in Anlehnung an Hietaniemi
(Hietaniemi et al. 1995) bzw. Kokubu modifizierte Technik zur Schaffung einer avitalen
Situation (Kokubu et al. 2003). Hieraus entwickelte sich das Bild einer atrophen

Pseudarthrose.
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Das linke Femur wurde mit einer Trennscheibe von 0,4 mm Breite osteotomiert. Im
Anschluss wurde das Periost an den Enden jeweils 2 mm proximal und distal der
Osteotomie kauterisiert. Der Defekt wurde mit einem Fixateur externe versorgt (Abb. 9),
eine modifizierte Konstruktion nach (Bail et al. 2000). Zwei Stahlbacken wurden mit

zwei Schrauben zusammengezogen. Die Backen spannten vier Pins ein.

Abb. 9: Fixateur externe

mit freundlicher Genehmigung S. Dormann

Die Abmessungen betrugen Lange x Breite 29 x 5 mm. Die obere Backe mit einer
Starke von 1,8 mm nahm die Schraubenképfe der Senkkopfschrauben (M 2,5) auf. In
der unteren Backe mit einer Starke von 2,8 mm war ein Gewinde in den
Schaubenléchern eingeschnitten. Die untere Backe wurde zur Verminderung der
Steifigkeit in der Mitte eingekerbt. Als Pins wurden vier 10 cm lange K-Drahte mit einem
Durchmesser von 1,25 mm und einem 10 mm langen Gewinde an der Spitze verwendet
(Fa. M. Jagel, Bad Blankenburg, Germany). Die Kontaktflachen der Fixateurbalken
waren plan und mit 4 Bohrungen zur Aufnahme der Pins versehen. So wurde ein festes

Einspannen der Pins ermdglicht. Das Gesamtgewicht des Konstrukts betrug ca. 5,4 g.

3.4. Zellentnahme und Zellkultur

Die Zellenthahme zur Gewinnung von Knochenmark wurde an der rechten Tibia
durchgefuhrt. Als Narkose diente ein Gasgemisch aus Isofluran 3,5 Vol %, Lachgas 0,4
I/min und Sauerstoff 0,6 I/min. Zur Einleitung wurde eine Plastikkammer verwendet, in

die das Tier gesetzt und darauf das Gasgemisch geleitet wird. Nach Eintreten der
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Narkose des Tieres erfolgte die Fortflihrung mit einer Gesichtsmaske. Gewicht und
Temperatur wurden gemessen und der rechte Hinterlauf mit einer Schermaschine
rasiert (Aeskulap favorita Il) und spruhdesinfiziert (Braunoderm).

Ein etwa 1 cm langer Hautschnitt wurde medio-ventral der Tuberositas tibiae bis auf
den Knochen vorgenommen und die Weichteile, falls erforderlich, seitlich abgeschoben.
Es folgte das Anbohren der Tibia schrag nach distal-lateral mit einem Kugelfraser
@=1,0 mm (Fa. Proxoon), alternativ mit einem Diamant-Kugelschleifstift @=1,0 mm. Zur
Aspiration des austretenden Hamatoms diente eine 22 G Kanule auf einer 1ml Spritze
mit 0,2 ml Expansionsmedium. Wahrend des Vorschiebens der Kanile in den
Markraum wurde Knochenmark aspiriert und die Kanule unter weiterer Aspiration
vorsichtig vor- und zurickgeschoben. Es folgte das sterile Umfullen des Aspirats in ein
15 ml Falcon Tube mit 5 ml Medium. Die dabei auf die Zellen wirkenden Scherkrafte
innerhalb der Kanule wurden durch vorsichtiges Aspirieren minimiert. Die Wunde wurde
mit einer Einzelknopfnaht mit monofilem nicht resorbierbarem Faden (Prolene 3-0)
verschlossen und das Tier zum Aufwachen zuruck in den Kafig gelegt. Die Narkose
dauerte noch wenige Minuten an. Im Anschluss wurde die Aspirat-Medium Suspension
zunachst in 25 cm? Zellkulturflaschen ausgesat. Ziel der Kultur war die Expansion der
Zellen auf ca. 2 Mio. zur Transplantation in den Osteotomiespalt.

Die Zellkultur erfolgte entsprechend einem Protokoll zur Anzuchtung humaner
Vorlauferzellen auf dem Boden von Kulturflaschen in einem Flussigmedium. Alle
Arbeiten in diesem Zusammenhang wurden an einer Workbench mit Abzug unter
keimarmen Bedingungen durchgefihrt. Als Expansionsmedium diente a-DMEM (Gibco)
mit 10 % fetalem bovinen Serum (FBS) sowie 1 % Antibiotikumzusatz (Penicillin-G
10,000 U/ml, Streptomycin 10,000 pg/ml). Die Dosierung betrug 0,2 ml pro cm?
Flaschenboden. Nach Beschriftung der Kulturflaschen mit Datum und Tiernummer fand
die Lagerung der Zellen in einem Inkubator bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 %
CO2-Gehalt statt. Das Medium wurde zundchst am 2. und 4. Tag gewechselt.
Anschliel3end erfolgte der Mediumwechsel zweimal wochentlich, und das Zellwachstum
wurde mikroskopisch verfolgt.

Das Passagieren der Zellen erfolgte bei 80 % Konfluenz bzw. dem Beginn der Bildung
von Zellnestern. Dazu wurden die auf dem Flaschenboden fest haftenden Zellen
zunachst mit Trypsin vom Flaschenboden geldst und ihre Zahl bestimmt. Anschliel3end

wurden die Zellen auf neue Flaschen mit entsprechend gréfRerer Oberflache verteilt.
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Im ersten Schritt wurde das Medium mit einer Einmal-Glaspipette abgesaugt und
zweifach mit PBS-Losung gespult. Das Waschen diente auch dem Entfernen des im
FBS enthaltenen a1-Protease Inhibitor-Komplex, der Trypsin inaktiviert. Im zweiten
Schritt wurde Trypsinlésung (9 [.U./ml) in einer Dosierung von 130 ul pro cm?
Flaschenboden mit einer Saugpipette dazugegeben. Die Kulturflaschen wurden
geschwenkt und fur 4 min zurtck in den Inkubator gelegt. Die Protease Trypsin diente
zum Abbau der extrazellularen Matrix die das Anheften der Zellen am Flaschenboden
ermdglichte. So I6sten sich die fest am Boden haftenden Zellen.

Lichtmikroskopisch wurde der Ablésungsvorgang verfolgt, bei dem sich die Morphologie
der Zellen veranderte. Zunachst boten die Zellen das typische Bild mesenchymaler
Stammzellen mit mehreren fingerartigen Zellauslaufern. Im Folgenden rundeten sich die
Zellen ab, bis sie schliel3lich kugelformig waren. Jetzt l16sten sie sich vom Boden, was
durch Schwenken der Kulturflasche und anschlieRendes Beobachten der Zellen im
Flussigkeitsstrom deutlich sichtbar wurde. Das Trypsinieren wurde nur so lange wie
notig durchgefuhrt, um eine Schadigung der Zellen zu verhindern.

Nach vollstandigem Ablosen der Zellen erfolgte die Zugabe von Medium zur
Neutralisierung des Trypsins. Im Anschluss wurden die Zellen in ein Falconréhrchen der
erforderlichen GroRe gefullt. Danach wurde mit einem Zytometers (CASY-
Flowzytometer) die Zellzahl bestimmt und die Zellen wurden auf neue Flaschen verteilt.
Zur Zellzahlung wurde zunachst ein Messgefald mit 7 ml Casytron-Lésung gefullt und
mit einer Eppendorf-Pipette 70 pl der Zellsuspension hinzugegeben. Nach vorsichtiger
Durchmischung wurde die Probe unter das Zytometer gestellt und der Messvorgang
gestartet. Aus drei hintereinander durchgefuhrten Messungen wurde ein Mittelwert
gebildet. Das Ergebnis wurde als Partikelzahl pro Liter Medium fur drei GroRenintervalle
dargestellt. Fur die Ermittlung der Anzahl der mesenchymalen Stammzellen war die
Partikelgréfie von 12,8 - 100 pm Durchmesser relevant. So wurden anfangliche
Verunreinigungen mit Erythrozyten, Leukozyten und Zelltrimmern aus der Zahlung
ausgeklammert.

Im Anschluss wurde aus den gemessenen Werten die Konzentration der
Zellsuspension bestimmt. So gelang die erneute Aussaat von 2,5x102 Zellen pro cm? in
frische Flaschen. Die Zelldichte erwies sich in Vorexperimenten als gunstiger Wert fur
die Proliferation der Zellen. Zur Kultur wurden Flaschen in den Grdlden 25 cm?, 75 cm?,
175 cm? und 300 cm? verwendet und gegebenenfalls kombiniert. Anschliel}end wurden

die Kulturflaschen mit Expansionsmedium auf das erforderliche Volumen von 0,2 ml pro
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cm? aufgeflllt. Nach Beschriftung der Kulturflaschen wurde die Bebritung im Inkubator
fortgefuhrt. Bis zum Erreichen von ca. 2 Mio Zellen waren je nach gewonnener Zellzahl
und Wachstumsgeschwindigkeit 2 - 3 Passagen erforderlich. Die Expansion dauerte so
14 -21 Tage.

Die osteogene Differenzierung der Zellen wurde 5 Tage vor der Transplantation nach
einem modifizierten Standartprotokoll nach Pittenger durchgefihrt (CMSC 2000; Marie
und Fromigue 2006; Pittenger et al. 1999). Verwendet wurde Expansionsmedium (a-
DMEM (Gibco) mit 10 % fetalem bovinen Serum (FBS) sowie 1 % Antibiotikumzusatz
(Penicillin-G 10,000 U/ml, Streptomycin 10,000 ug/ml)) mit Zusatz von
Ascorbinsaurephosphat (2x10* M), B-Glycerophosphat (7x10° M) und Dexamethason
(10® M). Die MSCs wurden bei Konfluenz in einer 300cm? Kulturflasche behandelt.

3.5. Osteotomie und Fixateur externe

Zur Einleitung der Narkose diente wie unter 3.4 Zellentnahme beschrieben ein
Narkosegas-Luftgemisch. Die Fortfihrung der Narkose erfolgte durch eine Injektion von
Ketamin® 10%, 100 mg/kg KG und Rompun® 2%, 10 mg/kg. Die Losung wurde
intraperitoneal injiziert. Die Inhalationsnarkose wurde kurz darauf beendet, um eine
Atemdepression durch das Isofluran zu verhindern. Zur zusatzlichen Analgesie wurde
Temgesic® (Buprenorphin, 10 pg/kg) subkutan injiziert. Der Austrocknung der Kornea
wurde mit Panthenol-Augensalbe® (Jenapharm) vorgebeugt. Nach Gewichts- und
Temperaturkontrolle wurden der linke Hinterlauf, Bauch und Rucken mit einer
Schermaschine rasiert. Die Ratte wurde in Rechtsseitenlage auf einer Warmeplatte
gelagert, der linke Hinterlauf bis zur Hohe des Mittelbauchs mit Braunoderm®

desinfiziert und steril abgedeckt.

Operationsablauf, Ubersicht

Nach der Hautinzision folgte die Praparation des linken Femurs. AnschlieRend wurden
vier Kirschnerdrahte (KD 1 — 4) in den Knochen eingedreht und der Fixateur-
Querbalken montiert. Darauf wurde die Osteotomie mit der in die Bohrwelle
eingespannten Trennscheibe durchgefihrt. Der Fixateur wurde falls erforderlich
abgeschraubt und die Kauterisation vorgenommen. Abschlieliend wurde der Fixateur

externe wieder angebracht und ein Wundverschluss durchgefthrt.
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Detaillierte Operationstechnik

Die Haut wurde lateral Gber dem zu tastenden Os femoris in einer Lange von etwa 4 cm
von kurz proximal des Knies bis zum Trochanter major inzidiert und das linke Os
femoris durch die Membrana intermuscularia zwischen Flexorenloge (Musculus vastus
lateralis) und Extensorenloge (Musculus biceps femoris) frei prapariert (Abb. 10). Zur
Orientierung wurde der Fixateurbalken eingepasst und seine spatere Position ermittelt.
Darauf wurde der Pinkanal des distalsten Kirschnerdrahtes (KD4) durch die laterale
Kortikalis vorgebohrt (Bohrer 0,9 mm eingespannt in Minibohrmaschine, 16 000 U/min,
Feinbohrschleifer FBS 240/E, Proxxon Micromat System, Niersbach). Dabei wurde das
Os femoris manuell fixiert und auf lotrechtes Bohren in Bezug auf die Knochenachse
geachtet. In das Loch wurde der KD4 (1,25 mm Durchmesser, 10 mm Gewinde
selbstschneidend, 50 mm Lange) mit einem Handbohrfutter eingedreht.

Der Fixateurbalken wurde als Schablone verwendet. Der proximale Pinkanal wurde
vorgebohrt und der KD1 lotrecht eingedreht. Es folgten die Bohrungen der Pinkanale 2
und 3 und das Eindrehen von KD2 und 3 parallel zu den bereits montierten KDs (Abb.

10: Operationsansicht I).

Abb. 10: Operationsansicht |
Links: Nach Praparation ist das linke Os femoris dargestellt.

Rechts: Die Pins werden nach Vorbohren mit Hilfe des Fixateurbalkens als Schablone eingebracht.

In einem etwa 5 mm breiten Bereich zwischen KD2 und 3 wurde der Knochen von
Weichteilen freiprapariert. Zur besseren Stabilisierung wahrend der Osteotomie wurde
ein zweiter Fixateurbalken unter den ersten geschraubt. Die Weichteile wurden mit

Zweizehenhaken abgehalten. Die Stelle der Osteotomie wurde mit einer Schablone
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mittig zwischen KD2 wund 3 festgelegt und das Os femoris mit einer
Diamanttrennscheibe von 0,4 mm Dicke durchtrennt (Abb. 11).

