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BEGRIFFSERKLARUNGEN

Geflechtknochen Balkchenknochen. Anatomischer Oberbegriff fur Bindegewebskno-
chen und dem ihm in der Embryonalphase bezuglich der Struktur &hnlichen Ersatz-
knochen. Als perichondraler Geflechtknochen mit dichtem als enchondraler mit
weitmaschigem Aufbau kollagener Fasergflechte ohne lamellare Schichtung und
charakteristischen Einschlissen restlicher Knorpelgrundsubstanz. Ab Ende des 2.
Lebensjahres erfolgt Umbau in den mechanisch stabileren - Lamellenknochen.

Lamellenknochen Bestehend aus verkalkter Grundsubstanz sowie kollagenen Fibrillen
in lamellarer Schichtung. Osteone bilden das Haverssche System.

Havers-Kanal Lamellare Schicht von Knochen um einen Geféal3kanal mit Arterie und
Vene.

Osteon Aus Lamellen bestehendes Knochenséaulchen um einen - Havers - Kanal

Periost Bindegewebsmembran, der Knochenoberflache unmittelbar aufliegend. Als
zell- und bindegewebsreiche Cambiumschicht Ort der Osteoblastendifferenzierung
aus osteogenetischen Stammzellen (auch im - Endost). Als Faserschicht aus kol-
lagenem Fasergeflecht mit elastischen Netzen mit mechanischen Aufgaben. Ge-
fassverbindungen mit dem Gefasssytem des Knochens.

Endost dinne Schicht platter Bindegewebszellen.

Osteoid Proteoglykanhaltige Grundsubstanz von Osteoblasten gebildet. Kalksalze >
Hydroxylapatit werden in Osteoid eingelagert.

Hydroxylapatit Calcium — Phosphor — Verbindung

Kortikalis Synonym fir Compacta, aussere Knochenschicht bestehend aus Lamellen-
knochen

Regenerat Bei der Distraktionsosteogenese neu gebildeter Knochen

Konsolidierungsphase Zeit bis zur mechanische Belastbarkeit des - Regenerates

Latenzzeit Zeit zwischen Operation und Distraktionsbeginn

Distraktionsgeschwindigkeit/-rate Strecke, um die pro Zeiteinheit verlangert wird.

Distraktionsfrequenz/-rhythmus Distraktionsschritte pro Zeitenheit

Kallostasis Kallusdistraktion

Ossifikation Knochenbildung, chondral oder membranés = desmal

Osteogenese Bildung und Entwicklung von Knochengewebe




Model-/Remodeling (englisch) Knochenerneuerungsprozess oder Umbau des Ge-

flecht- zu Lamellenknochen durch osteoklastische bzw. osteoblastische Aktivitét.

AMERICAN SOCIETY FOR BONE AND MINERAL RESEARCH (ASBMR)
NOMENKLATUR (180)

Knochen Knochenmatrix, egal ob mineralisiert oder nicht
Knochengewebe Knochen und seine Weichteilgewebe und / oder Mark
Endokortikale Oberflache Innere Grenze der Kortex

Trabekel strukturelles Element der Spongiosa

Osteoid unmineralisierte Knochenmatrix

Osteoblast nur knochenbildende Zelle

Erosionsoberflache resorbierte Flache des Knochens

Mineralisierte Oberflache Flache, die gerade mineralisiert wurde




1 EINLEITUNG
1.1 Die Distraktionsosteogenese

Die Distraktionsosteogenese ist heute eine weitverbreitete Methode zur Behandlung
ausgepragter Knochendefekte basierend auf den entscheidenden Forschungsergeb-
nissen G. A. llizarovs (116). Seine Erkenntnisse uber die biomechanischen, biochemi-
schen und histologischen Vorgange wéahrend der Distraktionsosteogenese und deren
Umsetzung finden heute weltweit unter dem ,llizarov-Konzept“ Anwendung (118). lliza-
rov formulierte das Gesetz des , Tension Stress Effects” (119, 120): ,Lebendes Gewebe
wird metabolisch sowohl auf biosynthetische, als auch auf proliferative Weise aktiviert,
wenn es einem langsamen, stetigem Zug ausgesetzt ist, ein Phdnomen, das von der

Vaskularitat und dem funktionellem Gebrauch abhangt.”

Der ,Tension Stress Effect” bildet somit die Grundlage der Wachstumsstimulation und
Geweberegeneration. Er fuhrt zur Aktivierung des metabolischen Umsatzes mit Zu-
nahme der proliferativen und biosynthetischen Funktionen im Gewebe und ist von einer
adaquaten Blutversorgung, dem stimulierenden Stress und funktionellem Gebrauch

abhangig.

Somit versteht llizarov unter Distraktionsosteogenese die Knochenneubildung zwischen
vaskularisierten Knochenoberflachen, die durch gerichtete Distraktion getrennt werden.
Sein Konzept fordert (117):

- die Verwendung eines stabilen Fixateurs, der mdglichst nur axiale Mikrobewe-
gungen zulasst,

- die Durchfuihrung einer Kortikotomie, bei der im Gegensatz zur Osteotomie Kno-
chenmark und Endost geschont werden,

- die Einhaltung einer Latenzperiode (5-7 Tage),

- eine Distraktionsrate von bis maximal 2 mm/Tag,

- einen Distraktionsrhythmus von 4 x 0,25 mm/Tag,

- eine frihzeitige Mobilisation des Patienten, optimaler Weise unter Vollbelastung.

In der Ausheilungsphase sollte der Fixateur mindestens fur die doppelte Dauer der

Distraktionszeit belassen werden.
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Aronson et al. aus Little Rock, Arkansas, hat das Konzept verifiziert, weiterentwickelt
und neue, vor allem histologisch Uberpriifte Grundlagen hinzugefugt (9, 11, 7, 15, 8,
14). Weltweit ist die Distraktionsosteogenese Gegenstand von groRem Interesse. Sie
hat den Vorteil, unter kontrollierter mechanischer Distraktion nur durch die Weichteil-
reaktion limitiert vitales Knochengewebe an der Kortikotomieseite zu bilden. Damit kon-
nen an langen Rohrenknochen Defekte von 15 cm oder mehr ,ersetzt werden. Je
junger der Patient, umso besser das Ergebnis. llizarov setzte die Altersobergrenze fir
die Kallusdistraktion auf 60 Jahre fest (121). Auch wenn heute noch wesentlich altere
Patienten behandelt werden konnten, geht dies mit einer in etwa doppelt so langen
Ausheilungszeit einher (31). Die Indikationsstellungen lassen sich von denen zur Kno-
chentransplantation ableiten. So wird die Distraktionsosteogenese z. B. zur Knochen-
verlangerung und Defektbehandlung traumatischer, genetisch-/metabolischer oder
infektioser Genese sowie nach Knochenresektionen und zur Korrektur von Deformita-
ten der langen Réhrenknochen, der Gelenke, des Unterkiefers u. v. a. mehr eingesetzt
(41, 108, 196, 237). Lange Behandlungszeiten bis zu mehr als einem Jahr, hohe Kos-
ten sowie Behinderung und psychische Belastungen der Patienten durch den Fixateur
externe sind nicht zu bestreitende Nachteile der llizarov-Methode. Des Weiteren kon-
nen Pininfekte, Knocheninfektionen, Weichteilschwellung, Muskelkontrakturen, Gelenk-
luxationen, Fehlstellungen, Nerven- und Gefal3lasionen sowie Schmerzen wahrend der
langen Behandlungsdauer als Komplikationen auftreten. Als Spatkomplikationen wer-
den Refraktur, Knochenbiegungen, Langenverlust und auch permanente Gelenkverstei-
fung genannt (123, 176, 179, 236, 264).

Es besteht somit ein grol3er Bedarf, den Heilungsprozess zu beschleunigen.

1.1.1 Historisches

Erstmals wurde mit Beginn des 20. Jahrhunderts Gber mdgliche Verfahren zur Kno-
chenverlangerung berichtet. Davon wendeten nur wenige konstanten Zug an. Die meist
radikalen Methoden wurden ohne Rucksicht auf Muskel, Gelenke, Gefal3e oder Nerven

durchgefthrt.

