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Einleitung

2. Finleitung

Bei 5 bis 20% aller Frakturen wird die Entstehung einer Pseudarthrose beobachtet [1-3].
Schwerwiegende Frakturen mit umfangreichen Defekten der Knochenstruktur, verzogerte
Frakturheilung, Pseudarthrosen sowie Infektionen sind trotz Fortschritts in der Medizin
bestehende Probleme. Pseudarthrosen und verzégerte Knochenheilungen erfordern héufig
eine langwierige und letztendlich nicht immer erfolgreiche Behandlung des Patienten.
Verfahrenswechsel in der Therapie und die héufig verwendete Spongiosa-Plastik bergen
zusitzliche Risiken. Dadurch entstehen massive Einschriankungen der Lebensqualitit des
Patienten einerseits und andererseits erhebliche Mehrkosten fiir das Gesundheitssystem durch
zusitzliche Operationen, verldngerte Krankenhausaufenthalte und Nachbehandlungszeiten.
Dazu kommt der gesamtwirtschaftliche Schaden durch die zum Teil jahrelange
Arbeitsunfahigkeit bis hin zur bleibenden Invaliditdt des Betroffenen.

Eine neue Therapieform stellen mesenchymale Stammzellen (MSCs) dar. Erstmals wurden
mesenchymale Stammzellen 1966 in einer Studie von Friedenstein, welcher sie aus dem
Knochenmark von Ratten isolierten, identifiziert [4].

Mesenchymale Stammzellen gewinnen aufgrund ihrer enormen Proliferationsfahigkeit, ihrer
leichten Kultivierbarkeit und der Eigenschaft, sich in vitro und in vivo in Osteozyten zu
differenzieren, zunehmend an Bedeutung fiir die Frakturheilung [5]. MSCs werden
erfolgreich in der Behandlung von Knochen und Gelenken eingesetzt, insbesondere bei der
Therapie von Knochennekrose und Behandlung von Knorpeldefekten [6-8].

In Studien, die sich mit der Behandlung von Knochendefekten kritischer Grof3e beschéftigten,
wurden mittels Stammzellen aus dem Knochenmark, welche in vitro auf kiinstliche
Trégermaterialien aufgebracht wurden, eine Verbesserung der Heilung gegeniiber den nur mit
Triagermaterial behandelten oder unbehandelten Defekten erzielt [9]. In der hier
durchgefiihrten Studie sollten die Auswirkungen lokal applizierter autologer mesenchymaler
Stammzellen auf die Heilung einer Pseudarthrose, die durch die Osteotomie des Os femoris
der Ratte geschaffen wurde, analysiert werden.

Die klinische Relevanz des vorliegenden Versuches liegt darin, eine neue, weniger
traumatisierende Behandlung zu entwickeln, die bei einer verzdgerten bzw. ausbleibenden
knochernen Heilung im Vergleich zu den bisher etablierten operativen Strategien eingesetzt
werden konnte.

Desweiteren sollen neue Erkenntnisse beziiglich der Bedeutung des Periosts bei der
Frakturheilung gewonnen werden, da bisher noch keine Forschungsarbeiten vorliegen, die
sich explizit mit dem Verlauf der periostalen Rekonstruktion bei der Heilung eines
Knochendefektes beschiftigen. Beim Patienten mit verzdgerter oder ausbleibender
Knochenheilung konnte das Verfahren eine ergdnzende und/oder alternative Methode zum
chirurgischen Vorgehen darstellen.
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3. Stand des Wissens
3.1. Makroskopischer Knochenaufbau

Knochen sind die wichtigsten Bestandteile des Skeletts. Sie gleichen einem System aus
Hebeln, die jene Krifte, welche wihrend einer Muskelkontraktion entstehen, vervielfachen
und in korperliche Bewegung umsetzen. Der Knochen gehort zu den hértesten Geweben im
Korper. Vergleichbaren Belastungen widerstehen nur noch Zéhne und ggf. zu einem gewissen
Grade Knorpel.

Makroskopisch konnen lange, kurze und platte Knochen unterschieden werden. Lange
Knochen werden auch als Réhrenknochen bezeichnet. Sie sind typisch fiir die Extremitéten
[10]. Fiir Rohrenknochen sind ein schlanker Knochenschaft (Diaphyse, Corpus) und
gelenkfldchenbildende Epiphysen an beiden Enden charakteristisch. Die Gelenkfldchen
weisen einen stark vergroBerten Querschnitt auf. Dieser dient der besseren Verteilung der auf
die Gelenkflichen wirkenden Kréfte [11]. Zwischen Epiphyse und Diaphyse liegt die
Metaphyse. Sie stellt wihrend der Knochenentwicklung das Wachstumsreservoir fiir das
Langenwachstum der Knochen dar [12]. Epi-, Meta- und Diaphyse unterscheiden sich in ihrer
Knochenstruktur, welche kompakt und dicht sein kann (Substantia compacta) oder aber ein
schwammiges Bilkchenwerk (Substantia spongiosa) bildet, in dem sich das blutbildende
Knochenmark des Erwachsenen befindet [13]. Die Diaphysen zeichnen sich durch eine sehr
dicke, makroskopisch homogen aussehende, oberfldchliche Substantia compacta und nur sehr
wenige ihr innen anliegende Knochenbilkchen aus. Im Knocheninneren verbleibt eine
zusammenhédngende Knochenhdhle. In den Epiphysen ist die Substantia compacta diinn und
das Innere wird von Knochenbélkchen ausgefiillt [10]. In der Metaphyse ist ein allméhlicher
Ubergang zwischen den beschriebenen Knochensubstanzen zu finden. Da die Substantia
spongiosa eine geringere Steifigkeit als die Substantia compacta aufweist, ist sie in der Lage,
mehr Energie zu absorbieren, bevor eine plastische Verformung (Knochenbruch) entsteht
[11].

Zum Knochen gehoren zwei Bindegewebsschichten. Einerseits das Periost, das den groBten
Teil des Knochens von auflen bedeckt, andererseits das Endost, welches dem Knochen von
innen anliegt und somit die Markhohle auskleidet [10]. Das Periost setzt sich zusammen aus
einem oberflachlichen Stratum fibrosum, von dem Fibrae perforantes in die Substantia
compacta des Knochens einstrahlen, sowie einem tiefen zellreichen Stratum osteogenicum
(Cambium), in dem zahlreiche Blutgefifle und Nerven verlaufen [14]. Desweiteren enthélt die
innere Schicht Cambium-Zellen, bei denen es sich um osteogene Progenitorzellen
mesenchymalen Ursprungs handelt. Thnen wird die Fihigkeit zur Knorpel- und
Knochenneubildung zugesprochen [10, 15]. Im Gelenkbereich geht das Periost unter
Abhebung von der Knochenunterlage in die Gelenkkapsel iiber. Das Endost ist wesentlich
diinner als das Periost und enthidlt Vorlduferzellen von Osteoblasten, aber auch
ausdifferenzierte Osteoblasten und Osteoklasten [14].

3.2. Mikroskopischer Knochenautbau

Alle Knochen bestehen aus demselben Baumaterial, ndmlich aus den Knochenzellen, der
Matrix und dem Osteoid [10]. Das Knochengewebe besteht zu etwa 30% aus organischer
Matrix, diese wiederum zu 95% aus Kollagen Typ I [16]. Die restlichen 5% bildet die
ungeformte Grundsubstanz in Form von Proteoglykanen und Glukosaminoglykanen.
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Mit 70% stellt die anorganische Matrix den Hauptteil des Knochengewebes dar. Sie setzt sich
hauptsédchlich aus Calcium und Phosphat, welches in Form von in Hydroxylapatit gebundenen
ist, sowie aus Karbonaten, Natrium, Magnesium und Eisen zusammen [17].

Die Zellen des Knochens sind vielféltig und treten in unterschiedlichen Formen auf. Man
unterscheidet die Osteoprogenitorzellen, die Osteoblasten, die Knochenoberflichenzellen
(Bone lining cells), die Osteozyten und die Osteoklasten [18]. Bei Bedarf konnen dariiber
hinaus auch Zellen der unspezifischen und spezifischen Abwehr (Makrophagen, Mikrophagen
und Lymphozyten) im Knochengewebe auftreten. Die Osteoblasten gehen aus Knochen-
Stammzellen, welche ihrerseits von pluripotenten Mesenchymzellen abstammen, oder stark
teilungsfahigen osteogenetischen Zellen hervor. Osteoblasten befinden sich in einem Zustand,
in dem sie ihre Teilungsfihigkeit verloren haben, d.h. sie sind nicht mehr zur Mitose fahig.
Deshalb miissen sie bei Bedarf immer wieder aus den Vorlduferzellen (Osteoprogenitorzellen)
nachgebildet werden. Beim Menschen durchlaufen die Stammzellen einen Generationszyklus
von 36 Stunden. Wihrend dieser Zeit entwickelt sich ein Teil der Stammzellen zu
Osteoblasten, welche der Knochenbildung dienen. Die Osteoblasten und die Stammzellen
sind direkt auf der Knochenoberflache lokalisiert, wobei letztere auch im Peri- und Endost
(Stratum osteogenicum) zu finden sind [17]. Osteoblasten sind fiir die Synthese des Osteoids,
der unverkalkten Knochensubstanz, welche hauptsidchlich aus Kollagen und Proteoglykanen
besteht, verantwortlich und wirken bei der Hartsubstanzbildung mit. Gesteuert wird die
Aktivitdt vor allem durch Hormone (z.B. somatotropes Hormon). Osteoblasten haben feine
zytoplasmatische Fortsdtze, mit denen sie untereinander in Verbindung stehen. Erkennbar
werden die Fortsdtze vor allem dann, wenn die Osteoblasten beginnen, sich mit
Grundsubstanz zu umgeben [10]. Mit Fortschreiten der Mineralisation flachen sich die
Osteoblasten ab und werden somit zu Osteozyten. Diese enthalten weniger Zytoplasma,
weniger RNA, haben einen dichteren chromatinreichen Kern und einen kleineren Golgi-
Apparat. Als Osteozyt wird eine Knochenzelle nur dann bezeichnet, wenn sie ringsum von
Matrix umgeben ist. Etwa 10% der Osteoblasten mauern sich in Osteoid ein und
differenzieren sich zu Osteozyten. Die anderen 90% bauen weiterhin Knochen auf und sorgen
so fir Knochenzuwachs [19]. Charakteristisch fiir Osteozyten sind feine filopodienartige
Fortsétze, die sich in feinen Knochenkanilchen befinden. Sie dienen dem Stofftransport und
stehen untereinander durch Gap junctions in Verbindung. Funktionell wird zwischen
osteoblastischen und osteolytischen Osteozyten unterschieden. Osteoblastische Osteozyten
dienen vorrangig der Erhaltung der vorhandenen Knochensubstanz. Die osteolytischen
Osteozyten sind in der Lage, Hartsubstanz abzubauen und dadurch Kalzium freizusetzen. Sie
befinden sich vor allem in den tiefen Lagen der Matrix [10].

Eine weitere Form knochengewebsspezifischer Zellen sind die Osteoklasten. Sie sind grof3e
Zellen (ca.100um Durchmesser) und enthalten zwischen 5 und 50 Zellkerne mit deutlichen
Nucleoli sowie eine entsprechende Anzahl an Zentriolenpaaren. Die Zellkerne haben eine
Lebensdauer von nur wenigen Tagen. Neue Zellkerne entstehen durch Amitose [20]. Die
Lebensdauer der Osteoklasten betrdgt bis zu 6 Wochen. Sie wird definiert als maximale
Uberlebensdauer ohne erneute Fusion der Zellen mit Vorlduferzellen [18]. Die Osteoklasten
resorbieren Knochengewebe im Bereich des aktiven Remodelings. Dieser geordnete Abbau ist
essentiell fiir die normale Entwicklung, die biomechanischen Anpassungsmoglichkeiten und
die stindige Erneuerung des Skelettsystems [21]. An Stellen, an denen Knochen abgebaut
wird, liegen hdufig Teile der Osteoklasten in Einbuchtungen der Grundsubstanz, den
Howship-Lakunen (,,Fraspur® der Osteoklasten), vor [10]. Man unterscheidet je nach
Struktur der Osteoklasten zwischen ruhenden und aktiven Stadien. Aktive Osteoklasten
produzieren proteolytische Enzyme, die die Knochengrundsubstanz zersetzen. Diese Aktivitit
wird durch Kalzitonin gehemmt, durch 1,25-Dihydroxy-Cholecalciferol (Vit.Ds;) und
Parathormon hingegen gefordert. Zusitzlich steuern lokale parakrine und autokrine Faktoren
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die Knochenresorption (Zytokine, zahlreiche Interleukine, Wachstumsfaktoren und
Prostaglandine, Schilddriisenhormone) [18] .

Histologisch sind zwei Arten von Knochengewebe zu unterscheiden; der Geflecht- oder
Faserknochen und der Lamellenknochen. Beide weisen qualitativ die gleiche zellulire,
kollagenfasrige und mineralische Zusammensetzung auf, unterscheiden sich jedoch
entscheidend in der Qualitdt dieser Bestandteile. Die entwicklungsgeschichtlich einfachere
Form ist der Geflecht- oder Faserknochen. Er kann im weitesten Sinne als ein verknochertes
Bindegewebe angesehen werden, das iiberall dort auftritt, wo iiber einen ldngeren Zeitraum
Zug- und Druckkréifte einwirken. Diese Knochenform tritt im Laufe einer jeden
Knochenneubildung auf. Auch wéhrend der embryonalen Entwicklung wird er angelegt, in
der Folge aber durch weiter differenzierten Lamellenknochen ersetzt. Der Faserknochen ist
zellreich, schliefft weniger anorganische Substanzen ein und die Verteilung der Osteozyten in
der knochernen Matrix ist ohne erkennbare Ordnung. Die geformte Grundsubstanz wird von
einem unregelmiBigen Geflecht aus fein und grobfibrilliren Kollagenfaserbiindeln
durchzogen, die keine besondere Verlaufsrichtung zeigen [18]. Der Faserknochen entsteht
durch die starke Vermehrung und Zusammenballung von Mesenchymzellen, die sich dann zu
osteogenetischen Stammzellen und weiter zu Osteoblasten differenzieren. Diese
synthetisieren Kollagene, welche sich zu Fibrillen biindeln und sich miteinander verflechten
[11]. Gleichzeitig setzt, gefolgt von der Osteoidsynthese und der anschlieBenden
Mineralisation, eine zunehmende Vaskularisierung ein. Diese Form der Knochenneubildung
wird als direkte oder desmale Ossifikation bezeichnet [12].

Der Lamellenknochen dagegen entsteht durch die indirekte oder chondrale Ossifikation. Bei
dieser Form entsteht zundchst ein Knorpelmodell, das schrittweise zerstdrt und durch
Knochen ersetzt wird [10]. Der Lamellenknochen zeichnet sich durch die streng nach statisch-
funktionellen Gesichtspunkten orientierte parallele oder konzentrisch geschichtete Ordnung
der Kollagenfasern aus. Die strukturelle Grundlage des Lamellenknochens ist das Osteon
(Havers-System). Das Osteon besteht aus 5 bis 20 konzentrischen Knochenlamellen (Havers-
Lamellen, Speziallamellen) und dem Zentralkanal (Havers-Kanal). Der Zentralkanal ist mit
mesenchymalem Bindegewebe gefiillt und schlieit sowohl vegetative Nerven als auch ein
kleines Gefdl ein. Gebildet werden diese Lamellen von parallel angeordneten kollagenen
Fasern und von der mineralisierten Knochenmatrix. Osteozyten liegen in regelméaBiger
Anordnung stets zwischen den konzentrisch geschichteten Lamellen um den Zentralkanal.
Von Lamelle zu Lamelle dndert sich regelméBig die Verlaufsrichtung der Kollagenfasern.
Durch Querverbindungen treten anliegende Lamellensysteme untereinander in Verbindung.
Dadurch entsteht ein Konstruktionsprinzip, das den Knochen bei Zug- und Druckkriften
stabilisiert. Jede Anderung der statisch mechanischen Belastung des Knochens fiihrt zu einer
funktionellen Anpassung der Knocheninnenstruktur. Osteone, die keine Funktion mehr
besitzen, werden als Schaltlamelle bezeichnet. Diese permanenten Umbauvorgédnge spielen
sich besonders schnell in der Substantia spongiosa ab.

An den inneren und duBeren Knochenoberflichen sind die Lamellen plattenartig geschichtet.
Man spricht von einer inneren Grundlamelle, die an das Periost angrenzt, und von einer
duBeren Grundlamelle, der das Periost von au3en anliegt.

Eine Verbindung zur duleren Knochenhaut besteht durch quer durch die Osteone verlaufende
Gefiafle (Volkmann-Gefifle). Der Knochen wird durch dieses kommunizierende Netz von
Gefidllen zu einem stark vaskularisierten Gewebe.
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3.3. Osteogenese

Die Entwicklung von Knochengewebe bzw. die Knochenbildung wird als Ossifikation oder
als Osteogenese bezeichnet. Man unterscheidet die direkte (desmale) von der indirekten
(chondralen) Knochenentwicklung.

Knochengewebe entsteht bei der direkten (desmalen) Ossifikation aus osteogenen, gut
durchbluteten Bezirken im Mesenchym bzw. bei der indirekten (chondralen) Ossifikation im
Perichondrium [22].

Durch die direkte Ossifikation entsteht ein einfaches, gefaBhaltiges Knochengewebe, der
Geflechtknochen. Er bleibt in Form sogenannter Deckknochen am Schéddeldach und
Angesichtsschédel zeitlebens erhalten. Bei allen anderen Knochen des Siugetierskeletts folgt
auf die einleitende direkte Ossifikation, diec zum Geflechtknochen fiihrt, die indirekte
Ossifikation.

Aus mesenchymalem Bindegewebe entwickelt sich embryonaler, hyaliner Knorpel, welcher
in seiner Gestalt bereits dem endgiiltigen Knochen entspricht.

Wihrend der kontinuierlichen Zubildung von Knorpelgewebe wird gleichzeitig zuvor
gebildetes Knorpelgewebe wieder zerstort und mittels Osteoblasten durch Knochengewebe
ersetzt.

Die zeitweilige Anlage von Knorpelgewebe erweist sich als zweckdienlich, da sich Knorpel
relativ schnell bildet und die fetal noch weitgehend geringfiigigen Stiitzfunktionen voll
iibernehmen kann.

Dieser Vorteil kann nur voriibergehend genutzt werden, da die Grofle des Knorpels, bedingt
durch seine GefiaBlosigkeit, begrenzt ist [10, 18, 22].

Die indirekte Ossifikation beginnt am Knorpel zundchst perichondral und setzt sich dann
enchondral fort. Die perichondrale Ossifikation setzt an der Diaphyse ein, und zwar mit der
Umwandlung von mesenchymalen Zellen aus dem perichondralen Bindegewebe zu
Osteoblasten. Das Perichondrium differenziert sich entsprechend zum Periost.

Die entstandenen Osteoblasten bilden Geflechtknochen, welcher die Diaphyse
manschettenartig umschlie3t und epiphysenwérts auswéchst. Dadurch wird die Erndhrung des
Knorpels zunehmend unterbunden und die so vom Stoffwechsel mehr und mehr
abgeschnittenen Knorpelzellen beginnen, die sie umgebende Grundsubstanz zu resorbieren.
Dadurch vergroBern sich zum einen die Knorpelzellhdhlen und zum anderen die
Knorpelzellen selbst blasenartig.

Durch die Tétigkeit von Osteoklasten entstehen in der Knochenmanschette feine Kanélchen.
Uber diese Kanilchen dringen vom Periost aus BlutgefiBe und mit deren Adventitia
mesenchymale Zellen in den Blasenknorpel ein. Damit sind die wesentlichen
Voraussetzungen fiir die enchondrale Ossifikation gegeben. Im Verlauf der enchondralen
Ossifikation, welche in der Mitte der Knorpeldiaphyse beginnt und nach beiden Seiten
fortschreitet, wird das eingeschlossene Knorpelgewebe kontinuierlich abgeraumt und durch
Geflechtknochen ersetzt.

Der auf diese Weise zustande kommende enchondrale Knochen ordnet sich {iberwiegend
balkchenartig an. Dazwischen entstehen knorpelfreie Rdume, welche die primédre Markhohle,
die sich mit Kapillaren und mesenchymalen Zellen anfiillt, bilden.

Aus den eingewanderten mesenchymalen Zellen differenzieren sich nicht nur weitere
Osteoblasten und die Zellen des Endosts, sondern auch die Stamm- und Vorlduferzellen fiir
die Blutbildung und damit auch jene fiir die Entstehung der Osteoklasten.

Die fiir die Blutbildung verantwortlichen Zellen formieren sich schlieBlich in der priméiren
Markhohle zum roten Knochenmark, die damit zur sekunddren Markhohle wird [10, 14, 18,
22].

Lebenslang finden Aufbau,- Abbau- und Umbauprozesse, auch Turnover genannt, statt. Beim
Kind verlauft dieser Turnover 200 mal schneller ab, als es beim Erwachsenen der Fall ist [10].
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Der Knochenumbau und —aufbau basiert auf den BMU (basic multicellular units), die aus
Gruppen von Osteoklasten und Osteoblasten bestehen. An der Spitze der konusférmigen
BMU-Knochen kommt es zur Resorption und an den Seiten zum Aufbau von
Knochensubstanz [23].

3.4. Frakturheilung und die Bedeutung des Periost

Knochen frakturiert, sobald die auf ihn einwirkenden Kréfte seine Festigkeit tiberfordern. Die
anschlieBende Frakturheilung ldsst sich in 3 Phasen unterteilen. Zundchst kommt es zur
Entziindung, anschlieBend beginnen Regenerationsvorginge und letztendlich setzt das
Remodeling ein. In der ersten Phase, der Entziindung, kommt es im Frakturgebiet zu
Blutungen aus eréffneten GefaBBen des Knochenmarks, des Knochens, des Periosts und der
Umgebung [10, 22, 24]. Es entsteht ein Frakturhdmatom. Das Frakturhdmatom trigt seinen
Teil zur Frakturheilung bei, indem es u. a. Faktoren der Angiogenese enthilt und durch seinen
sauren pH-Wert, welcher nach 20 Tagen auf 7,5 ansteigt, einen Proliferations- und
Differenzierungsreiz darstellt [24, 25]. Im Frakturhimatom befinden sich ebenfalls
pluripotente Stammzellen, welche zu Osteoblasten, Fibroblasten und Chondroblasten
ausdifferenzieren konnen. Diese sezernieren Zytokine und Wachstumsfaktoren, welche die
Zellinfiltration, = Angiogenese und  Zelldifferenzierung  begiinstigen. Zu  den
Wachstumsfaktoren gehoren u. a. Insulin-like growth factor, Bone morphogenetic protein,
Transforming growth factor, Fibroblast growth factor und der Platelet derived growth factor
[26-28]. Die Revaskularisierung ist essentiell fiir die Frakturheilung, da die
Knochenregeneration ein extrem stoffwechselaktiver Vorgang ist [29]. Die Stirke der Blutung
hingt vom Schaden des umliegenden Weichteilgewebes ab. Im geschéddigten Gewebe kommt
es zu einer Infiltration mit Thrombozyten, Granulozyten, Mastzellen, Lymphozyten,
Histiozyten und Makrophagen [17, 30]. Die Entziindungsreaktion hilt fiir ein bis maximal
finf Tage an [31, 32]. Das Frakturhdmatom wird in der Entziindungsphase durch
Makrophagen phagozytiert.

Als néchste schlieB3t sich die Regenerationsphase, die bis zur Bildung des weichen Kallus ca.
3 Wochen in Anspruch nimmt, an [31, 33]. Die Frakturheilung lduft in Abhéngigkeit von der
Frakturspaltweite entweder direkt oder hiufiger indirekt ab.

Bei der direkten Frakturheilung erfolgt eine direkte Verwachsung der Haver'schen Kanile
und Knochenlamellen, wenn die Frakturspaltweite weniger als 0,5 mm, nach Einhorn weniger
als 1 mm betrédgt [34-37]. Trotz bestehenden direkten Kontakts von Knochen zu Knochen in
der Frakturlinie sind schmale Liicken vorhanden. An Stellen des direkten Knochenkontaktes
tritt Kontaktheilung und an den schmalen Liicken Spaltheilung auf [38]. Kontaktheilung
bedeutet ein direktes Remodeling in der Frakturebene.

Betrigt die Frakturspaltweite mehr als 0,5 mm, kommt es zur indirekten Frakturheilung mit
der Abfolge der bekannten Mechanismen von hyaliner Knorpelbildung, sowie der
enchondralen und desmalen Ossifikation [34-37]. Sie verlduft in mehreren, ineinander
ibergehenden Stadien. Das Frakturhdmatom wird organisiert und mesenchymale pluripotente
Zellen migrieren aus dem Periost, dem Endost, dem Knochenmark und dem umliegenden
Gewebe in den Frakturbereich [39]. Nach wenigen Tagen beginnt die Proliferation von
Granulationsgewebe, welches sich zu Bindegewebe und Faserknorpel differenziert. Bei guter
Blutversorgung entsteht vermehrt Bindegewebe, wohingegen eine geringe Blutzufuhr zur
Entstehung von Faserknorpel beitrdgt [38, 40]. Fibroblasten und Osteoblasten bilden
Kollagene, v. a. Kollagen Typ II [36, 41]. Die Formation eines weichen Kallus um den
Knochenschaft eines jeden Fragments bezeichnet man als Primédrkallus [42]. Der
bindegewebige Kallus wird durch Knorpel ersetzt. Zwischen den Kollagenfibrillen kommt es
zur Ablagerung von Mineraldepots [36, 41]. Der Umbau des weichen Kallus zum harten
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Kallus erfolgt dhnlich wie bei der enchondralen Ossifikation. [43, 44]. Die Kallusbildung ist
ein wesentliches Merkmal der indirekten Frakturheilung [33]. Der harte Kallus dient der
Uberbriickung des Frakturspaltes und fiihrt somit zu einer Stabilisierung der Fraktur. Der
Knochen erreicht durch den harten Kallus zum groBten Teil seine mechanischen und
physiologischen Funktionen wieder.

Schlielich kommt es letztendlich zum Remodeling des Kallus. Der Geflechtknochen wird
durch lamelldren Knochen mit entsprechender Geféafversorgung ersetzt [45]. Das Remodeling
nimmt dabei die meiste Zeit in Anspruch und kann bis zu vier Jahre dauern [46].

Dem Periost kommt in der Frakturheilung eine besondere Bedeutung zu. Es umgibt den
Knochen wie eine Haut, versorgt und innerviert ihn [47]. Das Periost enthélt in seiner inneren
Schicht Cambium-Zellen, bei denen es sich um osteogene Progenitorzellen mesenchymalen
Ursprungs handelt. Perka konnte in seiner Studie zeigen, dass durch die Anwesenheit von
Periostzellen in einem Knochendefekt neuer Knochen gebildet wird [48]. Es ist bekannt, dass
bei der Heilung ohne exaktes Anliegen der Fragmente aneinander (indirekte Frakturheilung)
der initial gebildete fibros-knorpelige Kallus von Progenitorzellen aus dem Periost infiltriert
und sukzessiv von diesen durch Knochen ersetzt wird [10].

Die allgemeine Relevanz des Periosts fiir die Knochenregeneration fiihrte in den vergangenen
Jahren zu einem Umdenken bei der chirurgischen Versorgung von Knochendefekten.
Entgegen dem friither praktizierten weitrdumigen Freilegen und Deperiostieren des Knochens
zur exakten Reposition und Plattenanpassung, werden heute die Weichteile moglichst wenig
beschédigt und das Periost weitgehend geschont.