Jetzt wurde der Abstand zwischen Knochen und Fixateurbalken von 2 Fixateurbreiten
ermittelt (10 mm) und der untere der beiden montierten Fixateure auf dieser Hohe
befestigt. Dabei blieb der obere Fixateur fest montiert, um die korrekte Stellung der
Knochenfragmente zueinander zu gewahrleisten. War der untere Fixateur in der
richtigen Position festgeschraubt, wurde der Obere demontiert und die Kirschnerdrahte

so kurz wie moglich oberhalb des Fixateurbalkens abgekniffen (Abb. 11).

Abb. 11: Operationsansicht Il
Links: Der Knochen wird mit einer Trennscheibe osteotomiert.

Rechts: AbschlieRende Montage des Fixateurs.

Die Operation der Kontrollgruppe war damit abgeschlossen. Bei den Tieren der
Versuchsgruppen 2 - 4 wurde nun zum Schaffen der avitalen Situation der Fixateur
abgenommen und das Knochenmark aus der Markhéhle mit einer feinen Pinzette
entfernt (Abb. 12). Nach grundlichem Spulen des Operationsfeldes wurde das Periosts
2 mm proximal und distal des Osteotomiespaltes mit einem elektrischen monopolaren
Kauter thermisch zerstort (Abb. 12). Die Erdung erfolgte am Hinterlauf, um einen

Stromfluss durch den gesamten Tierkdrper zu vermeiden.
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Abb. 12: Operationsansicht Il
Links: Entfernen des Knochenmarks mit einer feinen Pinzette

Rechts: Kauterisation des Periosts

Anschlie®end wurde der Fixateur externe unter Beachtung der exakten Stellung des Os
femoris wieder angebracht, die exakt abgekniffenen Enden der KDs dienten dabei als
Orientierungshilfe.

Der Wundverschluss erfolgte durch eine fortlaufende Muskelnaht mit geflochtenem
resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl® 7-0, Ethicon) und durch Einzelknopfnaht der Haut
mit monofilem, nichtresorbierbarem Nahtmaterial (Prolene® 3-0, Ethicon). Zur Kontrolle
und Dokumentation des Operationsergebnisses, insbesondere der Kkorrekten
Reposition, folgten Rontgenaufnahmen des linken Hinterlaufs in drei Ebenen (52 KV,
1,8 mAs im Abstand von 60 cm auf konventionelle Réntgenfilme, AGFA Cronex® 5).
Zwei Aufnahmen wurden in 45°, die Dritte a.p. in 90° zum Fixateur angefertigt.
Gekennzeichnet wurden die Filme mit Tiernummer und Datum.

Der gesamte Eingriff dauerte inklusive Vorbereitung im Mittel 70 min mit Kauterisation
und 60 min ohne. Die Schnitt — Nahtzeit betrug 25 bzw. 35 min. Unter
Rotlichtbestrahlung zur Vermeidung einer Hypothermie erlangte das Tier innerhalb der

nachsten halben Stunde das Bewusstsein.

3.6. Transplantation

Die Transplantation von autologen mesenchymalen Stammzellen bzw. Osteoprogenitor
Zellen wurde 48 h nach der Osteotomie mit Kauterisation und Montage des Fixateur
externes in den Gruppen 2 und 3 vorgenommen. Zur Transplantation wurde eine

Inhalationsnarkose wie unter 3.4 beschrieben durchgefluhrt.

33



Material und Methoden

Zunachst wurden die Zellen nach Erreichen der erforderlichen Zahl von 2 Millionen
geerntet. Dazu wurden die Kulturflaschen zweimal mit PBS-Losung gewaschen und die
Zellen wie in 3.4 beschrieben mit Trypsin abgeldst. Im Anschluss wurde die
Zellsuspension zentrifugiert (400 g, 10 min) und der Uberstand bis auf etwa 0,5 ml
verworfen. Nach einer weiteren Zentrifugationn (400 g, 1 min) wurde der Uberstand bis
auf etwa 100-150 pl verworfen. Das Zellkonzentrat wurde in einer 1 ml Spritze
aufgezogen. Die auf die Zellen wirkenden Scherkrafte innerhalb der Kanule sowohl
beim Aufziehen als auch beim Injizieren wurden durch vorsichtiges Arbeiten minimiert.

Mittels einer 24 G Kanlle wurde der Osteotomiespalt aufgesucht und das
Zellkonzentrat perkutan in  den fuhlbaren Spalt injiziert. Die Tiere der

Pseudarthrosegruppe erhielten 100-150 pl Expansionsmedium.

3.7. Nachsorge

Die Tiere wurden taglich beobachtet und einmal wdchentlich untersucht, bei einer
Standzeit von 56 Tagen ergaben sich so 7 Untersuchungen. Zunachst wurde die
Funktion des linken Hinterlaufs evaluiert und pathologische Verhaltensanderungen wie
allgemeine Minderung der Aktivitat, struppiges Fell oder fehlende Nahrungs- oder
Wasseraufnahme ausgeschlossen. Nach Gewichtskontrolle wurde eine kurze Narkose
durchgefuhrt. Die Temperatur wurde rektal kontrolliert und die Wundverhaltnisse
dokumentiert. Zur Wundpflege wurde mit alkoholischer Losung spruhdesinfiziert. Mit
einer Pinzette wurden, falls vorhanden, Krusten und Exsudate entfernt. Die
Fixateurkomponenten wurden mit einem mit Wasserstoffperoxid getrankten
Wattestabchen gereinigt. AbschlieRend wurden Rontgenbilder des linken Hinterlaufs

angefertigt.

3.8. Praparatgewinnung

Zum Untersuchungszeitpunkt 56 Tage post OP wurden die Versuchstiere getotet. Nach
einer letzten Gewichtskontrolle erfolgte in tiefer Inhalationsnarkose die intrakardiale
Injektion von etwa 5 ml Kaliumchlorid-Lésung (1 molar). Wenige Sekunden spater traten
Herz- und Atemstillstand ein. Als weitere Zeichen des Kreislaufstillstands konnten die
deutliche Abblassung der Retinae beobachtet werden. Nach sicherem Eintritt des
Todes wurden beide Ossa femoralia freiprapariert. Dazu wurde zunachst die Haut Uber
dem osteotomierten Oberschenkel mit einem Skalpell inzidiert und abgezogen. Das

Kniegelenk wurde exartikuliert und die Oberschenkelmuskeln mit einer Praparierschere
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femurnahe nach proximal bis zum Huftgelenk aufgeschnitten. Nach Exartikulieren im
Huftgelenk wurde der Knochen entnommen. Es folgte die Praparation der Gegenseite.
Unter Belassung eines Weichteilmantels im Bereich des zu testenden Abschnitts
wurden die Weichteile mit der Praparierschere vom Knochen geldst. Die Praparation
der Kalli erforderte besondere Sorgfalt, um eine Zerstérung des (weichen) Kallus zu
verhindern. AnschlieRend wurde der Fixateurbalken am linken Femur entfernt und die
Kirschnerdrahte wurden mittels eines Seitenschneiders im Abstand von etwa 3 mm vom
Knochen abgekniffen.

In das Os femoris der rechten, intakten Seite wurden zur Standardisierung ebenfalls
zwei Kirschnerdrahte eingebracht, analog den beiden osteotomienahen KDs 2 und 3.
Der Abstand betrug wie auf der linken Seite 10 mm. Die Pinldcher wurden mit einem 0,9
mm Bohrer vorgebohrt, die Drahte eingebracht und ebenfalls im Abstand von 3 mm
abgekniffen. Die Praparate wurden in einer mit isotoner NaCl-Lésung getrankten

Kompresse bis zur Testung aufbewahrt, um eine Austrocknung zu verhindern.

3.9. Auswertung der radiologischen Ergebnisse

Die Rontgenaufnahmen im Anschluss an die Operation und in wochentlichen
Abstanden dienten der Kontrolle des Heilungsverlaufs sowie dem Ausschluss
zusatzlicher Frakturen oder Implantatversagen. Die post mortem Roéntgenaufnahmen
wurden auf Zeichen periostalen Kallus, endostalen Kallus sowie Mineralisation im
Markraum, Uberbriickung des Osteotomiespalts und Aspekt des Osteotomiespalts hin

deskriptiv beurteilt.

3.10. Biomechanische Testung

Im Anschluss an die Praparation wurden osteotomiertes und gegenseitiges intaktes
Femur in Plastiktopfe eingebettet. Die Proben wurden in eine Torsionstestmaschiene fur
Kleintierknochen eingespannt und in der Materialprifmaschiene (Zwick 1455) getestet
(Schmidmaier et al. 2004).

Einbettung

Die Ossa femoralia wurden an den Kondylen in einem Stativ eingespannt, um zunachst
das proximale Ende einzubetten. Der Knochen wurde mit einem Winkel (Orion
DIN875/1) lotrecht und mit Hilfe einer Visiervorrichung zentriert ausgerichtet. Im

Anschluss erfolgte die exakte Einstellung der Einbetttiefe in die Gussform, so dass die
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osteotomienahen Pinlocher gerade mit eingebettet wurden, um ein ,Abrutschen® des
Knochens in der Einbettmasse zu vermeiden. Zur exakten Einbettung der Knochen
wurde eine Visierhilfe entwickelt. Sie besteht aus 2 senkrecht aufeinander stehenden
durchsichtigen Plexiglasscheiben (3 cm x 1,5 cm x 0,5 cm). In der Mitte der beiden
Scheiben ist eine senkrechte Linie eingeschliffen. Zur Ausrichtung des Knochens visiert
man Uber diese Linien. Die 3 rotierbaren Ebenen des Stativs erlauben eine senkrechte
und waagerechte Einstellung des eingespannten Knochens.

Zur Einbettung der Knochen wurde der Zwei-Komponenten-Kunststoff Technovit 3040
(Heraeus Kulzer) verwendet. Nach Vorlegen der flissigen Phase in einen Plastikbecher
wurde die feste, pulverige Komponente mit einem Stab eingeruhrt, bis die Mischung
fadenartig vom Ruhrstab tropfte. Um ein Aufquellen der Einbettmasse wahrend der
Aushartung zu vermeiden, musste eine madglichst feste Mischung angefertigt und der
Einschluss von Luftblasen vermieden werden. Die Masse wurde mit einer 20 ml Spritze
langsam bis zum oberen Rand in die Form geflllt. Nach etwa 15 min war der Kunststoff
ausgehartet und der Knochen am distalen Ende durch die Masse in der Einbettform
eingebettet. Zur Uberpriifung der Festigkeit konnte der Rest im Mischbecher kontrolliert
werden. Wahrend des Einbettens und Aushartens wurde das freie Ende des Os femoris
standig mit 0,9% NaCl-Lésung feucht gehalten, um eine Austrocknung des Knochens
und des Kallus zu verhindern. AnschlieRend wurde die distale Seite des Femurs
eingebettet. Nach Losen aus der Einspannvorrichtung und einer 180° Drehung wurde
die den Knochen bereits fixierende Gussform in das Stativ eingespannt. Das
freiliegende distale Ende des Femurs wurde in eine zweite Einbettform eingelassen, bis
der Abstand zwischen den beiden Einbettformen standardisierte 8 mm mal}, was dem
Abstand zwischen den eingebetteten osteotomienahen Pins entsprach. So befand sich
die Osteotomie exakt in der Mitte des zu testenden freiliegenden Abschnitts der
Diaphyse. Die Einbettung der distalen Seite erfolgte wie auf der Gegenseite. Der
Knochen mit dem noch freiliegenden Weichteilmantel wurde bis zur Messung mit einer

mit NaCl 0,9% getrankten Kompresse feucht gehalten.

Testung

Die Testung erfolgte mit der Prufmaschine Zwick 1445. In der in Abb. 13 dargestellten
Testmaschine fur Kleintierknochen wurde der in die Formen (1) eingebettete Knochen
eingespannt, so dass seine Langsachse der Rotationsachse entsprach. Belastet wurde

der Knochen mit einer axialen Vorlast (6) von 5 N, damit ein gleichmafiger Druck in
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allen Bereichen auf den Knochen wirkte. So wurden die bei torsionalen Testungen
auftretenden Zugbelastungen, die aus der Langenanderung (Verkurzung) resultieren,
minimiert. Uber einen Hebelarm (White et al.), der in Ausgangsstellung von 45° mittels
eines Winkels gebracht wurde, wurde die lineare Bewegung der Materialprifmaschine
(Kopman et al.) in eine Drehbewegung umgewandelt. Das erzeugte Torsionsmoment
wurde durch eine 30 N Messzelle (5) am aufliegenden Hebelarm der Gegenseite

gemessen.