1904 veroffentlichte A. Codevilla eine Methode zur Beinverlangerung (52). Er wies auf
die Risiken einer abrupten Distraktion mit gro3er Krafteinwirkung auf die Weichteilge-

webe hin. Nervenlasionen, Muskelschaden, Krampfanfélle und anderes mehr waren die
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Folgen. So entwickelte er ein Verfahren, bei dem Distraktionen unter Narkose in mehre-
ren Sitzungen mittels plotzlicher und intensiver Krafteinwirkung durchgefiihrt wurden.
Dabei ermoglichte die direkte Kraftibertragung auf den Knochen uber einen in die Fer-
se eingebrachten Nagel eine Verlangerung um bis zu 8 cm. Bosworth (39) berichtet
Uber eine Abhandlung, die Dr. O. Lambret, Lille, Frankreich, 1911 niederschrieb. In die-
ser wurden die Grundsatze der Distraktion und Transfixion erlautert, einschlie3lich einer
Darstellung eines Zwei-Pin-Apparates zum Gebrauch bei Frakturen (185). 1916 wurde
sie zusammen mit einer lllustration und Rontgenbildern von Fallbeispielen veroffent-
licht. Lambret ist die Anerkennung fur die erste wirklich durchgefuhrte skelettale Dist-
raktion plus Transfixion zu zollen, die jedoch lediglich bei Knochenbriichen Anwendung
fand. Die Weiterentwicklung zur Extremitatenverlangerung war nur eine Frage der Zeit.
Obwohl Paul B. Magnuson bereits 1908 (University of Pennsylvania Medical Bulletin im
Mai 1908) an Versuchen mit Hunden zeigte, dass Einschritt-Distraktionen bis 7,5 cm
ohne Beschadigung der Weichteile méglich waren, scheiterten diese jedoch durch Auf-
treten schwerer Schockzustdnde am Menschen. Dennoch erkannte er das biologische
Potential von Periost und Endost und entwickelte 1913 die ,Z-gefuhrte” Osteotomie
(151). Ebenfalls 1913 distrahierte Ombredanne erstmals Uber eine Art unilateralen Fi-
xateur langsam bis auf 4 cm (178). Schwere Osteomyelitiden wahrend seiner Behand-
lung bescherten ihm schlechte Publikationen und seine Arbeit geriet in Vergessenheit,
bis sie 1918 von Vittorio Putti erneut aufgegriffen wurde. Er konstruierte das Osteoton,
das als Prototyp des unilateralen Fixateurs gilt. Es ermdglichte eine kontinuierliche Dist-
raktion mit einer Rate von 2 - 3 mm/Tag bis zu 8 cm (191, 192). Bereits 1905 erkannte
August Bier die Wichtigkeit des Frakturhamatoms (34). 1923 schrieb er im Archiv fur
klinische Chirurgie: ,Die Knochenbildung kann vom Knochen selbst, aber auch von be-
liebigem Bindegewebe ausgehen, das von Reizen aller Art zur Knochenneubildung (Po-
tenz der undifferenzierten mesenchymalen Zellen zur Osteoblastentransformation)
angeregt wird.“ Er folgerte, dass eine Latenzperiode von einigen Tagen nach der Os-
teotomie bis zum Distraktionsbeginn eingehalten werden sollte. Gleichzeitig berichtet er
von sechs mittlerweile erfolgreich durchgefihrten Distraktionen. Dabei wurden zunachst
mit einem Meil3el Periost, Kortikalis und Knochenmark in einer Ebene durchtrennt und
nach einer Latenzperiode von wenigen Tagen mit der Distraktion begonnen (35). Trotz
seiner weitreichenden Erkenntnisse hatte Bier das knochenbildende Potential von Pe-

riost und Endost nicht erkannt und lies diese bei seiner Methode unbertcksichtigt. Er
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glaubte, dass metaplastische Knochenneubildung ausschlie3lich vom umgebenden
Weichteilmantel ausgehe, und achtete daher bei der Osteotomie auf vollige Durchtren-
nung aller Strukturen. Den sich neu bildenden Knochen nannte er — im Gegensatz zum
Frakturkallus — aperiostalen Kallus. Der neue Knochen umbaute das zentrale Hamatom
in mehreren Schichten, wahrend die Knochenenden an der Regeneratbildung kaum
beteiligt waren. Daher resultierte vermutlich die ausgepragte Zerstérung des umliegen-
den Gewebes mit deren Komplikationen. 1924 entwickelte Leroy C. Abbott Puttis Os-
teoton weiter, dessen Vorteil in einer nun weitaus stabileren Konstruktion lag. Er
beschrieb eine Methode zur Tibia-Verlangerung, die mit Abwandlungen zur Standard-
operation in den Vereinigten Staaten wurde (1). Sie wurde im Laufe der Zeit von vielen
Chirurgen modifiziert. Bosworth verwendete ebenfalls diese Methode. Jedoch wies er
darauf hin, bis zu zehn Tage nach Osteotomie sowie bei Anzeichen eines Hamatoms
oder Infektion mit der Distraktion abzuwarten, um Komplikationen zu vermeiden (39).
Compere unterteilte diese Komplikationen und deren mdgliche Ursache in drei Grup-
pen: 1) Uberdehnung; 2) gestorte Blutversorgung der Frakturenden; 3) ungeniigende
Fixation (54). Der Enthusiasmus wurde schon bald durch neu auftretende Probleme
gedampft. Sofield et al. berichteten Uber massive Komplikationen im Vergleich zu ande-
ren Behandlungsmethoden bei Langenabweichungen, z. B. der Verklrzung des gesun-
den Beines (231). Dennoch flammte das Interesse nach dem Zweiten Weltkrieg erneut
auf. Allan entwickelte den 1932 von Haboush und Finkelstein stationaren Distraktions-
apparat weiter (2, 102). Er beflirwortete eine schrage Osteotomie, bei der das Periost
soweit als moglich intakt blieb, einschlie3lich Schonung der Weichteile. Durch langsa-
mes, schonendes Verlangern mit einer Rate von 1,6 mm am Tag erreichte er bei sei-
nen Patienten die knocherne Verbindung. Trotzdem kam es auch hier zu
folgenschweren Komplikationen. Andere Behandlungsmethoden zum Ausgleich von
Langendifferenzen entwickelten sich weiter und gelangten mehr und mehr zu Akzep-
tanz. lhnen allen waren jedoch Grenzen gesetzt und die Notwendigkeit einer unkompli-
zierten Verlangerungstechnik wuchs. 1952 fiihrte die Anderson-Technik, bestehend aus
einer Kontinuitatsunterbrechung der Fibula mittels einer initialen Fibulaosteotomie,
Schaffung einer soliden tibiofibularen Synostose und erst anschlielRender Tibiaverlan-
gerung, zu repréasentablen Ergebnissen. Neues Knochengewebe wurde gebildet, der
Knochen konsolidierte ohne Knochentransplantat (4).
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Anfangs wurden diese oder &hnliche Techniken nur zur Verlangerung von verkirzten
Knochen nach Osteomyelitis angewendet. Komplikationen waren hierbei weniger zu
beflrchten als bei der Verlangerung kongenital verkurzter Beine. Aber gerade hier be-
stand ein besonders grof3er Bedarf. Eine Verlangerung war auf langere Sicht der Ver-

kiirzung des gesunden Beines oder gar einer Amputation vorzuziehen.

Um die entstandene Distraktionslicke quasi wieder aufzufillen, etablierten sich drei
biologische Methoden. Die 1963 entwickelte Wagner-Technik benutzte einen monolate-
ralen Fixateur externe. Der offenen mitdiaphysaren Osteotomie mit Durchtrennung des
Periosts und der umgebenen Faszien, initialen Diastasis von 0,5 cm und anschlieRen-
den Verlangerungsrate von 1,5 mm/Tag folgte spater eine erneute Operation zur Ein-
bringung eines Geflechtknochentransplantates und einer Plattenosteosynthese zur
Stabilisierung (252). Die Wasserstein-Methode flillte die Distraktionslicke dagegen mit
kortikalem Knochentransplantat. Ein modifizierter Ringfixateur mit sich kreuzenden Kir-
schnerdrahten diente zur Fixation. Nach einer offenen subperiostalen Osteotomie wur-

de Uber einen dinnen, flexiblen intramedullaren

Nagel distrahiert. Sobald die Verlangerung er-
reicht war, wurde Uber den Nagel das Trans-
plantat eingesetzt, so dass nicht auf
Knochenregeneration und Konsolidierung ge-
wartet werden musste (254). Dagegen unter-
suchte llizarov die Biologie des Knochens und

der Weichteilregeneration und verliel3 sich allein

auf die Konsolidierung des unter Distraktionsos-
teogenese neu gebildeten Knochenregenerates,

einer Knochenneubildung vom intramembran6-

sen Typ. Er entwickelte 1951 seine Apparatur Abbildung 1: Ringfixateur nach llizarov

zur Extremitatenverlangerung (Abb. 1).