Bisher liegen trotz des Konsens’ beziiglich des Stellenwerts des Periost noch keine
Forschungsarbeiten vor, die sich explizit mit dem Verlauf der periostalen Rekonstruktion bei
der Heilung eines Knochendefektes beschéftigen. In der frithen Phase der Knochenheilung ist
es besonders schwierig Aussagen zu treffen, da sich die Periostzellen ohne die rdumliche
Zugehorigkeit zum Periostschlauch weder histologisch noch immunhistologisch beweisend
darstellen lassen. Dadurch besteht die Moglichkeit, dass entscheidende Erkenntnisse
beziiglich der frithen Phase der Periostrekonstruktion bzw. ihrer Rolle im Verlauf der
Frakturheilung fehlen.

In der Studie von Wurzel wurde bewiesen, dass eine kiinstliche Membran zwischen Knochen
und Periost die Heilung eines Knochendefektes verzogert. Dasselbe gilt fiir eine Trennung des
Periost vom umliegenden Weichteilgewebe, welches mit einer Verminderung der
Vaskularisation des Periost, also einer verminderten Versorgung gleichzusetzen ist.[49]
Untersuchungen zum Einfluss von Periostzellen als Zusatz auf verschiedenen
Knochenersatzmaterialien zeigten im Heilungsverlauf eine signifikante Uberlegenheit
gegeniiber zellfreien Matrizen [50-52]. Sogar in ektoper Lage (unter die Haut transplantiert)
bilden die mit Periostzellen versehenen Konstrukte neuen Knochen [53]. Gleichzeitig zeigten
diese Studien die Abhédngigkeit der Differenzierung der Zellen vom umgebenden Milieu. So
bilden sich vermehrt osteogene Zellen am Rand der Matrize und eher chondrogene Zellen im
Inneren [54, 55]. Dies beruht auf dem unterschiedlichen Sauerstoff-Partialdruck, je nach
Lokalisation in der Matrize. Selbst die Neubildung von GefiaBen im Kallus scheint, zumindest
partiell, vom Periost auszugehen [54, 56].

3.5. atrophe Pseudarthrose

Unterbleibt die Neubildung von Knochen im Frakturbereich, kann an der Frakturstelle eine
Diskontinuitdt mit Beweglichkeit der Frakturenden bestehen bleiben, die man als
Pseudarthrose (Falschgelenk) bezeichnet [10, 22]. Eine Unterteilung der Pseudarthrose kann
in hypertrophe und atrophe Pseudarthrose vorgenommen werden [57, 58]. Bei 5 bis 20% aller
Frakturen wird die Entstehung einer Pseudarthrose beobachtet, abhidngig von der Dauer der
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unvollstandigen Heilung des Knochens [1-3]. Kommt es zu einer schwerwiegenden Fraktur,
wird meist der Periostschlauch in seiner Kontinuitdt unterbrochen, was eine atrophe
Pseudarthrose zur Folge haben kann. Eine atrophe Pseudarthrose ist nach Yoo durch
fehlendes Periost charakterisiert [39]. Andere Autoren definieren eine atrophe Pseudarthrose
durch ein Ausbleiben der Vereinigung der Frakturenden iiber 6 bis 8 Monate oder das
Ausbleiben einer Progression der Heilung iiber einen Zeitraum von 3 Monaten [59, 60]. Bei
Patienten mit einer Pseudarthrose entstehen im Frakturbereich von langen Roéhrenknochen
v.a. knorpelige gelenkartige Strukturen [61, 62]. Die mechanischen und biologischen
Einfliisse, die zu solch einer Pseudarthrose fiihren, sind nicht vollstindig bekannt. Es
existieren theoretische Modelle, welche sich mit der Entwicklung von Geweben im
Frakturbereich beschiftigen, die die Entstehung einer Pseudarthrose erkliaren konnten [63-65].
In einigen experimentellen Modellen konnte durch mechanische Stimulation oder biologische
Faktoren, wie Knochennekrosen, bedingt durch lokale Ischimie oder Devaskularisation, eine
Pseudarthrose herbeigefiihrt werden [66, 67]. In einer Studie von Cullinane konnte durch
Zufigung kontrollierter Bewegung in einem non critical sized defekt eine direkte
Knorpelformation provoziert werden. Dieser Knorpel zeigte einen &hnlichen Grad der
Organisation, wie er im Gelenkknorpel vorzufinden ist [68]. Nicht nur zu viel Bewegung
sondern auch eine zu hohe Steifigkeit bewirkt durch mangelnde mechanische Stimulation eine
gestorte Frakturheilung [60]. Die Blutversorgung und Anwesenheit von periostalen
osteochondralen Progenitorzellen spielt eine entscheidende Rolle bei der Frakturheilung. Das
exzessive Abtragen des Periosts im Frakturbereich kann durch die damit verbundene
Entnahme von periostalen osteochondralen Progenitorzellen, sowie die Stérung der
Blutversorgung, zu einer Pseudarthrose fiihren. Im metaphysdren Knochen, welcher reich an
spongiosem Knochen mit entsprechend reicher Gefallversorgung ist und eine hohe Prisenz
der Knochenmarkprogenitorzellen aufweist, treten seltener Pseudarthrosen auf als im
diaphysdren Knochen [39]. Auch im Zusammenhang mit dem Kompartment Syndrom kann
es, bedingt durch einer Minderdurchblutung, zu einer Pseudarthrose kommen [69]. Weiterhin
stellen offene und/oder stark dislozierte Frakturen, Frakturen ohne Fragmentkontakt, critical
size defect (CSD) ein hohes Risiko fiir die Entstehung einer Pseudarthrose dar [60, 70, 71].
Park fand in seiner Studie zur Frakturheilung heraus, dass wiederholtes Spiilen und
Debridement, verbunden mit anhaltender rigider Immobilisation, zu einer Pseudarthrose
fiihren [72].

Pseudarthrosen erfordern hiufig eine langwierige und nicht immer erfolgreiche Behandlung
des Patienten. Dadurch entstehen massive Einschrankungen der Lebensqualitdt des Patienten
einerseits und andererseits erhebliche Mehrkosten fiir das Gesundheitssystem durch
zusétzliche Operationen, verldngerte Krankenhausaufenthalte und Nachbehandlungszeiten
bzw. durch sonstige zusétzlich angewandte Hilfsmittel. Fiir viele Jahre waren die meist
verwendeten Therapien die Spongiosatransplantation mit hoher Entnahmemorbiditét [58, 73],
die lokale Injektion von Blut [74], die Verwendung allogenen Knochens oder synthetischer
Substanzen mit osteoinduktiver oder osteokonduktiver Wirkung, sowie die Behandlung mit
Wachstumsfaktoren wie BMP 2 und BMP 7 {iblich [75-78].

Autogener Knochen ist zwar durch seine osteoinduktive und osteokonduktive Fahigkeit sehr
gut zur Verwendung geeignet, birgt aber durch den traumatischen Eingriff, die damit
verbundene erhohte Blutungs- und Infektionsgefahr und ebenso durch die
Entnahmemorbiditét ein erhohtes Risiko fiir den Patienten [79].

Bei Pseudarthrosen, bei denen die chirurgische Versorgung fehlgeschlagen war, konnte man
eine positive Wirkung von induziertem pulsierendem Strom bzw. pulsierenden
elektromagnetischen Feldern nachweisen [80, 81]. Eine effektive Therapie der Pseudarthrose
stellte die Implantation von autologem Knochenmark perkutan in den Frakturspalt dar. Bei
80% der Patienten mit Pseudarthrosen, bei denen eine Immobilisierung im Cast
vorgenommen wurde und bei 100% der Patienten mit intramedulldrer Nagelung konnte eine
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Ausheilung mithilfe von autologem Knochenmark erzielt werden. Somit ist die Effektivitit
dieser Therapie vergleichbar mit der der Spongiosatransplantation [82].

Bisher existiert noch keine Studie {iber die Auswirkung von lokal eingebrachten
mesenchymalen Stammzellen in einen Knochendefekt auf die Rekonstruktion des Periosts
und iiber die daraus resultierenden Effekte auf die Knochenheilung.

Die klinische Relevanz der vorliegenden Studie liegt darin, eine neue weniger
traumatisierende Behandlung zu entwickeln, die bei einer verzogerten bzw. ausbleibenden
kndchernen Uberbriickung als Ersatz der bisher etablierten operativen Strategien eingesetzt
werden konnte. Die Gewinnung der mesenchymalen Stammzellen ist mit einem geringen
Aufwand durch eine Punktion des Knochenmarks mittels Punktionskaniile durchzufithren und
somit im Vergleich zu den bisherigen operativen Strategien mit einer sehr geringen
Entnahmemorbiditidt verbunden. Durch die Anziichtung der MSC ist man in der Lage, eine
hohe Anzahl der fiir die Heilung notwendigen Zellen zur Verfiigung zu stellen.

Da es sich bei den MSC um autologe Zellen handelt, sind autoimmunreaktionen
auszuschlieBen. Durch die Féhigkeit der MSCs, sich in verschiedene Zelltypen, u.a.
Osteozyten zu differenzieren, konnten sie von groem Nutzen fiir die Frakturheilung sein.
Mesenchymale Stammzellen gewinnen aufgrund ihrer intensiven Proliferationsfahigkeit, ihrer
leichten Kultivierbarkeit, und der Eigenschaft, sich in vitro und in vivo in Osteozyten und
Chondrozyten zu differenzieren, zunehmend an Bedeutung [5].

Es besteht die Moglichkeit, dass es durch die Transplantation von autologen MSC zu einer
schnelleren und funktionell effektiveren Regeneration des zuvor verzogert heilenden
Knochens kommt.

3.6. Mesenchymale Stammzellen

Stammzellen konnen ihrem Ursprung nach in frithembryonal, spdtembryonal/neonatal und
adult unterschieden werden. Stammzellen des frithembryonalen Stadiums sind totipotent.
Somit kénnen sie zu allen Gewebetypen differenzieren und sind in der Lage, komplette
Organismen zu bilden. Diese Fahigkeit bleibt ihnen bis zum 8-Zellstadium erhalten. Der
therapeutische Einsatz geht jedoch mit dem Risiko der Tumorgenese einher [83].
Spatembryonale Stammzellen haben ihre Totipotenz verloren und sind in ihrer
Differenzierungsfahigkeit eingeschriankt. Sie sind pluripotent, d.h. sie kénnen sich in jeden
Zell- und Gewebetyp eines erwachsenen Organismus differenzieren und theoretisch ganze
Organe bilden [83].

Adulte  Stammzellen sind  multipotent.  Sie  haben einen  Grofiteil ihres
Differenzierungspotentials verloren, sind aber immer noch in der Lage, sich in viele
Richtungen zu differenzieren. Eine FEinteilung kann nach Lokalisation der Gewinnung
erfolgen. Wurden sie aus dem Blut entnommen, bezeichnet man sie als hdmatopoetische
Stammzellen, aus dem Gehirn als neuronale Stammzellen und aus dem Knochenmark als
mesenchymale Stammzellen. Erstmals wurden mesenchymale Stammzellen 1966 in einer
Studie von Friedenstein, welcher sie aus dem Knochenmark von Ratten isolierte, identifiziert
[4]. Die mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks stehen in der
Differenzierungskaskade noch iiber den Progenitorzellen des Periost. Sie kdnnen in einem
relativ einfachen chirurgischen Eingriff aus dem Knochenmark der langen Rohrenknochen,
dem Sternum oder aus dem Beckenknochen gewonnen und anschlieBend unter Verwendung
geeigneter Zellkulturproben angereichert werden [84-86]. Von den Knochenmarkzellen sind
nur ca. 0,01 bis 0,03% mesenchymale Stammzellen [87, 88]. Innerhalb von zehn Wochen
konnen sie auf bis zu 20 bis 50 Populationsverdopplungen expandiert werden [89, 90]. Neben
der Differenzierung zu Knochen- und Knorpelzellen [84, 91] konnen sie sich ebenfalls in
Zelltypen wie Hepatozyten [92], Endothelzellen [93, 94], Herzmuskelzellen [94],
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Skelettmuskelzellen [95], Tendinozyten sowie andere Bindegewebszellen [86] differenzieren.
Desweiteren konnte eine Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen zu Astrozyten und
Neuronen in vitro gezeigt werden [96, 97]. Transplantiert man mesenchymale Stammzellen in
das physiologische [98] oder ischdmische Gehirn [99-101] differenzieren sie zu Astrozyten.
Es gibt Studien, bei denen Knochenmarkzellen lokal in einen Tibiadefekt [102] oder auch
systemisch [87] verabreicht wurden. Histologisch konnte eine Ansammlung der
Knochenmarkzellen im neu gebildeten Geflechtknochen bei der systemischen Applikation
nachgewiesen werden, ohne dass es dabei zu einer Beschleunigung der Frakturheilung kam.
Die lokale Applikation fiihrte in 80 bis 100% der Félle (je nach Art der Frakturstabilisierung)
bei den Patienten mit Pseudarthrosen zur Ausheilung des Defektes.

MSCs werden erfolgreich in der Behandlung von Knochen und Gelenken eingesetzt,
insbesondere bei der Knochennekrosetherapie und Behandlung von Knorpeldefekten [6-8].
Studien, die sich mit der Behandlung von Knochendefekten kritischer GroB3e beschiftigten,
zeigten eine Verbesserung der Heilung mittels Stammzellen aus dem Knochenmark, welche
in vitro auf kiinstliche Tridgermaterialien aufgebracht wurden, gegeniiber den nur mit
Trigermaterial behandelten oder unbehandelten Defekten [9]. In einer Studie ohne
Kontrollgruppe wurden durch pordse Keramiktrigermaterialien, welche mit autologen MSCs
besetzt waren, massive Knochendefekte geheilt [103]. Bajada berichtete, dass MSCs, isoliert
aus dem Knochenmark, kombiniert mit Kalziumsulfaten eine neun Jahre alte Tibia-
Pseudarthrose zur Ausheilung gebracht haben [104]. Gan konnte bei 41 Patienten durch den
Einsatz von autologen MSCs und Betatrikalziumphosphaten eine spinale Fusion herbeifiihren
[105].

Tohma und Mitarbeiter testeten in einem Rattenmodell am devitalisierten Knochen die
Auswirkungen mesenchymaler Stammzellen. Sie transplantierten durch Strahlung
devitalisierten Knochen zusammen mit kultivierten heterogenen MSCs unter die Haut. Nach
vier Wochen konnten sie eine Knochenneubildung im devitalisierten Transplantat
nachweisen. Die MSCs waren in der Lage, die osteogene Kapazitit des devitalisierten
Knochens wieder herzustellen [106].

Nach Nakamura stellt die Transplantation von MSCs ohne die Anwesenheit kiinstlicher
Tragermaterialien eine ideale Behandlung von Frakturen, Pseudarthrosen und Osteonekrosen
dar. Nakamura untersuchte heterogene, osteogen pridifferenzierte Zellschicht-Transplantate
aus MSCs in einer atrophen Pseudarhrose[107]. Er beobachtete nach acht Wochen eine
Vereinigung der Knochenenden in der Transplantatgruppe.

Neue Verfahren sind in der Lage, durch eine Manipulation der MSCs mit spezifischen Genen
eine osteogene Differenzierungsrichtung vorzugeben. Dabei modulieren transkriptionale
Faktoren und Koaktivatoren die MSCs und geben eine osteogene oder adipogene
Differenzierung vor [108]. In vielen tierexperimentellen Studien zu mesenchymalen
Stammzellen wurden xenogene (von einer Art zu einer anderen) oder allogene (von einem
Individuum zu einem anderen der gleichen Art) Spenderzellen verwendet. Es traten dadurch
teils heftige Immunreaktionen mit Storungen der eingebrachten Zellen auf. Mit der
Verwendung korpereigener Knochenmarkzellen umgeht man die Notwendigkeit einer
Immunsuppression und es ist eine quantitativ und qualitativ bessere Neubildung von
Knochengewebe zu erwarten.

Bisher existiert noch keine Studie liber die Auswirkung von lokal eingebrachten autologen
mesenchymalen Stammzellen in einen Knochendefekt auf die Rekonstruktion des Periosts
und tiber die daraus resultierenden Effekte auf die Knochenheilung. Welche
Entwicklungsstufen die Periost- und/oder Knochenmarkzellen im Rahmen der Heilung
durchlaufen, bleibt unklar.
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Stand des Wissens

3.7. Tiermodell

Fiir die Erforschung der Frakturheilung wurden verschiedene Versuchstiere u.a. Méiuse,
Ratten, Vogel, Scharfe, Schweine und Hunde verwendet. Bei der Auswahl der Tiere muss
bedacht werden, dass die einzelnen Spezies unterschiedliche Frakturheilungsmuster
aufweisen. Desweiteren zeigen sie eine im Vergleich zum Menschen unterschiedliche
Anatomie und einen sehr unterschiedlichen Knochenstoffwechsel. Auch das Alter, Geschlecht
und die GroBe der Versuchstiere sind von Bedeutung. Jager unersuchte in einer Studie
verschiedene Fixationssysteme und Techniken im Rattenmodell. Er entwicklte einen Fixateur
extern, welcher eine stabile Fixierung der knochernen Fragmente ermoglicht, ein groBeres
Weichteiltrauma vermeidet, die rontgenologische Verlaufskontrolle des Defektbereichs
erlaubt und eine unerwiinschte Beeinflussung der Defektzone durch das Fixationssystem
verhindert. Er stellte fest, dass sich weder die anterograde noch die retrograde Femurnagelung
fiir eine stabile Fixierung der knochernen Fragmente am CSD des Rattenfemur eignet [109].
Fiir Versuche am Knochen stellt die Ratte als Versuchstier aufgrund der limitierenden
anatomischen GroBenverhéltnisse hiufig eine kritische untere Grenze unter den Kleintieren
dar. Trotzdem werden sie immer héufiger in der medizinischen Forschung verwendet um
orthopadische Implantate, Transplanate und Wachstumsfaktoren zu untersuchen. Im
Vergleich zu groBen Tieren sind sie leichter zu hédndeln, billiger in der Haltung und es
existieren vergleichbare expirimentelle Modelle, welche Vergleiche untereinander erlauben.
Durch die geringen Anspriiche an Haltung und Versorgung ist bei Ratten im Gegensatz zu
anderen Tierarten eine tierschutzgerechte Unterbringung wesentlich einfacher zu
gewdhrleisten.

3.8. Ziele und Hypothesen der Studie

Mit dieser Studie sollen Erkenntnisse liber den bisher ungekldrten Verlauf der periostalen
Rekonstruktion wihrend der Knochenheilung gewonnen und die Auswirkungen lokal
transplantierter autologer mesenchymaler Stammzellen in einem Defekt des langen
Rohrenknochens untersucht werden.

Dabei sollen folgende Hypothesen untersucht werden:

1. Die Wiederherstellung der periostalen Integritdt ist Voraussetzung fiir eine
physiologisch verlaufende Frakturheilung der Rohrenknochen. Hierbei muss sich das
Periost als Leitstruktur zunéchst selbst rekonstruieren, um eine anschlieBende Heilung
zu gewihrleisten.

2. Der Heilungsverlauf eines Defektes am langen Rohrenknochen, welcher durch
Deperiostierung in seinem natiirlichen Heilungspotential eingeschrinkt wurde, kann
durch die Transplantation autologer mesenchymaler Stammzellen beschleunigt
werden.
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4. Material und Methoden

4.1.Versuchstiere

Verwendet wurden 16 bis 20 Wochen alte, mannliche, 410 bis 460g schwere Sprague Dawley
Ratten (Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland). Die Ratten wurden bei
kiinstlichem Tag/Nacht Rhythmus einzeln in Kéfigen gehalten. Futter und Wasser stand ihnen
zur freien Verfligung Die Einzelhaltung war nach der Osteotomie notwendig, da das
gegenseitige Belecken und Beilen zu massiven Wundheilungsstérungen und
Wundinfektionen gefiihrt hdtte. Die Genehmigung zur Durchfilhrung der Versuchsreihe
wurde vom Landesamt fiir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit,
Berlin unter der Genehmigungsnummer G0036/04 erteilt.

4.2.Gruppeneinteilung

Unterschieden wurden zwei Versuchsgruppen, die mesenchymale Stammzellengruppe (MSC-
Gruppe) und die Medium-Gruppe. Der MSC-Gruppe wurden autologe mesenchymale
Stammzellen und der Medium-Gruppe nur das Medium, in der die Stammzellen inkubiert
wurden, verabreicht. Die Anzahl der Tiere pro Gruppe betrug 16. Beide Gruppen wurden
einseitig am linken Hinterbein standardisiert osteotomiert und mit einem Fixateur externe
versorgt.

Gruppe 1 (MSC-Gruppe): Perkutane Injektion von 2 Millionen autologen
mesenchymalen Stammellen in 150ul Medium 2 Tage
post Osteotomie in den Osteotomiespalt

Gruppe 2 (Medium-Gruppe): Perkutane Injektion von 150ul Medium (a-DMEM +
10% fetales Kélberserum + 1% Penicillin-Streptomycin)
2 Tage post Osteotomie in den Osteotomiespalt

4.3 Stammzellenentnahme

Zur Gewinnung der Stammzellen wurde den Versuchstieren in Vollnarkose Knochenmark aus
der rechten Tibia entnommen.

Die Narkoseeinleitung erfolgte mit Isofluran 3,5 Vol. % (Forene®, Abbott GmbH,
Wiesbaden, Deutschland), Stickoxydul 0,4 1/min und Sauerstoff 0,6 1/min in einem offenen
System (Stephan-Respirator ABV F, Stephan GmbH, Gackenbach, Deutschland).

Die OP wurde unter einer Injektionsnarkose mit dem Anédsthetikum Ketamin (Ketavet®
Pharmacia & Upjohn GmbH, Wien, Osterreich) und dem Sedativum/Analgetikum Xylazin
(Rompun® Bayer, Wien, Ostereich) im Verhiltnis 4:3, nach vorheriger Hautdesinfektion
(Softosept®N B. Braun, Melsungen, Deutschland), intraperitoneal verabreicht.

Fiir die Analgesie wurde zusétzlich der vollsynthetische Morphinabkémmling Buprenorphin
(Temgesic® Essex Pharma GmbH, Miinchen, Deutschland) in einer Dosierung von 0,1 ml/kg
subkutan verabreicht.

Im Anschluss wurde die rechte Tibia proximal geschoren und mit Braunol (Povidon-Iod, B.
Braun, Melsungen, Deutschland) desinfiziert.
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Mit einem Skalpell (Einmal-Skalpellklinge klein No 15 Feather®, Tokio, Japan) wurde eine
ca. 1 cm lange Inzision proximal an der Tibia gesetzt. Die Tibia wurde in diesem Bereich frei
prapariert und die obere Kortikalis mit einem Kugelfrdser (1mm Durchmesser, Fa. Proxoon,
Niersbach, Deutschland) durchbohrt. Eine 22G Kaniile (Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland) wurde in das Bohrloch eingefiihrt. Eine mit Medium gefiillte 1 ml
Spritze wurde auf die Kaniile aufgesetzt und ein Unterdruck durch Ziehen des
Spritzenkolbens erzeugt. Durch diesen Unterdruck wurde das Knochenmark aus der Tibia in
die Spritze aspiriert. Der Inhalt der Spritze wurde in eine 15 ml Falcon-Tube (Falcon Becton
Dickinson Labwar, Franklin Lakes, New Jersey, USA) iiberfiihrt und in das Labor zur
Anziichtung der mesenchymalen Stammzellen transportiert.

4.4. Anziichtung mesenchymaler Stammzellen

Die Stammzellen wurden in Kulturflaschen (nunc™ DK-4000 Roskilde, Denmark) iiberfiihrt
und mit Medium bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Das Medium setzte sich zusammen aus a-DMEM (4500mg/l Glukose, L-Glutamine, Pyruvat,
invitrogen, Cambrex, Walkersville, USA), 10% fetalem bovinem Serum (Biochrom AG,
Berlin, Deutschland) und einem Antibiotikum (1 % Penicillin-Streptomycin). Desweiteren
waren Nihrstoffe und Wachstumsfaktoren enthalten, welche die mesenchymalen
Stammzellen fiir die Mitose bendtigen. Das Medium war frei von Differenzierungsfaktoren,
so dass den Stammzellen keine Differenzierungsrichtung vorgegeben wurde.

Das Antibiotikum sollte vor einer bakteriellen Besiedlung schiitzen. Jeder Vorgang erfolgte
unter sterilen Bedingungen, mit sterilem Instrumentarium. Aus diesem Grund wurden alle
Arbeiten unter dem Abzug vorgenommen.

Die mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks haben die Eigenschaft, sich am Boden
des Gefidlles anzuheften und sich dort zu vermehren. Durch diese Fihigkeit waren sie von
anderen Zellen des Knochenmarks zu unterscheiden. Die restlichen, im Medium
schwimmenden Zellen konnten so abgesaugt werden. In einem Zeitraum von ca. 14 Tagen
wurden die mesenchymalen Stammzellen auf eine Anzahl von ca. 2 Mio. angeziichtet. In der
ersten Woche erfolgte alle zwei Tage ein Mediumwechsel. In der darauf folgenden Woche
wurde dies auf einen Wechsel pro Woche reduziert.

Die mesenchymalen Stammzellen wurden beim Mediumwechsel unter dem Mikroskop
dahingehend untersucht, ob sie den Boden des Gefdlles weitgehend bedeckten. Traf dies zu,
erfolgte eine Passagierung in ein groferes GefdB. Hierfiir wurde zundchst das Medium
abgesaugt und die mesenchymalen Stammzellen zweimal mit PBS (Phospatpuffer)
(Dulbecco's PBS without Ca u. Mg, PAA Loratories GmbH, Pasching, Ostereich) gewaschen.
Um die mesenchymalen Stammzellen vom Boden des Gefélles zu 16sen, wurden sie fiir 4 min
bei 37°C mit Trypsin inkubiert. Die Losldsung wurde nach diesen 4 min mit leichtem Klopfen
unterstiitzt und unter dem Mikroskop kontrolliert. Im Anschluss wurden 4 ml Medium in das
Gefall gegeben und der gesamte Inhalt wurde in ein Falconréhrchen (Falcon Becton
Dickinson Labwar, Franklin Lakes, New Jersey, USA) iiberfiihrt. Um die Anzahl der Zellen
zu ermitteln, erfolgte eine automatische Auszdhlung in einem Casytron Zellzdhlsystem
(Zellzahlsystem Casy 1 Zellzahl- und Analyse System, Model TT, Scharfe system, Casytron,
Reutlingen, Deutschland). Anhand der ermittelten Zellzahl wurde die Flache berechnet,
welche die mesenchymalen Stammzellen in ihrem neuen GefdB3 bendtigten. Als optimal
wurde ein Wert von 2,5 x 10* Zellen/ cm? beurteilt. Das entsprechende Gefd wurde
ausgewdhlt und die dazu festgelegte Menge an Medium bereitgestellt.
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4.5. Osteotomie des Os femoris

Die pridoperativen Vorbereitungen entsprachen denen der Knochenmarkbiopsie. Der linke
Oberschenkel wurde geschoren und mit Braunol (Povidon-lod, B. Braun, Melsungen,
Deutschland) desinfiziert. Im Anschluss wurde die Ratte in den sterilen OP- Bereich
iiberfiihrt.

Zunichst erfolgte die Inzision (Einmal-Skalpellklinge, B. Braun, Grofe 18, Melsungen,
Deutschland) eines ca. 4 cm langen Hautschnittes am Oberschenkel (siche Abb. 1).

Abb. 1: Ca. 4 cm langer Hautschnitt am Oberschenkel der Ratte auf Hohe des Knies
beginnend. Das Knie befindet sich zwischen dem Daumen und Zeigefinger der linken Hand
des Operateurs.