Abb. 13: Torsionstestmaschine fur Kleintierknochen

1 Einbettformen zur Fixierung des Knochen, 2 Dorn mit linearem Vorschub durch die
Materialprifmaschine Zwick 1445, 3 Hebelarme zur Kraftibertragung auf die Rotationsachse, 4
Nadellager in den Lagerbdcken zur Verminderung der Reibung, 5 Messaufnehmer zur

Drehmomentmessung, 6 Hebel fir die axiale Vorlast von 5 N; nach (Schmidmaier et al. 2004)

Die Prufmaschine wurde auf kontinuierlichen Vorschub von 2 mm/min eingestellt. Die
gemessenen Daten wurden uber einen Messkraftverstarker (MGC; HBM, Darmstadt) in
einen PC eingelesen. Die Software Catman 2.1® (HBM, Darmstadt) nahm die
Messdaten in Intervallen von 0,3 s auf und berechnete aus der aufgebrachten Kraft und
dem wirksamen Hebelarm (30 mm) das Torsionsmoment. Die gemessenen Daten (Zeit,
Masse, Kraft und Drehmoment) wurden mit Catman als ASCII- Datei gespeichert. Die
so gewonnenen Rohdaten wurden in eine Exceltabelle Uberfihrt und weiter verarbeitet.
Aus den Daten wurde ein Diagramm erstellt, aus dem das maximale Torsionsmoment
bei Versagen und uber die Steigung die Torsionssteifigkeit bestimmt wurde. Unter den

beschriebenen standardisierten Bedingungen wurden das linke osteotomierte und das
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rechte unversehrte Os femoris getestet. Die Messwerte der frakturierten Seite wurden

auf die der gesunden Seite bezogen und so verglichen.

3.11. Testung der in vitro Eigenschaften des Fixateurs

Um die mechanischen Eigenschaften des Fixateurs zu untersuchen, wurden in vitro
Testungen durchgefuhrt. Dabei wurde zunachst die Torsionssteifigkeit des unter 3.5
beschriebenen Konstrukts getestet. In einen freipraparierten Femurknochen einer Ratte
wurden vier K-Drahte eingebracht, der Fixateurbalken angeschraubt und der Knochen
osteotomiert. Darauf wurde das Konstrukt an beiden Enden wie oben beschrieben
eingebettet und nicht destruktiv in der Torsionsmaschine getestet.

In einem zweiten Versuch wurden die Torsionssteifigkeit und die axiale Steifigkeit des
Konstrukts in einem Druckversuch getestet. Die Fixateurpins wurden dazu in einen
Bambusstab (Durchmesser 6 mm, Lange 60 mm) eingedreht, der analog zum
Osteotomiespalt durchtrennt wurde. Die Breite des Spalts betrug 2 mm. Nach Montage
des Fixateurbalkens im Abstand von 10 mm erfolgten die Testungen in der Zwick
Materialprifmaschine. Es wurden jeweils drei Testzyklen in vier Versuchen

durchgefuhrt. AulRerdem wurde die axiale Steifigkeit mit einem Metalldummie getestet.

3.12. Auswertung der Testergebnisse

Zur Auswertung wurden die Rohdaten in Excel (Microsoft®) bearbeitet. Es wurden das
Drehmoment und die Steifigkeit ermittelt. Die Ergebnisse der osteotomierten Seite
wurden auf die Ergebnisse der jeweils gesunden gesunden Seite bezogen. Dargestellt
werden die absoluten und die relativen Werte bezogen auf die intakte Gegenseite.

Zunachst wurden die vier MessgroRen Zeit, Kraft, Masse und Drehmoment in Excel
tabellarisch dargestellt. Die beim Anlaufen der Maschine gemessenen Werte wurden
als Setzungsartefakte interpretiert und bis zu einem kontinuierlichen Kraftanstieg
verworfen, welcher den eigentlichen Beginn der Testung anzeigte. Dieser Zeitpunkt
wurde als der Messpunkt Null festgelegt. Das Ende der Testung nach Versagen wurde
anhand des Abfalls des Drehmoments festgestellt. Der Torsionsumfang in Winkelgrad
ergab sich aus dem linearen Vorschub der Prufmaschine auf den Hebelarm. Das
tatsachliche Drehmoment wurde aus den Messwerten minus der Ausgangswerte am
Nullpunkt errechnet. Im Anschluss wurde das Drehmoment [Nmm] bezogen auf den

Winkel [°] als Graph dargestellt. Die Steigung der Kurve entsprach der
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Torsionssteifigkeit des Knochens, die Berechnung der Tangente erfolgte Uber ein

Steigungsdreieck.

3.13.  Statistische Auswertung

Mittelwert, Standardabweichung und Median der Werte innerhalb der Versuchsgruppen
wurden bestimmt und tabellarisch dargestellt. Mit Hilfe von Boxplots konnten die Werte

graphisch dargestellt und verglichen werden (Abb. 14).

* Extremwerte: Falle mit Werten, die Ober 3 Boxlangen
worm oberen oder unteren Rand der Box entfernt sind.

0 Alsreifer: Falle mit Werten, die Zwischen 15 und 2

Ecxlangen vom oberen oder unteren Rand der Box
entfernt sind.

Maximum

Whisker —»

&
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Abb. 14: Darstellung eines Boxplots

mit freundlicher Genehmigung Dr. med. vet. H. Schell

Die Werte der einzelnen Versuchsgruppen werden auf signifikante Unterschiede hin
untersucht. Zur Auswertung wird SPSS (SPSS Inc.) verwendet. Die statistische
Auswertung erfolgt mit dem U-Test von Mann und Whitney. Als Signifikanzniveau wird
p<0,05 festgelegt. Der U-Test von Mann und Whitney zahlt zu den Lagetesten und stellt
die Alternative zum t-Test fUr zwei unverbundene Stichproben dar. Mit ihm werden zwei
Mediane miteinander verglichen, die Nullhypothese lautet: Ho: i1 = fi.. Symmetrie oder

gar Normalverteilung werden dabei nicht vorausgesetzt. Rangsummentests, unter ihnen
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der U-Test, tendieren zur Beibehaltung der Nullhypothese und werden daher auch als

konservativ bezeichnet.

40



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Verlaufsparameter

Es zeigten sich im Versuchsverlauf kein Implantatversagen und keine Infektionen im

Bereich des Implantats. Das Korpergewicht der Versuchstiere ist in Tabelle 2 zu drei

Zeitpunkten am Tag der Osteotomie, am 14. Tag sowie am 56. Tag dargestellt.

Tabelle 2: Kérpergewichte der Versuchstiere

Tag0[g] |Tag 14[g] |Tag 56 [g]
Kontrolle Median 440 453 493
Minimum - Maximum |410-460 | 383-458 423-549
Pseudarthrose Median 450 449 473
Minimum - Maximum | 437 - 458 | 421 -468 |455-488
MSC Gruppe Median 450 448 467
Minimum - Maximum | 423 - 460 | 420 - 458 | 440 -495
OPC Gruppe Median 458 485 551
Minimum - Maximum [ 437 - 460 | 476 - 515 |492 -608
Das Gewicht der Tiere war zu Versuchsbeginn zwischen den einzelnen

Versuchsgruppen nicht signifikant verschieden. Signifikante Unterschiede gab es

zwischen der Versuchsgruppe mit osteogenen Zellen und allen drei anderen
Versuchsgruppen am 14. und am 56. Tag (Tabelle 3).
Tabelle 3: Vergleich der Kérpergewichte zwischen den Versuchgruppen, p- Werte
(U-Test von Mann und Whitney, jeweils Tag 1, Tag 14, Tag 56, p<0,05 schattiert)
Kontrolle Pseudarthrose MSC Gruppe
Zeitpunkt 0 14 56 0 14 56 0 14 56
OPC Gruppe 0,10 | <0,01 | 0,02 { 0,39 |<0,01 | <0,01 | 0,48 | <0,01 |<0,01
MSC Gruppe 0,4110,88 |0,13 10,93 | 0,61 0,53
Pseudarthrose 0,28 | 0,95 0,23
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Im Versuchsverlauf kam es zur Gewichtszunahme der Tiere (Tabelle 4). In den ersten
14 Tagen zeigten lediglich die mit osteogenen Zellen behandelten Tiere eine
signifikante Gewichtszunahme (p=0,03). Bis zum 56. Tag nahm das Koérpergewicht der

Versuchstiere in allen Gruppen signifikant zu.

Tabelle 4: Vergleich des Kdrpergewichts innerhalb der Versuchsgruppen, p-Werte
(Wilcoxon Test, p<0,05 schattiert)

TagOvs Tag 14 | Tag 14 vs Tag 56 Tag 0 vs Tag 56
Kontrollgruppe 0,75 0,027 0,04
Pseudarthrosegruppe 0,25 0,012 0,03
Gruppe mit | 0,34 0,018 0,03
mesenchymalen Zellen
Gruppe mit osteogenen | 0,03 0,028 0,03
Zellen

4.2. Deskriptive radiologische Ergebnisse

Die intraoperativ angefertigten Rontgenaufnahmen sicherten die korrekte Implantatlage
(Abb. 15, links). Dargestellt ist das Femur, das am proximalen Ende im Huftgelenk mit
dem Beckenknochen artikuliert und distal zusammen mit der Tibia das Kniegelenk
bildet. Die vier in den Knochen eingedrehten und in den Fixateur externe eingespannten
K-Drahte zeichnen sich als rontgendichte Strukturen ab. Der Osteotomiespalt ist als
Aufhellung zwischen den mittleren KDs zu erkennen. Die Knochenrander sind scharf
begrenzt, die Breite des Spalts betragt etwa 0,5 mm.

Die Aufnahmen der Kontrollgruppe lassen 56 Tage post operationem deutlichen Kallus
erkennen (Abb. 15, rechts). Er erstreckt sich Uber den Bereich der Osteotomie sowie
Uber den ganzen Knochen. Der Osteotomiespalt ist vollstandig Uberbrickt und nicht
mehr klar abgrenzbar. Dies lasst auf eine Konsolidierung schlielen. Der Kallus zeigt
eine Dicke von 0,5 — 1 mm oberhalb des Niveaus der Kortikalis. Im Bereich der

Eintrittsstellen der Fixateur-Pins ist vermehrt Kallus zu erkennen.
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Abb. 15: Rdntgenbilder der Kontrollgruppe

links: intraoperativ, rechts: 56 Tage post operativ

Das Rdntgenbild in der Pseudarthrosegruppe zeigt 56 Tage nach der Operation keine
Kallusbildung im Bereich der Osteotomie (Abb. 16, links). Ein dinner Kallussaum ist im
Bereich der Pineintrittsstellen in den Knochen zu erkennen. Zur Osteotomie hin flacht er
sich ab und endet. Die Knochenenden im Bereich der Osteotomie sind nicht mehr
scharf berandet, der Osteotomispalt erscheint mit etwa 1 mm Breite im Vergleich zum
postoperativen Aspekt verbreitert. 80% der Rdntgenaufnahmen zeigen resorbierte
Fragmentenden.

Die Aufnahmen aus der mit nativen mesenchymalen pluripotenten Zellen behandelten
Versuchsgruppe zeigen starkere interindividuelle Unterschiede als die Gbrigen Gruppen.
Auf der reprasentativen Aufnahme ist deutlich Kallusbildung zu erkennen (Abb. 16,
Mitte). Der Osteotomiespalt ist zwar monokortikal Uberbriickt, aber noch deutlich
sichtbar. An den KDs 2 und 4 zeigt sich ein starker Kallus von etwa 2 mm. Am KD 2,
der minimal von der angestrebten Pinachse divergiert, zeigt sich eine Aufhellung. Diese
konnte als Lyse interpretiert werden.

Die Rontgenaufnahme aus der mit osteogen differenzierten Zellen behandelten
Versuchsgruppe zeigt Kallusbildung im Bereich der Osteotomie sowie im Bereich des

ubrigen Knochens mit Akzentuierung des KDs 4 (Abb. 16, rechts). Der Osteotomiespalt
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ist abgrenzbar, erscheint aber durch Kallusformation verschattet. Die Breite des Spalts
hat im Vergleich zum postoperativen Zustand abgenommen. In wenigen Fallen zeigten

sich Lysen im Bereich des Pin-Knochen-Interface (KD 2 in Abb. 16, Mitte).
—_— e e |

i

Abb. 16: Rontgenbilder der Versuchsgruppen
56 Tage post operativ, von links nach rechts: Pseudarthrose, MSC, OST
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4.3. Biomechanik

4.3.1. Graphische Darstellung der Testungen

Verhalten des intakten Femurs

Abb. 17 zeigt das biomechanische Verhalten 8 intakter Oberschenkelknochen der
Kontrollgruppe. Die Testung erfolgte 8 Wochen post OP. Es zeigt sich bei allen Proben
ein annahernd linearer Anstieg bis zum Versagen der Probe bei Werten um 400 Nmm.

Der durchlaufene Winkel liegt in allen Fallen unter 25°.
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Abb. 17: Verhalten des kontralateralen Femurs

Testkurven von acht intakten Knochen
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Verhalten des osteotomierten Femurs

Abb. 18 zeigt das Verhalten von 8 osteotomierten Femora der Kontrollgruppe 8
Wochen post OP. Es zeigt sich eine vollstandige Wiederherstellung der mechanischen
Kompetenz des Knochens mit linearem Anstieg aller Messkurven bis zum
Versagenspunkt um 600 Nmm. Der durchlaufene Winkel liegt in allen Fallen unter 20°.
Der Bruchspalt nach Testung war inspektorisch nicht mehr dem Osteotomiespalt

zuzuordnen.
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Abb. 18: Verhalten der Kontrollguppe

Testkurven von acht Knochen mit physiologischer Heilung
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Verhalten der Pseudarthrosegruppe

In der Pseudarthrosegruppe, die lediglich eine Injektion von Expansionsmedium erhielt,
zeigte sich ein flachererer Anstieg der Kurven (Abb. 19), in mindestens sechs Fallen
wird Uber einen Winkel von Uber 50° bei etwa 30 Nmm kein klarer Versagenspunkt
erreicht.
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Abb. 19: Verhalten der Pseudarthrosegruppe

Testkurven von acht Knochen
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Verhalten der Behandlungsgruppe mit nativen MSCs

In der Gruppe, die eine Injektion von 2 Mio. MSCs erhielt, zeigen die Messkurven der
Knochen einen sehr unterschiedlichen Verlauf verglichen mit den relativ koharenten
Kurven der Pseudarthrosegruppe. Auffallig ist auch der relativ steilere Anstieg der
Kurven mit Erreichen hdoherer Werte des maximalen Torsinsmoments bis 100 Nmm.