Nach perkutaner, subperiostaler Kortikotomie mit dem Ziel, sowohl Periost als auch
Endost zu schonen, bot sein Ringfixateur, ebenfalls aus sich kreuzenden Kirschnerd-
rahten bestehend, den Vorteil einer gleichzeitigen Korrektur multiplanarer und multidi-
rektionaler Deformitaten. Er zeichnete sich somit durch universelle Einsetzbarkeit sowie
hervorragende Stabilisierungs- und Korrekturméglichkeiten aus. Insbesondere gewéhr-

leistete er auch in unmittelbarer Gelenknahe eine sichere Verankerung auch kurzer
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knocherner Segmente (118). De Bastiani et al. haben die biologischen Grundlagen Ili-
zarovs ubernommen, jedoch einen monolateralen Fixateur verwendet, der eine axiale
Dynamisierung zuliel3. AuRerdem wurden 14 Tage Latenz bis zur maximalen Kallusbil-
dung vor Beginn der Distraktion abgewartet. Dieses Verfahren nannten sie Kallotasis
(62). De Bastiani et al., Peltonen, De Pablos u. v. a. forschten zudem intensiv auf dem
Gebiet der Wachstumsfugendistraktion (61, 60, 70, 69, 186). Ring entwickelte zuvor

schon 1958 einen ersten intramedullaren Krafttrager zur Knochenverlangerung (204).

Zusammenfassend lasst sich die Entwicklung der Extremitatenverlangerung wie folgt

beschreiben:

- Einschritt- oder Mehrschritt-Distraktion mit groRtmdoglicher Kraftibertragung auf
grof3e Distanzen (Codevilla, Putti)

- stufenweise Distraktion nach ausgedehnter Weichteildurchtrennung mit aufwen-
digen, stationaren Apparaten (Abbott, Allan)

- technische Weiterentwicklung der Distraktionsvorrichtungen sowie Entwicklung
biologischer Operationsverfahren (Haboush/Finkelstein, Bosworth, Anderson)

- Grundlagenerforschung, wissenschatftliche Interpretation und praktische Anwen-
dung nach Entwicklung eines den Anforderungen entsprechenden Apparates
(llizarov)

- gleichzeitig Entwicklung anderer Methoden einschliel3lich biologischer Techniken
(Wagner)

- erste Versuche mit Wachstumsfugendistraktionen und Knochenverlangerung
uber intramedullare Krafttrager (DeBastiani, Ring)

- weltweite Anwendung des llizarov-Konzeptes, wissenschaftliche Forschung und

Entwicklung auf dem Gebiet der Distraktionsosteogenese (s. u.)
1.1.2 Grundlagen der Knochenbildung und -heilung

Um die Biologie und Morphologie des Kallusgewebes wahrend der Distraktion zu ver-
stehen, ist es wichtig, zunéchst auf die Grundlagen der Knochenbildung und Knochen-
heilung einzugehen. Dabei ist der Frakturheilung besonderes Interesse zu zollen, um
spater Gemeinsamkeiten und Unterschiede aufzeigen zu kdnnen, vor allem auch im

Hinblick auf die Anwendung und Wirkung von Wachstumsmediatoren.
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Biologie der Knochenbildung als Grundlage zur Distraktionsosteogenese:

Man unterscheidet die chondrale von der membrandsen Ossifikation (Abb. 2). Unter
unterschiedlichen Bedingungen kann tber jeden Weg Geflecht- oder Lamellenknochen
gebildet werden. Die desmale oder auch membranése Knochenbildung entspricht dabei
dem direkten Weg, d. h. es findet kein ,Ersatz’ von primarem Knorpelgewebe statt. Als
Beispiel ist hier der sogenannte Bindegewebsknochen zu nennen: Embryonale Mesen-
chymzellen werden zu Osteoblasten und bilden Interzellularsubstanz in Balkchenform
mit anschlieRender Mineralisation unter Einschluss von Osteozyten. Im Gegensatz da-
zu wird bei der chondralen Knochenbildung das priméar gebildete Knorpelregenerat/
-gebilde in Knochengewebe umgewandelt. Dabei durchlauft die Ossifikation vom Peri-
chondrium des vorgebildeten Knorpelmodells ausgehend in der Regel zwei Stufen. Zu-
nachst als perichondrale Ossifikation mit Wachstum des Perichondriums, Umbildung
von Mesenchymzellen zu Osteoblasten, Bildung von Osteoid sowie Interzellularsubs-
tanz und Bildung der perichondralen Knochenmanschette. Anschlie3end als enchond-
rale Ossifikation mit Eindringen von Periostbindegewebe und -gefdRen durch die
Manschette in die Knorpeldiaphyse unter Zerstérung des Knorpels und Aufbau des

primaren Knochenmarks und primarer Balkchen (Epiphysenfuge) (96, 141, 140).

» Knochenbildung = Ossifikation

appositionell

n. appositionell Geflechtknochen

enchondrale
perichondrale

desmale = membrandse

chondrale

Lamellenknochen

« Knochenaufbau

Geflechtknochen
Lamellenknochen

« Zellulare Bestandteile

—'| Spongiosa (Epiphysen) |

—>| Compacta (Diaphyse) |

Geflechtknochen Lamellenknochen Osteoid
« Kollagene Fasergeflechte, bei « Kollagene Fibrillen in lamellarer « Proteoglykanhaltig
chondraler Herkunft auch verkalkte Schichtung, « Kalksalze
Knorpelreste Osteone = Haverssche Systeme « Kollagene Fibrillen
« Nicht lamellér geschichtet « Reich an verkalkter « Hydroxylapatit
« Fetal/embryonaler E-phase Grundsubstanz, weniger « Periost/Endost
« Sehnen und Bandansatz kollagene Fibrillen, weniger Zellen  « Kalksalze in Osteoid eingelagert
« Bei erhéhtem Knocheumbaupro- « Calcium-Phosphor-Verbindung
zess wie M. Paget, Kallusbildung « Osteozyten, Osteoklasten

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Knochenbildung
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Der Modeling/Remodeling-Prozess des Knochengewebes:

Die Um-, Auf- und Abbauvorgange des lamellaren (i. e. trabekularen, endokortikalen)
Knochengewebes sind flieRend. Das Gewebe steht in einem stetigen, humoral ge-
steuerten Anpassungsprozess an mechanischer Belastung, Alterungserscheinungen,
etc. Unter anderem ist hier das Wolff'sche Gesetz zu erwahnen (245). Der Erforschung
dieses sogenannten Erneuerungs- oder Model-Remodeling-Prozesses widmen sich
zahlreiche Studien (45, 55, 59, 78, 168, 162, 183, 199). Es soll jedoch hier nicht im Ein-

zelnen darauf eingegangen werden.
Biologie der Knochenheilung als Grundlage zur Distraktionsosteogenese:

Bei einer Fraktur wird die Kontinuitat der Kortikalis unterbrochen. Die Frakturzone un-
terteilt sich in Kontakt- und Spaltzonen. Friher wurde zwischen einer primaren und se-
kundaren Frakturheilung unterschieden. Hierbei handelt es sich um eine radiologische
Klassifikation. Als priméar wurde eine Frakturheilung ohne radiologisch sichtbaren Kallus
bezeichnet. Entsprechend verlief eine Fraktur mit sichtbarer Kallusmanschette sekun-
dar. Heute entspricht die primare Heilung der sogenannten osteonalen Uberbriickung,
bei der sich ein sogenanntes Havers'sches System einem Bohrkopf gleich in die Korti-
kalis vorbohrt und durch streng basale Ausscheidung von Grundsubstanz lamellaren
Knochen bildet. Voraussetzung fur diese Kontaktheilung oder Havers’schen Umbau der
Kortikalis als Erneuerungsprozess der Osteone ist die absolute Stabilitat der Frakturzo-
ne durch z. B. innere Kompression der Fragmente nach exakter anatomischer Reposi-
tion (s. u.). Der Grenzwert hierfur liegt bei 200 um. Dagegen fihren mikroskopisch
erkennbare stabil fixierte Spalten zur primar angiogenen Knochenbildung. Die resultie-
rende Knochenheilung wird als Spaltheilung bezeichnet. Nach der urspringlichen radio-
logischen Klassifikation ware diese Frakturheilung ebenfalls als primar bezeichnet
worden. Sie durchlauft dabei jedoch wie die Spontanheilung einen zweiphasigen Kon-
solidierungsprozess Uber die Bildung eines faserknochigen Trabekelwerkes mit an-
schlieBendem Umbau und Auffullen zu Lamellenknochen, und ist somit non-osteonal.
Die Osteoblasten scheiden im Gegensatz zur osteonalen Uberbriickung die Matrix-
bausteine nicht nur basal aus. Die Fibrillen setzen sich in den kollagenen Fasern des
Bindegewebes fort, der Anteil eingemauerter Osteozyten ist grosser. Mit dieser Form
der Trabekelbildung wird &hnlich wie bei einem Fachwerkbau mechanische Stabilitat
erreicht. Die Toleranzgrenze liegt bei 0,5 — 0,8 mm (217). Daruber hinaus bildet sich

intermediares Bindegewebe. Die urspriingliche Integritat wird dann tber die biologische
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Stabilisierung durch eine Kallusnarbe und sekundéaren inneren Umbau wieder herges-
tellt (s. Schema Abb. 2).