AnschlieBend wurde das Os femoris freipripariert (Einmal-Skalpellklinge, groB Feather®
GroBe 11, Tokio, Japan), indem das Bindegewebe zwischen den Extensoren und Flexoren des
Oberschenkels durchtrennt wurde. Der Assistent spreizte diese dann mit einem Zweizinken-
Haken auseinander, um eine freie Sicht zu gewihrleisten und beim anschlieBenden Bohren
Weichteile vom Bohrbereich fernzuhalten. Danach wurde der erste Bohrkanal distal am Os
femoris durch die obenliegende laterale Kortikalis gebohrt (siche Abb. 2).

Abb. 2: Bohren des 1. Kanalés distal am nur wenige Millimeter freipraparierten Os femoris
durch die obenliegende laterale Kortikalis

Dabei achteten der Operateur und der Assistent darauf, dass der Bohrer senkrecht zum Os

femoris gefilhrt wurde. Das dabei entstandene Knochenmehl wurde mit steriler
Kochsalzlosung weggespiilt. Nicht abgelaufene Kochsalzlosung wurde mit einer sterilen
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Kompresse aufgesaugt. Nun wurde der 10 cm lange Kirschner-Draht (Fa. M. Jagel, Bad
Blankenburg, Deutschland) mit einem Durchmesser von 1,25 mm, einem 10 mm langen
Gewinde mit einer Gewindebreite von 1,2 mm und einer Gewindehdhe von 1 mm, vorsichtig
eingeschraubt (siche Abb. 3).

Abb. 3: Einschrauben des 1. Kirschner-Drahtes distal am Os femoris

Hierbei musste wieder darauf geachtet werden, dass dies senkrecht zum Os femoris geschah.
Das Einschrauben in die untere Kortikalis musste sehr behutsam erfolgen, um ein Ausbrechen
der oberen Kortikalis zu vermeiden. Manuell wurde der bikortikale Sitz des Drahtes
kontrolliert. Das zweite Bohrloch wurde anschlieBend am proximalen Ende des Femurs
gebohrt.

Abb. 4: Einschrauben des 2. Kirschner-Drahtes proximal am Os Femoris

Hierbei wurde sowohl die obere als auch die untere Kortikalis durchbohrt, was aufgrund der
anatomischen Beschaffenheit der Kortikalis in diesem Bereich notwendig war. Nachdem auch
hier der Kirschner-Draht eingeschraubt worden war, konnte der Fixateur angebracht werden
(siche Abb. 4). Der Fixateur externe bestand aus zwei Stahlplatten der Grofe 29 x 5 mm mit
einer Dicke von 2,8 mm und 1,8 mm. Mittels zweier Schrauben (M 2,5) wurden die beiden
Platten miteinander verbunden. Die dickere der beiden Platten war mit dem Gewinde fiir die
Schrauben versehen, die diinnere hatte die Einbuchtungen fiir die Schraubenkopfe. Beide
Platten wiesen vier Kerben fiir das Einspannen der Kirschner-Drihte auf. Der Fixateur diente
im weiteren Verlauf als Fiihrungsschiene beim Bohren (siche Abb. 5).
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Abb. 5: Fixateur als Fiihrungsschiene beim Bohren des 3. Kanales am Os femoris

Weitere zwei Locher wurden gebohrt und die Drihte eingeschraubt. Anschliefend wurde ein
zweiter Fixateur zur Stabilisierung tiber dem ersten angebracht und beide wurden bis an das
obere Drahtende geschoben. Danach wurde in der Mitte zwischen dem zweiten und dritten
Draht das Os femoris mit einer Diamantsége osteotomiert (siche Abb. 6). Unter Zuhilfenahme
von zwei Wundspreizern wurde das Weichteilgewebe aus dem Osteotomiebereich fern
gehalten.

P 3
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Abb. 6: Osteotomie des Os femoris mittels Diamantsége zwischen dem zweiten und dritten
Kirschner-Draht

AnschlieBend wurde das Knochenmehl wie nach jedem Bohrvorgang mit Kochsalzlosung
weggesplilt. Fiir den folgenden Arbeitsschritt wurden die Fixateure wieder abgeschraubt.

Um die Voraussetzung fiir die Entstehung einer atrophen Pseudarthrose zu schaffen, wurde
das Periost auf einer Linge von 2 mm proximal und distal der Osteotomie durch
Kauterisierung zerstort (siche Abb: 7).
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Abb. 7: Kauterisierung des Periost auf einer Linge von 2 mm proximal und distal der
Osteotomie

Vor dem Kauterisieren wurde das Weichteilgewebe mit einem Periostschaber vom
Osteotomiespalt weggeschoben. Es wurde soviel Knochenmark wie mdglich mittels einer
feinen chirurgischen Pinzette mechanisch aus der Markhohle entfernt (siehe Abb. 8).

Abb. 8: Entfernung des Knochenmarks aus der Markhohle mit einer feinen chirurgischen
Pinzette

Anschliefend wurde wieder mit Kochsalzlosung gespiilt und der Fixateur in einem Abstand
von zwei Fixateurbreiten (1 cm) vom Os femoris angebracht (siche Abb. 9&10).
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Abb. 9: Anbringen des Fixateurs in einem Abb. 10: Fixateur nach entgiiltiger
Abstand von zwei Fixateurbreiten vom Montage am Os femoris

Os femoris

Die Wunde wurde durch eine Muskel- und eine Hautnaht verschlossen. Fiir die Muskelnaht
wurde ein resorbierbarer Ethicon Vicryl Faden (0,5 Ph. Eur., violett geflochten Polyglactin
910, Norderstedt, Deutschland) und fiir die Hautnaht ein nicht resorbierbarer Faden (3-0
Prolene® Eticon, Norderstedt, Deutschland) verwendet.

AbschlieBend wurden RoOntgenbilder bei einer Strahlenhdrte von 52 kV und einer
Belichtungszeit von 1,80 mAs in drei verschiedenen Aufnahmerichtungen angefertigt
(Rontgengerit, Mobilett Plus, Siemens, Miinchen, Deutschland), zwei anteroposteriore und
eine latero-laterale Aufnahme (siche Abb. 11 bis 13). Dabei wurde iiberpriift, ob der Fixateur
richtig sitzt und keine zusétzlichen Fissuren oder Frakturen entstanden sind.

Abb.11: Lagerung der Ratte in der Abb.11.1: 1. AP Aufnahme
1.AP Aufnahme
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Abb.12:Lagerung der Ratte in der Abb.12.1: latero-laterale Aufnahme
latero-lateralen Aufnahme
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Abb.13: Lagerung der Ratte in der Abb.13.1: 2.Ap Aufnahme
2. Ap Aufnahme

Zwei Tage post Osteotomie erfolgte, je nach Gruppe, die Applikation von mesenchymalen
Stammzellen bzw. Medium. Die prioperativen Vorbereitungen entsprachen jenen der
Osteotomie. Zunéchst erfolgte die Aufbereitung der MSCs. Hierfiir wurden die MSCs fiir 4
min bei 37°C mit Trypsin inkubiert, um sie vom Boden des Gefa3es zu 16sen. AnschlieBend
wurde das Stammzell-Medium-Gemisch fiir 10 min bei 15.000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert. Das tliberstehende Medium wurde bis auf ca. 4 ml verbleibendes Zentrifugat
abgesaugt. Danach wurde die verbliebene Zellsuspension ein Zweites mal fiir 1 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde diesmal bis auf ca. 0,05 ml abgesaugt. Die verblicbene
Stammzellsuspension wurde mit einer 1 ml Einmalspritze und einer 24G-Kaniile (Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland) aspiriert. Danach erfolgte die Punktion des
Oberschenkels entlang der Kerbe im Fixateurquerbalken. Mit der Kaniilenspitze wurde der
Osteotomiespalt aufgesucht und die Zellsuspension mit ca. 2 x 10° MSCs/150ul appliziert. In
der Medium-Gruppe erfolgte das Ganze mit der gleichen Menge reinen Mediums in der
gleichen Weise.

Nach der Applikation wurden die Tiere in einem Zeitraum von acht Wochen unter
wochentlicher Kontrolle einzeln in Kéfigen gehalten.
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4.6.Wochentliche Verlaufskontrolle

Die wochentlichen Kontrollen wurden unter Inhalationsnarkose mit Isofluran (3,5%) und
Stickoxydul 0,4 I/min und Sauerstoff 0,6 I/min in einem offenen System durchgefiihrt, um zu
grof3en Stress fiir die Tiere zu vermeiden.

Es erfolgten wochentliche radiologische Verlaufskontrollen analog der postoperativen
Rontgenkontrolle.

Hier wurde zum Einen darauf geachtet, ob ein Fortschreiten der Frakturheilung stattfand aber
zum Anderen auch ob sich osteolytische Prozesse entwickelten, Drahte ausgebrochen oder
gelockert waren oder sich anderweitige pathologische Zustinde (Frakturen, Fissuren) zeigten.
Der Allgemeinzustand des Tieres wurde beurteilt und die Wundverhéltnisse kontrolliert.

Es erfolgte eine Messung der Temperatur und des Gewichtes der Tiere. Die Driahte wurden
von Verschmutzungen befreit. Die Fiden wurden nach 10 Tagen gezogen.

Dies diente dem Zweck, ein Infektionsgeschehen friihzeitig erkennen zu konnen. Eine
fortgeschrittene, therapieresistente Infektion mit starken osteolytischen Verdnderungen der
Knochensubstanz in der Umgebung der Kirschner-Drihte wire Veranlassung gewesen, die
Ratte aus dem Versuch herauszunehmen. Dies war jedoch bei keinem Tier notwendig.

4.7. Euthanasie

Die Ratten wurden acht Wochen post Osteotomie euthanasiert. Es erfolgte zunichst eine
Inhalationsnarkose mit Isofluran und Stickoxydul. Dann wurde die Lokalisation des Herzens
palpiert, um eine Kaniile (MicrolanceTM, 20 G x 1 %2 - Nr. 1, Becton Dickinson, Fraga,
Spanien) intrakardial zu platzieren. Zur Kontrolle wurde Blut aspiriert, um dann ca. 7 ml einer
Kaliumchloridlosung (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) gewiss ins Herz zu
verabreichen. Wurde der Tod durch Herzstillstand festgestellt, begann das Préparieren des Os
femoris, dessen umgebender Muskulatur und der Tibia (siche Abb. 14&15).

N &

Abb. 14: Os femoris vor der Priparation Abb.15: Os femoris nach der Praparation
mit umgebendem Weichteilgewebe

4.8.Vorbereitung fiir die Farbungen der Paraffinpréiparate

Zunichst erfolgte eine Entkalkung der Prdparate mit EDTA (Ethylendiamintetraacetat).
EDTA ist ein Komplexbildner, welcher besonders stabile 1:1 Chelatkomplexe mit Kationen
mit einer Ladungszahl von mindestens +2 bildet. Im vorliegenden Fall geht EDTA an seinen
freien Bindungsstellen eine Verbindung mit Kalzium-Ionen aus dem Knochen ein, so dass
sich EDTA-Kalzium-Prézipitate bilden. Dieser Vorgang ist notwendig, um die Antigene zur
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Darstellung bestimmter Gewebestrukturen in der immunhistochemischen Farbung zugénglich
zu machen.

Die Entkalkung des Knochens vollzog sich innerhalb von drei Wochen, wobei ein
wochentlicher Wechsel der EDTA-Lsung durchgefiihrt wurde. Nach der Entkalkung fand
eine Entwiésserung der Proben in aufsteigender Alkoholreihe statt. (siche Tabelle
»Aufsteigende Alkoholreihe®)

Alkohol Konzentration Verweildauer
Ethanol 70 % 1 Tag
Ethanol 80 % 1 Tag
Ethanol 80 % 1 Tag
Ethanol 96 % 1 Tag
Ethanol 96 % 1 Tag
Ethanol 100 % 1 Tag
Ethanol 100 % 1 Tag
Ethanol 100 % 1 Tag

Aufsteigende Alkoholreihe

Die entwisserten Proben wurden anschlieSend mit fliissigem Paraffin infiltriert.

Ferner stand dafiir ein Entwisserungs- und Infiltrationsgerdt (Exakt Apparatebau GmbH,
Norderstedt, Deutschland) zur Verfiigung, mit dem die Entwédsserung und Infiltrierung
innerhalb von drei Tagen durchgefiihrt wurde. Verwendung fanden beide Methoden.

Im Anschluss wurden die Pridparate in Paraffinblocke eingebettet. Hierfiir wurden
groBBenverstellbare Aluminiumschablonen verwendet, die einer Aluminiumplatte auflagen.
Die Préaparate wurden auf einer Warmeplatte platziert und mit auf 60°C erwdrmtem Paraffin
iibergossen. (Paraffinbad EG 1120, Leica, Solms, Deutschland). Das Os femoris wurde auf
den Boden der Aluminiumschablone gelegt und auf eine Kiihlplatte (EG 1130, Leica, Solms,
Deutschland) tiberfiihrt. Hier lieB man das Paraffin aushirten und entfernte die Schablone
sowie die Bodenplatte.

Aus den hergestellten Paraffinblocken wurden mit einem Rotationsmikrotom (RM 2125,
Leica, Solms, Deutschland) 4 pum dicke Schnitte angefertigt. Diese Schnitte wurden
anschlieend in einem Wasserbad (21°C) ausgebreitet, etwaige Falten gegléttet und die
Schnitte auf Objekttrager gezogen. Damit sich auch die kleineren Falten glétteten, kamen die
Schnitte in ein 45°C warmes Wasserbad (HI 1210, Laica, Solms, Deutschland). AnschlieSend
wurden sie fiir 48 Stunden in einem Wéarmeschrank (Labor Trockenschrank Model UT 6,
UT12, UT 20, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland) bei 37°C getrocknet.

4.9. Farbungen der Paraffinpriparate
Mit Abschluss der Trocknung waren die Schnitte bereit fiir die Farbungen.

Immunhistologische Farbungen:
e Kollagen-II
e GefaBfarbung (a SMA)

Ubersichtsfirbungen:
e Alcianblau
e HE

e Movat Pentachrom Féarbung
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Enzymhistochemische Farbung:
e TRAP (Tartrate-resistant acid phosphatase)

Fiir die Vorbereitung zur Farbung mussten die Schnitte entparaffiniert und rehydriert werden.
Entparaffiniert wurden sie zweimal 10 min in Xylol. Die Rehydrierung erfolgte in einer
abfallenden Alkoholreihe (siche Tabelle ,,Abfallende Alkoholreihe®).

Alkohol Konzentration Verweildauer
Ethanol 100% 2 min
Ethanol 100% 2 min
Ethanol 96% 2 min
Ethanol 80% 2 min
Ethanol 70% 2 min

Abfallende Alkoholreihe

Anschlieend wurden die Schnitte kurz mit Aqua dest gespiilt und dann im PBS Puffer (pH
7,2-7,4) zweimal 5 min inkubiert. Bei jedem Spiilvorgang wurde ein frischer Puffer
verwendet. Der Puffer setzte sich aus einem Teil Chroma-Phosphatpufferkonzentrat (Waldeck
GmbH, Miinster, Deutschland) und neun Teilen Aqua dest. zusammen. Er wurde verwendet,
um elektrostatische Aufladungen von Proteinen wiahrend der immunhistochemichen Reaktion
zu verhindern. Nach dem Spiilen wurde, falls erforderlich, das Antigen demaskiert. Bei der
Fixierung des Gewebes mit Formalin entstehen Quervernetzungen (Methylbriicken), die die
Gewebsantigene maskieren und deren Nachweis mit dem Primérantikorper verhindern. Diese
Quervernetzungen werden enzymatisch durch die Hyaluronidase aufgebrochen. Erforderlich
war dies nur bei der Kollagen-II Farbung. Dafiir wurden die Préparate fiir vier Stunden bei
37°C mit Hyaluronidase inkubiert. Die Enzymandauung musste sorgfiltig kontrolliert
werden, um Schidigungen des Gewebes und eine Zerstérung des Antigens zu vermeiden.
Eine zu lange Verweildauer der Hyaluronidase auf dem Schnitt hitte zur Verdauung des
Zytoplasmas fithren konnen. In Folge wire es zur Auflosung des Schnittes gekommen.
Anschliefend wurden die Schnitte fiir 10 min unter Leitungswasser und dann wieder in PBS-
Puffer gespiilt. Der weitere Verlauf unterschied sich nicht von den anderen Immunférbungen.
Wiéhrend der PBS-Puffer-Spiilung wurden die Schnitte auf dem Objekttrager mit einem
Fettstift umrandet. Danach erfolgte eine Inkubation mit Normalserum. Das Normalserum
sollte aus derselben Tierspezies stammen wie der sekunddre Antikorper, um unspezifische
Bindungen an Gewebsproteinen abzuséttigen. Fiir die Herstellung des Normalserums wurden
5 ml PBS Spiilpuffer mit einem Tropfen Normalserum (Pferd) aus dem Elite ABC Kit (PK
6200 Vector Laboratories, Inc., 30 Ingold Road, Burlingame, CA 94010 U.S.A.) gemischt.
Fir die Kollagen-1I Farbung und die o SMA Férbung wurde Normalserum vom Pferd
verwendet. Das Normalserum wurde nach der Einwirkzeit abgekippt und die Schnitte wurden
14 Stunden lang bei 4°C mit dem jeweiligen Primdrantikorper inkubiert. Der Primérantikdrper
wurde mit DAKO-Diluent (Antibody Diluent with Background Reducing Components)
angesetzt. Die Antikorperverdiinnung wurde zuvor in einer Verdiinnungsreihe ausgetestet. Fiir
die « SMA Férbung wurde eine 1:100 Verdiinnung des Antikorpers angesetzt. Die
verwendeten Primérantikdrper (Vector Laboratories, Inc., 30 Ingold Road, Burlingame, CA
94010 U.S.A.) waren monoklonal. Sie wurden in einer Hybridoma (Plasmazelle fusioniert mit
einer Myelomazelle) gebildet und waren nur gegen ein Epitop gerichtet.

Fiir die Kollagen-II Féarbung wurde Anti-Kollagen Typ II verwendet. Das Kollagen-II
entstammte dem Rind und fiihrte im Kaninchen zur Antikorperbildung. Fiir die Gefa3farbung
wurde oo Smooth Muscle Actin Anti Human verwendet, welches ebenfalls in der Maus
synthetisiert wurde. Nach der Inkubation mit dem Primérantikdrper wurden die Schnitte
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wieder zweimal fiir 5 min mit PBS-Puffer gespiilt. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation bei
Raumtemperatur mit dem biotinylierten Zweitantikorper. Bei der Wahl des Zweitantikdrpers
war es wichtig, dass dieser ,,rat absorbed und empfindlich fiir den Primérantikorper war. An
ithn war das Biotin gebunden, an welches sich in weiterer Folge das Avidin des
Nachweissystems band. Fiir den Ansatz wurden 5 ml Spiilpuffer, zwei Tropfen Normalserum
(Pferd) und 2 Tropfen biotinylierter Antikorper (Kollagen II: Biotinylated anti rabbit 1gG;
GefaBfarbung: Biotinylated anti mouse IgG, Vector Laboratories, Inc., 30 Ingold Road,
Burlingame, CA, USA) verwendet. Nach 30 min wurde wieder mit PBS Puffer gespiilt.
AnschlieBend erfolgte bei Raumtemperatur eine 50-miniitige Inkubation mit dem AB
Komplex (hochgereinigtes Avidin und biotinylierte Meerrettichperoxidase). Hierfiir wurden 5
ml Spilpuffer mit einem Tropfen Reagenz A und einem Tropfen Reagenz B gemischt.
(Reagenz A und B aus dem Standard Kit AK 5000 Vector Laboratories, Inc., 30 Ingold Road,
Burlingame, CA, USA) Der AB Komplex sollte vor Gebrauch 30 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen werden und wurde aus diesem Grund zur gleichen Zeit wie der
Zweitantikorper angesetzt. Zuerst wurde mit dem PBS Puffer und im Anschluss mit
Chromogenpuffer (pH 8,2) fiir jeweils 2 mal 5 min inkubiert. Anschlieend wurde das AP-
Substrat (Red Alkaline Phosphatase Substrat, Vector Laboratories, Inc., 30 Ingold Road,
Burlingame, CA, USA) aufgetragen. Fiir den AP Ansatz wurden 5 ml Chromogenpuffer mit
zweil Tropfen Reagenz I, zwei Tropfen Reagenz Il und zwei Tropfen Reagenz III sorgfiltig
miteinander gemischt. Da das AP-Substrat sehr lichtempfindlich war, sollte es erst kurz vor
seiner Anwendung angesetzt und dann vor Lichteinwirkung geschiitzt werden. Nach dem
Auftragen erfolgte eine Sichtkontrolle unter dem Mikroskop (Zeiss, Carl Zeiss AG, Jena,
Deutschland). Es wurde auf diese Art gepriift, ob die spezifischen Bereiche gefiarbt und die
Intensitdt der Farbung ausreichend waren. Die Einwirkzeit betrug in den meisten Fillen nur
wenige Minuten. Wurde sie zu lang gewéhlt, kam es zu unspezifischen Anfirbungen der
anderen Gewebe. War das spezifische Farbergebnis vorzufinden, wurde die Reaktion
abgestoppt indem die Schnitte mit PBS Puffer gespiilt wurden. Vor der Kern-Gegenfarbung
mit Hamatoxylin (nach Mayer), wurden die Schnitte mit Aqua dest gespiilt. Im Anschluss
wurden die Schnitte sechs Mal in Hamatoxylin (nach Mayer) eingetaucht und mit Aqua dest.
gespiilt. AnschlieBend wurden sie fiir 2 min mit Leitungswasser gewéssert. Die Entwésserung
erfolgte in einer aufsteigenden Alkoholreihe.

Zum Abschluss wurden die Schnitte fiir 5 min in Xylol inkubiert und mit Hilfe von Vitro
Clud (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) eingedeckt.

Fiir die Ubersichtsfirbungen, die Movat Pentachrom, und die enzymatische Firbung erfuhren
die Schnitte, was das Entparaffinieren und die Rehydrierung betraf, die gleiche
Vorbehandlung wie fiir die Immunfarbungen.

Fiir die Alcianblaufarbung wurden die Schnitte in Aqua dest gewaschen und fiir 3 min in 3%-
ige Essigsdure gegeben und anschliefend fiir 30 min in 1%-ige Alcianlésung inkubiert. Fiir
diese wurde 0,5 g Alcianblau 8 GS (Fa.Chroma, Miinster, Deutschland) in 3%-iger Essigsédure
gelost. Der pH-Wert sollte etwa 2,5 betragen. Die Schnitte wurden mit 3%-iger Essigsdure
abgespiilt. Die Essigsdure wurde dann mit Aqua dest abgespiilt. Im Anschluss wurden die
Schnitte in Kernechtrot gefiarbt und nach einer Einwirkzeit von 5 min in Aqua dest
gewaschen. Zum Abschluss wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe iiber Xylol
entwassert und mit Vitro Clud (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) eingedeckt.
Die Alcianblaufarbung firbte saure Mucosubstanzen leuchtend blau, Kerne braun,
Bindegewebe rot und Muskulatur gelb. Diese Farbung genauso wie die Movat Pentachrom
Férbung diente spéter der Beschreibung der Schnitte.

Eine weitere Fiarbung war die Movat Pentachrom Férbung. Bei dieser Farbung erschien
mineralisiertes Knochengewebe und Kollagen leuchtend gelb, mineralisierter Knorpel blau-
griin, Knorpelgewebe je nach Fixierung rétlich bis gelb, saure Glukosaminoglykane leuchtend
hellblau, Osteoid dunkelrot, elastische Fasern rot, Zellkerne blauschwarz und das Zytoplasma
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rotlich. Diese Fiarbung diente einerseits der deskriptiven Beschreibung, andererseits der
Histomorphometrie zur Bestimmung der Knochen- und Knorpelfldchen.

Fiir die Osteoklastendarstellung wurde die TRAP-Farbung verwendet. Hierfiir wurden die
Schnitte wieder entparaffiniert und rehydriert. Der Rehydrierung schloss sich eine Spiilung im
Aqua dest an. Bevor die Fiarbung der Schnitte in der TRAP-Losung erfolgte, mussten sie
zuvor flir 10 min in einem TRAP-Puffer inkubiert werden. Dieser Puffer bestand aus 3,28 g
Na-Acetat und 46,01 g Na-Tatrat. Die Komponenten wurden in einem Becherglas bei einem
pH-Wert von 5,0 bis zur 1 Liter-Eichmarke mit Aqua dest aufgefiillt und unter Zuhilfenahme
des Magnetriihrers gelost. Die Schnitte wurden bei 37°C in der TRAP-Férbelosung inkubiert.
Die Zusammensetzung der Féarbeldsung stellte sich wie folgt dar:

40 mg Naphtol AS-MIX Phosphat (Fa. Sigma N 5000)

4000 pl N-N-Dimethylformamid (Fa. Sigma D4551)

240 mg Fast Red Violett LB Salt (Fa. Sigma F3381)

2 ml Triton X

200 ml TRAP-Puffer

Nach der Gegenfiarbung mit Methyl-Griin (Merck, Darmstadt, Deutschland) wurden die
Schnitte mit Gelatine eingedeckt.

Bei dieser Férbung stellten sich die Osteoklasten pink- bzw. rosafarben mit hellblauen
Zellkernen dar.

4.10. Vorbereitung fiir die Safranin-Orange/von Kossa Farbung

Die Préparate fiir die Safranin-Orange/von Kossa Farbung mussten in Kunststoff eingebettet
werden.

Nach der Fixierung erfolgt auch hier eine Entwisserung in aufsteigender Alkoholreihe.
Danach wurden die Préparate zur Entfettung fiir vier Stunden in Xylol

(Xylene®, J.T. Baker, Deventer, Niederlande) eingelegt. Das Xylol verdringt dabei
gleichzeitig den Alkohol aus dem Gewebe.

AnschlieBend erfolgte die Préinfiltration iiber drei Tage bei Raumtemperatur. Die
Préinfiltration 16ste gleichzeitig das vorhandene Xylol aus dem Priparat.

Hierfiir wurde 1 g Hérter I in 200 ml entstabilisierter Basislosung unter Zuhilfenahme des
Magnetriihrers (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland) gelost.
Nach der Priinfiltration erfolgte die Infiltration. Fiir die Herstellung der Infiltrationsldsung
wurden in 200 ml entstabilisierter Basislosung 20 g PMMA in Losung gebracht. War die
Losung geklart, wurde 1g Harter hinzugegeben und ebenfalls durch stdndiges Riihren mit dem
Magnetriithrer geldst. Zum Abschluss wurde die Losung auf 250 ml (Eichmarke) mit
entstabilisierter Basislosung aufgefiillt. Die Priparate wurden fiir sieben Tage bei 4°C im
Kiihlschrank infiltriert.