Der durchlaufene Winkel liegt in allen Fallen Gber 50°.
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Abb. 20: Verhalten der Behandlungsgruppe mit nativen MSCs
Testkurven von acht Knochen
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Verhalten der Versuchsgruppe mit osteogen differenzierten Zellen

In der OPC Gruppe finden sich ahnlich wie in MSC Gruppe relativ ungleichformige
Messkurven (Abb. 21). Bei der Messung zweier Knochen finden sich im Gegensatz zur
Pseudarthrosegruppe und zur MSC Gruppe klare Versagenspunkte (Pfeile in Abb. 21).
Die Probe mit dem hochsten gemessenen Drehmoment in den Gruppen mit
kauterisiertem Periost findet sich in der OPC Gruppe. Daneben ergeben sich im unteren
Bereich auch Testungen mit Werten wie bei der Pseudarthrosegruppe. Der

durchlaufene Winkel liegt in allen Fallen ohne klare Versagenspunkte tber 50°.

Osteogene Zellen
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Abb. 21: Verhalten der Versuchsgruppe mit osteogen differenzierten Zellen

Testkurven von acht Knochen

4.3.2. Maximales Torsionsmoment

Das Ermitteln des maximalen Torsionsmoments war lediglich fur die Kontrollgruppe mit
physiologischer Knochenheilung sinnvoll, da in den Gbrigen Gruppen keine eindeutigen
Versagenspunkte auftraten. Eine Ausnahme stellen zwei klare Versagensmomente
innerhalb der Behandlungsgruppe mit osteogen differenzierten Zellen dar. Sie betragen
133,2 Nmm und 85,7 Nmm (Pfeile in Abb. 21). Die Lagemalie sind in Tabelle 5
dargestellt und als Boxplot graphisch gezeigt (Abb. 22). Es zeigt sich mit p= 0,05 kein

signifikanter Unterschied zwischen osteotomiertem und kontralateralem intaktem
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Knochen der Kontrollgruppe. Die Torsionsmomente bei Versagen der Kontrollgruppe

zeigen eine Tendenz zu hoheren Werten gegenuber der intakten Gegenseite.

Tabelle 5: Lagemale des maximalen Torsionsmoments [Nmm]

Kontrollgruppe mit
Intakter Knochen | physiologischer Knochenheilung
Mittelwert 464.,0 624,6
Median 436,2 586,8
25. Perzentil 357,2 520,1
75. Perzentil 562,4 761,6
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Abb. 22: Maximales Torsionsmoment bei Versagen

Intakte Seite im Vergleich zur Kontrollgruppe
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4.3.3. Torsionssteifigkeit

Ergebnisse nach 2 Wochen

Die Knochen von 2 Tieren aus der Kontrollgruppe und 2 Tieren der Versuchsgruppe
wurden 14 Tage nach Osteotomie getestet. Ein Torsionsmoment bei Versagen konnte
nicht ermittelt werden, da sich der Kallus noch als zu weich darstellte. Als
Torsionssteifigkeit wurden fur die Kontrollgruppe Werte von 2,22 Nmm/° und 3,79
Nmm/° ermittelt. Dies entsprach 9,8 % bzw. 13,8 % der jeweiligen intakten Gegenseite.
In der mit osteogenen Zellen behandelten Pseudarthrosegruppe ergaben sich Werte
von 0,36 Nmm/° und 0,92 Nmm/®, entsprechend 2,5 % und 9,6 % der Gegenseite.

Ergebnisse nach 8 Wochen

Beim Vergleich der Torsionssteifigkeit der Knochen der Kontrollgruppe mit
physiologischer Knochenheilung mit den intakten Knochen der Gegenseite zeigt sich
kein signifikanter Unterschied (p=0,574). Die Lagemalie der Torsionssteifigkeit der

Versuchsgruppen sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Lagemale der Torsionssteifigkeit [Nmm/°]

Kontrolle | Pseudarthrose | Mesenchymale Zellen | Osteogene Zellen
Mittelwert 39,0 0,69 1,77 2,20
Median 38,1 0,68 1,37 1,69
25. Perzentil |32,6 0,47 0,57 0,85
75. Perzentil |45,9 0,96 2,13 3,49

Darlber hinaus zeigt Abb. 23 die graphische Darstellung der Torsionssteifigkeit im
Boxplot. Die Werte der Kontrollgruppe liegen deutlich Uber denen der anderen
Versuchsgruppen. Zum besseren Vergleich sind die Boxplots der Pseudarthrosegruppe

sowie die der beiden Therapiegruppen in Abb. 24 vergroRert dargestellt.
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Abb. 23: Torsionssteifigkeit der Versuchsgruppen nach 8 Wochen
(KON: Kontrolle, physiologische Heilung, PSEU: Pseudarthrose, MSC: mit nativen pluripotenten Zellen

behandelte Pseudarthrose, OST: mit osteogen differenzierten Zellen behandelte Pseudarthrose)

Zwischen Kontrollgruppe und Pseudarthrosegruppe zeigt sich ein hoch signifikanter
Unterschied (p<0,001). Die mit nativen pluripotenten Zellen behandelte Gruppe MSC
zeigt im Vergleich mit der Pseudarthrosegruppe PSEU keinen signifikanten
Unterschied, allerdings ist eine Tendenz zu erhohter Steifigkeit in der Gruppe MSC zu
erkennen (p=0,083). Die Steifigkeit der Knochen der mit osteogen differenzierten Zellen
versorgten Gruppe OST ist signifikant grofer als die der Pseudarthrosegruppe
(p=0,021). In Bezug auf die Torsionssteifigkeit lassen sich zwischen den beiden

Behandlungsgruppen keine Unterschiede nachweisen (p=0,505).
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Abb. 24: Torsionssteifigkeit der Versuchsgruppen nach 8 Wochen
(PSEU: Pseudarthrose, MSC: mit nativen pluripotenten Zellen behandelte Pseudarthrose, OST: mit

osteogen differenzierten Zellen behandelte Pseudarthrose)
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Neben den Absolutwerten wurden die relativen Werte der Torsionssteifigkeiten bezogen

auf den intakten Knochen der Gegenseite ermittelt. Tabelle 7 zeigt die Lagemale.

Tabelle 7: Lagemale der Verhaltnisse der Torsionssteifigkeiten [%]

(osteotomierter Knochen zur intakten Gegenseite)

Mesenchymale | Osteogene
Kontrolle | Pseudarthrose | Zellen Zellen
Mittelwert 117 21 6,0 12,9
Median 118 1,8 3,5 9,6
25. Perzentil 84 1,2 1,5 41
75. Perzentil 141 3,2 6,0 245

Abb. 25 zeigt die graphische Darstellung der Torsionssteifigkeit im Boxplot. Die Werte
der Kontrollgruppe liegen wie beim Vergleich der Absolutwerte deutlich Uber denen der
anderen Versuchsgruppen. Zum besseren Vergleich sind die Boxplots der
Pseudarthrosegruppe sowie die der beiden Therapiegruppen in Abb. 26 wiederum

vergroRert dargestellt.
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Abb. 25: Verhaltnis der Torsionssteifigkeit der Versuchsgruppen nach 8 Wochen
(osteotomierter Knochen zur intakten Gegenseite, KON: Kontrolle mit physiologischer Heilung, PSEU:
Pseudarthrose, MSC: mit nativen pluripotenten Zellen behandelte Pseudarthrose, OST: mit osteogen

differenzierten Zellen behandelte Pseudarthrose)

95



Ergebnisse

£ 30+ o= 0,003
t | 1
g J T
= 25 -
=
a
‘E; 20
F)]
4o
A=)
TS
O
e
N
.E 10_ ———
=
Hyr ]
£
@ 2
> | e -
D_.
| I I
PSEU MSC OST

Abb. 26: Verhaltnis der Torsionssteifigkeit der Versuchsgruppen nach 8 Wochen
(osteotomierter Knochen zur intakten Gegenseite, PSEU: Pseudarthrose, MSC: mit nativen pluripotenten

Zellen behandelte Pseudarthrose, OST: mit osteogen differenzierten Zellen behandelte Pseudarthrose)

Die relativen Werte verhalten sich verglichen mit den Absolutwerten ahnlich. Zwischen
Kontrollgruppe und Pseudarthrosegruppe zeigt sich auch hier ein hoch signifikanter
Unterschied (p=0,001). Die mit nativen pluripotenten Zellen behandelte Gruppe MSC
zeigt im Vergleich mit der Pseudarthrosegruppe PSEU keinen signifikanten Unterschied
(p=0,172). Die relative Steifigkeit der Knochen der mit osteogen differenzierten Zellen
versorgten Gruppe OST ist signifikant grofer als die der Pseudarthrosegruppe
(p=0,003). Zwischen den beiden Behandlungsgruppen lassen sich in Bezug auf die

Torsionssteifigkeit keine statistisch signifikanten Unterschiede nachweisen (p=0,074).
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4.3.4. Testung des Systems in vitro

Neben den in situ Experimenten wurden die mechanischen in vitro Eigenschaften des
Fixateur externes untersucht. Die Torsionssteifigkeit des Fixateur externe — Knochen —
Konstrukts betrug 3,0 £ 0,1 Nmm/°. Die Testung des Systems mit Holzstab ergab eine

Torsionssteifigkeit von 7.8 £1.7 Nmm/° und eine axiale Steifigkeit von 34.3 £ 6.0 N/mm.
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5. Diskussion

5.1. Diskussion von Material und Methoden

5.1.1. Das Tiermodell - die Ratte

Untersuchungen zur Knochenheilung sind in vitro nicht fur jede Fragestellung adaquat
moglich. Die dreidimensionale Struktur der Vorgange und ihr Ablauf sowie die
Komplexitat der Mechanismen und der Anzahl unterschiedlicher Faktoren lassen sich
nur im Tiermodell nachzuvollziehen. In der Tierversuchskunde lassen sich
Kleintiermodelle von Grofdtiermodellen unterscheiden. Die Fragestellung des
Experiments bedingt dabei die Auswahl. Grundsatzlich sind Tiere mit mdglichst
niedrigen sensorischen Funktionen vorzuziehen (Tierschutzgesetz 1998). Faktoren wie
das Handling der Versuchstiere, die Haltung und die damit mogliche Anzahl der
Versuchstiere sowie die Kosten spielen ebenfalls eine wesentliche Rolle bei der
Entscheidung.

Die Ratte als Kleintier ist in der Tierversuchskunde beliebt und wird in der
experimentellen Traumatologie haufig verwendet. Im Genus Rattus finden sich tber 50
Spezies, wobei es sich bei den in der biomedizinischen Forschung verwendeten Tieren
um die Spezies Rattus norvegicus handelt, die braune oder norwegische Ratte (Parker
1990). Weiterhin finden sich auch innerhalb der Spezies Unterschiede zwischen
Rassen bzw. Subspezies. Sprague Dawley Ratte (SDR) und Wistar Ratte (WR) sind
haufig verwendete Rattenrassen (Young et al.). Die unterschiedliche Femuranatomie
der beiden Rassen ergibt unterschiedliche biomechanische Eigenschaften der
Knochen, die beim Vergleich von Studien mit verschiedenen Rattenrassen diskutiert
werden mussen (Jager et al. 2005a).

Die Ubertragung von Erkenntnissen aus Tiermodellen auf den Menschen ist nicht direkt
moglich, es finden sich zwischen den Spezies grof3e Unterschiede. Insbesondere
zwischen Ratte und Mensch gibt es groRe Differenzen in Knochenhistologie,
Metabolismus und Heilungsgeschwindigkeit (Aerssens et al. 1998). Allein auch die
unterschiedliche Grofle und die damit verbundenen Unterschiede in Anatomie und
Biomechanik sind grof3.

Die Grole der Ratte stellt fur bestimmte Eingriffe das untere Limit dar, verglichen etwa

mit der Maus. Zwar existieren Frakturmodelle etwa am Mausfemur mit einer 3-Punkt-
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Biege-Fraktur und intramedullarer Nagelung und sogar Versorgungen mit Fixateur
externe (Cheung et al. 2003; Connolly et al. 2003a, 2003b; Holstein et al. 2007),
allerdings ist die Standardisierung der Modelle schwierig und bei Versuchen sind grofe
Anzahlen von Versuchstieren nétig, sowohl aufgrund hoher Ausfallraten als auch zum
Nachweis statistisch signifikanter Ergebnisse. Je kleiner die Dimensionen, desto
anfalliger sind sie fur Ungenauigkeiten und desto schwieriger ist die intraoperative
Montage. Der Vorteil der Mausmodelle liegt in der Moglichkeit der genetischen
Manipulation, die bei Ratten kaum etabliert ist.

Ratten zeigen ein lebenslanges Skelettwachstum im Gegensatz zu vielen anderen
Saugetieren. Die Geschlechtsreife setzt mit etwa 8 Wochen ein, altere Ratten zeigen
ein langsameres Skelettwachstum als junge Ratten. Das biologische Alter bestimmt im
Allgemeinen wesentliche Charakteristika der Knochenheilung. Bei juvenilen Tieren
verlauft diese wesentlich schneller und unkomplizierter als bei Adulten. So zeigte
Ekeland den Unterschied in der Heilungsgeschwindigkeit in jungen und alten Wistar-
Ratten, der bei einer Fraktur des Os femoris ohne Osteosynthese zwischen 4 Wochen
bei jungen Tieren (23 Tage, Median des Gewichts 53 g) und 12 Wochen bei alten
Tieren (100 Tage, Median des Gewichts 341 g) liegt (Ekeland et al. 1982). Ein Modell
zur Untersuchung atropher Pseudarthrosen ist im adulten Tier sinnvoll, da die
Knochenheilung hier eher ausbleibt oder verzogert ablauft. Die im Experiment
verwendeten SDR sind 16 — 20 Wochen alt, zwischen 410 und 460 g schwer und damit
erwachsen. Zu Beginn des Experiments zeigten sich bezogen auf das Kdrpergewicht
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Im postoperativen
Verlauf kam es in allen Versuchsgruppen zu einer signifikanten Gewichtszunahme, die
auf die eingeschrankte Beweglichkeit bei Futterung ad libitum zurickzufUhren sein
kdnnte.