Frakturheilung ohne sichtbaren Kallus und ohne Auftreten von Knorpelgewebe ist — wie
schon gesagt — nur dann maoglich, wenn eine sehr rigide Stabilisierung der Fraktur vor-
genommen wurde. Die international anerkannte Terminologie der Arbeitsgemeinschaft
fur Osteosynthesefragen (AO) spricht hier dann von ,absoluter Stabilitat®. In der Regel
werden derartige Stabilisierungen z. B. mittels Zugschrauben oder Kompressionsplat-

ten erzielt.

Wird bei einer Fraktur keine Stabilisierung durchgefihrt oder finden die Prinzipien der
Jrelativen Stabilitat” (Definition ebenfalls durch die AO etabliert) Anwendung, bildet sich
bei der Frakturheilung ein deutlich sichtbarer Kallus. Relative Stabilitat wird z. B. mit
intramedullaren Krafttragern und den meisten externen Fixateuren und Uberbri-
ckungsplatten erreicht. Der dann gebildete periostale Kallus dient als Ankerkallus auf
der Frakturoberflache und fiuhrt zur VergroR3erung der Querschnittsflache. Dies wirkt
sich mechanisch in einer Verlangerung des wirksamen Hebelarmes in dem zu stabili-
sierendem Gebiet aus. Bei gleichbleibendem Biegemoment nimmt der Bewegungsaus-
schlag ab (216). In den meisten Fallen bildet sich peripher der Kortikalis
bindegewebiger Knorpel, der ahnlich den Prozessen in der Epiphysenfuge mineralisiert
und durch Geflechtknochen ersetzt wird (Abb. 3).

Non - Osteonale Frakturheilung

periostaler Kallus
_ Periost

Markhohle
TN EndOSt

endostaler Kallus

ossare Briicke

mineralisierter
Faserknorpel

Gefalisprosse

Abbildung 3: Schematische Darstellung der non-osteonalen Frakturheilung
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Bei einer Knochenverletzung wie einer Fraktur finden sich nach Einhorn et al. typi-

scherweise vier unterschiedliche Formen der Gewebsreaktionen (73):

- Periostale Reaktion: Sie ist fundamental, verlauft immer gleich und ist unabhan-
gig von auf3eren Einflissen. Sie entspricht einer rein membrandsen Ossifiktation
in der Peripherie des Frakturspaltes.

- Weichteilreaktion: Diese erzeugt hohe Zellaktivitat am Spalt und bildet als erstes
stitzendes Granulationsgewebe den weichen Frakturkallus. Ihr Ausmal3 ist von
mechanischen Faktoren abhangig. Bewegung erzeugt einen grofReren Kallus
und mehr Knorpelmasse mit der moglichen Entwicklung einer hypertrophen
Pseudoarthrose.

- Endostale Reaktion: Sie verlauft unabhangig von mechanischen Faktoren und
ersetzt das fibroése Bindegewebe.

- Kortikale Reaktion: Diese fiihrt zur direkten osteonalen Uberbriickung.

Einhorn et al. unterteilen daher die chondrale und direkte/desmale Bildung von Ge-
flechtknochen wahrend der spontanen Frakturheilung in insgesamt funf Phasen und

unterscheiden vier Stadien der zellularen Antwort (73):

1. Hamatom und Entziindung | — Vaskularisierung
2. GefalReinsprossung und Knorpelbildung |1l — Migration
3. Knorpelmineralisation [Il — Proliferation

4. Knorpelaufldsung und Knochenbildung IV — Differenzierung und Matrixsynthese

5. Knochenumbau

Der Vorteil liegt in einer raschen Bildung von Geflechtknochen mit kurzer Zeitspanne
zwischen Osteoidproduktion und Mineralisation. Der mechanisch weniger belastbare

Knochen muss jedoch durch den stabileren Lamellenknochen ersetzt werden.

Zusammenfassend aufRert sich die Initialphase der Fraktur als Entziindungsreaktion
und Konsolidierung des Frakturhdmatoms, gefolgt durch die Proliferation periostaler,
endostaler und Knochenmarkszellen sowie Einwanderung mesenchymaler undifferen-

zierter Zellen aus dem umliegenden Weichteilgewebe. Diese und ihre Vorlaufer diffe-
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renzieren zu Chondroblasten, Chondrozyten, Osteoblasten und Osteozyten. Der Knor-
pelbildung im Spalt, Kallusbildung periostal folgt ein Umbau tber Geflecht- zu Lamel-
lenknochen (89, 189, 213, 216, 245).

1.1.3 Histologie und Biologie der Distraktionsosteogenese
1.1.3.1 Histologie - Historisches

Zunachst sei die Entwicklung und Problematik bei der Herstellung nichtentkalkter Kno-
chenschnitte geschildert. Diese betrifft gleichermalRen die Untersuchung der klassi-

schen Frakturheilung sowie die Distraktionsosteogenese.

Die histologische Aufarbeitung von Knochen stellt die Wissenschaftler vor ein Problem.
Knochen ist ein kalkhartes Material, dass sich nicht ohne weiteres schneiden lasst. Ei-
ne Mdoglichkeit, dieses Problem zu umgehen, besteht in der Entkalkung der Knochen-
matrix. Das mit Sauren und Chelatbildnern entkalkte Material lasst sich so zwar
schneiden, einer weiteren Verarbeitung durch zum Beispiel Farben werden wiederum
Grenzen gesetzt (206). Eine Beurteilung des Funktionszustandes des Knochens und
des umgebenen Gewebes ist durch das Fehlen der Kalksalze ebenfalls nicht mehr

moglich.

Eine andere Moglichkeit bietet das Einbetten in ein geeignetes Medium, um ein
Schneiden zu ermoglichen. Dieses muss in seiner Harte dem Knochen entsprechen

und zusatzlich beim Einbettungsvorgang den Knochen ausreichend durchdringen.

Auf der Suche nach einem geeigneten Medium stiel3en Arnold und Jee 1954 auf die fur
die Elektronenmikroskopie entwickelten Methacrylate (Methylmethacrylat). Diese
durchdrangen den unentkalkten Knochen in ausreichender Form, waren aber zunachst
wegen ihrer Harte und Brichigkeit lediglich fir Knochenschliffe, nicht aber fiir Schnitte
geeignet (6). Boellard und v. Hirsch beschrieben 1958/59 erstmals ein Verfahren zur
Einbettung unentkalkter Knochen (37, 251). Sie fanden heraus, dass eine Kombination
des Methylmetacrylats mit einem Weichmacher (Polyethylenglykol) ein Schneiden nach
dem Ausharten ermdglichte. Schenk und Burkhardt benutzten Dibutylphtalat und/oder
Plastoid-N (219).

Diese Entdeckung ermdglicht nun ein Anpassen des Mediums an das Knochen-

material. Dennoch war und ist dieses Verfahren mit einem hohen Kostenaufwand ver-
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bunden. Zum einen ist das Einbettungsmedium teuer, zum anderen ist das Schneiden
trotz allen Fortschritts nur mit einem speziell entwickelten und ebenfalls teuren Hart-
schnittmikrotom mdglich. Die Feuergefahrlichkeit und Gesundheitsschadlichkeit sowie
die Notwendigkeit geschulten und routinierten Personals tragen ebenfalls dazu bei,
dass diese Methode der Knochenhistologie bisher auf Zentren beschrankt bleibt. Viele
Versuche, durch Veréanderung der unterschiedlichen Komponenten die Einbettung zu
beschleunigen und zu vereinfachen, sind seitdem unternommen worden (65, 74, 77,
110, 143, 148, 222, 247). Des Weiteren bleibt das Problem der oft beobachteten Bla-
senbildung und der meist ungleichmé&figen und ungenigenden Durchdringung des Ma-
terials bestehen (38, 206). Petersdorff et al. erarbeiteten eine Arbeitsanweisung fur die
Methylmetacrylateinbettung, nach der gute Ergebnisse flr polarisationsoptische Unter-

suchungen erzielt wurden (190).

Wie bereits erwahnt erfordert das Schneiden ein speziell entwickeltes Hartschnittmikro-
tom, welches sich durch sein besonders gehértetes, im steilen Anstellwinkel fixiertes
Messer und der ebenfalls stabilen Fixierung des Knochens sowie der langsamen Vor-

schubgeschwindigkeit auszeichnet und so ein optimales Schneiden ermdglicht (215).