Die Einbettung der Knochen erfolgte in Technovit® 9100 NEU. Das Polymerisationsgemisch
bestand aus 9 Teilen einer Stammldsung A und 1 Teil einer Stammlosung B. Fiir die
Herstellung der Stammldsung A wurden in einem 500 ml Messkolben 80 g Pulver
schrittweise mit ca. 400 ml entstabilisierter Basislosung gemischt. Das Gemisch wurde auf
dem Magnetriihrer bei Raumtemperatur solange geriihrt, bis sich das Pulver vollstindig gelost
hatte. AnschlieBend wurde der Hérter I (3 g Pulver) hinzugegeben und ebenfalls mit dem
Magnetrithrer zur Auflosung gebracht. AnschlieBend wurde der Messkolben auf 500 ml
(Eichmarke) mit der entstabilisierter Basislosung aufgefiillt. Fiir die Herstellung der
Stammlosung B wurden in einem 50 ml Messkolben 4 ml Hérter IT und 30 ml entstabilisierter
Basislosung auf dem Magnetrithrer gemischt. Im Anschluss wurden 2 ml Regler
hinzugegeben und der Messkolben mit entstabilisierter Basislosung auf 50 ml (Eichmarke)
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aufgefiillt. Alle Komponenten wurden auf dem Magnetriihrer gut durchgemischt. Zum
Mischen der Stammlosung A mit der Stammldsung B wurde ein Becherglas verwendet, das
nach dem Befiillen mit einem Plastikhandschuh iiberzogen wurde. Das Becherglas wurde
mehrmals vorsichtig geschwenkt. Dabei war darauf zu achten, dass sich keine Gasblasen
bildeten. Das fertige Polymerisationsgemisch wurde in spezielle Plastikbehélter gegossen. In
die befiillten Behilter wurden anschlieend die infiltrierten Ossa femora positioniert, mit
entsprechenden Nummern gekennzeichnet und luftdicht verschlossen. Sie wurden fir zwei
Tage bei 4°C zum Aushidrten im Kiihlschrank belassen. Nach dem Aushirten wurden die
Technovitblocke aus ihrer Form gelost und fiir weitere zwei Tage bei Raumtemperatur
gelagert, um eine vollstindige Aushértung zu erreichen. Die Blocke wurden vor dem
Schneiden mit einem Mikroschleifsystem (Exakt) zurechtgeschliffen, um anschlieBend im
Hart- und GroBschnittmikrotom (Polycut-S, Cambridge Instruments GmbH) eingespannt zu
werden. Mit dem Mikrotom wurden 6 um dicke Schnitte angefertigt, wobei vor jedem Schnitt
der Block mit einer Schneidfliissigkeit benetzt wurde. Die Schnitte wurden auf einen
Objekttrager aufgetragen, mit Streckfliissigkeit benetzt und mit einer Folie versehen. Sie
wurden fiir zwei Tage bei 37°C unter Druck im Brutschrank getrocknet.

4.11. Safranin Orange/von Kossa Farbung

Nach der Trocknung wurden die Schnitte mit Safranin Orange/von Kossa gefdrbt. Durch die
Farbung wurden mineralisierter Knorpel, Knochengewebe, sowie Mineralisationsfronten
schwarz angeféarbt. Knorpel und Bindegewebe farbten sich hingegen rot.

Fiir diese Farbung mussten die Schnitte fiir je 30 min in Methylmethacrylat (MEA) entplastet
werden. Die Schnitte wurden in 1%-iger Ameisensdure angeraut, welche nach einer Minute
mit Aqua dest wieder abgespiilt wurde. AnschlieBend wurden sie fiir 40 min in 3%-iger
wassriger Silbernitratlosung geférbt. Diese wurde dann 3 mal mit Aqua dest abgespiilt, bevor
die Schnitte fiir 2 min in Natrium-Formaldehydlosung reduziert wurden. Die Schnitte wurden
nach der Reduzierung fiir 10 min in Leitungswasser gewissert. Danach erfolgte eine 5-
miniitige Inkubation in 5%-igem Natriumthiosulfat. Im Anschluss wurde erneut fiir 10 min
mit Leitungswasser gewdssert. Vor und nach der 8-miniitigen Fiarbung mit Safranin Orange
wurden die Schnitte kurz in Aqua dest gespiilt. Mit der Entwésserung in aufsteigender
Alkoholreihe {iiber Xylol und der Eindeckung mit Vitro Clud (R. Langenbrinck,
Emmendingen, Deutschland) war die Farbung abgeschlossen.

4.12. Auswertung

4.12.1. Rontgenologische Auswertung

Die Auswertung der Rontgenbilder erfolgte deskriptiv. Zur Auswertung kamen die
Rontgenaufnahmen post Osteotomie, sowie die der wochentlichen Verlaufskontrollen.

Die Rontgenaufnahmen dienten der Kontrolle des Heilungsverlaufs und dem Ausschluss von
zusitzlichen Frakturen oder Implantatversagen. Die post mortem Rontgenaufnahmen wurden
in Hinblick auf den gebildeten periostalen Kallus, den endostalen Kallus sowie die
Mineralisation im Markraum und die Uberbriickung des Osteotomiespalts beurteilt.
Desweiteren wurde anhand der Rontgenaufnahmen direkt post Osteotomie und nach 56 Tagen
die Weite des Osteotomiespaltes auf der lateralen und medialen Seite ausgemessen und
statistisch ausgewertet. Hierflir wiirden die Rontgenbilder mit einem Lineal auf einem
Lichttisch photographiert (Digitalkamera, Canon, Krefeld, Deutschland) und im Computer
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digitalisiert. AnschlieBend wurde die Osteotomiespaltweite mit Hilfe des Lineals und dem
Bearbeitungsprogramm Photoshop ausgemessen.

4.12.2. Quantitative Auswertung

Die Osteoklasten und die GefaB3e wurden quantitativ ausgewertet. Fiir die Auswertung wurde
eine Region of Interest (ROI) festgelegt. Die Basis der ROI wurde mittig quer durch den
Osteotomiespalt gelegt. Von dieser Basis ausgehend wurden nach proximal und distal je
3,5 mm abgemessen und so die Hohe der ROI definiert. Die Breite der ROI wurde durch die
Gesamtkallusbreite vorgegeben. Die Kortices wurden durchnummeriert: die Kortikalis I lag
lateroproximal, die Kortikalis II laterodistal, die Kortikalis III medioproximal und die
Kortikalis IV mediodistal des Osteotomiespaltes. Desweiteren wurde eine Unterteilung in
einen periostalen und einen endostalen Bereich vorgenommen. Zur weiteren Auswertung
wurden Osteoklasten und Gefdfle im Bereich des Osteotomiespaltes gezahlt.

Bei der Osteoklastenauszédhlung wurden nur Zellen berticksichtigt, die mehr als einen Nukleus
beinhalteten, durch die TRAP Firbung gefarbt wurden und Kontakt zum Knochen hatten.
Gefidlle wurden gezihlt, wenn sie angefdrbt waren und ein Lumen, das von Endothelzellen
ausgekleidet war, aufwiesen.

4.12.3. Deskriptive Auswertung der histologischen Schnitte

Fiir die deskriptive Auswertung wurden die gefiarbten histologischen Schnitte unter dem
Mikroskop (Leica, Solms, Deutschland) betrachtet. Dabei wurde die Kallusform und
Kallusauspriagung, die Osteolysen der Osteotomieenden, die Osteotomiespaltweite und das
sich im Osteotomiespalt befindliche Gewebe detailliert beschrieben. Auch einsetzende
Remodelingprozesse der Kortikalis wurden beurteilt.

4.12.4. Computergestiitzte Bildanalyse

Fir die computergestiitzte Bildanalyse wurden die Schnitte zusammen mit einem
Millimetermal3, welches als Skalierung diente, auf einem Leuchttisch mit einer Digitalkamera
fotografiert. Zur Auswertung eines jeden Tieres kamen vier Schnitte der Safranin-Orange/
von Kossa, zwei Schnitte der Movat Pentachrom und ein Schnitt der Kollagen-II Farbung. Die
fotografierten Schnitte wurden auf CD und im Computer gespeichert und anschlieend mit
dem entsprechenden Makro, ein den Messzwecken angepasstes Computerprogramm,
ausgewertet. Mit dem Makro wurden zuerst die Safranin Orange/von Kossa gefdarbten
Schnitte ausgewertet. Hierflir wurden Schritt fiir Schritt die Anweisungen des Makros befolgt.
Zuerst musste ein vom Makro vorgegebenes Rechteck anhand der Millimeterskala auf 10 mm
Kantenlidnge eingestellt werden (Abb.1.1.). Als nédchstes wurde die ROI definiert. Hierfiir
wurde der Durchmesser der Kortikalis, des knochernen Kallus und des Gesamtkallus
bestimmt (Abb.1.2-1.5.). Desweiteren wurde die Lénge der gekauterten Bereiche aller
Kortices markiert (Abb.1.6-1.9.). Mit Hilfe des Durchmessers des Gesamtkallus, welcher
mittig in der Querachse des Osteotomiespalts gemessen wurde, erfolgte die Festlegung der
Breite der ROI. Die Gesamthohe der ROI wurde auf 7 mm festgelegt. Von der Basis
ausgehend, welche mittig quer durch den Osteotomiespalt gelegt wurde, wurden nach
proximal und distal je 3,5 mm abgemessen und so die Gesamthohe der ROI definiert. Alle
Messungen des Makros erfolgten nur innerhalb dieser ROI. AnschlieBend wurden dem
Rechner die Grenzen zwischen medialem und lateralem Bereich in der Mitte des Markraums
angegeben und jeweils durch die Mitte der medialen und lateralen Kortikalis die Grenze
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zwischen periostalem und endostalem Bereich angegeben (Abb 1.12, 1.13.) Aus diesen
Parametern errechnete das Makro sowohl mediale, laterale und periostale, endostale ROI als
auch z. B. die endostal-laterale oder auch periostal-mediale ROI. Sobald die ROI definiert
war, erfolgte die  Gewebedifferenzierung  halbautomatisch. = Das  kalibrierte
Computerprogramm errechnete die Fldchenanteile des Knochen- und Bindegewebes
entsprechend der vorgegebenen Standardfarben fiir die einzelnen Gewebe (Abb.1.17-1.20.).
Der Benutzer dieses Programms konnte diese Einschitzung mittels Farbwertregler nach oben
oder unten korrigieren. Auch die Kortices und der Osteotomiespalt wurden durch den
Auswertenden markiert. Das Makro berechnete letztendlich aus allen eingegebenen
Informationen die Flachenanteile der unterschiedlichen Gewebe bezogen auf die
verschiedenen Lokalisationen.

Schrittfolge der histomorphometrischen Analyse mittels computergestiitzter Bildanalyse
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Die folgenden Parameter wurden mithilfe der computergestiitzten Bildanalyse erhoben:

1. Region of Interest Area [mm?]: Die Untersuchungsflidche ergibt sich aus der festgelegten
Hohe von 7 mm multipliziert mit dem Gesamtkallusdurchmesser.

2. Cortical Width [mm]: Die kortikale Weite beschreibt den Durchmesser von der lateralen
KortikalisauBenkante zur medialen KortikalisauBenkante.

3. Callus Width [mm]: Der Gesamtkallusdurchmesser beschreibt die weiteste Stelle des
gesamten Kallus inklusive der weitesten bindegewebigen oder knorpeligen Ausdehnung.

4. Callus Bone Width [mm]: Der kndcherne Kallusdurchmesser beschreibt die weiteste
Stelle des kndchernen Kallus.

6. Cauterize Width [mm]: Beschreibt die Linge des gekauterten Bereiches an der Kortikalis.
Sie wird lateroproximal, laterodistal, medioproximal und mediodistal an den Kortices
bestimmt.

7. Fracturegap Width [mm]: Die Osteotomiespaltweite ergibt sich aus der weitesten Stelle
zwischen der proximalen und distalen Kortikalis auf der lateralen und medialen Seite.

8. Total Bone Area [mm?2]: Die Gesamtknochenflache besteht nicht ausschlieBlich aus dem
schwarz gefdarbten mineralisierten Knochen, sondern umfasst ebenfalls eingeschlossene
bindegewebige und knorpelige Anteile, ebenso Blutgefille, ungefiillte Lakunen usw. Die
Gesamtknochenfldche setzt sich zusammen aus der Knochenfliche der Kortices, der
Knochenfliche des Kallus und der Knochenfliche des Osteotomiespaltes.

9. Cortical Bone Area [mm?]: Veridnderungen der kortikalen Knochenfliche lassen auf
Resorptionsvorginge im Knochen schlieBen. Dies ist moglich, da die Kortikalis in ihrer
Ausdehnung bei den einzelnen Ratten im Versuch vergleichbar ist.

10. Total Mineralized Bone Area [mm?]: Die Gesamtfliche mineralisierten Knochens
berticksichtigt nur die schwarz gefarbten, mineralisierten Anteile des Knochens, welche der
mineralisierten Knochenmatrix entsprechen. Keine Beriicksichtigung finden dagegen
Bindegewebe, Knorpelgewebe, ungefiillte Lakunen, Gefdlle usw. Die Gesamtfliche des
mineralisierten Knochens setzt sich aus der mineralisierten Knochenfldche der Kortices, der
mineralisierten Knochenfliche des Kallus und der mineralisierten Knochenfliche des
Osteotomiespaltes zusammen.

11. Cortical Mineralized Bone Area [mm?|: Ist die Fliche mineralisierten kortikalen
Knochens.

12. Total Bone Density [%]: Die Gesamtknochendichte ergibt sich aus der Total Bone Area
dividiert durch die Total Mineralized Bone Area. Die Gesamtknochendichte setzt sich aus der
Knochendichte der Kortices, der Knochendichte des Kallus und der Knochendichte des
Osteotomiespaltes zusammen.

13. Cortical Bone Density [%]: Die Dichte kortikalen Knochens ergibt sich aus der Cortical
Bone Area dividiert durch die Cortical Mineralized Bone Area.

14 Total Connective Tissue Area [mm?]: Die Gesamtbindegewebsflache besteht aus der
Bindegewebsfliche der Kortices, der Bindegewebsfliche des Kallus und der
Bindegewebsfldache des Osteotomiespaltesspaltes.

15. Cortical Connective Tissue Area [mm?|: Die Bindegewebsfliche des kortikalen
Knochens ergibt sich aus dem Anteil von Bindegewebe in den Havers'schen und
Volkmann'schen Kanélen, die die kompakte Kortikalisstruktur unterbrechen.

Die Parameter 8,10,12,14 wurden getrennt fiir die mediale und laterale Seite als auch fiir die
periostale und endostale Seite ermittelt.
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4.12.5. Statistik

Die in die Auswertung eingehenden Tiere wurden in zwei Gruppen unterteilt. Bei der Gruppe
1 wurden mesenchymale Stammzellen in den Osteotomiespalt injiziert, der Gruppe 2 nur das
Medium, in der die mesenchymalen Stammzellen inkubiert wurden. Die statistische
Auswertung wurde unter Verwendung des Statistikprogrammpakets BMDP/Dynamic,
Release 7,0 [110] durchgefiihrt. Die graphischen Abbildungen wurden mit Microsoft Excel
2000 erstellt.

Zur Beschreibung der Daten wurden arithmetische Mittelwerte, Standardabweichungen,
Minima, Maxima, und Stichprobenumfiange berechnet und tabellarisch wiedergegeben. Bei
den semiquantitativen Variablen erfolgte die Datenbeschreibung durch die Angabe der
Mediane, der Quartile, sowie der kleinsten und grofiten Beobachtungen mit Darstellung im
Box-and-Whisker-Plot. Zur statistischen Priifung des Gruppen- und Zeiteinflusses auf die
Signifikanz wurde bei den angenédhert normalverteilten Merkmalen eine einfaktorielle bzw.
zweifaktorielle Varianzanalyes mit Messwiederholungen im Faktor Zeit mit dem Programm
BMDP7D bzw. BMDP2V durchgefiihrt. Bei den semiquantitativen Merkmalen kam beim
Gruppenvergleich der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test unter Verwendung des Programms
BMDP3S zum Einsatz. Die Untersuchung der Zusammenhénge erfolgte bei den quantitativen
Merkmalen mit Hilfe von Korrelations- bzw. Regressionsanalysen mit dem Programm
BMNDP6D unter Angabe des Korrelationskoeffizienten und der Regressionsgraden bzw. mit
dem Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman. Bei der Bewertung der statistischen
Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau o = 0,05 zugrunde gelegt, d. h. Ergebnisse mit
p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Bei der statistischen Auswertung der
Gewichte und Temperaturen wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit
Messwiederholung beziiglich des Faktors Zeit durchgefiihrt. Bei der Auswertung der
Osteotomiespaltweiten wurde das gleiche getrennt nach Gruppe, nach lateral und medial
durchgefiihrt. Zur Datenbeschreibung wurden arithmetische Mittelwerte,
Standardabweichungen, Minima, Maxima, Stichprobenumfinge und der p-Wert berechnet.
Bei der Auswertung der immunhistologischen und histomorphometrischen Daten wurde der
T-Test fiir unabhingige Stichproben bzw. der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test durchgefiihrt.
Zur Beschreibung der Daten wurden hier ebenfalls arithmetische Mittelwerte,
Standardabweichungen, Minima, Maxima, und Stichprobenumfinge berechnet. Es erfolgte
desweiteren eine Datenbeschreibung durch die Angabe der Mediane, der Quartile, sowie der
kleinsten und grofften Beobachtungen mit Darstellung im Box-and-Whisker-Plot.
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5. Ergebnisse

5.1.Rontgen-Daten

Fiir die Beurteilung des Heilungsverlaufes zum Achtwochenzeitpunkt wurden die
Rontgenaufnahmen in drei Ebenen herangezogen, die vor der Euthanasie der Tiere entstanden
waren. Zum Vergleich dienten die Rontgenbilder post Osteotomie.

In den Rontgenaufnahmen stellt sich das Os femoris, das am proximalen Ende im Hiiftgelenk
mit dem Beckenknochen artikuliert und distal mit der Tibia und der Patella das Kniegelenk
bildet, dar. Desweiteren stellen sich die vier in den Knochen eingedrehten und in den Fixateur
externe eingespannten Kirschner-Dréihte als rontgendichte Strukturen dar. Als Aufhellung
zwischen den mittleren Kirschner-Dréhten ist der Osteotomiespalt zu erkennen. (Siehe Abb.
18-21)

Es wurde sowohl auf die Osteotomieenden geachtet (Abrundungen, Resorptionsvorgéinge), als
auch auf das Vordringen des Kallus in den gekauterten Bereich, eine eventuelle
Uberbriickung des Osteotomiespaltes, ein Verschwinden des Osteotomiespaltes und
einsetzende Remodelingvorginge.

Die MSC-Gruppe schien in der Rontgenbilderauswertung einen etwas besseren
Heilungsverlauf als die Medium-Gruppe aufzuweisen. Der Unterschied zeigte sich vor allem
darin, dass die Enden der Kortices der MSC-Gruppe weniger von Resorptionsprozessen
betroffen waren. Diese Resorptionsprozesse zeigten sich bei beiden Gruppen im schlechtesten
Falle bis iiber die gesamte Linge des gekauterten Bereichs (Abb. 12&19). Das Vordringen
des Kallus in den gekauterten Bereich dagegen lieB sich bei der MSC-Gruppe OoOfter
beobachten als bei der Medium-Gruppe. Die breiteste Ausdehnung des Kallus zeigte sich bei
der Mehrzahl der Tiere beider Gruppen im Bereich der Kirschner-Driahte und verjlingte sich
dann zum Osteotomiespalt hin.

Eine Uberbriickung des Osteotomiespaltesspaltes durch den periostalen Kallus zeigte sich nur
bei einem Tier der MSC-Gruppe und einem Tier der Medium-Gruppe, dies aber auch nur auf
einer Seite (Abb. 20&21). Der Osteotomiespalt war bei allen Tieren beider Gruppen deutlich
sichtbar bzw. erweitert.

lateral
distal
medial medial
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lateral lateral

Abb. 18 Osteotomiespaltweite zum Zeitpunkt post Osteotomie (MSC-Tier)

Abb. 19 Osteotomiespaltweite zum Zeitpunkt 8 Wochen post Osteotomie (MSC-Tier),
deutlich sichtbar der erweiterte Osteotomiespalt

Abb. 20 MSC-Tier 8 Wochen, periostaler Kallus tiberbriickt lateral den Osteotomiespalt

Abb. 21 Medium-Tier 8 Wochen, periostaler Kallus {iberbriickt medial den
Osteotomiespalt

Abb. 22 Osteotomiespalt zum Zeitpunkt post Osteotomie (Medium-Tier)

Abb. 23 Osteotomiespalt zum Zeitpunkt 8 Wochen post Osteotomie (Medium-Tier),

auch hier deutlich sichtbar der erweiterte Osteotomiespalt

5.2. Deskriptive Histologie

Die Schnitte zeigen einen Liangsschnitt durch das Os femoris, wodurch sich die Kortikalis als
zwel durch den Markraum getrennte Rechtecke darstellt. Die Kontinuitdt der Kortices ist in
der Mitte des Schnittes durch den Osteotomiespalt unterbrochen (siche Abb 24).

o
~a

Abb. 24: Langsschnitt durch das Rattenfemur in der Movat Pentachromfarbung
Malfstabsbalken 1000 pm

Der periostale Kallus umgibt die gesamte Kortikalis bis hin zum gekauterten Bereich oder
weiter und verjiingt sich in seiner Auspragung zum Osteotomiespalt hin. Eine Besonderheit
des periostalen Kallus der Ratte ist der aufgelockerte nicht mineralisierte Bereich innerhalb
des Kallusgewebes. Die Struktur und das Zellbild entsprechen dem des Markraums. Dieser
»Pseudomarkraum® ist scharf vom Kallusknochen abgegrenzt und présentiert sich in einer
aufgelockerten, netzartigen Struktur (siche Abb. 25).
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Abb. 25: Pseudomarkraum eines MSC-Tieres in der Movat Pentachromfarbung
MafBstabsbalken 100 um

Der periostale Kallus endete bei der Mehrzahl der Tiere im gekauterten Bereich teils spitz
zulaufend, teils mit aufgetriebenen abgerundeten Enden. Nur bei einem Tier der Medium-
Gruppe lberbriickte der periostale Kallus auf der medialen Seite den Osteotomiespalt (siche
Abb. 26). Bei einem Tier der MSC-Gruppe iiberbriickte der periostale Kallus nur von einer
Kortikalis ausgehend auf der lateralen Seite den Osteotomiespalt ohne Verbindung zum

gegeniiberliegenden periostalen Kallus oder der gegeniiberliegenden Kortikalis zu erlangen
(siche Abb. 27).

Abb. 27: Periostaler Kallus eines MSC-
eines Medium-Tieres in der Movat Pentachrom  Tieres in der Movat Pentachrom Farbung,
Féarbung, MaB3stabsbalken 500 um Malfstabsbalken 500 um

Bei vier Tieren der MSC-Gruppe und fiinf Tieren der Medium-Gruppe bildete sich der
periostale Kallus im gekauterten Bereich aus. Dies war bei beiden Gruppen jedoch oft nur an
einer der vier Kortices zu beobachten. Wenn sich der periostale Kallus ausbildete, dann
iiberwiegend auf der lateralen Seite. Bei keinem MSC-Tier bildete sich der Kallus an mehr als
einer Kortikalis aus. Bei zwei Tieren der Medium-Gruppe bildete sich der periostale Kallus an
zwel Kortices aus. Bei einem Tier an den Kortices auf der lateralen Seite und beim anderen
Tier sowohl auf der lateralen und medialen Seite.

Bei beiden Gruppen erstreckte sich iiber dem kndchernen periostalen Kallus eine zellreiche
Schicht dicker Bindegewebsfasern. Diese Fasern drangen bis in den deperiostierten Bereich
vor und zogen als deutlich sichtbare Faserbiindel iiber den Osteotomiespalt in den
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deperiostierten Bereich der gegeniiberliegenden Kortikales. Darunter erkannte man bei sechs
Tieren der MSC-Gruppe und allen Tieren der Medium-Gruppen, zum teil auch nur auf einer
Seite, eine Schicht mehrreihiger Zellen. Diese mehrreihige Zellschicht war nur in Bereichen
aufzufinden in denen sich mineralisiertes Gewebe gebildet hatte.

Die periostalen Kortikalisrdnder zeigten im gekauterten Bereich bei beiden Gruppen starke
Resorptionsprozesse (siche Abb. 28). Bei VergroBerung zeigten sich vielkernige Zellen auf
der Oberfliche der Kortices im gekauterten Bereich, bei denen es sich um Osteoklasten
handelte (siche Abb. 29).

Kortikalis im gekauterten :

Bereich J
. R NS {
a5 = Qsteo’kla\s_\te-n . €
= = oo 5.\-“- ’:‘:: » {
o /
om0 S
Bereich der Kortikalis in der TRAP Férbung, der Kortikalis im gekauterten Bereich
Malfistabsbalken 50 um (MSC-Tier), TRAP Firbung,

MafBstabsbalken 20 pum

Auch auf der endostalen Seite der Kortices zeigten sich Resorptionsprozesse, jedoch in einer
etwas geringeren Auspriagung. Die Medium-Gruppe war geringradig weniger von diesen
Resorptionsprozessen der Kortikalisenden betroffen als die MSC-Gruppe.

Die nicht gekauterten Kortikalisrander stellten sich zu einem grof3en Teil v. a. in der MSC -
Gruppe glatt dar. Bei vier Praparaten der Medium-Gruppe stellte sich eine Inkontinuitit der
periostalen Kortikalisoberflichen in Form von Resorptionen und Knochenumbau dar. Die
Kortikalis war teilweise vollig resorbiert und durch periostalen Kallus ersetzt worden (siche
Abb. 30).

: L2 Osteoto -
Abb. 30: Proximomediale Kortikalis mit periostalem und endostalem Kallus in der Movat
Pentachrom Farbung, Mal3stabsbalken 100 um
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Die endostale Kortikalisoberfliche zeigte bei den meisten Tieren der MSC-Gruppe eine
wellenformige bis ackerfurchenartige Gestalt. In der Medium-Gruppe zeigte sich bei vier
Tieren ein dhnliches Bild wie auf der periostalen Kortikalisoberfliche. Die Kortikalis zeigte
auch hier stellenweise starke Resorptionsvorgénge bis hin zu Kontinuitdtsunterbrechungen
und Ersatz durch Kallusgewebe (sieche Abb. 30&31). Das Kallusgewebe bestand aus
Geflechtknochen, welcher im Gegensatz zur Kortikalis unstrukturiert erschien. Die
Kontinuitit des Kallusgewebes ist oft durch armorph erscheinende Areale unterbrochen.
Desweiteren findet man Areale, die mit Knochenmark ausgefiillt sind.

BN
)

Abb.31: Starke ~ Resorptionsvorgdnge an  der  Kortikalis bis  hin  zu
Kontinuititsunterbrechungen und Ersatz durch Kallusgewebe (siehe Pfeile), Malstabsbalken
50 um

Die Kortikalis beider Gruppen bestand zu einem groflen Teil aus einem dichten, kompakt
erscheinenden Knochengewebe mit Ausnahme von vier Tieren der Medium-Gruppe, bei
denen v.a. die proximomediale Kortikalis von Resorptionsprozessen betroffen war. Die
kortikale Kontinuitdit wurde durch amorph erscheinende Areale, die sich in der Movat
Pentachrom-Farbung meist griin und in der Alcian Blau-Farbung leuchtend blau darstellten,
unterbrochen (sieche Abb. 32&33). In der Kollagen-1I Farbung farbten sich diese Bereiche
positiv.
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Abb. 32: Leuchtend blaue Bereiche in der Abb. 33: Amorph erscheinende Areale in
Kortikalis in der Alcian Blau-Fiarbung der Kortikalis bei der Kollagen-II Farbung
Malfstabsbalken 200 pm Malfstabsbalken 50 um
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Haufigkeit und Verteilung dieser Bereiche waren in beiden Gruppen dhnlich. Sie traten jedoch
wesentlich seltener im periostalen und endostalen Kallus auf als in der Kortikalis. Der
kortikale Knochen um diese amorphen Bereiche erschien unstrukturierter und glich eher
Geflechtknochen als dem iiblich vorkommenden plexiformen Knochen. In und um diese
Bereiche konnten selten Zellen ermittelt werden. Kamen doch welche vor, so hatten diese
meist eine osteoblasten- bzw. eine osteozytendhnliche Erscheinung. Selten wurden in
unmittelbarer Umgebung Gefalle oder Osteoklasten gesehen.