Die Ratte ist fur Fragestellungen im Bereich der experimentellen Unfallchirurgie gut
geeignet, da sie die Vorteile einer unkomplizierten Haltung bei ausreichender GroRe

und Vergleichsmoglichkeit mit anderen Studien bietet.

5.1.2. Osteotomie und Fixateur externe

Die AO-Kriterien der Knochenbehandlung wurden auf das vorliegende Modell
ubertragen und nach Mdglichkeit angewendet. Die exakte Reposition der
Fragmentenden wurde durch Anlage des Fixateurs vor der Osteotomie gewahrleistet.

Dadurch wurde allerdings die interfragmentare Kompression verhindert. Eine Entlastung
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der betroffenen Extremitat erfolgte im Anschluss an die Operation nicht. Wahrend des
Eingriffs wurde das Os femoris lateralseitig komplett freiprapariert. Daraus resultierte
ein nicht unerheblicher Weichteilschaden. Anders als in der Klinik erfolgte die Montage
des externen Fixateurs vor der Osteotomie, was zu einer besseren Standardisierung
fuhrt. Die Osteotomie unterscheidet sich grundsatzlich von einer Fraktur. So wird die
Knochenoberflache im Osteotomiespalt durch die Trennscheibe glatt geschliffen und
erhohte Temperaturen mit Nekrose der angrenzenden Strukturen sind moglich.
Dagegen st die Bruchlinie in einem Frakturspalt eher unregelmaRig, die
Oberflachenstruktur ist rau. Am ehesten vergleichbar mit der Osteotomie ist ein glatter
Querbruch ohne =zusatzliche Fragmente. Die Osteotomie wurde einer Fraktur
vorgezogen, da sie technisch leichter zu realisieren und besser standardisierbar ist.
Daneben wurden durch die Montage des externen Fixateurs im Bereich der Pinlocher
Sollbruchstellen im Knochen geschaffen. Der Fixateurbalken aus Metall ist rontgendicht,
was Rontgenaufnahmen in der m.l.-Ebene erschwert und Computertomographie im
Bereich der Fraktur unmoglich macht. Alternativ konnte ein Balken aus Karbon oder
anderen rontgendurchlassigen Materialien verwendet werden. Diese Alternative ware
allerdings teurer, das Material sproder und die Haftreibung am Pin ist fir Metall starker.

Der Fixateur externe ist eine sowohl in der Humanmedizin als auch in der
Veterinarmedizin gebrauchliche Osteosynthesemethode. Als Vater der modernen
externen Fixation gilt Gabriel A. llisarow, der ein Baukastensystem fur einen
Ringfixateur entwickelte. Dies geschah mit Augenmerk auf das biologische Verhalten
der  Knochenheilung, da der Fixateur externe gegenuber anderen
Osteosyntheseverfahren sehr gewebeschonend ist (Broos und Sermon 2004). Die
Versorgung mit einem Fixateur externe ist aber auch komplikationstrachtig. Lysen der
Fixateurpins durch Belastung des Pin-Knochen Interfaces flUhren zur Lockerung des
Implantats und zur Dislokation der Knochenfragmente (Pettine et al. 1993). In dieser
Situation ist das Risiko von Pinkanalinfektionen erhoht. Dabei sind Weichteilinfektionen
von Knocheninfektionen abzugrenzen. Eine Beschichtung der Pins kann das Risiko
bakterieller Infektionen vermindern (Smith et al. 2006). Briiche der Fixateurpins treten
bevorzugt an Ubergdngen vom eingespannten bzw. eingedrehten Pin zum freien Pin
oder am Ubergang von Gewinde zum glatten Draht auf. An diesen Stellen treten
erhohte Belastungen im Material auf, die zum Versagen fuhren kénnen (Palmer et al.
1992). Stetige Belastung fuhrt dabei zum Ermidungsbruch, eine einmalige zum

Versagen flhrende Belastungsspitze fihrt dagegen zum Gewaltbruch. Die
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unterschiedlichen Formen des Versagens lassen sich mit einer mikroskopischen
Oberflachenuntersuchung der Bruchzone differenzieren. Trotz dieser
Komplikationsmadglichkeiten beweist ein Bericht Uber das ungeplante Tragen eines
Fixateur externes uber zehn Jahre dessen bemerkenswerte Stabilitdt und
Vertraglichkeit (Zacherl et al. 2006).

Die mechanischen Eigenschaften des Fixateurs mussen im Verbund mit dem Knochen
beurteilt werden und hangen von vielen Variablen ab. So beeinflussen sie das
biologische Milieu der Fraktur wesentlich (Goodship et al. 1993). Die Gewichtsverteilung
zwischen Knochensaule und Implantat hat einen wesentlichen Einfluss. Aber auch
Konstruktionsmerkmale wie Zahl und Grolie der Pins, das strukturelle Design der Pins,
ihre Position und ihr Winkel zum Knochen sowie die Rahmenkonstruktion des Fixateurs
beeinflussen die Eigenschaften (Palmer et al. 1992). In einer Studie eines unilateralen
Fixateurs am Rattenfemur wurde der Einfluss von Konstruktionsmerkmalen auf die
mechanischen Eigenschaften untersucht (Mark et al. 2003). 1.2 mm Pins zeigten
gegenuber 1 mm Pins signifikant weniger Pinbriche (65% bei 1 mm, keiner bei 1,2 mm)
und boten etwa 50 % mehr Steifigkeit. Die Lockerung eines Pins verursachte eine
Reduktion der Steifigkeit von etwa 50 % in axialer Richtung. Der Abstand des Fixateurs
vom Knochen zeigte einen linearen Einfluss auf die axiale Steifigkeit. Wenn sich die
Fragmentenden berlUhrten, zeigte sich eine zehnfach erhohte axiale Steifigkeit im
Vergleich zum Vorhandensein eines Frakturspalts.

Das vorgelegte Modell zeigt in vitro standardisierte biomechanische Eigenschaften mit
Abweichungen von £ 5 %. Harrison zeigte in einer in vitro Testung eines ahnlichen
Konstrukts Abweichungen von * 16 % (Harrison et al. 2003). So konnen die Ergebnisse
als gut reproduzierbar bewertet werden. Die Wahl der Pinstarke von 1,25 mm ist
entsprechend der Ergebnisse von (Mark et al. 2003) angemessen, es trat kein
Implantatversagen auf. Das Modell erfordert eine streng senkrechte Einbringung der
Drahte in den Knochen, wobei der Fixateurbalken als Bohrschablone diente. Auch
geringe Ungenauigkeiten fihrten zu Lysen im Bereich des Pin-Knochen-Interfaces, die
sind vermutlich spannungsinduziert sind. Generell zeigte sich im Bereich des Pin-
Knochen Interfaces nach 56 Tagen vermehrt Kallus, der entweder auf einer starkeren
Bildung oder eines verminderten Abbaus an diesen Stellen beruht. Als Ursache
kommen erhdhte mechanische Belastungen in diesen Bereichen in Frage.
Fixateurmodelle in der Humanmedizin haben verstellbare Klammern, die die Winkel der

Pins zum Querbalken ausgleichen und so Spannungen auf ein Minimum verringern. Die
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maximale Bodenreaktionskraft in der Ratte betragt etwa 50 % der Kdérpergewichtskraft
(Clarke et al. 1997), was bei einer Ratte von 400-500 g Korpergewicht etwa 2 — 2,5 N
ergibt. Demgegenuber steht die axiale Steifigkeit des Fixateur externes von 34.3 £ 6.0
N/mm. Wirde die Kraft in axialer Richtung auf das Femur einwirken, ergabe sich eine
Stauchung des Osteotomiespalts von etwa 70 um. Studien im Grofdtiermodell zeigten,
dass eine Dehnung von 31 % des Fraktur- bzw. Ostetomiespalts ideale
Heilungsbedingungen bietet (Claes et al. 1997). Im verwendeten Modell wirde dies bei
einem Osteotomiespalt von 0,5 — 1 mm eine axiale Bewegung von etwa 150 — 300 ym
erfordern. Die Steifigkeit des Fixateurs ist somit relativ hoch und bietet vermutlich keine
optimalen Bedingungen fir die Knochenheilung im Sinne einer mechanischen
Stimulation. Daher ware eine geringere Implantatsteifigkeit fur die Knochenheilung
gunstiger.

Alternativen zum Fixateur externe im Rattenfemur sind die retrograde Nagelung via
Fossa intercondylaris (Schmidmaier et al. 2004) oder die anterograde Nagelung mit
Kirschnerdraht via Fossa intertrochanterica (Jager et al. 2005b). Der Zugang bei der
retrograden Nagelung macht die Eréffnung des Kniegelenks erforderlich und die starke
Anteversion des Femurschafts birgt das Risiko einer kortikalen Perforation oder einer
Fraktur. Daneben garantiert die unverriegelte Nagelung keine Rotationsstabilitat. In
einem weiteren Modell wurde eine Klammer zur Verriegelung eingebracht, die
Ergebnisse erfordern allerdings vorsichtige Interpretation (Utvag et al. 1999). Diese
Nachteile finden sich beim unilateralen Fixateur externe nicht. Ein wesentlicher Vorteil
ist zudem auch, dass in der Osteotomiezone kein Implantat vorhanden ist. So sind
Manipulationen bis hin zum Einsetzen von weiteren Implantaten im Bereich der
Osteotomie moglich, oder wie in der vorliegenden Untersuchung die Injektion von

Zellen.

5.1.3. Pseudarthrosemodell

Das entwickelte Pseudarthrosemodell basiert auf einem Modell mit intramedullarer
Nagelung nach (Kokubu et al. 2003). In den Réntgenkontrollen nach 8 Wochen zeigten
sich keine Kallusbildung und kein Anhaltspunkt fir kndcherne Uberbriickung. Die
Wiederherstellung der biomechanischen Kompetenz blieb aus, im Osteotomispalt
befand sich lediglich weiches Gewebe. Wie die Ergebnisse der biomechanischen
Testung zeigten, ist das verwendete Pseudarthrosemodell zuverlassig und

reproduzierbar. Mit der Kauterisation des osteotomienahen Periosts und der Entfernung
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des Knochenmarks mit anschlie®Bendem Spilen des Markraumes wurden zwei
wesentliche Zellpopulationen zerstort, die der Knochenheilung dienen. Dies sind die
Kambiumzellen des Periosts sowie die mesenchymalen Stammzellen des
Knochenmarks. Die Vermutung, dass die Zerstorung lokaler pluripotenter Zellen ein
wichtiger Faktor der Entstehung der Pseudarthrose sei, wurde bestatigt. Das Modell
erscheint zur Untersuchung der kompromittierten Frakturheilung und deren Therapie
geeignet.

Ein ahnliches Modell der verzogerten Knochenheilung etablierten (Park et al. 2002).
Nach Spulen und Debridement der Frakturzone tibialer Osteotomien im Kaninchen Kam
es zur Entwicklung einer atrophen Pseudarthrose. In einem anderen
Pseudarthrosemodell der Femurdiaphyse wurde nach  Osteotomie und
Plattenosteosynthese eine Silikonfolie um die Diaphyse gewickelt (Schmidhammer et al.
2006). Dabei wurde der Kontakt zu den umliegenden Weichteilen verhindert und die
direkte Blutversorgung aus Gefalten der Umgebung erheblich beeintrachtigt. Es ist nicht
geklart, inwieweit Zellen der umgebenden Weichteile, insbesondere des Muskels und
des Bindegewebes zur lokalen Regeneration beitragen. So finden sich im Skelettmuskel
verschiedene Populationen von Progenitorzellen, die der Regeneration von
Blutgefassen dienen (Majka et al. 2003). Es erscheint mdglich, dass diese auch die
Potenz zur Regeneration mesenchymaler Gewebe besitzen (Shefer et al. 2004).
Abgesehen von einem geringen Osteotomiespalt von unter einem Millimeter gibt es im
vorgelegten Modell keinen initialen Knochendefekt. Insofern unterscheidet sich die
Operationstechnik von vielen anderen Pseudarthrosemodellen mit Untersuchung der
Knochenheilung in Substanzdefekten kritischer Grofe (critical size defects). Diese
beziehen sich in erster Linie auf Defektpseudarthrosen, deren Atiologie von der
atropher Pseudarthrosen abweicht. Die Knochendefekte erlauben allerdings Studien
zum Knochenersatz mit Einbringung eines die Regeneration forderlichen Konstrukts
(Chu et al. 2007).

Neben dem Osteotomiespalt ist das (unerwinschte) Auftreten von Knochennekrosen
durch thermische Destruktion wahrend der Kauterisation denkbar. Die bei der
Osteotomie entstehende Warme wurde durch Spulen mit Wasser vermindert, eine
Knochennekrose im Osteotomiebereich Iasst sich nicht ausschlielen.

Beim vorliegenden Modell handelt es sich um eine offene Osteotomie mit Freilegung

des Knochens Uber einen weiten Bereich, was die Heilung vermutlich kompromittiert.
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Der Eingriff stellt ein schweres Trauma mit ausgedehntem Weichteilschaden fiur die
Versuchstiere dar.