Durch Schneiden, anschlieRendes Strecken und Aufkleben der Schnitte kommt es hau-
fig zu Artefakten. Der steile Anstellwinkel fuhrt h&dufig zu Bruch- und Risslinien. Trotz-
dem bieten die Schnitte wegen ihrer geringen Schichtdicke (bis etwa 4 um) und ihrer
Anfarbbarkeit eine optimale Beurteilung des Funktionszustandes des Knochens und
der Gewebe. Der Beurteilung der Knochenarchitektur, insbesondere der Kompakta,
sind jedoch nach wie vor Grenzen gesetzt. Sinnvolle Ergédnzungen bleiben hier die alt
hergebrachten Methoden wie das Dunnschleifen oder Sdgen mit schnellrotierenden

Sagen sowie naturlich die Histologie des entkalkten Knochens (71, 74, 87).

1.1.3.2 Histologie und Biologie - Allgemeines

Auf dem Gebiet der Distraktionsosteogenese wird weltweit intensive Forschung betrie-
ben. Das Interesse gilt besonders der Weiterentwicklung und Beschleunigung der gan-
gigen Verfahren. Dazu ist das Verstandnis der Histologie und Biologie der
Knochenneubildung unter Distraktion von grundlegender Bedeutung. Pionierarbeit hat
hier Garvill A. llizarov geleistet. In umfangreichen tierexperimentellen Untersuchungen

am Kniiekot-Institut in Kurgan/Sibirien hat er zu den wissenschaftlichen Grundlagen
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beigetragen. llizarov fasste seine schon friher in mehreren Publikationen dargestellten
Untersuchungen in seinem Werk von 1992 zusammen (121). Die biochemischen, elekt-
ronenmikroskopischen und zellularmorphologischen Untersuchungen waren von grund-

legender Bedeutung.

1.1.3.3 Histologie und Biologie der Distraktionsosteogenese nach llizarov

llizarov beschreibt die Vorgange in der Distraktionszone wie folgt (116):

Mit der llizarov-Technik kann der Chirurg eine Zone des Knochenwachstums innerhalb
eines Knochens schaffen. Diese, einer Wachstumsfuge ahnliche Struktur verknéchert
in proximaler und distaler Richtung von einer zentralen Wachstumszone aus. Unter op-
timalen Bedingungen findet die Knochenneubildung direkt aus Bindegewebe ohne ei-
nen knorpeligen Zwischenschritt statt. Dies entspricht einer intramembrandsen
Knochenbildung. Morphologisch zeigen sich jedoch parallele Knochenséaulen und Ge-
falkanale, ahnlich der primaren Ossifizierungszone der kindlichen Wachstumsfuge.
Nach der Knochendurchtrennung kommt es wie bei der non-osteonalen Frakturheilung
zu einer Entziindungsreaktion. Mit Distraktionsbeginn erscheinen Fibroblasten-ahnliche
Zellen, die in ihrer Lange parallel zum Distraktionsvektor ausgerichtet sind. Elektro-
nenmikroskopisch &hneln diese dem Kollagenoblasten Typ 2, der auch wahrend der
embryonalen und fetalen Entwicklung gefunden wird. Diese Fibroblasten-ahnlichen Zel-
len sind metabolisch und biosynthetisch aktiv und produzieren Kollagenmolekule. Die
Kollagenfibrillen richten sich parallel zum Elongationsvektor aus, kondensieren zu Kol-
lagenbtindeln proximal und distal der Distraktionsliicke. Zum gleichen Zeitpunkt spros-
sen KapillargefaRe zwischen die Bundel ein. Mit ihnen erscheinen Osteoid-
produzierende Osteoblasten, die sich entlang der Kollagenfibrillen anreihen. Elektro-
nenmikroskopisch zeigen diese Merkmale einer hohen biosynthetischen Aktivitat: grol3e
Mitochondrien mit eng gepackten Cristae und reichlich endoplasmatischem Retikulum.
Selbst diese zytoplasmatischen Zellorganellen sind entlang des Tension-Stress-Vektors
ausgerichtet. Mit Fortschreiten der Elongation wandelt sich neu gebildetes Osteoid in
lamellaren Knochen mit Osteozyten, die zum Teil in Kontakt mit den Knochenenden
stehen, um. Eine zentrale, avaskulare Zone durchsetzt die Mitte des Spaltes und be-
tragt durchschnittlich 2-4 mm. Wahrend der Konsolidierungsphase ossifiziert die zentra-
le Wachstumszone, wahrend sich gleichzeitig im Knochenregenerat neue Kortizes

ausbilden.
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1.1.3.4 Histologie und Biologie der Distraktionsosteogenese nach Giebel

In &hnlicher Form beschreibt Giebel den biologischen Ablauf in Form der Knochensaul-
chen (94):

Das initiale Frakturhdmatom wird durch Fibroblastennetze durchzogen, welche Kolla-
gen bilden und beide Knochenenden verbinden. Das entstehende Regenerat wird zeit-
gleich vaskularisiert. Wahrend der Distraktion ordnen sich parallel zur Zugspannung
Fibroblasten um Kapillargefal3e und spater auch Knochentrabekel an (1. Woche). Die
schon Ende der zweiten Woche der Distraktion einsetzende Mineralisierung beginnt
von den Osteotomieenden her in Form konischer, 200 um starker Knochensaulchen (3.
Woche), die dhnlich wie Stalagmiten und Stalaktiten aufeinander zuwachsen. Die zent-
rale, fibrose Zwischenzone (Wachstumszone) wird so komplett mineralisiert, Bindege-
webe und Knochen richten sich longitudinal aus. Es findet eine direkte Knochenbildung
in Form intramembrandser Osteogenese statt. Enchondrale Ossifikation findet sich nur
bei mechanischen oder vaskularen Stérungen. Die zentrale Wachstumszone bleibt
wahrend der Distraktion unverkalkt, hypovaskular und in ihrem Durchmesser etwa
konstant. Hier findet die Osteogenese statt. Die mineralisierten Saulen zeigen sich ra-
diologisch in einem Uberwiegend streifenférmigen Kallus mit Ausrichtung parallel zur
Zugrichtung. Bis tragfahiger Kallus gebildet ist, der die Entfernung des Fixateurs er-
laubt, vergehen in der Regel ein bis zwei Monate Gesamtbehandlungszeit pro verlan-

gerten Zentimeter.

1.1.3.5 Histologie und Biologie der Distraktionsosteogenese nach Wiedemann

Schematisch zusammengefasst am Beispiel einer Distraktion tiber 8 Wochen (257):

1. Woche: Organisationsphase

- Latenzphase

1) Hamatom + fibréses Exsudat - Resorptions- und Granulationsgewebe

2) Verbindungsgewebe zwischen den kntéchernen Enden mit zahlreichen Kapil-
largefallen - Frakturkallus
-> Distraktion

3) Ausrichtung der Langsachse der fibroblastendhnlichen, metabolisch aktiven

Osteoblasten parallel zum Distraktionsvektor >
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4) Kondensation und Ausscheiden fibroser Matrix -
5) Kollagenfaserbiindel mit paralleler, longitudinaler Ausrichtung ->

6) Kollagenes, orientiertes Bindegewebe

2.-4. Woche: Phase der longitudinalen Polarisierung

7) zentral: 4 — 6 mm breite hypovaskulare Zwischenzone, angrenzend: hypervas-
kularisiertes, dichtes, longitudinal ausgerichtetes, kollagenes Gewebe mit proli-
ferierenden Zellen, Gefal3e Uberbricken ca. 3 Wochen nach Beginn den
Interfragmentarspalt - Schlisselstelle fir aktive Osteogenese

8) peripher: Osteoblasten hoher synthetischer Aktivitdt entlang der kollagenen
Fasern - parallele Osteoidsaulen als Ausdruck der direkten Knochenbildung
als primare Mineralisationsfront an den freien Enden, als Remodeling an den
Osteotomieoberflachen

- Beendigung der Distraktion

5.-8. Woche: Ossifikationsphase (post distractionem)

9) Verschmelzen der Mineralisationsfronten

10) rein intramembrandse Knochenbildung, von zentral nach peripher alle Stadien

11) Umbau des spongidsen Netzwerkes in longitudinal gerichteten lamellaren Kno-
chen