Der Osteotomiespalt erschien bei drei Tieren der Medium-Gruppe und einem Tier der MSC-
Gruppe durch sich bildenden endostalen bzw. periostalen Kallus verkleinert. Durch
Resorptionsprozesse an den Kortikalisenden erschien der Osteotomiespalt bei drei Tieren der
Medium-Gruppe und zwei Tieren der MSC-Gruppe vergroflert. Die restlichen Tiere zeigten
keine Verdnderungen beziiglich der Osteotomiespaltweite. Der Osteotomiespalt war je nach
Tier entweder nur mit Bindegewebe und Knorpel oder auch in Kombination mit
Geflechtknochen gefiillt. Auch eine beginnende Vaskularisation lief sich in beiden Gruppen
erkennen. Bei zwei Tieren der Medium-Gruppe und einem Tier der MSC-Gruppe kam es zu
einer Uberbriickung des Osteotomiespalts durch den endostalen Kallus (siche Abb. 34&35).
Bei weiteren drei Tieren der Medium-Gruppe und zwei Tieren der MSC-Gruppe befand sich
endostaler Kallus im Osteotomiespalt, jedoch ohne diesen zu iiberbriicken.
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Abb. 34: Von endostal iiberbriickender Kallus Abb. 35: Von endostal iiberbriickender
MSC-Tier, Mal3stabsbalken 1000 pm Kallus Medium-Tier,

Malfstabsbalken 1000 pm
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5.3. Statistische Auswertung

5.3.1. Gewichte

Das Gewicht der MSC-Tiere betrug zum Zeitpunkt der ersten Operation, d. h. zum Zeitpunkt
der Knochenmarkaspiration aus der Tibia, im Durchschnitt 415g (SD=10,3). Die Medium-
Tiere waren statistisch signifikant (p=0,039) schwerer und gingen mit einem
Durchschnittsgewicht von 423g (SD=16,8) in den Versuch ein (siche Abb. I). Beide Gruppen
zeigten im Versuchszeitraum eine signifikante Gewichtszunahme (p<0,0001). In der
zweifaktoriellen Varianzanalyse, bei der die Wechselwirkung zwischen Zeit und Gruppe
betrachtet wurde, konnte in den Verldufen kein statistisch signifikanter Unterschied
festgestellt werden (p=0,668).

Gewichte

500

480

460

—MSC

—— Medium

440

Gewichte in g

420 |

400

380 ‘ \ \ \ \ \ \ \ \
ZE oT TR t7 t14 t21 t28 t35 t42 t49 t56

Zeit

Abb. I: Darstellung der Gewichtsverdnderung der Tiere beider Guppen ab dem Zeitpunkt der
Gewinnung der MSCs bis 56 Tage nach der Osteotomie.

ZE:  Zeitpunkt der Entnahme der MSCs aus der Tibia.

OT:  Zeitpunkt der Operation bei dem die Osteotomie des Os femoris der Ratte erfolgte.

TR:  Zeitpunkt der Transplantation der MSCs in den Osteotomiespalt zwei Tage nach der
Osteotomie.

t7,14,21,28,35,42,49,56:  Zeitpunkte in Tagen nach der durchgefiihrten Osteotomie des Os

femoris: 7,14,21,28,35,42,49,56 Tage post Osteotomie
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5.3.2. Temperatur
Die Durchschnittstemperatur der Versuchstiere lag bei 36,2°C. Die MSC-Gruppe zeigte im
Schnitt eine 0,3°C hohere Rektaltemperatur (36,4°C) als die Medium-Gruppe (36,1°C). In der
zweifaktoriellen Varianzanalyse, bei der die Wechselwirkung zwischen Zeit und Gruppe
betrachtet wurde, konnte in den Verldufen kein statistisch signifikanter Unterschied

festgestellt werden (p=0,335). Zum Zeitpunkt der Zellentnahme und zwei Tage nach der OP
zeigten die Tiere eine im Vergleich zum Durchschnitt hohere Temperatur (siche Abb. II).

Temperatur
37,5 4
37 -

36,5 4

—MSC
Medium

35,5 4

35 -

34,5

ZE oT TR t7 t14 t21 128 t35 t42 t49 t56
Zeit

Abb.II:Darstellung der Temperaturen der Tiere beider Guppen ab dem Zeitpunkt der
Gewinnung der MSCs bis 56 Tage nach der Osteotomie.

ZE:  Zeitpunkt der Entnahme der MSCs aus der Tibia.

OT:  Zeitpunkt der Operation bei dem die Osteotomie des Os femoris der Ratte erfolgte.

TR:  Zeitpunkt der Transplantation der MSCs in den Osteotomiespalt zwei Tage nach der
Osteotomie.

t7,14,21,28,35,42,49,56:  Zeitpunkte in Tagen nach der durchgefiihrten Osteotomie des Os

femoris: 7,14,21,28,35,42,49,56 Tage post Osteotomie

5.3.3. Osteotomiespaltweite

Anhand der angefertigten Rontgenaufnahmen wurde post Osteotomie und nach 56 Tagen die
Weite des Osteotomiespaltes auf der lateralen und medialen Seite ausgemessen. Hierfiir
wurden die Rontgenbilder mit einem Lineal auf einem Lichttisch photographiert und im
Computer digitalisiert. AnschlieBend wurde die Osteotomiespaltweite mit Hilfe des Lineals
und dem Bearbeitungsprogramm Photoshop ausgemessen.

Zum Zeitpunkt der Osteotomie war der Osteotomiespalt bei den MSC-Tieren auf der lateralen
Seite im Durchschnitt 0,41 cm (SD=0,18) und auf der medialen Seite 0,39 cm (SD=0,2) weit.
Bei den Medium-Tieren war er im Durchschnitt auf der lateralen Seite 0,39 cm (SD=0,13)
und auf der medialen Seite 0,28 cm (SD=0,13) weit.
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Nach 56 Tagen zeigte sich bei beiden Gruppen eine signifikante Zunahme der
Osteotomiespaltweite sowohl auf der lateralen Seite (p=0,013) als auch auf der medialen Seite
(p<0,001). So erweiterte sich der Osteotomiespalt bei den MSC-Tieren im Durchschnitt auf
der lateralen Seite um 0,07 cm und auf der medialen Seite um 0,22 cm. Bei den Medium-
Tieren erweiterte er sich durchschnittlich auf der lateralen Seite um 0,1 cm und auf der
medialen Seite um 0,23 cm. Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen in
Bezug auf die Zunahme der Weite des Osteotomiespaltes liegt jedoch nicht vor (laterale Seite
p=0,805; mediale Seite p=0,125) (siche Abb. III). In der zweifaktoriellen Varianzanalyse, bei
der die Wechselwirkung zwischen Zeit und Gruppe betrachtet wurde, konnte in den Verldufen
kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden (lat:p=0,629, med:p=0,861).

Osteotomiespaltweite

0,9 -
0,8 -
0,7
0,6 -
0,5 1
0,4 -
0,3 1
0,2
0,1

o MSC
E Medium

Osteotomiespalt in mm

lat tO lat t56 med t0 med t56

Abb.III: In diesem Séulendiagramm mit eingezeichneter Standardabweichung wird die
Verdnderung der Osteotomiespaltweite wirend des achtwochigen Heilungsverlaufes
dargestellt.

Die MSC-Gruppe (lila) ist die Gruppe die eine perkutane Injektion von 2 x 10° MSCs/ 150ul
zwei Tage post Osteotomie in den Osteotomiespalt erhielt. Die Medium-Gruppe (bordeaux)
ist die Gruppe die eine perkutane Injektion von 150ul Medium (o -DMEM + 10%fetales
Kilberserum + 1% Penicillin-Streptomycin) 2 Tage post Osteotomie in den Osteotomiespalt
erhielt.

lat tO: Ist der Zeitpunkt der Weite des Osteotomiespaltes auf der lateralen Seite am
Tag der Osteotomie.

lat t56: Ist der Zeitpunkt der Weite des Osteotomiespaltes auf der lateralen Seite 56
Tage post Osteotomie.

med t0: Ist der Zeitpunkt der Weite des Osteotomiespaltes auf der medialen Seite am
Tag der Osteotomie

med t56: Ist der Zeitpunkt der Weite des Osteotomiespaltes auf der medialen Seite 56

Tage post Osteotomie
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5.3.4. Gefal3dichte

Sowohl in der MSC-Gruppe als auch in der Medium-Gruppe fiel eine deutliche Streuung der
Werte mit entsprechend hoher Standardabweichung auf.

Die Tiere der Medium-Gruppe zeigten eine signifikant grolere Anzahl an Gefdflen (p=0,03)
als auch eine groBere Dichte der Gefille pro Quadratmillimeter Bindegewebsflache (p=0,005)
als die Tiere der MSC-Gruppe.

Das Gleiche traf auch auf den Seitenvergleich zu. Sowohl auf der medialen (Anzahl p=0,004;
Dichte p=0,003) als auch auf der lateralen Seite (Anzahl p=0,02; Dichte p=0,003) waren die
Gefille in der Medium-Gruppe in einer signifikant groferen Anzahl als auch Dichte
vorhanden als bei der MSC-Gruppe.

Auf der endostalen Seite zeigten die Medium-Tiere eine grofBere GefdBanzahl als auch
Gefidlldichte verglichen mit den MSC-Tieren, jedoch war nur die Gefddichte signifikant
grofBer (Anzahl p=0,21; Dichte p=0,035). Auch auf der periostalen Seite wiesen die Medium-
Tiere sowohl eine groBere Anzahl von Gefdllen als auch eine grofere GefdBdichte als die
MSC-Tiere auf. Im Gegensatz zur endostalen Seite war der Unterschied sowohl bei der
GefidBanzahl als auch der Gefafidichte signifikant (Anzahl p= 0,003; Dichte p=0,002) (sieche
Tab.1, Abb. 1.1.).

Im Osteotomiespalt war sowohl die Anzahl als auch die Dichte der GefdBe in der Medium-
Gruppe groBler als in der MSC-Gruppe, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant
(Anzahl p=0,40; Dichte p=0,09) (siche Tab. 1, Abb. 1.1).

Die Unterteilung der GesamtgefiaBdichte in kleine (< 40un) und groBe (> 40um) GefalBle
machte deutlich, dass zum Achtwochenzeitpunkt in allen untersuchten Bereichen die Dichte
kleiner Gefdfle iiber dem der groen Gefdfle lag. Die Anzahl kleiner GefdBe war wie die
Gesamtgefiflizahl bei den Medium-Tieren signifikant groBer als bei den MSC-Tieren
(p=0,013). Auch die GefaBdichte der kleinen Gefdlle war bei den Medium-Tieren signifikant
grofer (p= 0,005) (siche Tab.1, Abb 1.3). Auch die grolen Gefdlle waren bei den Medium-
Tieren sowohl in der Anzahl als auch in ihrer Dichte stirker vertreten, jedoch nicht signifikant
(Anzahl p=0,40; Dichte p=0,53).

Eine signifikant hohere GefiaBdichte bestand auf der lateralen endostalen Seite (p=0,046) der
Medium-Tiere verglichen mit der der MSC-Tiere (siehe Tab. 1, Abb.1.2).
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Medium-Gruppe MSC-Gruppe
Parameter Min-Max Median Min-Max Median p-Wert
[0/mm?] [/mm?’] | [n/mm?] [/mm?] | [n/mm’]

GefiBe gesamt /BGFL [n/mm’] 23,4-114,8 |51,8 4,7-30,7 29,1 0,005
GefiBe ges./peri. BGFL [n/mm’] 24,7-108,6 75,3 6,8-37.,8 23,0 0,002
-GefiBe ges./lat.peri. BGFIL. [n/mm?°] |25,3-192 86,1 7,6-42,8 26,5 0,003
-GefiBe ges./med.per. BGFI. [n/mm?] |23,5-103 54,9 3,7-41,5 17,7 0,002
K. GefiBe/peri. BGFI. [n/mm’] 22,6-104,3 | 68,7 6,1-35,6 21,3 0,002
k1. GefiBe/lat.peri. BGFI. [n/mm’] 23,7-184,1 77,9 6,7-39,3 23,3 0,003
-kl. GefiBe/med.peri. BGFL. [n/mm*] |20,4-103,0 49,8 3,7-40,6 15,6 0,002
GroBe GefiBe/peri. BGFI. [n/mm?] 0,5-9 2,9 0,7-3,5 1,4 0,06
-gr. GefiBe/lat.peri. BGFI. [n/mm’] 0,8-13,0 29 0,7-5,7 1,6 0,25
-gr. GefdBe/med.peri. BGFL. [n/mm*] |0-8 1,6 0-4,3 0 0,15
GefiBe ges./end. BGFL. [n/mm’] 20,7-128,6 41,9 0-33,6 243 0,04
-GefidBe ges./lat.end. BGFL. [n/mm®]  |21-132,9 48,3 0-44,3 28,5 0,05
-GefiBe ges./med.end. BGFl[n/mm’] |6,8-192,9 28,4 0-30,6 19,3 0,25
K. GefiBe/end. BGFI. [n/mm?] 17,9-128,6 36,9 0-28.,4 19,5 0,01
-kl. GefdBe/lat.end. BGFI. [n/mm’] 15,8-127,9 41,3 0-35,6 22,1 0,02
-kl. GefiBe/med.end. BGFL. [n/mm®] |6,8-192,9 24,4 0-26 17,1 0,11
GroBe GefiBe/end. BGFI. [n/mm?] 0-6,8 32 0-11,3 3,3 0,83
-groBe GefiBe/lat.end. BGFI. [n/mm’] |0-9,6 4,1 0-17 3,1 0,96
-gr. GefiBe/med.end. BGFI. [n/mm®] |0-10 3,2 0-8,3 2,6 0,91
GefiBe ges./BGFI. O-Spalt [n/mm’] 11-88,9 36,6 3,5-42,1 17,9 0,09
-kl. GefidBe/BGFI1. O-Spalt [n/mm?] 8-88.,9 32,4 3,1-38,1 14 0,11
-gr. GefiBe/BGFI. O-Spalt [n/mm’] 0-6 3,2 0-10,1 0,6 0,34

Tab.1: Darstellung der GefiBdichte [n/mm’] getrennt nach Lokalisation (periostaler und
endostaler Kallus, Osteotomiespalt sowie lateral und medial) und nach Dichte der Gesamtzahl
der Gefdf3e, der kleinen sowie gro3en Gefdlle.
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Abb.1.1: Darstellung der GefaBdichte (kleine und groBe GefiBe)/mm® Bindegewebsfliche im
periostalen (Ps) und endostalen (Es) Kallus sowie im Osteotomiespalt (Os) unterschieden
nach Gruppe (MSC/Medium).

MSC Tiergruppe, die eine perkutane Injektion von 2 Millionen autologer
mesenchymaler Stammzellen in 150ul Medium 2 Tage post Osteotomie in den
Osteotomiespalt erhielt

Medium Tiergruppe, die eine perkutane Injektion von 150ul Medium (a-DMEM + 10%
fetales Kélberserum + 1% Penicillin-Streptomycin) 2 Tage post Osteotomie in
den Osteotomiespalt erhielt
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Abb.1.2: Darstellung der GefiBdichte (kleine und groBe GefiBe)/mm? im lateralen periostalen
(LaPs), medialen periostalen (MePs), lateralen endostalen (LaEs) und medialen endostalen
(MeEs) Kallus unterschieden nach Gruppe.

Dichte der kleinen Gefille
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Abb.1.3: Darstellung der Dichte [/mm?] kleiner GefiBe nach Lokalisation lateraler

periostaler (LaPs), medialer periostaler (MePs), lateraler endostaler (LaEs) und medialer
endostaler (MeEs) Kallus im Gruppenvergleich.
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5.3.5. Dichte der Osteoklasten

Nach einer Heilungszeit von acht Wochen konnten in der histologischen Untersuchung in
beiden Gruppen viele Osteoklasten im Kallusgewebe gezéhlt werden. Die Tiere der Medium-
Gruppe wiesen eine dhnliche Anzahl an Osteoklasten pro Quadratmillimeter auf wie die Tiere
der MSC-Gruppe. Signifikante Unterschiede lieBen sich weder im periostalen (p=0,17) und
endostalen (p=0,21) Kallus noch in der lateralen (p=0,42) und medialen (p=0,42) Kortikalis
im Gruppenvergleich feststellen. Auch bei der Dichte der Osteoklasten zeigte sich das gleiche
Bild (siehe Tab. 2, Abb. 2, Abb. 2.1). Auch bei den Osteoklasten fiel auf, dass sowohl in der
MSC-Gruppe als auch in der Medium-Gruppe eine deutliche Streuung der Werte mit
entsprechend hoher Standardabweichung vorlag (siehe Tab.2.1).

Medium-Gruppe MSC-Gruppe
Parameter 13 XMin-XMax | Median | & XMin-XMax | Median | p p

[n] [n] [0C/mm’] | [n] [n] [0OC/mm?*] | [OC/mm?*] |[n]
Periostaler Kallus 20,0 |4,7-46,7 3,6 14,1 |1-38,3 3,4 0,75 0,17
-lat. peri. Kallus 11,6 |3-38,7 3,7 9,8 1-31,3 4,1 1,0 0,75
-med. peri. Kallus | 8,5 0-16,3 4,3 4.4 0-12 2.3 0,23 0,15
Endostaler Kallus |16,2 |1-38 8,2 8.8 0-24,7 4,0 0,14 0,21
-lat. end. Kallus 7,9 0-16,7 6,7 4,3 0-12 4,0 0,10 0,15
-med. end. Kallus. |83 0,4-1,72 6,1 4,4 0,3-1,4 |4,8 0,4 0,4
Laterale Kortikalis |3 0-7 0,7 1,8 0-5 0,5 0,63 0,42
Mediale Kortikalis |2,3 0-6 0,4 1,3 0-5 0,0 0,3 0,42
Osteotomiespalt 2,3 0-7,7 8,1 8 0-31 48.4 0,45 0,26

Tab.2: Osteoklastenanzahl [n] und —dichte [0OC/mm’] im periostalen und endostalen Kallus
sowie in der Kortikalis. In keiner dieser Lokalisationen bestanden statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen.

MSC Medium
Parameter STD DEV STD DEV
[0C/mm?] [0C/mm?]
Periostaler Kallus 5,2 4.4
-lat. peri. Kallus 9,4 5,9
-med. peri. Kallus 2.8 2.9
Endostaler Kallus 3,2 5,6
-lat. end. Kallus 2,9 4.9
-med. end. Kallus. 5,0 12,5
Laterale Kortikalis 0,5 1,3
Mediale Kortikalis 0,5 0,8
Osteotomiespalt 65,8 35,0

Tab.2.1: Standard Deviation (STD DEV) der Osteoklastendichte
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Osteoklastendichte

MSCPsA MediumPs(l MSCEQA MediumEs(

Abb.2: Osteoklastendichte im periostalen und endostalen Kallus.
PsCl: periostaler Kallus
EsCl: endostaler Kallus

Osteoklastendichte

MSCILaCt MediumILaCt MSCMeCt MediumMeCt

Abb.2.1: Osteoklastendichte in der lateralen und medialen Kortikalis unterschieden nach
Gruppe.

LaCt: laterale Kortikalis

MeCt: mediale Kortikalis
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5.3.6. Histomorphometrische Analyse

Die ROI und somit die Gesamtuntersuchungsfliche betrug bei der MSC-Gruppe im
Durchschnitt 27,1 mm?® und bei der Medium-Gruppe 31,0 mm”. Es konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen beziiglich der prozentualen Anteile mineralisierten
Knochens (p=0,058) und Knorpels (p=0,83) in dieser ROI festgestellt werden, wobei die
Tiere der MSC-Gruppe einen geringgradig grofleren Anteil mineralisierten Knochens und
Knorpel aufwiesen als die der Medium-Gruppe (p=0,06/p=0,83). Der Anteil von
Bindegewebe war bei den Tieren der MSC-Gruppe signifikant kleiner (p=0,03) als bei der
Medium-Gruppe (siche Tab. 3, Abb. 3).

Medium-Gruppe MSC-Gruppe
Parameter Median | Min-Max Median | Min-Max p-Wert
Gesamt-miner.Knochenfldche [%] | 45,1 32,9-52,8 53,7 44-66,6 0,06
Gesamtbindegewebsfliache [%] 54,2 42,3-64,6 38,8 32,1-55,7 0,03
Gesamtknorpelfliche [%] 0,9 0,1-4,9 1,2 0,1-13,9 0,83

Tab.3: Darstellung des mineralisierten Knochens, des Binde- und Knorpelgewebes als
prozentuale Anteile an der Gesamtflédche.

Darstellung der pozentualen Gewebeanteile

%
i
H

: m

MSCMdB MedumMdB MSCCoT MediumCoT MSCCg MediumCg

Abb.3: Darstellung des mineralisierten Knochens (MdB), des Binde- (CoT) und
Knorpelgewebes (Cg) als prozentuale Anteile an der Gesamtfliche.

Der periostale Kallus war in der MSC-Gruppe etwas starker ausgeprigt, der endostale Kallus

zeigte dagegen eine etwas geringere Auspragung als in der Medium-Gruppe. In beiden Féllen
war der Unterschied nicht signifikant (siehe Tab. 3.1, Abb. 3.1).
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Medium-Gruppe MSC-Gruppe
Parameter Median | Min-Max Median | Min-Max p-Wert
Periostale Kallusfliache [%] 23,0 13,7-33,1 28,8 21,02-35,21 10,14
Endostale Kallusflache [%] 41,23 |[30,6-56,3 26,3 16,2-50,6 0,09

Tab.3.1: Darstellung der prozentualen Fliche des periostalen und endostalen Kallus an der
Gesamtflache.

Kallusflsiche in %
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Abb.3.1: Darstellung der prozentualen Flache des periostalen (PsCl) und endostalen (EsCI)
Kallus an der Gesamtfliche.

Im Kallus zeigte die Medium-Gruppe ebenfalls einen groferen Anteil an Bindegewebe
(p=0,09) und einen geringeren Anteil an mineralisiertem Knochen (p=0,12) und Knorpel
(p=0,75) als die MSC-Gruppe, jedoch waren diese Unterschiede nicht signifikant.

Auch in der Aufteilung des Kallus in endostal und periostal und eine weitere in lateral und
medial zeigten die gleichen Verteilungen (siehe Tab. 4&5, Abb. 4&5). Die MSC-Tiere
zeigten eine groBere prozentuale Knorpel- und Knochenfliche als die Medium-Tiere. Ein
signifikanter Unterschied ergab sich jedoch auch hier nicht, mit Ausnahme der Knorpelfldche
im medialen periostalen Kallus (p=0,04), die bei der MSC-Gruppe groBer war.
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Medium-Gruppe MSC-Gruppe

Parameter in [%] Median | Min-Max Median | Min-Max p-Wert
Mineralisierte Knochenflidche 52,7 29,6-58.,9 57,1 49,5-66,1 0,07
-lat. per. mineral. Knochenfldche |58,9 26,3-64.9 62,1 44-69,8 0,32
-med. per. mineral. Knochenfliche | 43,5 34,6-56,8 434 17,3-61,6 0,6
Bindegewebsfliche 46,6 38,7-70,3 40,6 32,4-50 0,06
-lat. per. Bindegewebsflache 39,3 33,6-73,7 35,6 29,3-55,3 0,34
-med. per. Bindegewebsfliche 55,8 38,8-65.4 449 35,7-811,7 0,25
Knorpelfldche 0,32 0-4,6 1,3 0,2-6,3 0,09
-lat. per. Knorpelfldche 0,6 0-3 0,9 0-2,74 0,83
-med. per. Knorpelfliche 0,2 0-7,2 1,9 0,3-21,9 0,04

Tab.4: Anteile des periostalen Kallus an der Gesamtfliche als relative Werte [%].
Unterschieden wird auch zwischen lateralem und medialem periostalen Kallus.

Darstellung des periostalen Kallus in %

0 == I

MSCMdB  Medium MSCCGoT MediumCoT MSCCg MediumCg
MdB

Abb.4: Anteile des periostalen Kallus als relative Werte [%] an der Gesamtfléche.

58




Ergebnisse

Medium-Gruppe MSC-Gruppe
Parameter in [%] Median | Min-Max Median | Min-Max p-Wert
Mineralisierte Knochenflidche 21,7 10-41,1 29,0 16,4-35 0,21
-lat. end. mineral. Knochenfliche |19,2 10,3-50 28,4 12,2-37,2 0,34
-med.end. mineral. Knochenfldche | 21,9 9,8-32 27,9 14,4-32.9 0,17
Bindegewebsfliache 77,1 57,9-85 67,8 54,5-81 0,25
-lat. end. Bindegewebsflidche 77,3 48,6-89,6 67,3 48,2-87,6 0,25
-med. end. Bindegewebsflidche 75,6 63,5-84,9 68,3 54,1-79,6 0,29
Knorpelfldche 1,7 0-10,2 4,0 0-23,9 0,64
-lat. end. Knorpelfldche 1,6 0-5,3 4,6 0-29,2 0,23
-med. end. Knorpelfliche 0,4 0-13,7 3,1 0-20,7 0,49

Tab.5: Anteile des endostalen Kallus als relative Werte [%] an der Gesmatfliche.
Unterschieden wird auch zwischen lateralem und medialem endostalen Kallus.

Darstellung des endostalen Kallus in %
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Abb.5: Anteile des endostalen Kallus als relative Werte [%] an der Gesamtflache.

In der Kortikalis ist der Anteil mineralisierten Knochens bei den MSC-Tieren grofer als bei
den Medium-Tieren. Dieser Unterschied stellte sich aber als nicht signifikant heraus (p=0,14).
Beim Anteil des Knorpels und Bindegewebes in der Kortikalis zeigten dagegen die Medium-
Tiere einen groBBeren Anteil als die Tiere der MSC-Gruppe, mit Ausnahme vom Knorpelanteil
der lateralen Kortikalis, der bei beiden Gruppen gleich grof3 war.
Bei der Betrachtung von medialer und lateraler Kortikalis zeigte sich das gleiche Bild,
allerdings war der Knorpelanteil in der medialen Kortikalis der Medium-Gruppe signifikant
hoher (p=0,03) (siche Tab.6, Abb. 6).
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Medium-Gruppe MSC-Gruppe
Parameter in [%] Median | Min-Max Median | Min-Max p-Wert
Mineralisierte Knochenflidche 95,0 91-98,3 96,8 94,1-98 0,14
-laterale mineral. Knochenflidche |[96,3 89,4-98,2 97,0 93,0-98.3 0,53
-mediale mineral. Knochenflache |94,0 91,9-98.4 97,3 94,8-98.,2 0,06
Bindegewebsfliache 2,0 0,6-3,2 1,5 0,8-2,4 0,29
-laterale Bindegewebsflache 1,9 0,6-3,6 1,4 0,5-3 0,29
-mediale Bindegewebsfliche 1,8 0,6-3,1 1,6 1-2,5 0,52
Knorpelflidche 2.8 1,1-5,9 1,7 0,9-3,5 0,17
-laterale Knorpelfldche 1,7 1,2-7 1,8 1-4,4 0,67
-mediale Knorpelfliche 34 0,9-6,9 1,4 0,7-3,1 0,03

Tab.6: Anteile der Kortikalis als relative Werte [%] an der Gesamtfliche. Unterschieden wird
auch zwischen lateraler und medialer Kortikalis.

Darstellung der Kortikalisanteile in %
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Abb.6: Anteile der Kortikalis als relative Werte [%] an der Gesamtfldche im Box and Whisker
Plot.

Im Osteotomiespalte zeigten die Tiere beider Gruppen keine signifikanten Unterschiede.
Durchschnittlich zeigten die Tiere der Medium-Gruppe einen groBeren Anteil Knorpel und
mineralisierten Knochen und einen geringeren Anteil Bindegewebe als die Tiere der MSC-
Gruppe, jedoch nicht signifikant. Im Seitenvergleich medial und lateral ergaben sich auf der
lateralen Seite die gleichen Ergebnisse. Die Tiere der Medium-Gruppe zeigten auch hier einen
groBBeren Anteil Knorpel und mineralisierten Knochen und einen geringeren Anteil
Bindegewebe als die Tiere der MSC-Gruppe, jedoch ohne signifikanten Unterschied. Auf der
medialen Seite zeigten die Tiere der Medium-Gruppe einen geringgradig hoheren Anteil
mineralisierten Knochen und Knorpel als die Tiere der MSC-Gruppe. Im Bezug auf die
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Bindegewebsfldche bestand kein Unterschied zur lateralen Seite. Auch hier zeigten die Tiere
der MSC-Gruppe einen groBeren Bindegewebsanteil (siehe Tab.7, Abb. 7).