Im vorliegenden Modell wurde keine Antibiotikaprophylaxe angewandt. Dabei traten
keine perioperativen Infektionen auf. Die Hautnaht liegt direkt GUber der gespaltenen
Muskelloge und dem Knochen. Sie schliel3t auch die Eintrittsstellen der Fixateurpins
ein, was zu Reizungen und Wundheilungsstorungen fuhren kann. Andere in der
Literatur beschriebene Operationstechniken flir die Montage eines Fixateur externe
verwenden einen Hautlappen, der nach Einbringung der Fixateurpins mit
Stichinzisionen versehen wird und Uber die Pins und den Defekt gezogen wird
(Cullinane et al. 2002). Dadurch liegt die Hautnaht versetzt, und Reizungen im Bereich
der Pins werden reduziert.

Die anschlieBende Therapie besteht aus einer perkutanen Injektion einer
Zellsuspension in den Frakturspalt. Ein Verbleiben der Suspension im Bereich des
Frakturspaltes ist dabei anzunehmen, wie Versuche mit Injektion von Kontrastmittel und
anschliellender Rontgenkontrolle zeigten (Daten hier nicht prasentiert). Dabei handelt
es sich um einen kleinen und eleganten Eingriff ohne grof3e Belastung fur das

Versuchstier.

5.1.4. Zellen, Zellkultur und Transplantation

Die zur Zellkultur verwendeten Materialien entsprechen Standartprotokollen (Pittenger
et al. 1999). Die Flaschenbdden bieten den Zellen eine Oberflache zum Anhaften. Das
Wachstum und die Differenzierung der Zellkultur im Inkubator werden durch die
Sauerstoff- und Kohlendioxid Spannung beeinflusst. Auch der pH-Wert beeinflusst das
Zellwachstum. Bei saurem pH-Wert zeigt sich eine zwei bis dreifache Abnahme der
Aktivitat der alkalischen Phosphatase und der Kollagensynthese. Weitere wichtige
Einflussfaktoren auf Wachstum und Differenzierung sind Zell-Matrixinteraktionen sowie
Zell-Zell-Kontakte (Mauney et al. 2004). Das im osteogenen Medium enthaltene
Dexamethason in Kombination mit Ascorbinsaure und Glycerolphosphat bedingt die
Differenzierung der pluripotenten Zellen in Richtung der osteogenen Linie. Alternativ
ware eine Pragung mit Wachstumsfaktoren, etwa BMP-2 mdglich. Diese ist allerdings
sehr teuer und im Kontext des vorliegenden Experiments nicht erforderlich. Alternative
Oberflachen zu Plastik bei der Kultur muriner MSCs koénnen die Effektivitat der Kultur
erhdhen, etwa Fibrinmicrobeads. Dabei deutet sich auch ein haufigeres Vorkommen

von MSCs im Knochenmark an als bisher vermutet (Rivkin et al. 2007). Die Applikation
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der Zellen mit einer Kanule in den Frakturspalt garantiert nicht immer die optimale
Platzierung der Zellen. Die Anzahl von 2 Millionen zu transplantierenden Zellen ist frei
gewahlt und kdnnte verandert werden. Auch der Zeitpunkt der Applikation 2 Tage nach
Osteotomie konnte variiert werden. Im durchgefuhrten Experiment wurde die
Behandlung der biologisch areaktiven Situation bereits vor Entwicklung einer
manifesten Pseudarthrose eingeleitet. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass zu
diesem Zeitpunkt zunachst eine biologisch areaktiven Situation vorliegt, die sich spater
zu einer Pseudarthrose entwickelt.

Das injizierte Transplantationsmedium bestand aus einer einfachen Zellsuspension. Es
war flissig und kénnte durch andere geeignete Medien oder etwa Natriumchloridldsung
substituiert werden. Das nach 48 h im Osteotomiespalt befindliche Hamatom bietet den
transplantierten Zellen mit grolRer Wahrscheinlichkeit keine optimalen Bedingungen,
wenn es nicht sogar toxisch ist (Street et al. 2000b). Vermutlich handelt es sich um ein
saures Milieu mit geringer Sauerstoffspannung.

Das in der Zellkultur verwendete FBS konnte toxische oder allergische Reaktionen
auslosen. Klinisch ergab sich darauf kein Anhalt auf derartige Komplikationen, das
Serum koénnte allerdings durch andere Medien ersetzt werden um toxische xenoge
Bestandteile auszuschlieBen (Lange et al. 2007). Ein Kompromiss ware die
Verwendung des FBS bis wenige Tage vor der Transplantation mit Ersatz zu diesem
Zeitpunkt. Die Verwendung autologer Zellen macht immunologische Reaktionen auf die
transplantierten Zellen unwahrscheinlich. Die Methode erfordert allerdings einen
erheblichen logistischen, organisatorischen und zeitlichen Aufwand. So ist die
Osteotomie zeitlich an das Erreichen der erforderlichen individuellen Zellzahl gebunden.
Alternative Transplantation heterologer Zellen in Betracht. Mdglich ware dies nur bei
weitestgehender genetischer Gleichheit der Ratten durch Verwendung eines
Inzuchtstammes, im vorliegenden Experiment handelt es sich um einen Auszucht-
Stamm. Die Logistik wurde sich vereinfachen, Zellen kdnnten eingefroren gelagert und
bei Bedarf aufgetaut, expandiert und differenziert werden. Die Verwendung autologer
Zellen simuliert dagegen eher die Situation der Anwendung am Menschen, die autologe
Zellen erfordert und bei der mdglichst auf xenogene Bestandteile verzichtet werden
sollte. Daneben verlauft die Expansion humaner MSCs weniger als halb so schnell wie
die muriner Zellen (Javazon et al. 2001).

Die Knochenmarksgewinnung zusammen mit der perkutanen Zelltransplantation ist

wenig invasiv. Neoplasien wurden im Experiment nicht beobachtet und ihr Risiko
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scheint durch eine Transplantation von genetisch nicht modifizierten autologen Zellen
nicht erhoht. Unerwlnschte Wirkungen einer Zelltransplantation wurden im Experiment

nicht beobachtet, ein Infektionsrisiko besteht allerdings wie bei jedem Eingriff.

5.1.5. Knochen und Werkstoffwissenschaft

Die Werkstoffwissenschaften tragen zum Verstandnis der mechanischen Eigenschaften
des biologischen Materials Knochen bei. Wesentlich fur das biomechanische Verhalten
des Knochens ist die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix. Knochen kann als
Zweikomponenten-Material beschrieben werden (Carter und Hayes 1977). Nach
Entkalkung wird Knochen weich und biegsam, nach Entfernung des Kollagens wird er
sprode und zerbrechlich. Die Form wird in beiden Fallen nicht beeintrachtigt.
Vereinfacht lasst sich beschreiben, dass unter biomechanischer Belastung Zugkrafte
durch die Kollagenfasern aufgefangen werden, einwirkende Druckkrafte dagegen durch
die Mineralisierung. Betrachtet man die Materialeigenschaften, so lassen sich drei
strukturelle Ebenen unterscheiden (Hayes und Carter 1979). Auf mikroskopischen Level
stellt sich das Knochengewebe als mineralisiertes Osteoid dar. Die nachst hohere
Ebene wird durch komplexe geometrische Anordnung des Gewebes diktiert, entweder
in Form kortikalen oder trabekularen Knochens. Die dritte Ebene stellt der Knochen als
geometrische Einheit dar.

Zunachst koénnen die Eigenschaften des ,Materials® Knochen an uniformen
Knochenproben untersucht werden. Sie sind flir Knochen aus verschiedenen Bereichen
annahernd gleich. Betrachtet man das Verhalten eines Materials bei unterschiedlichen
Belastungsrichtungen, so unterscheidet man zwischen isotropen und anisotropen
Eigenschaften. Im ersten Falle ist die Verformung unabhangig von der Richtung der
einwirkenden Kraft. Homogene, ideale Materialien zeigen solche Eigenschaften.
Beispiele sind Metalle oder Salze mit regelmaligen Gitterstrukturen. Amorphe
Materialien, d.h. Materialien ohne geordnete Struktur, zeigen anisotrope Eigenschaften.
Auch biologische Materialien zeigen oft anisotropes Verhalten. Die Bezeichnung
anisotrop bezieht sich urspriinglich auf die Ultrastruktur im Bereich der molekularen
Anordnung. Auf hoheren Ebenen kommen dazu die Struktureigenschaften des
Knochens determiniert durch mikroskopische und makroskopische Anatomie und
Geometrie (Bilezikan et al. 2002). Abb. 27 verdeutlicht diese Eigenschaften. Dargestellt
sind die Strukturen von zwei Ausschnitten aus der Kortikalis (a) und der Spongiosa (b)

eines Femurs. Aus dem schematisch angedeuteten Aufbau wird deutlich, dass der
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Knochen Unterschiede in Festigkeit und Steifigkeit in Abhangigkeit von der Richtung der
einwirkenden Krafte zeigt (L= longitudinal, T= tangential, R= radial). Die
Rohrenkonstruktion der Knochen als hdchste Strukturebene ermdglicht hohe
Biegefestigkeit und optimale Funktionsanpassung bei gleichzeitiger Materialeinsparung

und Leichtbauweise entsprechend dem ,Strohhalmprinzip®.

—

e (b)

Abb. 27: Anisotropie des Knochens

Ausschnitte aus der Kortikalis (a) und der Spongiosa (b) eines Rdéhrenknochens mit schematisierter
Struktur. Der gerichtete Aufbau bedingt Unterschiede in Festigkeit und Steifigkeit in Abhangigkeit von der
Richtung der einwirkenden Kraft (L= longitudinal, T= tangential, R= radial), Bilezikan et al. 2002

Wirkt eine Kraft auf einen Kérper, so erfahrt dieser eine Beschleunigung und/oder wird
verformt. Je nach Art der mechanischen Belastung ergeben sich verschiedene
Verformungstypen

Abb. 28). Wirkt eine Kraft in der Achse des Knochens, fuhrt sie zu Kompression, in
entgegengesetzter Richtung wirken Zugkrafte. Krafte, die nicht parallel zur Achse
wirken, bewirken Scherung bzw. Gleitverformung. Daneben entstehen bei Belastung

Biege- und Torsionsmomente (Palmer et al. 1992).
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Biegung Gleitverformung Torsion

Abb. 28: Verformungsarten fester Kérper
Die einwirkenden Krafte sind durch Pfeile dargestellt. Die Verformungen sind gestrichelt gezeichnet. Das

Volumen der Probe andert sich lediglich bei Kompression.

Knochen ist ein erstaunlich stabiles Biomaterial und halt physiologischen Belastungen
problemlos stand. Wichtige funktionelle Eigenschaften des Knochens sind dabei
Festigkeit, Steifigkeit und Energieabsorption. Diese Materialeigenschaften erklaren sich
beim Betrachten eines Objektes unter Belastung. Eine definierte Last ruft eine
messbare Verformung des Objekts hervor. Diese Betrachtung umfasst strukturelles
Verhalten und reflektiert nicht nur das Material, sondern auch die Form und Geometrie
der Probe. Um eine allgemeine, von den Dimensionen eines Objektes unabhangige
Aussage Uber das Verhalten eines Werkstoffes unter Belastung zu treffen, missen Last
und Verformung auf die Dimensionen des Objekts bezogen werden (Abb. 29). In der
experimentellen Mechanik oder Werkstoffwissenschaft wird dieser Zusammenhang
zwischen Spannung (o) und Dehnung (€) getestet, wobei sich meist ein hochgradig
nichtlinearer Spannungs-Verzerrungsverlauf ergibt. Bei der Materialprifung koénnen
Zug- oder Druckversuche angewendet werden. Dabei ist 0 = F/A= Kraft/Flache und € =
AL/L = Langenanderung/Ursprungslange. Torsionsversuche wie im vorgelegten

Experiment folgen demselben Prinzip.
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Abb. 29: Spannungs-Dehnungsdiagramm eines menschlichen Knochens
Der Verlauf der Spannungs-Dehnungkurve ist im Anfangsbereich linear und kennzeichnet den
physiologischen Bereich der elastischen Verformung. Bei hdheren Spannungen kommt es zur plastischen

Verformung. (Fung, Biomechanics, 1995)

Mit entsprechenden Messeinrichtungen werden die Werte aufgezeichnet und als Graph
dargestellt. Im Anfangsteil bis zur Spannung der Proportionalitatsgrenze ist diese
Beziehung linear. Das Material zeigt hier linear-elastisches Verhalten, d.h. bei
Entlastung kehrt die Probe wieder in den Ausgangszustand zuruck. Ein Werkstoff zeigt
linear elastisches Materialverhalten, wenn wahrend eines beliebigen, geschlossenen
Formanderungs-Zykluses keine mechanische Arbeit geleistet wird. Dieses Verhalten
wird auch als einfaches Formgedachnis bezeichnet. Die Steigung der Kurve wird durch
den Materialparameter E gekennzeichnet. Er ist fir verschiedene Materialien
kennzeichnend und wird als Elastizitatsmodul oder Youngs Modulus bezeichnet. Er ist
ein Mal fur die Steifigkeit eines Materials. Je steiler die Kurve, desto groRer die

Steifigkeit. Die Beziehung

o=Ee¢

entspricht dem Materialgesetz oder Hookeschen Gesetz. Stérgroflen wie etwa
Temperaturanderungen, die ebenfalls zu Langenanderungen fihren, sollen dabei
vernachlassigt werden. Der Proportionalitatsgrenze oder Fliel3grenze folgt ein (kurzer)

Bereich nichtlinear-elastischen Verhaltens, dessen Ende der Versagenspunkt
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kennzeichnet. Uberschreitet die Spannung die Fliessgrenze, kommt es zur plastischen
Verformung, d.h., das Objekt bleibt nach Entlastung verformt. Es folgt ein Bereich
plastischer Verformung, der als FlieRen bezeichnet wird. Dabei nimmt die Dehnung bei
konstanter Spannung zu. Diese Spannung wird als FlieRgrenze bezeichnet. Hierbei
zeigt das Material eine Eigenschaft, die als ideal plastisch bezeichnet wird. Im weiteren
Verlauf kommt es zur Verfestigung der Probe bis zur Maximalspannung (Festigkeit).
Wird die Last weiter erhoht, bricht das Objekt. Die Spannung in diesem Punkt wird als
Bruchspannung bezeichnet.