12) Resorptionsvorgange medullar - beginnende Roéhrenform

13) Weiterer Umbau durch Osteoklasten

Konsolidierungsphase = Remodeling

14) Longitudinale Rekonstruktion - mechanisch festeres Havers'sches System

15) Bildung einer Neokortex unter Wiederherstellung einer Réhrenform

Radiologisch beschreibt er nach zwei Wochen ebenfalls longitudinal orientierte end-
und periostale Kallusformationen als schwache réntgendichte Bander an der proxima-
len und distalen Kortikotomieoberflache. Zentral zeigen sich fortschreitende Fronten mit
zickzackformiger Abschlusslinie. Diese schlief3en ein konstant 2-6 mm messendes kal-
lusfreies Band (Regenerationszone) ein, welches nach Abschluss der Distraktion konti-
nuierlich ossifiziert. Das Remodeling zur geschlossenen Roéhre und der Umbau zu

lamellaren Knochen dauert sogar noch 1 %2 Jahre nach Distraktionsosteogenese an.
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1.1.3.6 Kallusmorphologie der Distraktionsosteogenese nach Aronson
(9, 10, 7, 15, 8, 14)
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Kallusmorphologie 4.-8. Woche

1.1.3.7 Einflusse auf histobiologische Prozesse der Distraktionsosteogenese

llizarov untersuchte an einem caninem Tibia-Modell unter Verwendung seines externen
Ringfixateurs histologische Auswirkungen auf die Knochenbildung bei unterschiedlicher
Stabilitat in Kombination einer zweiten Variablen (i. e. Erhalt der kndchernen Blutver-
sorgung) (119, 120). Dabei fuhrte zunehmende Stabilitat zur direkten Knochenneubil-

dung ohne Knorpelbildung. Bei Schonung des Periosts zeigten sich die pramaturen
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Kallusgeriste mehr periostal, bei Schonung des Markraumes mehr endostal. Unter
Schonung beider Systeme waren sowohl die medulléare als auch periostale Osteogene-
se aktiv. Ebenso untersuchte er den Einfluss von Rate und Rhythmus wahrend der
Distraktion. Dabei zeigte sich bei einer Rate von 0,5 mm/Tag haufiger eine vorzeitige
Konsolidierung. Umgekehrt fuhrte eine Rate von 2,0 mm/Tag zu einer Zerstérung des
periossaren Weichteilgewebes und suboptimaler Knochenbildung. Eine Rate von 1,0
mm/Tag in moglichst kleinen Inkrementen erzielte die besten Resultate, so méglich
z. B. unter Verwendung seines Autodistraktors. Histologisch verglich llizarov die Vor-
gange auf zellularer Ebene mit dem Zellwachstum der Embryonal-/Fetal-/Neonatal-Zeit.
Zu jedem Zeitpunkt konnte unter schlechten Distraktionsbedingungen die rein intra-
membrandse Ossifikation gestort werden. Es entstand dann hypertrophes Knorpelge-
webe mit nicht resorbierten Hamatomresten sowie vereinzelte Knorpelhaufen. Diese
wurden nach vaskularer Invasion durch Chondroklasie aufgelést und im Sinne einer
atypischen enchondralen Ossifikation zu Knochen umgebaut. Kawamura et al. und Del-
loye fanden &ahnliche Vorgange am Kaninchen und menschlichen Knochen (67, 66,
132). Dieser Umbauprozess verlief jedoch different zu denen in der Wachstumsfuge.
Es blieben Reste von Knorpelgewebe inklusive Chondrozyten vorribergehend zwi-
schen den frischen Knochenablagerungen liegen. Yasui et al. befassten sich in ihren
Studien ebenfalls mit der Einflussnahme von Faktoren auf die Kallusdistraktion sowie
Auswirkungen der Distraktion auf Knochen- und Weichteilgewebe (264, 265). Sie be-
schrieben sogar einen moéglichen dritten Weg der Ossifikation wahrend der Distraktion-
sosteogenese (266): Die sogenannte transchondrale Ossifikation mit Auftreten
phanotypisch &hnlicher Chondrozyten und Osteoblasten. In ihrer Theorie bilden sich
aus Osteoblasten Chondrozyten. Die seien das eigentlich Charakteristische der intra-
membrandsen Knochenbildung. Das Auftreten von Knorpelgewebe wahrend der Dist-

raktionsosteogenese sei somit moglicherweise ein normaler Vorgang.

Zusammenfassend findet bei Distraktionsbeginn eine Umwandlung der reparativen
Form der Frakturheilung (Osteotomie mit nachfolgender non-osteonaler Frakturheilung)
in eine regenerative Form (Osteogenese i. S. einer membranésen Ossifikation) statt. Im
Hinblick auf die Knochenregeneration ist die Distraktionsosteogenese eine Wachstums-
fuge, histologisch zeigt sich jedoch eine rein intramembrandse — oder gemald Yasui
transchondrale — Ossifikation (266). Lediglich dort, wo das Periost dinn aufliegt findet

sich &hnlich der Wachstumsfuge appositionelles Knochenwachstum. Der ublicherweise
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bei Kallusheilung auftretende Knorpel findet sich nach llizarov bei der Distraktionsos-
teogense nicht. Unter suboptimalen Bedingungen wie z. B. durch Auftreten von Scher-
kraften, zu schneller Distraktion, vaskularem Defizit, etc. finden sich dagegen nicht
resorbierte Hamatomreste und Knorpelhaufen, die durch vaskulare Invasion aufgeldst
werden (Chondroklasie). llizarov weist daher ausdrticklich auf die nétige mechanische
Stabilitat der Knochenenden hin. Durch stabile Fixation, Gewichtsbelastung und aktives
Muskeltraining wird die lokale Blutzirkulation verbessert, die Ausheilungszeit verkurzt

und einer Inaktivitatsosteoporose vorgebeugt (116, 118, 120, 117, 121).

1.1.4 Distraktionsosteogenese heute

Zahlreiche Publikationen sind zu diesem Thema in den letzten Jahren erschienen. Im
Wesentlichen entsprechen die Verfahrensweisen bei Distraktionsosteogenese dem Ili-
zarov-Konzept. Material und Fixateurkonstruktionen wurden erneuert. Mit der Einfih-
rung von Titan-Pins wurde eine deutliche Reduktion der Pininfektionsrate erreicht. Zum
anderen ist der Komfort fur den Patienten durch die Gewichtsreduktion der leichteren
Carbon-Ringsysteme gestiegen. Die komplette Transfixion durch Kirschnerdrédhte wur-
de durch Half-Pin-Modelle (Orthofix, AO Modell) erganzt und mit ersteren kombiniert
(sog. Composite-Fixateure).

Anwendung findet die Distraktionsosteogenese in groRen Bereichen der Orthopadie
und Unfallchirurgie. Die Behandlung komplizierter Knochenbriiche mit ausgedehnten
Knochen- und Weichteildefekten oder nach Trauma infizierter, nicht konsolidierter Bru-
che gestaltet sich sehr schwierig und ist mit einer hohen Komplikationsrate verbunden.
Haufig muss trotz aller Bemihungen amputiert werden. Hier eroffnet die llizarov-
Technik alternative Perspektiven (196). Auch in der Behandlung bestehender Skelett-
deformitaten aufgrund z. B. metabolischer Knochenerkrankungen ist diese Technik von
grof3em Vorteil. Sie ermdglicht eine Korrektur axialer Fehlstellungen oder Biegungsde-

formitaten in einem Behandlungsschritt (121, 236).

Experimentell und klinisch sind die von llizarov aufgestellten Grundprinzipien im Einzel-
nen eingehend durch die Arbeitsgruppe um Aronson et al. an Hunden- und Ratten-
Modellen untersucht worden (9, 10, 7, 12, 16, 13). Dabei wurde Rate, Rhythmus, Korti-
kotomie versus Osteotomie, Dauer der Latenzperiode, Verwendung verschiedener Fi-

xateursysteme u. v. a. getestet.

—27—



Eine tagliche Rate von 1 mm hat sich dabei sowohl experimentell als auch klinisch
etabliert. Bei schlechter Mineralisierung rat Aronson (9, 14) eine Verringerung auf zu-
nachst 0,75 mm und dann auf 0,5 mm pro Tag. Umgekehrt ist bei vorschneller Konsoli-
dierung die Rate auf 2 mm zu steigern. Der Rhythmus ist entscheidend fur eine
kontinuierliche Distraktion und somit flr eine optimale Knochenregeneratbildung und
naturlich Weichteilschonung. Eine Unterteilung der Rate in viermal taglich durchgefuhr-

te Einzel-Distraktionen ist wiinschenswert.