Medium-Gruppe MSC-Gruppe
Parameter in [%] Median | Min-Max Median | Min-Max p-Wert
Mineralisierte Knochenfldche 4,0 0-36.6 6,1 3,1-19,9 0,6
-laterale mineral. Knochenfliche |1,5 0-42,8 5,3 2,6-16,0 0,34
-mediale mineral. Knochenfldche |6,5 0-38,3 5,6 2,4-23.9 0,92
Bindegewebsfliche 63,5 47,4-97,8 80,9 14-92,2 0,6
-laterale Bindegewebsfliche 73,4 56,8-99 89,8 19,8-95,6 0,4
-mediale Bindegewebsfldche 65,2 11,5-100 79,8 7,9-93,8 1
Knorpelfldche 9,9 0,1-43,9 7,3 0,4-82,8 0,92
-laterale Knorpelfldche 11,8 0-34,6 5,6 0-76,3 0,96
-mediale Knorpelfldche 1,7 0-83,7 7,4 0,5-89,7 0,34

Tab.7: Anteile der mineralisierten Knochenfldche, der Bindegewebs- und Knorpelfliche am
Osteotomiespalt als relative Werte [%].

Darstellung der Gewebeanteile am Osteotomiespalt in %o
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Abb.7: Anteile der mineralisierten Knochenflidche, der Bindegewebs- und Knorpelfliche am
Osteotomiespalt als relative Werte [%].

5.3.7. Prozentualer Anteil Kollagen-II-positiver Fldchen

Kollagen Typ II ist ein Strukturprotein, das vornehmlich im Knorpel vorkommt und mit Hilfe
der Immunhistochemie angefarbt werden kann.

Der Anteil der Kollagen-II-positiv gefarbten Fliche war in beiden Gruppen gleich. Auch
bezogen auf den endostalen und periostalen Kallus zeigten die Flidchenanteile von Kollagen-
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[I-positiven Arealen keinen Unterschied. Den groferen Anteil an Kollagen-II-positiv
gefarbter Fliche wies in beiden Gruppen der endostale Kallus auf. So zeigte die Medium-
Gruppe einen Anteil von 0,8 % und die MSC-Gruppe einen Anteil von 1,5 % Kollagen-II an
der endostalen Kallusflache, wéhrend in der periostalen Kallusfliche nur 0,6 % (Medium-
Gruppe) bzw. 0,3 % (MSC-Gruppe) Kollagen-II-positiv waren (siche Tab. 8, Abb. 8.1, 8.2).
Im Osteotomiespalt war der Anteil Kollagen-II-positiver Areale am grofiten. So brachte es die
Medium-Gruppe im Median auf einen Anteil von 7,2 %, die MSC-Gruppe im Median auf
einen Anteil von 8,2 % Kollagen-II im Osteotomiespalt (siche Tab. 8, Abb. 8.3).

Im Gruppenvergleich zeigte sich kaum ein Unterschied am Anteil Kollagen-II-positiver
Areale im periostalen Kallus (p=0,49) als auch im endostalen Kallus (p=0,75).

Medium-Gruppe MSC-Gruppe
Parameter in [%] Median | Min-Max Median | Min-Max p-Wert
Periostaler Kallus 0,6 0,1-3,9 0,3 0-7,5 0,49
medialer periostaler Kallus 1,1 0-8,2 0,6 0-7,3 0,53
lateraler periostaler Kallus 0,2 0-1,8 0,2 0-9,5 0,59
Endostaler Kallus 0,8 0-8,8 1,5 0-7,6 0,75
medialer endostaler Kallus 1,1 0-15,5 1,2 0-8,2 0,83
lateraler endostaler Kallus 0,3 0-3,1 1,6 0-11,8 0,21
Osteotomiespalt 7,2 0,3-55,2 8,2 0-39,1 0,92

Tab.8: Anteil Kollagen-II-positiver Flachen im periostalen Kallus,endostalen Kallus und im
Osteotomiespalt.

Kollagen 1T
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Abb 8.1: Anteil Kollagen—II-positiver Flachen in % im periostalen Kallus (Ps), im lateralen
periostalen Kallus (LaPs) und medialen periostalen Kallus (MePs).
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Abb.8.2: Anteil Kollagen-II-positiver Flachen in % im endostalen Kallus (Es), im lateralen
endostalen Kallus (LaEs) und medialen endostalen Kallus (MeEs)
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Abb.8.3: Anteil Kollagen-II-positiver Fldchen in % im Osteotomiespalt (Os)

5.3.8. Zusammenfassung der Ergebnisse
Radiologie
Die Enden der Kortices der MSC-Gruppe waren weniger von Resorptionsprozessen betroffen
als die der Medium-Gruppe. Das Vordringen des Kallus in den gekauterten Bereich lie3 sich

bei der MSC-Gruppe dfter beobachten als bei der Medium-Gruppe. Eine Uberbriickung des
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Osteotomiespaltes durch den periostalen Kallus zeigte sich nur bei einem Tier in beiden
Gruppen.

Deskriptive Histologie

Der periostale Kallus endete bei der Mehrzahl der Tiere im gekauterten Bereich. Nur bei
wenigen Tieren in beiden Gruppen iiberbriickte der periostale Kallus den Osteotomiespalt.
Die periostalen Kortikalisrdnder zeigten im gekauterten Bereich bei beiden Gruppen starke
Resorptionsprozesse. Der Osteotomiespalt war je nach Tier entweder nur mit Bindegewebe
und Knorpel oder auch in Kombination mit Geflechtknochen gefiillt.

Vereinzelt zeigte sich in beiden Gruppen eine Uberbriickung des Osteotomiespalts durch den
endostalen Kallus.

Gewichte und Temperatur

Beide Gruppen zeigten im Versuchszeitraum eine signifikante Gewichtszunahme.
Zum Zeitpunkt der Zellentnahme und zwei Tage nach der OP zeigten die Tiere eine im
Vergleich zum Durchschnitt hohere Temperatur.

Osteotomiespaltweite

Nach 56 Tagen =zeigte sich bei beiden Gruppen eine signifikante Zunahme der
Osteotomiespaltweite sowohl auf der lateralen Seite als auch auf der medialen Seite.

Gefafsdichte

Die Tiere der Medium-Gruppe zeigten eine signifikant groBere Anzahl an GefdBen als auch
eine groflere Dichte der Gefdale pro Quadratmillimeter Bindegewebsflache als die Tiere der
MSC-Gruppe.

Im Osteotomiespalt war der Unterschied zwischen den beiden Gruppen sowohl in der Anzahl
als auch in der Dichte der Gefd3e nicht signifikant

Dichte der Osteoklasten

Die Tiere der Medium-Gruppe wiesen eine dhnliche Anzahl und Dichte an Osteoklasten pro
Quadratmillimeter auf wie die Tiere der MSC-Gruppe.

Ergebnisse der histomorphometrischen Analyse

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen beziiglich der prozentualen
Anteile mineralisierten Knochens und Knorpels in der ROI festgestellt werden.

Der Anteil von Bindegewebe war bei den Tieren der MSC-Gruppe signifikant kleiner als bei
den Tieren der Medium-Gruppe.

Die prozentualen Fldachen des periostalen und endostalen Kallus an der Gesamtflidche zeigten
im Gruppenvergleich keinen signifikanten Unterschied.

Auch die Anteile an Bindegewebe, mineralisiertem Knochen und Knorpel unterschieden sich
im Gruppenvergleich sowohl im Kallus, in der Kortikalis als auch im Osteotomiespalt nicht
signifikant.

Der Anteil der Kollagen-II-positiv gefarbten Fliche war in beiden Gruppen gleich. Auch
bezogen auf den endostalen und periostalen Kallus zeigten die Fldchenanteile von Kollagen-
II-positiven Arealen keinen erwdhnenswerten Unterschied.
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6. Diskussion

6.1.Tiermodell

Als Kleintierversuchsmodell werden Laborratten hiufig zur Bearbeitung wissenschaftlicher
Fragestellungen in der Medizin herangezogen. Bedacht werden sollte, dass es zwischen allen
Spezies Unterschiede in der Knochenanatomie gibt und somit tierexperimentelle Studien nicht
eins zu eins auf den Menschen tiibertragbar sind [111]. Jedoch helfen uns die histologischen
Untersuchungen des Heilungsverlaufes im Tiermodell die Prozesse besser zu verstehen [32,
42]. In diese Studie fiel die Wahl auf Ratten der Rasse Sprague Dawley in einem Alter von 16
bis 20 Wochen mit einem Gewicht von 410 bis 460g. Fiir Versuche am Knochen stellt die
Ratte als Versuchstier aufgrund der limitierenden anatomischen GroBenverhéltnisse haufig
eine kritische untere Grenze unter den Kleintieren dar [109]. Aerssens verglich in seiner
Studie den Aufbau, die Dichte und die Qualitit der Knochen von Menschen, Hunden,
Schweinen, Kiihen, Schafen, Hiihnern und Ratten. Den grofiten Unterschied zum
menschlichen Knochen zeigte hierbei die Ratte, den kleinsten Unterschied der Hund [112].
Wir haben uns in dieser Studie sowohl aus finanziellen Griinden als auch unter der
Berticksichtigung des Tierschutzes gegen den Hund und fiir die Ratte entschieden. Sprague
Dawley Ratten sind in ausreichender Zahl iiber kommerzielle Anbieter erhiltlich und
benotigen aufgrund ihrer Grofle wenig Platz. Sie sind also in der Unterhaltung, inklusive
Fiitterung kostengiinstig [111].

Sowohl in der Histologie als auch im Fakturheilungsverlauf wurden innerhalb einer Rasse
zwischen méannlichen und weiblichen Tieren keine Unterschiede festgestellt [113].

Eine Besonderheit der Ratten ist, dass ihr Knochenwachstum ein Leben lang stattfindet, mit
zunehmendem Alter verlangsamt sich der Wachstumsprozess stetig. Auch die
Knochenheilung verlduft bei juvenilen um ein Vielfaches schneller als bei adulten Tieren
[114]. Diese Tierspezies findet hdufig Verwendung in Studien, die sich mit der Frakturheilung
beschéftigen. Es existiert bereits eine Vielzahl von Daten iiber die physiologische und
pathologische Frakturheilung, als auch {iber die Immunhistologie bei der Ratte. Die
Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist somit gegeben.

6.2.Diskussion von Material und Methoden

6.2.1. Osteotomie

Fiir die Untersuchungen wurde eine standardisierte Osteotomie des Os femoris vorgenommen.
Hierfiir wurde das Os femoris unter Schonung des Periosts lateralseitig freiprapariert. Der
resultierende Weichteilschaden stellte sich als nicht unerheblich dar. AnschlieBend erfolgte,
entgegen des iiblichen klinischen Vorgehens, bedingt durch eine bessere Standardisierung, die
Montage des externen Fixateurs vor der Osteotomie. Eine Osteotomie unterscheidet sich in
mehreren Punkten von einer Fraktur. Zum einen wird die Knochenoberfliche im
Osteotomiespalt durch die Trennscheibe glatt geschliffen. Die dadurch entstehende hohe
Temperatur kann zu Nekrose der angrenzenden Strukturen im Osteotomiebereich fiihren.
Auch die Bruchlinie ist in einem Frakturspalt eher unregelmifBig und die Oberflachenstruktur
ist rau. Letztendlich ist die Osteotomie aber einer Fraktur vorzuziehen, da sie besser
standardisierbar ist.
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6.2.2. Fixateur externe

Die Stabilisierung der Osteotomie am Os femoris der Ratte erfolgte mittels eines unilateralen
externen Fixateurs. Eine exakte Reposition der Osteotomieenden wurde durch das Anlegen
des Fixateurs vor der Osteotomie gewéhrleistet.

Bei der externen skelettalen Fixierung mittels eines externen Fixateurs wird durch mehrere
perkutane, transkortikale Pins proximal und distal des Osteotomiespaltes eine Stabilisierung
erreicht. Dieses System bietet eine skelettale Fixierung ohne die Anwesenheit von
Fremdmaterial im Osteotomiebereich.

Der klinische Erfolg der externen Fixierung héngt von der Fixateursteifigkeit ab, welche im
Zusammenhang mit der rdumlichen Anordnung der Pins, ihrer Ausrichtung und ihres
Durchmessers steht. Auch der Abstand der Pins zwischen Knochen und Fixateurklemmen, der
Abstand zwischen den Fixateurklemmen, die Linge der Querbalken, das Design und der
Aufbau des Rahmens tragen eine entscheidende Rolle zur Steifigkeit des Fixateur externe bei
[115]. Titanpins fiihren zu einer signifikant niedrigeren axialen Steifigkeit verglichen mit
rostfreiem Stahl bei gleichem Schraubendesign. Das Material des Fixateurkorpers und dessen
Lange haben dagegen einen geringeren Einfluss auf die Fixateursteifigkeit [116].

Buray und Mitarbeiter studierten die optimalen Bedingungen des unilateralen Fixateurs. Sie
schlussfolgerten, dass die Querbalkenldnge minimiert werden sollte, die Fixateurklemmen so
nah wie moglich am Knochen angebracht werden miissen und dass die Stabilitét mit drei Pins
hoher ist als mit zwei Pins, welche mit maximalem Raum zwischen den Fragmenten
anzubringen sind [117]. Auch die chirurgische Technik hat grundlegenden Einfluss auf die
Stabilitdt des Fixateurs und somit letztendlich auch auf die Bewegung im Frakturbereich
[115].

In der vorliegenden Studie konnte eine hohe Stabilitdt des Fixateurs durch das Anbringen von
vier Pins (Kirschner-Drihte) aus rostfreiem Stahl, mit maximalem Abstand zwischen den
Osteotomieenden sowie einer minimierten Querbalkenléinge erreicht werden. Auch die
hochqualifizierten Fahigkeiten des Operateurs, welcher alle Tiere standartisiert osteotomierte
trugen dazu bei, dass bei allen Tieren eine hohe Fixateursteifigkeit erreicht wurde.

Nach einer Standzeit von 56 Tagen zeigte sich in der vorliegenden Studie eine vermehrte
Kallusbildung im Bereich der Pins, die entweder durch eine stirkere Bildung oder einen
verminderten Abbau an dieser Stelle zu erkldren sind. Ursache kann eine erhdhte mechanische
Belastung in diesen Bereichen sein.

6.2.3. Pseudarthrose Modell

Das verwendete Pseudarthrosemodell basiert auf den Modellen nach Hietaniemi und Kokubo
[118, 119].

Es ist schwierig zu unterscheiden, ob eine atrophe Pseudarthrose infolge von mechanischen
oder biologischen Gegebenheiten entstanden ist [120].

Die atrophe Pseudarthrose wurde durch eine Deperiostierung wiahrend der Osteotomie
geschaffen. Dies gelingt durch eine Kauterisierung des Periosts auf einer Linge von ca. 2 mm
ausgehend von den Osteotomieenden. Nach Yoo et al. wird eine deperiostierte Fraktur selbst
ohne Defektzone nicht heilen, sondern in einer atrophen Pseudarthrose miinden [39].
Hietaniemi et al. konnten in ihrer Studie darlegen, dass eine Kauterisierung des Periosts zu
einer atrophen Pseudarthrose fiihrt [119]. Zu bedenken ist, dass durch die thermische
Destruktion des Periosts und die bei der Osteotomie entstandene Wérme Knochennekrosen
entstehen konnen.
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Desweiteren wurden durch die Entfernung des Knochenmarks mit anschlieBender Spiilung
des Markraumes die Kambiumzellen des Periosts sowie die mesenchymalen Stammzellen des
Knochenmarks zerstort, die der Knochenheilung dienen.

Auch der Fixateur externe trigt seinen Teil dazu bei, da er durch seine hohe Steifigkeit die
Knochenheilung nur mangelhaft stimuliert [60]. In der Studie von Claes et al. konnte gezeigt
werden, dass eine geringe interfragmentire Bewegung zu einer geringeren Kallusbildung
filhrt. Die kleinste initiale interfragmentire Bewegung, die technisch mit einem Fixateur
externe moglich ist, liegt bei 7%. Bei diesem Level konnte eine signifikante Verringerung der
Kallusproliferation und der Bruchfestigkeit im Vergleich zu einer interfragmentiren
Bewegung von 36% ermittelt werden [121, 122].

In den Rontgenkontrollen zeigten sich auch nach 56 Tagen kaum Kallusbildung und kaum
Anhaltspunkte fiir eine kndcherne Uberbriickung. Dagegen kommt es bei der Verwendung
von Kirschner-Drihten als eine Form der intramedulldren Stabilisierung zu relativ starken
interfragmentéren Bewegungen, welche wiederum zu einer hypertrophen Kallusbildung
fihren [118, 119]. Das in dieser Studie verwendete Modell induzierte eine atrophe
Pseudarthrose, ohne ein critical size defect zu sein. Das Modell ist reproduzierbar,
biomechanisch standardisiert und die Interaktionen zwischen Implantat und Heilungszone
sind minimal [123].

Die meisten verwendeten atrophen Pseudarthrose Tiermodelle basieren auf einem CSD [9,
124]. Diesen Modellen fehlt jedoch, zumindest initial, die biologisch reaktionslose Situation,
wie sie in einer atrophen Pseudarthrose vorliegt.

6.2.4. Zellen, Zellkultur und Transplantation

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten mesenchymalen Stammzellen wurden aus dem
Knochenmark isoliert. IThre Aufbereitung wurde nach einem Standardprotokoll durchgefiihrt
[86].

Die autologe Applikation von mesenchymalen Stammzellen reprédsentiert, aufgrund der
Moglichkeit ihrer Isolierung und Expandierung aus Knochenmarkaspiraten und ihrer
Differenzierung in verschiedene mesenchymale Gewebe, eine attraktive Quelle fiir das bone
tissue engineering [84, 125].

Trotz des enormen Potentials der MSCs fiir die Verwendung im bone tissue engineering
existieren limitierende Faktoren, welche ihre Entwicklung retardieren. So sind von den
Knochenmarkzellen nur etwa 0,01 bis 0,03% mesenchymale Stammzellen [87, 88]. Diese
relativ niedrige Anzahl von MSCs im Knochenmark zeigt die Notwendigkeit flir eine
intensive Expandierung, um eine substanzielle Zellzahl fiir die therapeutische Applikation zu
erhalten. Jedoch ist davon auszugehen, dass eine exzessive ex vivo Expansion der MSCs mit
konventionellen  Kultivierungsverfahren zu  einem  signifikanten = Abfall  des
Differenzierungspotentials fithrt [126, 127]. Desweiteren wurde berichtet, dass mit
steigendem Alter des Organismus und dem Auftreten systemischer Erkrankungen mit einer
stark sinkenden MSC-Zahl zu rechnen ist [128, 129], was das Problem des
Differenzierungspotentialverlustes bei der Expandierung potenziert.

Die Expandierung auf 2 Millionen zu transplantierende Zellen wurde frei gewahlt und konnte
verdndert werden. Kallai et al. verwendeten ebenfalls eine Anzahl von 2 Millionen genetisch
verdnderter MSCs in ihrem Versuch und konnten damit einen Erfolg erzielen [130]. In einer
anderen Studie in der mesenchymale Stammzellschichtransplantate verwendet wurden, reichte
eine Anzahl von 1x10’ aus [107].

Die Applikation der MSCs erfolgte in dieser Studie ohne Sichtkontrolle mit einer Kaniile in
den Osteotomiespalt, was eine optimale Platzierung nicht 100%ig garantiert. Die Verwendung
eines Zellschichttransplantates wie in der Studie von Nakamura et al. hitte eine optimalere
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Platzierung der MSCs gewdéhrleistet [107]. Zum Zeitpunkt der Versuchsplanung ist uns diese
Moglichkeit leider nicht bekannt gewesen, sonst wire sie wahrscheinlich zum Einsatz
gekommen. Eine weitere Moglichkeit der gezielten Applikation der MSCs wire eine Injektion
unter radiologischer Kontrolle gewesen. Unter Durchleuchtung wire eine exakte
Positionierung der Kaniile moglich. Dies hétte aber zu einer zusitzlichen Strahlenbelastung
der wissenschaftlichen Mitarbeiter und des Versuchstieres gefiihrt. Markbreiter et al. zeigten
in einer Studie, dass eine Strahlenbelastung drei Tage nach der Frakturierung zu einer
Verzogerung der Knochenheilung fiihrte [131]. Ebenfalls zu bedenken sind die Auswirkungen
der Strahlenbelastung auf die MSCs auch wihrend der wochentlichen Rontgen-
Verlaufskontrollen. Die MSCs kdnnten durch die Strahlenbelastung in ithrem Wachstum und
ihrer Differenzierungsfiahigkeit eingeschrankt sein und somit nicht zur gewiinschten
Regeneration des Gewebes beitragen.

Die Ultrasonographie stellt eine weitere Moglichkeit der kontrollierten und damit gezielten
Applikation der mesenchymalen Stammzellen dar. Unter Ultraschallkontrolle liee sich
eindeutig der Osteotomiespalt darstellen und die Injektionsnadel wiirde als hyperechogene
Struktur sichtbar werden. Die Grof3e des Schallkopfes stellt hier allerdings den limitierenden
Faktor dar. Die meisten sich auf dem Markt befindlichen Schallkdpfe {iberschreiten in ihrer
Grofle den Rattenfemur und sind damit kaum geeignet, den richtigen Anschallwinkel zum
Fixateur externe fiir die Stammzellinjektion zu erreichen.

Um eine standardisierte Applikation der Stammzellen intramedulldr vornehmen zu kénnen,
diente die Kerbe des Fixateur-Querbalkens als Leitschiene. Die Applikation der MSCs wurde
in Vorversuchen mit Hilfe eines radiologisch darstellbaren Kontrastmittels, welches an Stelle
des Mediums in den Osteotomiespalt injiziert wurde, unter Durchleuchtung tiberpriift. Das
Ergebnis zeigte, dass das Kontrastmittel im Osteotomiebereich erfolgreich appliziert werden
konnte.

Die Applikation der MSCs erfolgte zwei Tage post Osteotomie. Durch die Verwendung
autologer Zellen waren immunologische Reaktionen auszuschliefen.

Wihrend dieses Zeitpunkts befand sich noch das Frakturhdmatom im Osteotomiespalt,
welches den transplantierten Zellen mit groler Wahrscheinlichkeit suboptimale Bedingungen
bot, wenn es nicht sogar toxisch war [30]. Vermutlich handelte es sich um ein saures Milieu
mit geringer Sauerstoffspannung. Beim pH-Wert im sauren Bereich kommt es zu einer zwei-
bis dreifachen Aktivititsabnahme der alkalischen Phosphatase [132]. Die niedrige
Sauerstoffspannung dagegen fiihrt zu einem Anstieg der Proliferationsrate der MSCs. So
fanden Carrancio et al. heraus, dass eine hypoxische Atmosphire von 5% Sauerstoff die
besten Ergebnisse, bezogen auf die Proliferationsrate der MSCs, liefert [133].

Ein wichtiger Einflussfaktor auf das Wachstum und die Differenzierung ist die Zell-
Matrixinteraktion [132]. Fibrinmicrobeads als alternative Oberflichen zu Kunststoff bei der
Kultivierung muriner MSCs konnten die Effektivitit der Kultur erhohen. Das fetale
Kiélberserum, welches in der Zellkultur verwendet wurde, ist im Stande, toxische oder
allergische Reaktionen auszuldsen. Derartige Komplikationen konnten jedoch im Experiment
nicht beobachtet werden.

6.2.5. Histologische Aufarbeitung

Die histologische Aufarbeitung beginnt mit der Priparation des Os femoris. Dies musste sehr
sorgfaltig unter Schonung des Periosts und des Osteotomiebereiches durchgefiihrt werden.
Die Losung des Os femoris aus seiner Gelenkpfanne und die Trennung von der Tibia musste
unter Wahrung der Kontinuitdt des Os femoris erfolgen. Auch die Entfernung der Kirschner-
Drihte musste mit duBerster Sorgfalt erfolgen. Der Knochen musste vom umgebenden
Weichteilgewebe freiprdpariert werden, um spiter eine optimale Fixierung der Priparate zu
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gewihrleisten. Hierbei war besondere Aufmerksamkeit im Bereich der Osteotomie nétig, um
das entstandene Reparationsgewebe nicht zu schiddigen oder gar abzutragen.

Die Fixierung des Préparates erfolgte mit Formaldehyd. Formaldehyd zeigt eine relativ gute
Durchdringungsfahigkeit und wird vom Gewebe gut vertragen, so dass die morphologischen
Details bewahrt bleiben. Es kann zwar zur Schrumpfung oder Verzerrung des Gewebes
kommen, jedoch sind formalinbasierende Fixative im Allgemeinen fiir die meisten
Immunfarbungen exzellent geeignet. Formaldehyd reagiert in erster Linie mit den basischen
Aminosduren im Préparat, wobei es zur Bildung quervernetzender Hydroxymethylenbriicken
kommt. Das hat zur Folge, das die Permeabilitdt fiir Makromolekiile relativ gering ist und
dass die Struktur der zytoplasmatischen Proteine nur unerheblich verdndert wird.
Konformationsédnderungen des Antigens, die aus der Formaldehyd-Reaktion mit Aminoséuren
in Nachbarschaft zum relevanten Epitop resultieren, konnen hdufig durch proteolytische
und/oder hitzeinduzierte Antigenmaskierung wieder riickgangig gemacht werden [134].

Nach Fixierung und Einbettung der Préparate musste die Schnittebene festgelegt werden.

Um einen reprisentativen Querschnitt vom Osteotomiespalt mit Kallusgewebe zu erhalten,
fiel die Wahl auf einen Léngsschnitt durch das Préparat. In dieser Ebene war sowohl die
endostale als auch periostale Kallusbildung gut einzusehen.

Diese Schnittebene erlaubte jedoch nur eine zweidimensionale Darstellung. Die
dreidimensionale Darstellung ist nach Parfitt et al. ultimatives Ziel in der Erforschung der
Frakturheilung, aber nur durch sehr aufwendige Serienschnitte zu verwirklichen [135].
Innerhalb der immunhistologischen Férbungen traten Probleme bei der Farbung von Gefaf3en
auf. Die Anfarbung erfolgte mit der alpa-SMA Férbung. In dieser Farbung wurde die glatte
Muskulatur der GefdBle rot gefirbt. Neu gebildete Kapillaren, die nur aus Endothelzellen
bestehen, konnten mit dieser Farbung nicht erfasst werden [136]. Die Endothelzellen lieen
sich nur mit dem immunhistochemischen Nachweis des von Willebrand Faktors darstellen. In
Vorversuchen ergab diese Farbung jedoch keine befriedigenden Ergebnisse, da die Anzahl
nicht gefarbter Gefdfle deutlich iiber denen in der alpha SMA-Féarbung lag. Desweiteren
schwankte die GefaBanfiarbung in den einzelnen Préparaten, so dass eine standardisierte
Auswertung nicht mdglich war. Die alpha-SMA-Farbung erwies sich trotz des Nachteils, dass
kleine Kapillaren nicht erfasst wurden, als zuverldssig. Es traten keine Unterschiede in der
Anfarbung von Préparat zu Préparat auf. Aber auch in dieser Farbung férbten sich nicht alle
Gefalle, die glatte Muskelzellen aufwiesen, deutlich an. In einer Studie von Lienau geht man
davon aus, dass die Anzahl der nicht gefarbten Gefal3e bei unter 10 % liegt [136].