Die Form der Spannungs-Dehnungskurve und die maximale Verzerrung erlauben eine
Einstufung des Materials als sprode oder duktil (Abb. 30). Das Integral der Kurve im
Bereich der elastischen Verformung wird als Resiliance bezeichnet und ist ein Mal} fur
die zur Verformung aufgewendete Energie. Bei Entlastung wird sie wieder abgegeben.
Wird die Energie nicht vollstandig wieder abgegeben, sondern z.B. in Warme

umgewandelt, spricht man von Hysterese.

En & S Er

Abb. 30: Spannungs-Dehnungsdiagramme bei sprédem und duktilem Bruchverhalten
Linkes Diagramm: sprodes Materialverhalten. Nur geringe plastische Verformung ist moglich.
Rechtes Diagramm: duktiles Materialverhalten. Plastische Verformung findet (iber einen weiten Bereich

statt. s= Streckspannung, or= Reil¥festigkeit, es= Streckdehnung, eg= Reilldehnung (ISO 527)

Das Integral der gesamten Kurve bis zum Versagenspunkt kennzeichnet die
Energieabsorption der Probe. Ist die maximale Festigkeit eines duktilen Materials im
Vergleich zu einem sproden Material geringer (was haufig der Fall ist), kann die
Energieabsorption trotzdem hoher sein, was auf die fortwahrende Energieabsorption
wahrend der plastischen Verformung zurlckzufihren ist. Gesunder Knochen zeigt

duktile Eigenschaften. Beispiele fir spréode Materialien sind Beton oder Knochen mit
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defekten organischen Bestandteilen. So stellt Osteogenesis imperfecta eine genetische
Erkrankung mit Storung der Kollagensynthese dar. Daraus resultiert eine phanotypisch
heterogene Minderung der Knochenstabilitat bis hin zu ,Glasknochen“ (Maroteaux und
Lamy 1965).

Ein weiterer Aspekt der Eigenschaften des Knochens wird durch seinen Wassergehalt
gepragt. Er betragt physiologischer Weise tUber 20 Vol. %, etwa 14 Vol. % kristallines
Wasser und 10 Vol. % ,Osteoid-Wasser” (Biltz und Pellegrino 1969). Hierdurch erklart
sich die Viskoelastizitat des Knochens. Viskoelastische Materialien zeigen einen
Materialfluss, wenn sie unter Spannung stehen. So zeigen sich abhangig von der

Verzerrungsgeschwindigkeit unterschiedliche Elastizitatsmodule.

5.1.6. Biomechanische Testung

Die biomechanische Testung untersucht das wesentliche funktionelle Ergebnis der
Knochenheilung, die Wiederherstellung der mechanischen Kompetenz. Sie bietet eine
hohe Sensitivitat und Spezifitat. Die Standardabweichung der Messwerte innerhalb der
Versuchsgruppen war relativ hoch und die Werte waren nicht normalverteilt. Um

individuelle Unterschiede auszugleichen, wurden relative Werte berechnet.
5.2. Diskussion der Ergebnisse

5.2.1. Knochenheilung und Biomechanik

Die Wiederherstellung der mechanischen Kompetenz und der anatomischen Integritat
des Knochens ist der erwunschte Endpunkt der Frakturheilung. Dabei ist das maximale
Torsionsmoment ein geeignetes Mal} zur Bestimmung der mechanischen Kompetenz
langer Rohrenknochen (Netz et al. 1978) und wird in experimentellen Studien zur
Frakturheilung oft als MessgroRe verwendet. Allerdings reflektiert das Torsionsmoment
nur einen Aspekt der Materialeigenschaft und wird durch die Torsionssteifigkeit
wesentlich erganzt. Dies wird bei Betrachtung des Frakturkallus deutlich. In den frihen
Phasen besteht er hauptsachlich aus fibrosen und kartilaginésen Anteilen. Diese sind
gummiartig und leicht verformbar. Das Kallusvolumen kann dabei gro3 sein und daher
bei ausreichender Verformung hohen Torsionsmomenten standhalten, das maximale
Torsionsmoment zeigt hohe Werte bei geringer Torsionssteifigkeit.

Biomechanisch ist eine Einteilung der Frakturheilung in vier Phasen maoglich (White et

al. 1977). Das Stadium | zeichnet sich durch Versagen in der Frakturzone aus. Dabei
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zeigt der Kallus geringe Steifigkeit und eine groRe Verformung. Im Stadium Il tritt
ebenfalls Versagen im Frakturspalt auf, allerdings nimmt die Steifigkeit zu und die
Verformung bis zum Bruch ist merklich kleiner. Im Stadium Il verlauft das Versagen
teilweise durch die Frakturzone und schliel3t intakten Knochen mit ein. Die Steifigkeit
entspricht der im Stadium Il, das maximale Torsionsmoment liegt jedoch hdéher. Im
Stadium IV verlauft die Versagenszone durch eine Region, die nicht der ursprunglichen
Fraktur angehort. Steifigkeit und Energieabsorption sind groRer als im Stadium III.

Soll diese Einteilung auf die vorliegenden Ergebnisse angewendet werden ist zu
beachten, dass es sich beim durchgefuhrten Experiment um eine Osteotomie und keine
Fraktur im eigentlichen Sinne handelt. Die Kontrollgruppe befindet sich im Stadium IV,
mit einem maximalen Torsionsmoment, das dem der gesunden Gegenseite entspricht
bzw. es sogar ubersteigt. Relativ zum intakten kontralateralen Femur betragen das
maximale Torsionsmoment bei Versagen (Median = 134,5 %, Interquartilenabstand =
145,6 — 135,4 %) sowie die Torsionssteifigkeit (Median 118 %, Interquartilenabstand 84
— 141 %) vergleichbare bzw. hohere Werte. Statistisch Iasst sich kein signifikanter
Unterschied nachweisen. Die Osteotomie erscheint radiologisch konsolidiert und die
mechanische Kompetenz des Knochens ist wiederhergestellt. Bereits nach 14 Tagen
zeigten die Tiere eine Heilungstendenz. Die Réntgenaufnahme der Kontrollgruppe nach
56 Tagen bestatigt diese Ergebnisse, zeigt aber relativ wenig Kallusbildung. Diese
konnte mit einer geringen interfragmentaren Bewegung bei hoher Steifigkeit des
Implantat-Knochen-Konstrukts erklart werden. Alternativ  kénnten abgelaufene
Remodelingvorgange den Kallus bereits verkleinert haben, worauf einzelne
Rontgenbilder deuten.

Die Pseudarthrosegruppe ist, wenn uberhaupt, dem Stadium | zuzuordnen. Ein
maximales Torsionsmoment ist nicht bestimmbar. Die Torsionssteifigkeit ist relativ zum
intakten Knochen niedrig (Median 1,8 %, Interquartilenabstand 1,2 — 3,2 %), der Kallus,
bzw. das im Osteotomiespalt befindliche Gewebe ist weich. Es zerreil3t eher
kontinuierlich Uber einen Winkel von Uuber 60°, als dass ein Versagenspunkt
abzugrenzen ist. Radiologisch ist in der Pseudarthrosegruppe keine uberrickte
Kortikalis zu finden. 80% der Rdntgenaufnahmen zeigen resorbierte Fragmentenden.
Es findet sich vermehrt Kallus um die Fixateur-Pins, vermutlich als Reaktion auf eine
geringere Steifigkeit des Fixateur-Knochen-Konstrukts. Diese Ergebnisse unterstreichen

die wichtige Bedeutung des Periosts flur die Frakturheilung.
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Auch die MSC-Gruppe ist dem Stadium | zuzuordnen, mit einer geringen relativen
Torsionssteifigkeit des Kallus (Median 3,5 %, Interquartilenabstand 1,5 — 6,0 %) und
einer erheblichen Verformung von uber 60°. Das Gewebe im Osteotomiespalt scheint
eher zu reilen als zu brechen. Das Verhalten der Proben der OPC-Gruppe kann
dagegen bereits dem Stadium Il zugeordnet werden. Es treten im Gegensatz zu
Pseudarthrose- und MSC-Gruppe bei zwei von acht Tieren klare Versagenspunkte auf.
Die relative Torsionssteifigkeit zeigt signifikant hohere Werte (Median 9,6 %,
Interquartilenabstand 4,1 — 24,5 %, p = 0,003). Insgesamt kommt es aber in keiner der
drei Gruppen mit kauterisiertem Periost zur Wiederherstellung der biomechanischen
Kompetenz nach 56 Tagen, der weitere Verlauf ware von Interesse. Wesentliche

Fortschritte bis hin zu einer moglichen Konsolidierung erscheinen unwahrscheinlich.

5.2.2. Zelltransplantation

Das Periost hat im Zusammenspiel mit dem Frakturhamatom wichtige Aufgaben bei der
Frakturheilung (Grundnes und Reikeras 1993; Ozaki et al. 2000). Das Frakturhamatom
hat osteogenes Potential (Mizuno et al. 1990). Anfangs ist es aber gleichzeitig toxisch,
insbesondere fir endotheliale und osteogene Zellen (Street et al. 2000b; Timlin et al.
2005). Durch intensives Spulen wahrend und nach der Osteotomie ist das
Frakturhamatom vermutlich vermindert und in seiner Zusammensetzung auch beim
spateren Nachbluten verandert. Auch die Knochenmatrix der Knochenenden ist im
Bereich der Osteotomie geschadigt.

Der folgende Entzindungsprozess ist ein Gleichgewicht zwischen Abbau und
Regeneration der geschadigten Strukturen. Ein wichtiger Prozess der Regeneration ist
das Rekrutieren mesenchymaler Zellen zur Verletzungsstelle (Devine et al. 2002). Die
Rekrutierung und die Existenz dieser Zellen sind im vorgelegten Modell vermutlich stark
beeintrachtigt. Durch die Transplantation mesenchymaler Zellen soll dieser Prozess
angeregt und beschleunigt werden. Nach der Transplantation ist nicht gesichert, dass
die Zellen am Zielort verbleiben und Uberleben. Die Zellen werden als Zellsuspension
injiziert und missen zum Anwachsen eine passende Nische finden (Gregory et al.
2005; Moore und Lemischka 2006; Scheres 2007). Auskunft Uber das Schicksal der
injizierten Zellen und die Beschaffenheit des Gewebes innerhalb des Osteotomiespalts
mussen Histologie und Immunhistologie geben. In einer Studie zeigte sich die
Akkumulation von MSCs im Kallus nach systemischer Injektion (Shen et al. 2002). Die

transplantierten Zellen sind weitgehend uniform. Andere Zelltypen, die potentiell Signale
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wie etwa Zell-Zell-Kontakte oder biologisch aktive Moleklle abgeben konnten, sind in
der injizierten Suspension nicht vorhanden. Es ist denkbar, dass die nativen Zellen nach
Transplantation aufgrund des Entzindungsreizes im Bereich der Osteotomie in
Fibroblasten differenzieren, die osteogen gepragten Zellen durch ihre Differenzierung
dagegen weniger anfallig sind. Auch die von den osteogen pradifferenzierten Zellen in
vitro gebildete Matrix, die mit appliziert wird, konnte eine vorteilhafte Wirkung haben.
Denkbar ware eine erleichterte Anheftung bzw. Einnischung der Zellen oder eine
Schutzfunktion der Matrixbestandteile.

Die Sauerstoffspannung zum Zeitpunkt der Injektion der Zellen in den Frakturspalt ist
mit groRer Wahrscheinlichkeit gering im Vergleich zur Zellkultur. Die Angiogenese im
Kallus bei physiologischer Frakturheilung wird durch die Bildung angiogenetischer
Faktoren durch Makrophagen positiv beeinflusst (Maes et al. 2002). Es ist nicht
abschlie3end geklart, ob endotheliale Zellen aus der mesenchymalen Zelllinie stammen
oder aus Hamangioblasten. Letztere kénnten Vorlauferzellen der hamatogenen und
angiogenen Linie sein (Hristov und Weber 2004). Bei der Revaskularisierung des Kallus
kommt auch Periostzellen Bedeutung zu (Brighton und Hunt 1997). Die Blutversorgung
des Knochens sowie ihre Veranderungen bei Verletzungen sind seit langerem bekannt
(Rhinelander 1974b). Sie kann eine Ursache bei der Entwicklung atropher

Pseudarthrosen darstellen.

5.3. Diskussion der Hypothesen

Ziel des Experiments war, den Einfluss der Transplantation autologer mesenchymaler
pluripotenter Zellen auf die biomechanischen Ergebnisse der Knochenheilung zu

bestimmen. Dazu wurden drei Hypothesen aufgestellt:

1. Eine atrophe Pseudarthrose kann durch thermische Destruktion des Periosts und die

Entfernung des Knochenmarks in einer Osteotomie des Rattenfemurs induziert werden.