Ein gewisses Mal3 an axialer Mikrobewegung kann nach Untersuchungen von Goods-
hip und Kenwright die sekundare Frakturheilung beschleunigen. Sie scheinen im Be-
reich von wenigen Mikrometern zu liegen (95, 134). Die Arbeitsgruppe um Claes
entwickelte hierzu die Moglichkeit, durch den Vergleich eines ,Finite Element Modells*
mit den histologischen Ergebnissen eines Frakturmodells die knécherne Gewebsreakti-
on bei unterschiedlichen mechanischen Belastungen vorauszusagen (51). Demnach
wird durch lokal wirkende Kréfte die Ossifikationsform entscheidend beeinflusst. Dies
entspricht dem von llizarov postulierten ,Trampolin-Effekt” durch Belastung bei physio-

logischem Gebrauch wahrend der Distraktionsosteogenese (118).

Die Einhaltung der Latenzperiode tragt nach weitverbreiteter Meinung entscheidend zu
einer rein intramembrantsen Ossifikation bei. Das so gebildete fibrovaskulare Binde-
gewebe fungiert als artifizielle Wachstumszone und ist Ursprung des sich neu formie-
renden Knochens (31). Aronson hat unterschiedliche Lokalisationen der Kortikotomie
bei unterschiedlicher Dauer der Latenzperiode untersucht (12). Er verglich das Hei-
lungsverhalten von proximal metaphysarer mit middiaphysarer Lokalisation. Dabei fuhr-
te die metaphysére Distraktion zu einer besseren und schnelleren Knochenbildung und
Mineralisation. Erstaunlicherweise zeigte sich in beiden Gruppen bei Auslassen der
Latenzperiode ein wesentlich kleinerer Heilungs-Index (Behandlungszeit/cm neu gebil-
deter Knochen) als bei einer Latenzzeit von 7, 14 bzw. 21 Tagen. Des Weiteren fiihrte
eine zu lange Latenz (> 14 Tage) zu einer vorzeitigen Konsolidierung. Er folgert daraus,
dass die Bildung und Konsolidierung ohne Latenzperiode am effektivsten ist und so das
osteogene Potential nicht behindert wird. Es ist anzunehmen, dass durch zu langes
Warten Knorpelanlagen entstehen und die Knochenbildung, welche dann eine Mi-
schung aus enchondraler und intramebranéser Ossifikation darstellt, langer dauert. Ei-
ne ausreichende Konsolidierungsperiode scheint fur eine erfolgreiche Ausheilung
bedeutsamer zu sein. Dennoch kommt den Verfahren ohne Markraumschonung die
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Einhaltung einer Latenzperiode entgegen, um eine medullare Revaskularisation zu ge-

wabhrleisten.

Quantitative Untersuchungen zeigten einen Anstieg der Blutversorgung auf das 7-fache
des Normalwertes (Gegenseite) wahrend der Distraktionsphase, gefolgt von einem Ab-
fall auf das 3-fache des Normalen wéhrend der Remodelingphase (16). Das bestatigt,
welche wichtige Rolle dem Erhalt der Blutversorgung zukommt. Histologisch und radio-
logisch fand sich nach Osteotomie bzw. Kortikotomie mit bzw. ohne resorbierbarem
Knochenwachs zur zeitweiligen Unterbrechung der medullaren Blutversorgung im Dist-
raktionsspalt kein Unterschied bezuglich der medullaren und periostalen Osteogenese
bzw. der neu gebildeten Knochenmenge. Delloye et al. unterstreichen somit in diesem
Zusammenhang die ebenfalls wichtige Rolle des Periosts (67, 66). Neben den Mark-
raumgefallen ist es die wichtigste Struktur, die eine ausreichende Blutversorgung und
somit eine erfolgreiche Distraktion gewahrleistet. Der periostale Kallus versorgt die pe-
ripheren Anteile des Knochenregenerates und ist auch in der Lage, die Bildung des
endostalen Kallus zu férdern. Dies fuhren die Autoren auf eine mdgliche Revaskularisa-
tion der Medulla durch einen zentripetalen Blutfluss aus dem periostalen System und
im geringeren Ausmald durch die Proliferation neuer Gefalle aus den metaphysaren
Arterien zuriick. Bei vollstandiger Unterbrechung durch z. B. Knochenzement wird die
Ausbildung eines endostalen Kallus zwar verhindert, der Erhalt der medullaren Arterien

ist jedoch nicht unabdingbare Voraussetzung fur eine erfolgreiche Distraktion.

Frierson et al. schlieBen daraus, dass zur erfolgreichen Distraktionsosteogenese der
Erhalt des Periosts wesentlich wichtiger sei als die sorgfaltige Kortikotomie. Sie haben
das Konsolidierungs- und Durchblutungsverhalten nach herkdmmlicher Kortikotomie
und anderen Osteotomieverfahren im Tierversuch an Hunden histologisch untersucht
(85). Die Kortikotomie wurde dabei mit Osteotom und Hammer unter Erhalt des Mark-
raumes durchgefihrt, die Osteotomie entweder durch Setzen mehrerer Bohrlécher und
anschlieBender Verwendung eines Osteotoms oder mittels einer oszillierenden Sage.
Radiologisch zeigte sich ein Ausbleiben der endostalen Kallusbildung und sogar ver-
spatete Konsolidierung nach Anwendung der oszillierenden Sége. Die Durchblutung in
Periostndhe nahm in dieser Gruppe sogar deutlich ab. Insgesamt jedoch kam es zu
einer rapiden Neovaskularisation und Rekanalisation der Arteriolen auch nach Durch-
trennen des Markraumes mittels Osteotom. Histologisch zeigten sich in den beiden ers-

ten Gruppen unter Verwendung des Osteotoms keine signifikanten Unterschiede. In
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beiden Fallen kam es zur primaren membrantsen Knochenheilung. Dagegen zeigten
sich im histologischen Bild der letzten Gruppe nach Kortikotomie mittels oszillierender
Sage Felder mit Faserknorpel und fehlende Gefal3neubildung. Die Autoren beflirworten
daher die weniger komplizierte transverse Osteotomie anstelle der technisch aufwendi-

geren Kortikotomie mit dem Osteotom.

Histologische Untersuchungen des Knochenregenrates nach Anwendung unterschiedli-
cher Fixateursysteme (multiplanar, full-pin llizarov-System versus uniplanar, half-pin
Wagner-System) in einem Tierversuch an Hunden zeigten bei zwar gleichen Knochen-
volumina Regeneratgewebe unterschiedlicher Qualitat (10). So fanden sich trotz initial
paralleler Ausrichtung des half-pin Fixateurs zur Tibiaachse Winkelbildungen der kolla-
genen Fasern, Gefal3e und zellularen Anteile sowie verspatete Ossifikation. Als mogli-
che Ursache sind unterschiedlich auf das Regenerat wirkende Kraftvektoren aufgrund
der verschiedenen Fixateurmontagen und daraus resultierende Beeinflussung der in-

tramembranosen Ossifikation anzunehmen.

Durch die weniger aufwendige Montage, einfache Handhabung, vielseitige Anwendbar-
keit, Dynamisierungsmaoglichkeit, geringe Weichteiltraumatisierung und Patientenbe-
eintrdchtigung besitzt die unilaterale externe Stabilisierung in der klinischen Praxis
dennoch einen Stellenwert (97). Ebenso wird die Distraktion und der Segmenttransport
Uber Marknégel klinisch eingesetzt (41, 129, 197). Vorteile dieses Verfahrens sind nicht
nur zusatzliche Stabilitat und kontrollierte anatomische Ausrichtung des Knochentrans-
portes, sondern auch die weniger aufwendige externe Fixierung. Brunner et al. betonen
den erheblichen Komfortgewinn fur den Patienten. Ein externer Zugapparat ist nur wah-
rend des Segmenttransportes, also 1/3 der notwendigen Fixierungszeit erforderlich. An
Schafstibiae konnten sie nachweisen, dass trotz der durch Marknagelung verursachten
intramedullaren Durchblutungsstérung alle Schaftdefekte kontinuierlich knéchern und
primar réhrenférmig Uberbruckt wurden (41). Die alternativen Verfahrensweisen zum
Ringfixateur reichen vom Mono- Uber den Hybridfixateur tiber den Marknagel + Fixateur
bis hin zum vollimplantierbaren, programmierbaren Verlangerungsnagel, mit ihren je-
weiligen Indikationsstellungen, Vor- und Nachteilen (31). Beim Segmenttransport wird
alternativ zu Halfpins und llizarov-Drahten auch die Zugseilmethode eingesetzt. Vorteile
aller Zugseilsysteme sind die Vermeidung von Weichteilverziehungen, die niedrigere

Pin-Infektionsrate und ein erhohter Patientenkomfort (197, 41).
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1.2 Das Wachstumshormon
1.2.1 Allgemeines

Das Verstandnis der zellularen und biochemischen Prozesse des Knochenmetabolis-
mus ist elementare Voraussetzung, anabole Substanzen auf eine mogliche Akzelerati-
on und Verstarkung der Knochenheilung/-bildung zu testen. Hierzu sind zahlreiche
Publikationen, beruhend auf experimentellen und klinischen Studien erschienen (45,
59, 79, 106, 158, 166, 165, 167, 200, 255, 256). Sie liefern fundamentale Erkenntnisse
z. B. hinsichtlich Erforschung und Behandlungsmdéglichkeiten der Osteoporose. So
konnte z. B. durch koérperliches Training oder Parathormonsubstitution eine Zunahme
der Knochendichte bzw. -maR3e erreicht werden (48, 75, 145, 164, 173, 232). Ebenso
bewirkt die Vitamin D- bzw. Fluoridsubstitution einen ginstigen Einfluss auf die verteb-
rale Osteopenie (76, 163). Die Ergebnisse auf diesem Feld zeigen klar die hormonelle
Beeinflussbarkeit des Knochens. Somit liegt die Fragestellung nahe, ob sich auch die
Frakturheilung, als Ereignis der Knochenneubildung, exogen durch z. B. Applikation

von Hormonen beeinflussen lasst.