Auch bei der Osteoklastenfiarbung traten Komplikationen auf, so lieBen sich die Osteoklasten
nicht im Technovit eingebetteten Knochen darstellen. Die Zdhlung erfolgte deshalb an in
Paraffin eingebetteten Préaparaten. Auch die kndcherne Oberfliche, auf die sich die
Osteoklastenanzahl bezieht, musste an einem Paraffinpréparat bestimmt werden, so dass die
Verteilung der Osteoklasten nicht auf die mineralisierte knocherne Flache, sondern auf die
knocherne Fliche bezogen werden musste. Diese Fliachen sind vergleichbar, da sie sich in
threr Gro3e entsprechen.

6.2.6. Auswertung mit Hilfe der Bildanalyse

Jedes Tier ging mit vier nach Safranin-Orange/von Kossa gefarbten, zwei nach Movat
Pentachrom und einem Schnitt der Kollagen-II Farbung in die Auswertung ein. Die
Verwendung von vier Schnitten pro Farbung erhohte die Genauigkeit der Ergebnisse. Bei der
Movat Pentachrom und der Kollagen—II Férbung kamen jedoch weniger Schnitte zur
Auswertung, da die Anzahl der zu gewinnenden qualitativ auswertbaren Schnitte durch die
GroBe des Rattenfemurs beschrinkt war. Die Auswertung durch mehrere unabhéngige
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Untersucher wurde anfinglich durchgefiihrt, unterblieb dann aber aufgrund der sehr hohen
interindividuellen Varianzen.

Die Auswertung erfolgte in der gewéhlten Region of Interest (ROI). Die Groe der ROI
wurde so gewdhlt, dass der Osteotomiespalt komplett und Teile der Kortices, des periostalen
und endostalen Kallus enthalten waren. Die Hohe der ROI ergab sich durch die Festlegung
der Basis durch den Osteotomiespalt. Von der Basis ausgehend, wurden nach proximal und
distal je 3,5 mm abgemessen und so die Hohe der ROI definiert. Durch dieses Vorgehen
wurde in jedem zu untersuchenden Préiparat eine einheitliche Hohe festgelegt. Das Auftreten
von Fehlern war damit ausgeschlossen. Die Breite der ROI wurde durch die
Gesamtkallusbreite vorgegeben, ist somit benutzerdefiniert und birgt eine Fehlerquelle, da bei
den Préparaten die Abgrenzung vom weichen Kallus zum umliegenden Gewebe nicht immer
eindeutig war. Um diese Fehlerquelle so gering wie moglich zu halten wurde der gleiche
Schnitt unter dem Mikroskop betrachtet, wo die Abgrenzung deutlicher zu sehen war.

Der Vorteil der computergestiitzten Bildanalyse ist die standardisierte, vom Benutzer
unabhingige Auswertung. Fehlerquellen ergeben sich erst dort, wo subjektive Entscheidungen
getroffen werden, wie zum Beispiel bei der Definition der ROI oder der Moglichkeit, die
Farbintensitét des jeweils zu segmentierenden Gewebes nachzuregulieren.

Von Nachteil ist ebenfalls der erhebliche Zeitaufwand der computergestiitzten Bildanalyse. So
dauerte die Auswertung eines Schnittes durchaus eineinhalb bis zwei Stunden, bis die
unterschiedlichen Parameter eingezeichnet und die Feinjustierung der Gewebe durchgefiihrt
waren.

Eine Alternative zur Auswertung mit Hilfe der Bildanalyse wire die Anfertigung eines
Scores, der die Gewebequalitit, Gewebeverteilung und die Gewebequantitit bestimmt. Der
Vorteil ist, dass dieses Verfahren im Gegensatz zur Bildanalyse sehr viel Zeit erspart. Der
Nachteil des Scores ist, dass iiblicherweise ein semiquantitatives Punktesystem zur
Anwendung kommt, welches eine Wertung enthilt.

Die Histomorphometrie hat den Vorteil, dass sie wertungsfrei ist. Die Ergebnisse sind
Zahlenwerte die durch den Untersucher zu interpretieren sind. Um Ablédufe der Frakturheilung
objektiv zu beurteilen, stellt die Histomorphometrie in Kombination mit der deskriptiven
Histologie ein durchaus geeignetes Verfahren dar.

6.2.7. Histologie

6.2.7.1. Deskriptive Histologie

Die Beurteilung der Praparate in der deskriptiven Histologie erfolgte rein subjektiv durch den
Untersucher.

Die histologische Auswertung der geférbten Préparate diente innerhalb als auch zwischen den
Gruppen einer vergleichenden, allgemeinen Ubersicht auftretender Gewebeanteile und
Zelltypen sowie deren Lokalisation und Ausbreitung.

Die Verwendung eines validen Scores, bei dem eine Punktevergabe auf entsprechende
Merkmale der Heilung erfolgt, wére ebenfalls denkbar gewesen. Bei der Verwendung eines
Scores entscheidet die Hohe der Punktzahl iiber die Qualitit der Heilung. Dies kann sich als
Nachteil erweisen, wenn bestimmte Merkmale der Heilung mit demselben Score gewertet
werden aber einen unterschiedlichen Stellenwert im Heilungsverlauf haben. So kann es dazu
kommen, dass eine gute Heilung als weniger gut eingestuft wird und umgekehrt.

Die Kombination der deskriptiven Histologie mit den Ergebnissen der Histomorphometrie
ermoglichte eine objektive Beurteilung des Heilungsverlaufes und wurde aus diesem Grund
vorgezogen.
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6.2.7.2. Gefdllzdhlung

Zur Berechnung der Gefdlldichte wurde die Bindegewebsfliche, welche in der
histomorphometrischen Untersuchung ermittelt wurde, herangezogen. Die Auszéhlung der
Gefdlle erfolgte in der ROI der computergestiitzten Bildanalyse.

Mit Hilfe der immunhistochemischen Féarbungen ist es moglich, spezifische
Gewebestrukturen selektiv darzustellen. Doch musste beobachtet werden, dass auch innerhalb
eines Farbedurchgangs préiparatabhingige Unterschiede in der Qualitit der Anfarbung
bestanden.

Nicht zu vernachldssigen ist auch der hohe Zeit- und Kostenaufwand dieser Farbungen.

Die immunhistochemische Farbung erfolgte in Anlehnung an Lienau et al. [136]. Ein Nachteil
dieser Farbung ist, dass neu gebildete Kapillaren, die nur aus Endothelzellen bestehen, nicht
erfasst werden [136, 137]. Da man sich dieses Problemes bewusst war, erfolgte die
Untersuchung der Priparate sehr sorgfiltig, so dass auch nicht gefirbte Gefille mitgezahlt
wurden.

Die Zéhlung wurde manuell anhand eingescannter Praparate vorgenommen und mit Hilfe
eines Bildverarbeitungsprogrammes wurden bereits erfasste Strukturen farblich markiert,
wodurch eine Mehrfachzdhlung vermieden wurde.

6.2.7.3. Osteoklastenzéhlung

Zur Berechnung der Osteoklastendichte wurde die Knochenfliche, welche in der
histomorphometrischen Untersuchung ermittelt wurde, herangezogen. Die Auszdhlung der
Osteoklasten erfolgte in der ROI der computergestiitzten Bildanalyse. Ein Nachteil bei der
Auswertung der Osteoklastendichte war, dass sich die kndcherne Bezugsflichen zur
Dichtebestimmung nicht nach mineralisiertem und nicht-mineralisiertem Anteil unterscheiden
lieB, da sie an den entkalkten Paraffinpriparaten vorgenommen werden musste. So konnte die
Verteilung der Osteoklasten nicht auf die mineralisierte kndcherne Flache, sondern nur auf die
gesamte knocherne Flache bezogen werden. Da die Fliachen sich aber in ihrer Grofe
entsprachen hatte dies keinen Einfluss auf die Bestimmung der Osteoklastendichte.

Die Osteoklasten wurden in einer enzymhistochemischen Fiarbung der lysosomenstindigen
Tratrat-resistenten, sauren Phosphatase rosa angefirbt. Osteoklasten die zur Auswertung
kamen, mussten sich in der TRAP-Féarbung anfiarben, mindestens zwei Zellkerne aufweisen
und in Kontakt zu einer knochernen Oberflache stehen [138].

In der Intensitit der Farbung der Osteoklasten innerhalb eines Priparates als auch zwischen
den Préparaten zeigten sich Unterschiede, welche auf eine unterschiedlich starke Aktivitit des
Enzyms zuriickzufiihren waren. Aktivitdtsverluste bis hin zur Denaturierung des Enzyms sind
wihrend der Aufbereitung der Préparate v. a. bei der Infiltration mit 60°C heillem Paraffin
denkbar. Die unterschiedliche Farbintensitit innerhalb eines Préparates ldsst sich durch
Temperaturunterschiede innerhalb des Knochens wihrend der Infiltration mit Paraffin
erkléren.

Die Auszdhlung der Osteoklasten erfolgte unter einem Lichtmikroskop bei 40facher
Vergroflerung. Auf eine unterstiitzende digitale Bildverarbeitung wie bei der GefaBzdhlung
musste aufgrund der enormen Datengréf3e beim Einscannen der Préparate verzichtet werden,
was aber aufgrund der geringen Anzahl zu zdhlender Osteoklasten nicht zu Fehlern gefiihrt
haben sollte. Als weitere Fehlerquelle kam die manuelle Zdhlung in Betracht. Um diese
Fehlerquelle so gering wie mdglich zu halten, erfolgte eine mehrmalige Auszdhlung
(Dreifachzéhlung) der Osteoklasten durch denselben Untersucher und eine Mittelung der
Zahlenwerte.
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6.3.Diskussion der Ergebnisse

6.3.1. Operationsverlauf und Tierkontrolle

Die durchgefiihrte Osteotomie verlief bei allen Tieren komplikationslos. Nach dem Eingriff
belasteten die Tiere ihre Gliedmale zwar, im Verhalten zeigten sie sich jedoch auch an den
darauf folgenden Tagen zu ruhig, was vermutlich auf die Belastung durch die Operation, den
Wundschmerz und die Vollnarkose zuriickzufiihren war. Eine analgetische Versorgung wurde
nur am Tag der Operation vorgenommen. Eine weitere analgetische Behandlung drei Tage
post OP wire fiir das Wohlbefinden der Tiere von Vorteil gewesen. Im Verlauf der
Tierkontrollen konnten in beiden Gruppen keine Anzeichen fiir einen bestehenden Infekt
festgestellt werden.

Die Gewichtsabnahme der Tiere post Osteotomie ist auf den Stress und die Schmerzen
zurlickzufiihren. Stress und Schmerzen fiihren zum Einen zu einer geringeren Futteraufnahme
und zum Anderen durch einen gesteigerten Sympatikotonus zu einer verminderten Verdauung
und einem héheren Grundumsatz. Zusétzlich wird der Energiebedarf durch die beginnenden
Reparationsprozesse erhoht [139].

Die Tiere der Medium-Gruppe gingen mit einem hdheren Gewicht in den Versuch ein als die
Tiere der MSC-Gruppe und behielten es bis zur Euthanasie bei. Die Gewichtszunahme iiber
diesen Zeitraum war in beiden Gruppen sehr dhnlich.

Bei der Temperatur zeigten die Tiere der MSC-Gruppe im Durchschnitt eine 0,3°C hohere
Temperatur als die Tiere der Medium-Gruppe. Bei beiden Tiergruppen wurde identisch
vorgegangen, jedoch wurden sie nicht im identischen Zeitraum operiert. Es wire also
moglich, dass haltungsbedingt unterschiedliche Umwelteinfliisse (Raumtemperatur)
bestanden. Beide Gruppen zeigten nach der Osteotomie einen Temperaturanstieg, was auf den
Stress und eine addquate Entziindungsreaktion auf die Osteotomie zuriickzufiihren ist.

6.3.2. Radiologie

In der radiologischen Auswertung fiel auf, dass sich die Gruppen in ihrem Heilungsverlauf
nur wenig voneinander unterschieden. Resorptionsprozesse zeigten sich bei beiden Gruppen
im schlechtesten Falle bis iiber die gesamte Linge des gekauterten Bereichs. Das Vordringen
des Kallus in den gekauterten Bereich dagegen lie sich bei der MSC-Gruppe OoOfter
beobachten als bei der Medium-Gruppe. Eine Uberbriickung des Osteotomiespaltes durch den
periostalen Kallus zeigte sich nur bei einem Tier der MSC-Gruppe und einem Tier der
Medium-Gruppe, dies aber auch nur auf einer Seite. Der Osteotomiespalt war bei allen Tieren
noch deutlich sichtbar bzw. erweitert, wobei die Tiere der Medium-Gruppe héufiger einen
erweiterten Osteotomiespalt aufwiesen.

Zu bedenken ist, dass sich mineralisiertes Gewebe radiologisch erst ab einer Dichte von 30 %
darstellen ldsst [140]. Daher lassen sich gegebenenfalls auch die Unterschiede im Vergleich
zur Histologie erkldren, wo es bei zwei Tieren der Medium-Gruppe und einem Tier der MSC-
Gruppe zu einer Uberbriickung des Osteotomiespalts durch den endostalen Kallus kam. Die
wolkigen Verschattungen im endostalen Markraum auf Hohe des Osteotomiespaltes wiesen
auf eine beginnende Geflechtknochenformation bzw. Mineralisierung hin, konnten jedoch
radiologisch nicht eindeutig diagnostiziert werden.

Radiologische Charakteristika einer atrophen Pseudarthrose sind ausbleibende Uberbriickung
und Persistenz bzw. Erweiterung des Osteotomiespaltes mit Abrundung der Fraktur- bzw.
Osteotomieenden [31, 141], sowie eine fehlende periostale und endostale kndcherne
Kallusbildung [46, 119, 142]. Die Atrophie der Kortikalisenden mit Erweiterung des
Osteotomiespaltes konnte in den vorliegenden Rontgenbildern deutlich beobachtet werden.
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Die Abrundung der avitalen Enden erfolgte durch osteoklastire Aktivitit. Wie die
histologischen Bilder bewiesen, fanden sich an den Kortikalisrindern des Osteotomiespaltes
aktiv resorbierende Osteoklasten.

Charakteristika einer vorliegenden atrophen Pseudarthrose konnten auch hinsichtlich
ausbleibender Uberbriickung sowie einer fehlenden eindeutigen Kallusentwicklung innerhalb
der periostalen und endostalen Osteotomie-Zone verzeichnet werden.

6.3.3. Histologie und Histomorphometrie

Insgesamt zeigte die Applikation der mesenchymalen Stammzellen nicht den erhofften Effekt.
Die Heilung der Tiere, die eine Stammzellinjektion erhielten, war nach acht Wochen nicht
fortgeschrittener als die derjenigen Tiere, deren Osteotomie unbehandelt blieb.

Beide Gruppen zeigten mikroskopisch das Bild einer verzégerten Knochenheilung im Sinne
einer atrophen Pseudarthrose.

Im Bereich der Deperiostierung und im Osteotomiespalt dominierte von Tier zu Tier
verschieden teils fibrotisches und fibrokartilagindres Gewebe bis hin zu chondralem und
ossirem Gewebe. Die Uberbriickung des Osteotomiespaltes fand, wenn iiberhaupt, meist vom
endostalen Kallus ausgehend statt. Eine vom periostalen Kallus ausgehende Uberbriickung
fand nur in einzelnen Ausnahmen statt. Der knocherne Anteil des periostalen Kallus entstand
dabei jedoch vorwiegend fern des Osteotomiespaltes. Er bildete sich somit vorwiegend in
Bereichen erhaltener Gewebevitalitidt. Eindeutige Unterschiede zwischen den Gruppen
konnten beziiglich dieses Heilungsmerkmals nicht festgestellt werden. Bei einer ungestorten
Knochenheilung wiirde zu diesem Heilungszeitpunkt bereits ein Remodeling des Kallus
erfolgen, wobei der Geflechtknochen durch lamelldren Knochen mit entsprechender
GefaBversorgung ersetzt wird [17, 45].

Die entkalkten und in Paraffin eingebetteten Knochen der MSC-Tiere zeigten im
Osteotomiespalt und im periostalen Kallus eine signifikant geringere Gefdlldichte als die
Tiere der Medium-Gruppe. Nach Stiirmer et al. ist die Revaskularisierung essentiell fiir die
Frakturheilung, da die Knochenregeneration ein extrem stoffwechselaktiver Vorgang ist [29].
Demzufolge wiirde sich daraus schlieBen lassen, dass die Medium-Tiere eine bessere
Heilungstendenz aufwiesen als die Tiere der MSC-Gruppe. Reed et al. fanden in ihrer Studie
jedoch heraus, dass die GefdBanzahl von Ratten mit einer atrophen Pseudarthrose zum
Achtwochenzeitpunkt sich nicht von Ratten mit einer physiologisch heilenden Fraktur
unterschied. Reed et al. widerlegten somit die Hypothese, dass atrophe Pseudarthrosen eine
geringere Vaskularisation aufweisen als physiologisch heilende Frakturen [143]. Zum selben
Ergebnis kamen Brownlow et al. Sie konnten in einer Studie nachweisen, dass sich auch die
Konzentration vom endothelial cell-stimulating angiogenesis factor (ESAF) zum
Achtwochenzeitpunkt nicht unterscheidet [ 144].

Nach einer Heilungszeit von acht Wochen konnten in der histologischen Untersuchung in
beiden Gruppen viele Osteoklasten im Kallusgewebe gezdhlt werden. Signifikante
Unterschiede liefen sich nicht feststellen. Die hohe Osteoklastendichte beider Gruppen deutet
darauf hin, dass der endostale und periostale Kallus einem Remodeling unterlag [145]. Der
endostale Kallus weist bei beiden Gruppen eine hohere Osteoklastendichte und damit ein
starkeres Remodeling auf.

Die histomorphometrisch bestimmte Flache des periostalen Kallus war in der MSC-Gruppe
zwar nicht signifikant, aber dennoch groBer als in der Medium-Gruppe. Die prozentuale
Verteilung der einzelnen Gewebeanteile war bei beiden Gruppen dhnlich. Die Medium-Tiere
zeigten jedoch einen geringgradig groferen Anteil an Bindegewebe und einen geringeren
Anteil an mineralisiertem Knochen und Knorpel als die MSC-Tiere, jedoch waren auch diese
Unterschiede nicht signifikant. Die Tiere der MSC-Gruppe wiesen demnach eine geringfligig
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qualitativ hoherwertige Zusammensetzung des periostalen Kallus, charakterisiert durch den
hoheren Anteil mineralisierten Knochen und Knorpel, auf.

Die histomorphometrisch bestimmte Flache des endostalen Kallus war in der Medium-Gruppe
grofler als in der MSC-Gruppe, jedoch nicht signifikant. Dieser dichtete den Markraum
vollstdndig ab und iiberbriickte bei zwei Tieren der Medium-Gruppe und einem Tier der
MSC-Gruppe den Osteotomiespalt vollstindig. Bei weiteren drei Tieren der Medium-Gruppe
und zwei Tieren der MSC-Gruppe befand sich der endostale Kallus im Osteotomiespalt,
jedoch ohne diesen zu iiberbriicken. Nach Harrison et al. wird bei Nagetieren nach einer
Osteotomie die Markraumabdichtung durch den endostalen Kallus, welcher einem stindigen
Remodeling unterliegt, auch noch nach sechs Monaten beobachtet [124].

In der histomorphometrischen Untersuchung bildeten die MSC-Tiere im periostalen Kallus
quantitativ mehr mineralisiertes Gewebe (p=0,12) und mehr Knorpel (p = 0,75) und wiesen
eine kleinere Bindegewebsfliche (p = 0,09) auf. Auch im endostalen Kallus zeigte sich das
gleiche Bild. Dies bedeutet, dass der periostale Kallus der Medium-Tiere durch den héheren
Anteil an Bindegewebe eine schlechtere Qualitit aufwies. Da der Kallus, als eine Art
Stiitzgeriist, Stabilidt in eine Fraktur bringen soll, muss er aus hartem, nicht verformbarem
Gewebe bestehen, wie zum Beispiel Knochen [45].

Anhand der Histomorphometrie wird deutlich, dass die applizierten autologen
mesenchymalen Stammzellen die endostale Knochenheilung zum Achtwochenzeitpunkt nicht
verbessern konnten. Die Zusammensetzung des endostalen Kallus unterschied sich nicht
signifikant zwischen den Gruppen. Die Gewebequalitét des Kallus schien in der MSC-Gruppe
geringfiigig besser zu sein. Der Bindegewebsanteil der Medium-Gruppe lag im Median
geringfiigig liber dem der MSC-Gruppe. Der Anteil der mineralisierten Knochenfldche und
der Knorpelfliche lag bei der MSC-Gruppe iiber dem der Medium-Gruppe, jedoch nicht
signifikant. Von einer Differenzierung der direkt in den Osteotomiespalt injizierten
mesenchymalen Stammzellen in funktionelles Gewebe ist, wenn {liberhaupt, nur in einer
geringen Auspriagung auszugehen. Die Zellen erzielten am Ort der Applikation nicht den
erhofften Effekt.

Bei beiden Gruppen war vor allem eine endostale Kallusformation zu beobachten.

Dies erscheint in der vorliegenden Studie auch plausibel, da durch die Zerstorung der
Knochenhaut eine effektive Unterstiitzung der Versorgung des Knochens durch periostale
Gefdlle und Periostzellen zumindest im gekauterten Bereich, unterblieb [48, 146].
Desweiteren ist zu bedenken, dass es durch die traumatische Entnahme des Knochenmarks zu
einer Aktivierung des Endosts gekommen sein konnte und so die Kallusbildung
moglicherweise initiiert wurde. Desweiteren ist bekannt, dass sich bei der Spaltfrakturheilung
der endostale Kallus stiarker formiert als bei der Kontaktheilung [147].

Die Kortikalis stellte sich in beiden Gruppen meist glattrandig bzw. durch kndcherne
Kallusauflagerungen wellenformig dar.

Durch Osteoklasten hervorgerufene Resorption fand vor allem an den gekauterten
Kortikalisrdndern statt. Dieses Bild wurde durch die hohe kortikale Osteoklastendichte
bestitigt. In einer atrophen Pseudarthrose ist das verstirkte Aufkommen resorbierender
Osteoklasten an den Osteotomieenden und damit einhergehend, eine Abrundung der
Kortikalisenden zu beobachten [148]. Die Knochenresorption ging teilweise soweit, dass es
zu einer Verbreiterung des Osteotomiespaltes kam.

Im Verlauf der Studie kam es zu einem unerwarteten Ereignis. In allen histologischen
Féarbungen fielen Unterbrechungen der kortikalen Kontinuitdt durch amorph erscheinende,
nicht kndcherne Areale auf. Sie zeigten sich histologisch als griine Areale in den Movat-
Pentachrom gefarbten Préparaten. In den Kollagen-II gefarbten Schnittpriparaten beobachtete
man analog dazu eine rosa-rote Anfarbung. Diese Farbgebungen sind innerhalb der genutzten
Farbemethoden spezifisch fiir Knorpelstrukturen. Sie traten in beiden Tiergruppen
gleichermalfien auf.
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Histologisch zeigte sich eine lakunire Form der homogen gefirbten Bereiche. Zellen wurden
in diesen Bereichen auffallend selten beobachtet. Teilweise lieBen sich darin osteozytire oder
chondroblastire  Zellstrukturen auffinden (siche Abb.33). Die Beobachtung der
Kontinuitdtsunterbrechungen innerhalb der kortikalen Struktur trat auch bei Ratten mit einer
physiologisch verlaufenden Knochenheilung mit dem identischen Versuchsmodell auf.
Ebenso wurden Femora und Tibiae von Ratten andere Projekte untersucht und auch hier
wurde diese Auffilligkeit beobachtet. Es handelt sich daher also wahrscheinlich um ein
allgemeines, rattenspezifisches Phdnomen. Dieses Phdnomen wurde bisher in der Literatur
nicht erwéhnt. Bekannt ist, dass die Rohrenknochen der Ratte einem lebenslangen Wachstum
unterliegen [124]. Es wire moglich das es sich bei den armorphen Arealen um
Wachstumszonen handelt, von denen eine Ossifikation ausgehen kénnte. Ahnlich wie bei der
indirekten Ossifikation kdnnte zuvor gebildetes Knorpelgewebe wieder zerstort und mittels
Osteoblasten durch Knochengewebe ersetzt werden.

Eine eindeutige Kldrung des Phdnomens kann an dieser Stelle leider nicht erfolgen. Fiir eine
genaue Erklarung des Phanomens und deren Bedeutung bedarf es weiterer wissenschaftlicher
Untersuchungen.

Es ist davon auszugehen, dass die applizierten mesenchymalen Stammezellen die
Knochenheilung nicht effizient unterstiitzten. Es entstand wahrscheinlich infolge der
Deperiostierung und Knochenmarkentnahme ein Missverhéltnis zwischen
knochenresorbierenden Osteoklasten und knochenaufbauenden Osteoblasten [118, 149].

Die innere Schicht des Periosts enthdlt Cambium-Zellen, bei denen es sich um osteogene
Progenitorzellen mesenchymalen Ursprungs handelt. Thnen wird die Fahigkeit zur Knorpel-
und Knochenneubildung zugesprochen [10, 15]. Auch das Knochenmark enthélt ca. 0,01 bis
0,03% mesenchymale Stammzellen, welche in der Differenzierungskaskade noch iiber den
Progenitorzellen des Periost stehen [87, 88]. Wird das Periost thermisch zerstort und das
Knochenmark entfernt, entzieht man wu.a. die fiir den Knochenautbau notwendigen
Osteoblasten.

Ein Ziel dieser Studie war es, Erkenntnisse beziiglich der frithen Phase der
Periostrekonstruktion bzw. ihrer Rolle im Verlauf der Frakturheilung zu erlangen.

In den histologischen Schnitten war zu erkennen, dass eine Schicht aus dicken
Bindegewebsfasern iiber den periostalen Kallus zog und den Osteotomiespalt iiberbriickte.
Hierbei handelte es sich vermutlich um die Fasern das Stratum fibrosum des Periosts.
Darunter erkannte man bei einigen Tieren eine Schicht mehrreihiger Zellen. Es war aber nur
in Bereichen auszumachen in denen sich mineralisiertes Gewebe gebildet hatte. In der Movat
Pentachrom Férbung wird dies deutlich. Fraglich ist, ob es vom Stratum cambium gebildet
wird. Nach Ito et al. wird in der friithen Phase der Frakturheilung eine zellarme Faserschicht
gebildet. Gleichzeitig entsteht Kallusgewebe, welches als strukturelle und funktionelle Stiitze
dient, um die Regeneration der Kambiumschicht zu gewahrleisten. Ito et al. geht davon aus,
dass eine Regeneration des Periosts nicht gleich einhergehend mit einer fortschreitenden
Heilung des fakturierten Knochens zu sehen ist. Zu welchem Zeitpunkt und in welcher
Reihenfolge die Regeneration des Periosts einsetzt, ist nicht eindeutig zu definieren [15]. Im
Bereich des Osteotomiespaltes stellte sich in beiden Gruppen das Stratum fibrosum mit dem
sich wahrscheinlich entwickelnden Stratum cambium in den histologischen Schnitten nur dort
dar, wo auch mineralisiertes Gewebe war. Dort, wo es zu einer kndchernen Uberbriickung der
gegeniiberliegenden Kortices kam, trat auch eine Vereinigung der periostalen Schichten auf.
Eine vollstindige periostale Rekonstruktion wahrend der Knochenheilung scheint also an die
knocherne Kallusbildung gebunden zu sein. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass
die im Periost vorhandenen Progenitorzellen in vitro und in vivo ein osteogenes [50, 52-54]
und chondrogenes Differenzierungspotential [15, 150]) aufweisen. Jedoch ist bis heute nicht
vollstindig geklart, ob diese Zellen mesenchymalen Ursprungs sind. Es bleibt daher die Frage
offen, ob Stammzellen des Knochenmarks tiberhaupt zur Rekonstruktion der Kambiumschicht
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befdhigt sind. In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die applizierten
Stammzellen keinen Einfluss auf die vollstindige Regeneration des Periosts nehmen. Sie
scheinen keinen Anteil an der Bildung des Stratum fibrosum und des Stratum cambium zu
haben, da sie sich im deperiostierten Bereich auch in der Gruppe entwickelten, die keine
Stammzellinjektion erhielt.