Diese Hypothese kann bestatigt werden. Im vorgelegten Osteotomiemodell kommt es
zur Entwicklung einer Pseudarthrose mit ausbleibender kndcherner Konsolidierung
nach 56 Tagen. Die radiologischen Ergebnisse deuten auf eine atrophe Situation, eine
abschlieRende Klarung muss histologisch erfolgen. Langzeitergebnisse liegen

allerdings nicht vor.
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2. Die Transplantation autologer MSCs fordert die Heilung der atrophen Pseudarthrose

im langen Rohrenknochen.

Diese Hypothese muss abgelehnt werden. Die Transplantation nativer MSCs hat keinen
signifikanten Einfluss auf die Heilung in Bezug auf die Wiederherstellung der
biomechanischen Kompetenz. Es zeigt sich eine Tendenz zu hoherer
Torsionssteifigkeit, die einen schadlichen Einfluss der Transplantation unwahrscheinlich

macht. Auch hier liegen keine Langzeitergebnisse vor.

3. Eine osteogene in vitro Pradifferenzierung der Zellen verstarkt den Heilungseffekt.

Diese Hypothese kann bestatigt werden. Die Transplantation osteogen
pradifferenzierter MPCs verbessert die Heilung in Bezug auf die biomechanische
Kompetenz. Die Torsionssteifigkeit ist gegentber der Pseudarthrosegruppe signifikant
erhoht. Der Heilungsprozess ist allerdings immer noch schwer gestort. Auch hier liegen

keine Langzeitergebnisse vor.

5.4. Ausblick

Der wesentliche Defekt im vorgelegten Pseudarthrosemodell ist die thermische
Zerstorung des Periosts, nicht die Osteotomie mit Verlust von Knochensubstanz, wie
die problemlose Knochenheilung in der Kontrollgruppe zeigte. So ist auch der Ersatz
von Knochengewebe im Sinne einer Defektauffullung nicht das primare Ziel, sondern
die Bereitstellung geeigneter Progenitorzellen zur Wiederherstellung der anatomischen
Strukturen. Ob dies mit Hilfe von MSCs Uberhaupt maglich ist, ist nicht geklart. Die Co-
Transplantation einer extrazellularen Matrix oder eines Carriers zur Anheftung und zum
Schutz der Zellen ist denkbar. Dazu ware eine Losung, die zunachst flussig ist und nach
Injektion fest wird gunstig, da die Zellen so definitiv am Injektionsort verbleiben wirden.
Moglich ware auch ein anderer Applikationszeitpunkt der Zellen, etwa zu einem
spateren Zeitpunkt. Statt MSCs aus dem Knochenmark zu gewinnen, besteht alternativ
die Mdglichkeit, Zellen aus dem Periost zu kultivieren. Eine schonende Gewinnung
ausreichender Zellzahlen ohne groRe Gewebedefekte ist fur Periostzellen aber weniger
leicht moéglich. Eine weitere weniger invasive Mdglichkeit zur Gewinnung der Zellen
konnte die Isolation pluripotenter mesenchymaler Zellen aus dem Blut darstellen.

Gegebenenfalls konnte eine entsprechende Stimulation die Zahl der Zellen im
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peripheren Blut erhdhen, bisher ist allerdings keine erfolgreiche Gewinnung von MSCs
in ausreichender Menge publiziert.

Ob die Zellen nach perkutaner Transplantation in den Osteotomiespalt optimale
Proliferationsbedingungen und die Vorraussetzung zur Differenzierung vorfinden, ist
fraglich. Adulte Stammzellen sitzen in einer Nische, in der sie ein bestimmtes Milieu
vorfinden. Hier werden sie von den umgebenden Zellen fein gesteuert (Watt und Hogan
2000). Um den Zellen eine solche Moglichkeit zu bieten, konnte alternativ eine
retrograde Transplantation der Zellen in den Markraum des Knochens erwogen werden.
Dabei muss bedacht werden, dass das chemische, physikalische und biologische Milieu
im vorliegenden Modell nur naherungsweise den Bedingungen in einer Fraktur
entspricht.

Eine denkbare Moglichkeit zur Verstarkung des Transplantationseffektes ware eine
erneute, zweite Zelltransplantation. Weitere Ansatze zur Steigerung der Effektivitat der
transplantierten Zellen konnten in einer abgewandelten in vitro Behandlung bzw.
Differenzierung liegen. Aulierdem konnten verschiedene Zellpopulationen als
Zellgemische injiziert werden. So zeigte sich die Transplantation von MSCs zusammen
mit endothelialen Zellen in einem CSD effektiver bei der Regeneration als die
Transplantation von MSCs allein (Kaigler et al. 2006). Die Mineralisation des
Ersatzgewebes und die Knochen-Volumen-Fraktion waren signifikant erhdht, dagegen
wurde keine vermehrte Angiogenese beobachtet. Dieser Effekt wurde durch mdgliche
Zell-Zell Interaktionen oder erhdhte Produktion von Wachstumsfaktoren erklart. Die
Zellen kéonnten zusammen mit den MSCs aus der gleichen Knochenmarkbiopsie
gewonnen werden (Reyes et al. 2002; Shi et al. 1998).

Der Zellsuspension kdnnten zusatzlich Wachstumsfaktoren beigefluigt werden um die
Wirkung zu verbessern (Huang et al. 2005). Eine in vivo Produktion von
Wachstumsfaktoren ist durch die Transplantation genetisch modifizierter Zellen mdglich
(Schek et al. 2006). In einem Therapieversuch zeigte das Extrakt einer humanen
Osteosarkomzellline in einer Defektpseudarthrose Heilungserfolge (Hunt et al. 1996).
Die Wirkung wurde der Proteinfraktion des Extrakts zugeschrieben, die eine gunstige
Zusammensetzung von Wachstumsfaktoren aufwies. Die Risiken einer solchen
Therapie scheinen allerdings erhoht.

Die Wiederherstellung der biomechanischen Kompetenz des Knochens ist der
wesentliche Endpunkt der Knochenheilung. Die im vorliegenden Experiment

dargelegten Ergebnisse mussen dringend durch histologische und immunhistologische
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Untersuchungen erganzt werden. Die Gewebetypen innerhalb des Osteotomiespalts
bzw. im Kallus kdnnen wertvolle Informationen liefern. So kann mit Hilfe der Histologie
bestatigt werden, ob es sich im vorliegenden Modell um eine atrophe Pseudarthrose
handelt. In den Versuchsgruppen kdnnte das Schicksal der injizierten Zellen verfolgt
werden. Die unterschiedlichen = Gewebstypen der  Pseudarthrose- und
Behandlunggruppe im Osteotomiespalt sind von grol3em Interesse.

Die Computertomographie ist eine weitere sehr potente Methode zur Evaluierung des
Heilungsverlaufs. Als pCT besitzt sie ein Auflosungsvermdégen bis in den
mikroskopischen Bereich. Mit einigen Geraten ist auch eine nicht invasive
Untersuchung moglich, die keine Erhéhung der Tierzahlen erforderlich macht. Die so
gewonnenen Informationen kdnnen mit den histologischen Ergebnissen abgeglichen
und interpretiert werden.

Die Applikation mesenchymaler Zellen kann als Teil der biologischen Strategien zur
Verbesserung der Knochenheilung betrachtet werden. Eine Fortflhrung der
Untersuchungen und deren klinische Anwendung sowie die Entwicklung neuer Ansatze

sind wulnschenswerte Projekte far die Zukunft.
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6. Zusammenfassung

Einfluss pluripotenter mesenchymaler Zellen auf die Knochenheilung im atrophen

Pseudarthrosemodell der Ratte - Biomechanische Untersuchung -

EINLEITUNG: Die durchgefuhrte Untersuchung ist eine tierexperimentelle Studie im
Rattenmodell. Im Mittelpunkt stehen die atrophe Pseudarthrose sowie Mdglichkeiten
ihrer zellbasierten Therapie. Dabei sollen folgende Hypothesen untersucht werden:

1. Eine atrophe Pseudarthrose kann durch thermische Destruktion des Periosts und die
Entfernung des Knochenmarks in einer Osteotomie des Rattenfemurs induziert werden.
2. Die Transplantation autologer MSCs fordert die Heilung der atrophen Pseudarthrose
im langen Rohrenknochen.

3. Eine osteogene in vitro Pradifferenzierung der Zellen verstarkt den Heilungseffekt.
MATERIAL & METHODEN: 36 mannlichen Sprague-Dawley Ratten wurde das linke
Femur osteotomiert und mit einem neu entwickelten, biomechanisch standardisierten
Fixateur externe versorgt. Die Heilungsergebnisse wurden biomechanisch und
radiologisch nach 14 und 56 Tagen gepruft. Zur Schaffung einer avitalen Situation
wurde das Periost 2 mm proximal und distal der Osteotomie kauterisiert. Der Eingriff
resultierte in einem Modell einer atrophen Pseudarthrose. In zwei Behandlungsgruppen
erhielten die Tiere am zweiten postoperativen Tag eine perkutane Injektion autologer
pluripotenter mesenchymaler Zellen bzw. autologer osteogener Zellen.

ERGEBNISSE: Bereits nach 14 Tagen zeigten die Tiere der Kontrollgruppe eine
Heilungstendenz (N=2). Relativ zum intakten kontralateralen Femur wurden nach 56

Tagen das maximale Torsionsmoment bei Versagen (Median = 1345 %,
Interquartilenabstand = 145,6 — 135,4 %) sowie die Torsionssteifigkeit (Median 118 %,
Interquartilenabstand 84 - 141 %) wiederhergestellt (N=8). Die Tiere der

Pseudarthrosegruppe zeigten nach 56 Tagen kein Anzeichen einer Wiederherstellung
der biomechanischen Kompetenz (N=8). Ein Versagen des Knochens war nicht klar
abgrenzbar. Die Torsionssteifigkeit war relativ zum intakten Knochen niedrig (Median
1,8 %, Interquartilenabstand 1,2 — 3,2 %). Den Tieren der MSC-Gruppe (N=8) wurden
native autologe mesenchymale pluripotente Zellen in den Osteotomiespalt injiziert. Die
biomechanische Kompetenz nach 56 Tagen war gegenuber der der
Pseudarthrosegruppe nicht signifikant verschieden (Torsionssteifigkeit: Median 3,5 %,
Interquartilenabstand 1,5 — 6,0 %). Den Tieren der OPC-Gruppe (N=8) wurden
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osteogen pradifferenzierte autologe mesenchymale Zellen in den Osteotomiespalt
injiziert. Nach 56 Tagen zeigte sich eine signifikant hohere Torsionssteifigkeit im
Vergleich zur Pseudarthrosegruppe (Median 9,6 %, Interquartilenabstand 4,1 — 24,5 %,
p=0,003).

DISKUSSION: Das Modell einer atrophen Pseudarthrose wurde etabliert. Die
Ergebnisse der Therapieversuche weisen auf eine Moglichkeit zur Therapie atropher
Pseudarthrosen durch perkutan injizierte, autologe mesenchymale Zellen nach in vitro
Expansion. Dabei zeigten nur die osteogen pradifferenzierten Zellen einen signifikanten
Effekt, es kam jedoch nach 56 Tagen nicht zu einer knéchernen Konsolidierung. Eine
zukinftige klinische Anwendung erfordert weitere Verbesserungen des aktuellen

Ansatzes.
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7. Summary

Influence of pluripotent mesenchymal cells on bone healing in an atrophic non-

union model in rat — biomechanical investigation -

INTRODUCTION: The current study describes a newly developed model of non-union
in rat. The effect of injection of mesenchymal cells on the healing process is
investigated. The following hypotheses should be answered:

1. An atrophic nonunion can be induced by an osteotomy of the rat femur followed by
thermal destruction of the periosteum and local removal of the bone marrow.

2. The grafting of autologous MSCs promotes healing of an atrophic nonunion in long
bones.

3. An in vitro osteogenic predifferentiation of the cells enhances the effect on healing.
MATERIAL AND METHODS: 36 male Sprague Dawley rats (410 — 460 g bodyweight)
received an osteotomy of the left femur, stabilized with a custom made external fixator.
At 14 or 56 days,post operation the animals were sacrificed and examined
biomechanically and radiologically. To create a biologically unreactive situation, the
periosteum has been cautherized 2 mm proximal and distal of the osteotomy. The result
of this procedure is a model of an atrophic non-union. The treatment groups received an
percutaneous injection of autologous pluripotent mesenchymal (CMSC) or osteogenic
progenitor cells (OPC) into the osteotomy two days post operation.

RESULTS: At 14 days the animals of the control group already showed a remarkable
progress of bone healing (N=2). Compared to the intact contralateral femur at 56 days,
the maximum torsional failure moment was median = 134,5 % (interquartile range =
145,6 — 135,4 %) and the torsional stiffness was median 118 % (interquartile range 84 —
141 %) (N=8). The animals of the non-union group showed no restoration of the
biomechanical competence after 56 days (N=8). A maximum torsional failure moment
could not be detected. Relative to the intact bone, the torsional stiffness was median 1,8
% (interquartile range 1,2 — 3,2 %). At 56 days the animals of the MSC group (N=8)
showed no significant difference of the biomechanical competence compared to the
non-union group. The torsional stiffness was median 3,5 % (interquartile range 1,5 — 6,0
%). At 56 days (N=8) the torsional stiffness was median 9,6 % (interquartile range 4,1 —
24,5 %) in the OPC group which is significantly higher compared to the non-union group
(p=0,021).
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Diskussion: A new model of an atrophic non-union has been established. The results
show a remarkable possibility to cure atrophic non-unions by percutaneous injection of
mesenchymal cells after in vitro expansion. The osteogenic predifferenciated cells
showed a significant effect, however, the animals showed no bony union after 56 days.
A possible future clinical application would need further improvements of the present

technique.
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