Warum es letztendlich nicht zum erwiinschten Heilungseffekt kam, konnte verschiedene
Ursachen haben. Zum Einen kdnnte der Zeitpunkt der Applikation der mesenchymalen
Stammzellen inaddquat gewesen sein. Die Applikation der mesenchymalen Stammzellen
erfolgte 2 Tage nach der Operation. Das entspricht der ersten Phase der Frakturheilung, die
Phase der Entziindung [10, 22, 24]. Die Entziindungsreaktion hilt fiir ein bis maximal fiinf
Tage an [31, 32]. Im geschiddigten Gewebe kommt es zu einer Infiltration mit Thrombozyten,
Granulozyten, Mastzellen, Lymphozyten, Histiozyten und Makrophagen [17]. Desweiteren ist
der pH-Wert zu diesem Zeitpunkt im sauren Bereich, auch der Sauerstoffpartialdruck ist
erniedrigt. Diese Gesamtsituation konnte zu einer Schidigung der applizierten
mesenchymalen Stammzellen gefiihrt haben.

Andererseits kann man unter physiologischen Umstinden in dieser Zeit korpereigene
pluripotente Stammzellen nachweisen, welche wiederum Zytokine und Wachstumsfaktoren
produzieren, die die Zellinfiltration, Angiogenese und Zelldifferenzierung begiinstigen [26-
28]. Nach Cancedda et al. herrscht in dieser Zeit ein spezielles Milieu, das durch die
Freisetzung von Wachstumsfaktoren und spezielle 16sliche Proteine geschaffen wird [151].
Ob und wie dieses Milieu durch die Zugabe der Stammzellen samt Mediumfliissikeit
beeintrachtigt wird, bleibt zu kliren

Das Frakturhdmatom trégt zu einem gewissen Anteil an der Frakturheilung bei, indem es u. a.
Faktoren zur Angiogenese enthédlt und durch seinen sauren pH-Wert, welcher nach 20 Tagen
auf 7,5 ansteigt, einen Proliferations- und Differenzierungsreiz darstellt [24, 25]. Im
Frakturhdmatom befinden sich ebenfalls pluripotente Stammzellen, welche zu Osteoblasten,
Fibroblasten und Chondroblasten ausdifferenzieren konnen [26-28]. Nach Probst et al. ist das
Frakturhdmatom aufgrund der Prdsenz von Mediatoren essentiell fiir die Frakturheilung [152].
Durch die Injektion der mesenchymalen Stammzellen samt Medium wére eine
Ausschwemmung des Frakturhdmatoms aus dem Osteotomiebereich denkbar.

Die histologischen Bilder der Tiere mit einer Standzeit von zwei Wochen im gleichen Modell
zeigten zwei Wochen nach der Osteotomie noch Himatomreste. Ein Ausschwemmen durch
die Injektion der mesenchymalen Stammzellen samt Medium ist daher unwahrscheinlich,
jedoch kann eine Schidigung und damit eine Reduktion oder ein Wegfall der die
Knochenheilung stimulierenden Faktoren nicht v6llig ausgeschlossen werden [153].

Eine immunbedingte Abwehrreaktion durch die autologen mesenchymalen Stammzellen ist
sehr unwahrscheinlich.

6.3.4. Vergleich mit anderen Studien

Die Dissertation entstand im Rahmen eines Gesamtprojektes. In den verschiedenen
Subprojekten waren die Anzahl der applizierten MSCs sowie der Applikationszeitpunkt
identisch, allein der Untersuchungszeitpunkt und der Differenzierungsgrad der autologen in
vitro expandierten MSCs unterschieden sich. In der Dissertation von Frau Dr. Peters konnte
zum Zweiwochenzeitpunkt kein klinisch relevanter Einfluss der MSCs auf die
Knochenheilung festgestellt werden [153]. In einer weiteren Dissertation von Frau Dr. Bach
wurde der FEinsatz pridifferenzierter MSCs, sogenannter Osteoprogenitorzellen (OPCs),
ebenfalls zum Zweiwochenzeitraum untersucht [154]. Hier gab es deutliche Hinweise auf eine
erfolgreiche Initiierung der Knochenheilung durch enchondrale Ossifikation durch den
Einsatz von Osteoprogenitorzellen (OPCs). In beiden Dissertationen wurde endostal und
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periostal die Entwicklung von Kallusgewebe mikroskopisch-histologisch erkennbar und
histomorphometrisch untersucht. In der Arbeit von Frau Dr. Peters lokalisierte sich der Kallus
in Versuchs-(MSC-Gruppe) und Kontrollgruppe fern des Osteotomiespaltes im vitalen
Gewebeareal. In der Arbeit von Frau Dr. Bach dagegen erreichte das periostale Kallusgewebe
das thermisch zerstorte Periostareal, welches auf einen verbesserten Einfluss der applizierten
OPCs gegeniiber den MSCs hinweist. Zum Achtwochenzeitpunkt konnte in der vorliegenden
Arbeit nur bei wenigen Tieren sowohl in der Versuchs- als auch in der Vergleichsgruppe eine
Kallusbildung im Periostareal festgestellt werden. Die endostale Osteotomiezone war sowohl
bei den mit MSCs als auch bei den OPCs behandelten Tieren vollstindig mit
Bindegewebsstrukturen ausgefiillt, welche keine osteokonduktiven Prozesse erkennen lieBen
[153, 154].

Nakamura et al. untersuchten Zellschicht-Transplantate aus MSCs in einer atrophen
Pseudarthrose[107]. Sie konnten nach 8 Wochen eine Vereinigung der Knochenenden in der
Transplantatgruppe beobachten. Im Unterschied zur vorliegenden Arbeit wurde die atrophe
Pseudarthrose nach dem Modell von Hietaniemi durch Zuriickschieben des Periost von den
Osteotomieenden herbeigefiihrt und eine intramedulldre Nagelung zur
Osteotomiestabilisierung herangezogen. Die applizierten MSCs wurden nicht autolog
transplantiert, sondern stammten von méinnlichen Ratten und wurden weiblichen Ratten
gleichen Alters und Gewichtes transplantiert. Das MSC Zellschicht-Transplantat wurde in 10
nM Dex und Vitamin C inkubiert, wodurch eine osteogene Differenzierung initiiert wurde.
Die Prozedur wurde an beiden Oberschenkelknochen durchgefiihrt, wobei rechter und linker
als Versuchs- und Kontrollgruppe genutzt wurden. Das MSC Zellschicht-Transplantat wurde
am Tag der Osteotomie um die Osteotomieenden angebracht. Zusétzlich durchgefiihrte
Untersuchungsmethoden stellen die ultrasonographische Darstellung der Osteotomieenden als
auch eine Determination des Y Chromosoms des Spendertieres dar. In letztgenannter
Untersuchung konnte bewiesen werden, dass die Spender-MSCs auch noch zum
Achtwochenzeitpunkt im Empféngertier existierten. Warum in dieser Studie die MSC
Zellschicht-Transplantate zu einem Erfolg flihrten, konnte daran gelegen haben, dass die
Vorgehensweise, eine atrophe Pseudarthrose zu schaffen, nicht so aggressiv waren wie in der
vorliegenden Studie. Die Deperiostierung mittels Kauter fiihrte zu einer massiveren
Schéadigung des Gewebes, und auch der iiberdimensionale Fixateur externe trug durch eine zu
hohe Steifigkeit zu einer verzogerten Knochenheilung bei [60]. Aber auch der direkte Kontakt
der Osteotomieenden, welcher im Unterschied zur vorliegenden Arbeit nicht bestand, stellte
eine giinstigere Heilungssituation dar. Denkbar wire, dass der erhaltene Zell-Zell Kontakt
eine Rolle spielen konnten. Desweiteren stellt sich die Frage, ob die Applikation der MSCs in
der vorliegenden Arbeit zum richtigen Zeitpunkt erfolgte. Das nach zwei Tagen bestehende
Milieu stellte vielleicht kein optimales Milieu fiir eine weitere Proliferation und
Differenzierung der MSCs dar. Weitere Studien unterscheiden sich von der vorgestellten
Arbeit zum Einen im Modelldesign, zum Anderen in der gewdhlten Therapieform.
Untersuchungen der gestorten Knochenheilung wurden meist an Defekten kritischer Grof3e
auf dem Gebiet der chirurgischen Knochendistraktion untersucht [155-157]. Das
Knochengewebe befindet sich jedoch bei Defekten kritischer Grofle in einem
regenerationsfahigen Zustand. Aus diesem Grund wire ein Vergleich nicht addquat. In den
bisher durchgefiihrten Studien erschienen die Fragmentenden vaskularisiert und das
physiologische Stammzelldepot blieb weitgehend unversehrt. Der Knochen besitzt weiterhin
das Potenzial zur Autoregeneration. Allenfalls kommt es wiahrend des Heilungsverlaufes in
Abhingigkeit von der Defektgrofle zur Entwicklung von hypertrophen Pseudarthrosen. Diese
Situation entsteht hier aber allein durch das Uberschreiten der osteogenen
Regenerationskapazitit des Gewebes. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch bereits initial
bedingt durch eine massive Schiadigung des Periosts eine anndhernd avitale Gewebesituation
im Frakturgebiet geschaffen. Das biologische Potential ist aber durch eine thermische
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Diskussion

Zerstorung des Periosts, wie es in dieser Studie vorgenommen wurde, nicht vollstindig
erloschen. In der vorliegenden Studie konnte, wenn auch nur in einem sehr geringen
AusmaBe, sowohl in der Versuchsgruppe, welche MSCs erhielten, als auch in der
Kontrollgruppe ein beginnender Reparationsversuch durch eine periostale Kallusbildung
beobachtet werden.

Makino et al. konnten in einer Studie nach thermischer Deperiostierung das biologische
Potential durch lokal appliziertes humanes BMP 7 aktivieren und damit eine Heilung
induzieren [158]. Sie schufen eine atrophe Pseudarthrose nach dem Modell von Kokubu. Zur
Osteotomiestabilisierung nutzten sie wie die Arbeitsgruppe um Nakamura eine intramedullédre
Nagelung. Auch hier erfolgte wie bei Nakamura et al. die Applikation intra operationem. Um
eine Diffusion des BMP 7 ins umliegende Gewebe zu minimieren, verwendeten sie einen
Kollagenpuffer, der die Viskositit erhdhte. In der vorliegenden Arbeit wurden die MSCs samt
des Mediums zwei Tage post Operationem appliziert, ohne einen Viskositdtserhoher. Damit
steigt die Wahrscheinlichkeit, dass die MSCs ins umliegende Gewebe diffundiert sind. In der
vorgestellten Arbeit wurden keine Triagermaterialien verwendet. Durch die thermische
Behandlung der Osteotomieenden kann von einer avitale kortikalen Strecke von ungeféhr vier
Millimetern ausgegangen werden, die es zu iiberbriicken galt. Die nicht zufriedenstellenden
Ergebnisse der MSC-Gruppe konnten weiterhin darauf beruhen, dass sich das
Injektionsmedium nicht als Trigermaterial zur Bereitstellung der MSCs im Reparaturgebiet
eignete. Ein entsprechendes Tridgermaterial konnte als Leitschiene zum Einen die avitale
deperiostierte Strecke tliberbriicken, zum Anderen den Zellen eine Nische bieten, an der sie
haften bleiben und ein geeignetes Mikromilieu aufbauen kénnen [159].

Im Laufe der Zeit wurden zwei Strategien entwickelt, um das osteogene Potential von
biologischen Tragermaterialien zu steigern. Die erste Strategie bestand darin
Wachstumsfaktoren auf Tridgermaterialen aufzubringen um eine bessere Knochenheilung zu
initiieren [160]. Die zweite Strategie bestand darin, zellbasierte Tragermaterialien zu
entwickeln, die in vitro ihre osteoinduktive Wirkung entfalten sollten [161]. Trigermaterialien
mit autologen MSCs konnten in verschiedenen Tiermodellen erfolgreich implantiert werden
und Knochendefekte heilen [162, 163]. In einer klinischen Studie am Patienten fiihrten
autologe MSCs auf biologischen Tragermaterialien zu einer erfolgreichen Behandlung von
groBBen Knochendefekten [164].

Es gibt eine Vielzahl von Studien, in denen MSCs erfolgreich im Zusammenhang mit
Trigermaterialen eingesetzt wurden [6, 165], es gibt aber nur wenige Studien, die eine
nachweisliche Knochengewebeformation nach Zelltransplantationen ohne Tragermaterialien
in vivo vorzeigen konnen. Akahane et al. entwickelten eine erfolgreiche Methode fiir die
Transplantation kultivierter MSCs ohne die Notwendigkeit von Trigermaterialien, um
Knochengewebe neu zu bilden. MSCs wurden erfolgreich kultiviert, expandiert und als
Zellschicht-Transplantate subkutan in Ratten implantiert. Die Implantate zeigten nach sechs
Wochen eine Knochenneubildung [166]. Auch hier fand eine Pradifferenzierung der MSC
Zellschicht-Transplantate statt. Die Zellschichttransplantate wurden in 1x10 cm grof3e Stiicke
mit einer Zelldichte von 10" Zellen/cm® aufgeteilt und fiir 14 Tage mit 10nM Dex inkubiert.
Durch eine Transplantation der Zellschichttransplantate ist eine sichere Platzierung der Zellen
moglich, ohne die Gefahr einer Diffusion der Zellen in umliegendes Gewebe einzugehen.
Auch in dieser Studie zeigt sich wieder, dass eine Pradifferenzierung der MSCs zur
Beschleunigung der Knochenheilung gefiihrt hat.

Neue Verfahren sind in der Lage, durch eine Manipulation der MSCs mit spezifischen Genen
eine osteogene Differenzierungsrichtung vorzugeben.

Osteoactivin ist ein spezifisches Gen im Knochen, welches die Osteoblastendifferenzierung
positiv reguliert [167-169]. Eine Isoform des Osteoactivin ist ein Sekretionsprotein, welches
das Osteoactivin unterstiitzt [168]. Diese Isoforme sind potentielle Kandidaten fiir die
Gentherapie.
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Diskussion

Transkriptionale Faktoren und Koaktivatoren sind in der Lage, MSCs zu modulieren und eine
osteogene oder adipogene Differenzierung vorzugeben [108]. Vektoren, die fiir die genetische
Modifikation der MSCs genutzt werden, sind Adenoviren, Retroviren und Liposome.
Liposome sind nicht-virale Vekoren, damit nicht pathogen aber auch weniger effizient.
Trotzdem konnten BMP-7 und BMP-2 Gene erfolgreich mittels Liposomen in MSCs
eingeschleust werden [170, 171].

In der Studie von Kallai et al. wurden weiblichen Méusen rekombinante humane BMP-2
exprimierende MSCs in einen 2,5 mm gossen Defekt, aus welchem eine Pseudarthrose
resultierte, am Radius implantiert [130]. Als Tragermaterial diente hier ein
Kollagenschwamm. Zusétzlich wurde eine nicht resorbierbare Teflonschicht zwischen Ulna
und Radius angebracht, um die Fraktur zu stabilisieren. Das kontralaterale Bein der gleichen
Maus diente als Vergleich und wurde keiner Operation unterzogen. Nach einer Standzeit von
34 Wochen konnte eine prominente Knochenneubildung auf der Pseudarthrosefrakturseite
beobachtet werden, welche eine andere Morphologie als die des intakten Kontrollbeines
aufwies. Die mechanische Analyse ergab, dass der geheilte Knochen substanziell stiarker war
als die intakte Kontrollseite.
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Schlussfolgerung

7. Schlussfolgerung

Mesenchymale Stammzellen unterscheiden sich von anderen Korperzellen durch ihre
Fahigkeit, sich in spezifische Zelltypen differenzieren zu kénnen.

Sie konnen sich sowohl in vitro als auch in vivo in eine Vielzahl von Zellen wie Osteozyten,
Chondrozyten, Tendinozyten, Adipozyten und Zellen des Knochenmarkstroma differenzieren.
Diese Féhigkeit machen sie fiir die heutige regenerative Medizin ausgesprochen wertvoll.

Mit dieser Studie konnten Erkenntnisse iiber den bisher ungekléarten Verlauf der periostalen
Rekonstruktion wihrend der Knochenheilung und die Auswirkungen lokal transplantierter
autologer mesenchymaler Stammzellen in einem Defekt des langen Rohrenknochens
untersucht werden. Dabei wurde die aus der Literatur bereits bekannte Bedeutung des
Zusammenhanges zwischen Periost und Knochenheilung nochmals gefestigt. Wird das Periost
zerstort, ist es nur bedingt in der Lage, sich vollstindig zu regenerieren. Die Folge war eine
stark verzogerte bzw. ausbleibende Knochenheilung [29]. Die histologischen Bilder zeigten,
dass sich die Faserschicht der Knochenhaut unabhéngig vom Stratum cambium erneuern
kann. Eine vollstindige Regeneration des Periosts fand jedoch nur in Einzelfdllen und dort
auch nur auf einer Seite der Osteotomieenden, wo es auch zu einer kndchernen Uberbriickung
kam, statt. Die Periostregeneration scheint an die externe Kallusbildung gekoppelt zu sein. Ist
das Periost zerstort, kann ohne eine Kallusbildung keine periostale Rekonstruktion erfolgen.
Das bedeutet, dass beim Auftreten deperiostierter, schlecht heilender Frakturen die periostale
Kallusbildung durch spezielle Maflnahmen unterstiitzt werden muss. Aus den Ergebnissen der
vorliegenden Studie und dem heutigen Stand der Forschung wird ersichtlich, dass
undifferenzierte perkutan applizierte mesenchymale Stammzellen allein nicht in der Lage
sind, kritisch ablaufende Knochenheilungen positiv zu beeinflussen.

Schlussfolgernd wird ersichtlich, dass eine osteogene Ausdifferenzierung bzw. eine
Unterstiitzung der MSCs in Richtung der osteogenen Differenzierung einen groBeren Erfolg
verspricht. Ein weiterer wichtiger Punkt ist es sicherzustellen, dass die Zellen am Ort der
Applikation bleiben. Einigen ist dies durch spezielle Tridgermaterialien gelungen, andere
wiederum fanden Moglichkeiten, die Zellen auch ohne Tragermaterialien, wie z.B. Nakamura
durch einen Zellverbund, die MSCs am Ort des Geschehens zu halten[107].

Der optimale Applikationszeitpunkt ist ein weiterer Parameter, der zu bedenken ist. Er ist
abhingig von den biochemischen und biologischen Verhiltnissen, welche im Frakturgewebe
bestehen. Desweiteren ist er abhidngig von der Wirkungsdauer innerhalb des Frakturgebietes
freigesetzter Signalmolekiile. In den Studien, in denen eine erfolgreiche Knochenheilung
initiiert wurde, erfolgte die Applikation der MSCs fast immer zum Zeitpunkt der Osteotomie.
Der optimale Applikationszeitpunkt ist wissenschaftlich noch nicht definiert und muss durch
weiterfithrende Grundlagenforschung eruiert werden.
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Zusammenfassung

8. Zusammenfassung

Schwerwiegende Frakturen mit umfangreichen Knochendefekten, verzdgerter Frakturheilung,
Pseudarthrosen sowie Wundinfektionen sind trotz Fortschritts in der Medizin ein bestehendes
Problem.

Pseudarthrosen und verzogerte Knochenheilungen erfordern hiufig eine langwierige und
letztendlich nicht immer erfolgreiche Behandlung des Patienten. Dadurch entstehen einerseits
massive FEinschrinkungen der Lebensqualitit des Patienten und andererseits erhebliche
Mehrkosten fiir das Gesundheitssystem durch zusétzliche Operationen, verldngerte
Krankenhausaufenthalte und Nachbehandlungszeiten. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit die lokale Applikation von autologen mesenchymalen Stammzellen und
ihre Fahigkeit zur Aktivierung des Heilungspotentials in einer atrophe Pseudarthrose Situation
untersucht.

Desweiteren wurde die Wiederherstellung der periostalen Integritit als Voraussetzung fiir
eine physiologisch verlaufende Frakturheilung der Rohrenknochen und eine Beteiligung der
lokal applizierten MSCs am Reparationsprozess untersucht.

In der vorliegenden kontrollierten Studie wurden 16-20 Wochen alte, ménnliche, 410-460g
schwere Sprague Dawley Ratten verwendet. Die Tiere wurden einseitig am linken Hinterbein
standardisiert osteotomiert und mit einem Fixateur externe versorgt. Um eine atrophe
Pseudarthrosesituation zu schaffen, wurde das Periost auf einer Lidnge von 2 mm proximal
und distal der Osteotomie durch Kauterisierung zerstort und das Knochenmark entfernt. Zwei
Tage post Osteotomie wurden bei der Versuchsgruppe (MSC-Gruppe) 2 x 10° MSCs/100 pl
Zell-Mediumsuspension perkutan in den Osteotomiespalt injiziert. Die Kontrollgruppe
(Medium-Gruppe) erhielt die analoge Menge des Kultivierungsmediums ohne Zellen. Die
Anzahl der Tiere pro Gruppe betrugen 16. Radiologische Verlaufskontrollen erfolgten in
wochentlichen Intervallen. Die Tiere wurden nach acht Wochen euthanasiert, die Femora
prépariert, histologisch, immunhistologisch sowie histomorphometrisch untersucht.
Radiologisch und histologisch wurde in beiden Gruppen ein verzogerter Heilungsverlauf
beobachtet. Die histologischen Bilder beider Gruppen &dhnelten sich. Der periostale Kallus
endete bei der Mehrzahl der Tiere im gekauterten Bereich. Nur bei wenigen Tieren
iiberbriickte der periostale Kallus den Osteotomiespalt, oft nur auf einer Seite bzw. von einem
Osteotomieende ohne Verbindung zum gegeniiberliegenden periostalen Kallus oder der
gegeniiberliegenden Kortikalis zu erlangen. Vereinzelt kam es in beiden Gruppen zu einer
Uberbriickung des Osteotomiespalts durch den endostalen Kallus.

Eine Schicht aus dicken Bindegewebsfasern, bei der es sich hdchstwarscheinlich um das
Stratum Fibrosum handelt, darunter vereinzelt zu beobachten eine Schicht aus mehrreihigen
Zellen, vermutlich das Stratum Cambrium, {iberzog in beiden Gruppen den periostalen Kallus
und bei einigen Tieren sogar den Osteotomiespalt. Das Stratum fibrosum mit dem sich
vermutlich entwickelnden Stratum cambium war nur vorzufinden, wo auch mineralisiertes
Gewebe war.

In beiden Gruppen zeigte sich eine signifikante Zunahme der Osteotomiespaltweite sowohl
auf der lateralen Seite als auch auf der medialen Seite. Es konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen beziiglich der prozentualen Anteile mineralisierten
Knochens und Knorpel festgestellt werden. Der Anteil Bindegewebe an der Gesamtfliche
dagegen zeigte sich bei den Tieren der Mediumgruppe signifikant grofer. Die Tiere der
Medium-Gruppe zeigten eine signifikant groere Anzahl der Gefdfle als auch eine groBere
Dichte der Gefille pro Quadratmillimeter Bindegewebsfldche als die Tiere der MSC-Gruppe.
Signifikante Unterschiede in der Osteoklastenanzahl lieBen sich weder im periostalen und
endostalen Kallus noch in der lateralen und medialen Kortikalis feststellen.

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie und dem heutige Stand der Forschung wird
ersichtlich, dass undifferenzierte perkutan applizierte mesenchymale Stammzellen allein nicht
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Zusammenfassung

in der Lage sind, kritisch ablaufende Knochenheilungen positiv zu beeinflussen oder einen
positiven Einfluss auf die periostale Rekonstruktion auszuiiben.

Schlussfolgernd wird ersichtlich, dass eine osteogene Ausdifferenzierung bzw. eine
Unterstiitzung der MSCs in Richtung der osteogenen Differenzierung, bzw. eine Applikation
der Zellen zu einem anderen Zeitpunkt unter der Zuhilfenahme spezieller Trédgermaterialien
oder Zellverbidnden einen groBeren Erfolg verspricht. Auch die periostale Regeneration
konnte durch die applizierten MSCs nicht beeinflusst werden. Vielmehr scheint die periostale
Regeneration an die Entwicklung eines knochernen Kallus gebunden zu sein.
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9. Summary

Influence of pluripotent mesenchymal stem cells on bone healing in a
rodent atrophic nonunion model regarding especially the periosteal
reconstruction.

Despite constant developments in the field of medicine, severe fractures with extensive bone
loss, delayed fracture repair, nonunions as well as infections, still represent a treatment
challenge.

Nonunions and delayed fracture repair often require a long and dissatisfying treatment.
Throughout this process, life quality of the patient is restricted, additional operations and
prolonged hospital residence will raise the national health system costs.

Based on these facts the objective of this thesis was to examine the ability of autologous
mesenchymal stem cells (MSCs) to activate the healing potential when applied in a case of
atrophic nonunion.

Furthermore it was examined whether the restoration of the periosteal integrity is a
precondition for a physiological long bone fracture repair and which influence local
application of MSC has on the bone repair process.

In this study 16 to 20 week old male Sprague Dawley rats were used, with a weight of 410 to
460 g. They were divided in two groups, the mesenchymal stem cells group (MSC-group) and
the control group (medium-group), with 16 rats in each group. Both groups underwent a
standard osteotomy on the left os femoris and were subsequent treated with an external
fixator. Distal and proximal to the osteotomy site, the periosteum was cauterised for a length
of 2 mm plus bone marrow removal in order to achieve an atrophic nonunion.

Two days after osteotomy 2 x 10® MSCs/100 pl cell-mediumsuspension were injected in the
osteotomy gap percutaneously in the animals of the MSC-group. A corresponding amount of
culture medium without cells was applied to the medium-group. The healing process was
radiologically controlled at weekly intervalls. 8 weeks post osteotomy the animals were
euthanisied, their femora were prepared and histologically, immunehistologically and
histomorphometrically examined. Delayed healing was observed in both groups,
radiologically as well as histologically. The histological pictures of both groups were similar.
In most of the cases there was no periosteal callus development in the cauterized area. Only in
a few animals the periosteal callus grew across the osteotomy gap. In most of the cases the
periosteal callus reached just from one end of the osteotomy to the opposite side, but without
connecting to the other side. Just in isolated cases the osteotomy gap was bridged completely
by the endosteal callus. A layer of large connective tissue fibres, probably the stratum
fibrosum, which covered a single layer of muliple-row cells, possibly the stratum cambrium,
was identified in both this groups. This new build periosteum covered the periosteal callus
and was in single animals even crossing the osteotomy gap.

In both groups a significant increase in the width of the osteotomy gap was determined, on the
lateral side as well as on the medial side, but there was no significant difference concerning
the increase of the width between the groups. No significant difference could be found
between the groups concerning the procentual fraction of mineralized bone and cartilage. On
the contrary, the fraction of connective tissue on the total area was significantly higher in the
medium-group and this group also showed a higher number of vessels, as well as a higher
amount of vessels per square millimeter connective tissue compared to the MSC-group. No
significant differences could be determined concerning the number of osteoclasts, neither in
the periosteal and endosteal callus nor in the lateral or medial corticalis.
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Summary

The results of this study and current state of research show, that undifferentiated
percutaneously applied mesenchymal stem cells alone are not able to influence critical bone
healing positively.

In conclusion it becomes obvious, that a complete osteogenic differentiationor a support of
MSCs towards osteogenic differentiation or an application of the cells at a different time point
aided by special scaffolds or cell sheets might be more successful. The applicated MSCs
couldn't stimulate the periosteal regeneration as well. It rather seems that the periosteal
regeneration is dependent on the development of a bony callus.
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