Eine systemische Beeinflussbarkeit der Frakturheilung lasst sich auch aus der Beo-
bachtung ableiten, dass Patienten mit schweren Kopfverletzungen oft eine schnellere,
mit einer starkeren Kallusbildung einhergehende Knochenheilung als Patienten ohne
Kopfverletzungen zeigen (188). Einige Autoren berichten Uber eine ipsilateral verstarkte
Knochenbildung distal einer skelettalen Verletzung, wahrend andere sogar eine gerin-
gere mechanische Belastbarkeit beobachten (19, 135). Auch wird unter systemischer
Applikation von Factor Xlll eine beschleunigte Ausheilung von Frakturen beobachtet
(32, 49, 50, 107).

Aus der Endokrinologie war die Wirkung des Wachstumshormons (GH) auf das Skelett
seit den frihen 50iger Jahren bekannt. Der Zusammenhang zwischen dem Mangel
oder Fehlen des Hormons und verzogertem Langenwachstum mit einhergehendem
Minderwuchs bei Kindern bzw. umgekehrt Akromegalie bei Patienten mit wachstums-
hormonproduzierenden Tumoren bei vermehrtem appositionellem Wachstum fihrte zu

einem regen Interesse der Wissenschaft (83).
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Erstmals 1956 beim Menschen entdeckt, lag seine Bedeutung zunachst in der Behand-
lung wachstumshormondefizienter Kinder (238). Die systemische Wirkung von GH so-

wie seiner Mediatoren auf die unterschiedlichsten Gewebe wurde untersucht.

Neben der systemischen Beeinflussbarkeit der Knochenbildung sind in den letzten
zwanzig Jahren zunehmend lokale Mediatoren in den Mittelpunkt des Interesses ge-
rickt. So zeigte sich, dass in der Knochenmatrix zahlreiche Wachstumsfaktoren
(Growth factors) vorhanden sind. Im Falle einer Verletzung/Fraktur werden diese frei-
gesetzt (19, 115, 126, 209, 255). Sogenannte bone morphogenetic proteins (BMP’s)
(56, 57, 92), fibroblastic like growth factors (FGF's) (44, 125, 244, 254), transforming
growth factors (TGF's) (105) und plateled-derived growth factors (PDGF’s) (98, 112)
scheinen die Knochenbildung zu stimulieren. Auch die Prostaglandin E2 Substitution
fuhrt zu einer beschleunigten Heilung (133). Nachteile dieser lokal wirksamen Wach-
stumsfaktoren sind jedoch vor allem die schwierige Administration mit einer limitierten
Aufnahme in der Frakturzone und unsichere effektive Konzentrationsspiegel bei nicht

optimierter Freisetzungskinetik.

Obwohl gerade bei der Optimierung der sequentiellen und permanenten Freisetzung
von Wachstumsfaktoren Fortschritte gemacht wurden, muss immer noch auf nicht-
humane Kollagene zurtickgegriffen werden. Ebenso muss weiterhin bei der Applikation
an geschlossenen Frakturen die Frakturzone eroffnet werden. Der voriibergehend als
Alternative erscheinende Weg der Applikation von Wachstumsfaktoren tber virale Vek-
toren scheint noch weit von seiner klinischen Einsetzbarkeit entfernt zu sein. Somit ist
eine Stimulation der Frakturheilung durch Hormone, insbesondere durch das Wach-
stumshormon (Somatotropin, Growth Hormone, GH), nach wie vor eine interessant er-
scheinende Option. Das seit ca. 20 Jahren gentechnisch herstellbare humane Hormon
ist in seinen pharmakologischen Eckdaten durch den langjahrigen Einsatz in der Er-
satztherapie gut bekannt. Zunehmende Erfahrungen werden derzeit in der Anwendung

an nicht defizienten Patienten in der Anti-Aging Medizin gesammelt.

1.2.2 Wirkung des Wachstumshormons (GH)
1.2.2.1 Allgemeine Wirkung

Das humane Wachstumshormon (GH, Growth factor, STH, somatotropes Hormon) wird
im Hypophysenvorderlappen gebildet. Seine Ausschittung steigt wahrend der Kindheit
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langsam an, erreicht in der Pubertat sein Maximum und fallt danach wieder ab. Die
Synthese wird durch die im Hypothalamus produzierten Releasing- und Inhibiting-
Hormone gesteuert. Es wirkt auf kein spezifisches Endorgan. Seine endokrine Wirkung
entfaltet es Uber eine Stimulation der DNA-Synthese, Steigerung der Proteinproduktion
sowie Erhdhung des Glucagonspiegels. In der Leber wird die Gluconeogenese gestei-

gert, der Glucosespiegel nimmt aufgrund seiner insulinantagonistischen Wirkung zu.

Seinen auf das Gewebe stimulatorischen, systemischen Effekt erzielt es sowohl direkt
als auch indirekt durch seine beiden Mediatoren: Insulinlike Growth Factor (IGF) | und
[I. Speziell dem IGF | wird dieser Effekt zugeschrieben. Es wird hauptsachlich in der
Leber synthetisiert (81, 99) und zeigt insulindhnliche Wirkung, ohne jedoch durch Insu-
linantikdrper blockiert zu werden (86, 201). Im Blut wird IGF | an Proteine (IGFBP’s =
IGF-Binding-Proteins) gebunden.

Erstmals beschrieben Salmon und Daughaday 1957 einen Stoff, der als Mediator des
GH auf die kindlichen Knorpelzellen in der Epiphysenfuge galt, das Somatomedin C
(208). Es sollte sich spéater zeigen, dass das von Rinderknecht und Humbel (203, 202)
aus menschlichem Korper isolierte IGF | und das Somatomedin C strukturidentisch
waren. Verschiedene in vivo- und in vitro-Studien zeigen einen anabolen aber auch ka-
tabolen Effekt von GH bzw. IGF.

1.2.2.2 Die “Dual Effector Theory” der Wachstumshormonwirkung

1985 stellte Green die sogenannte ,Dual Effector Theory* auf (99). In dieser regt GH
am Beispiel der Chondrozyten der Epiphysenfuge tGber GH-Rezeptoren direkt die Diffe-
renzierung der Vorstufen an und erhoht gleichzeitig die Sensibilitat der Zellen gegenu-
ber IGF I. AuBerdem kommt es durch GH zu einer vermehrten lokalen Freisetzung von
IGF I.

Die proliferationsférdernde Wirkung des GH wird durch in vitro-Versuche mit hypophy-
sektomierten Ratten bestétigt (146). Dabei entfaltet GH eher auf Vorlauferzellen und
IGF | auf differenziertere Zellen Wirkung. In weiteren Versuchen tritt ein verspateter
Effekt des GH gegentber IGF | ein. Eine mediatorgestitzte Wirkung liegt somit nahe.
So dokumentierte Ohlson einen nachlassenden Effekt des GH bei héherer Zelldichte,
welcher durch héhere Konzentrationen im Gegensatz zu IGF nicht ausreichend zu stei-

gern war (175).
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Es zeigte sich weiterhin, dass GH allgemein nicht nur zu einer gesteigerten IGFI-
Produktion in der Leber sondern auch im mesenchymalen Gewebe fuhrt (79, 80, 244).
Es hat somit einen indirekten, mediatorgesteuerten Einfluss auf mesenchymales Ge-

webe. Morel vermutet sogar einen direkten Einfluss (160).

Im Folgenden soll auf die Wirkung auf Knochen- bzw. Knorpelbildung sowie Frakturhei-

lung eingegangen werden.

1.2.2.3 Die Wirkung des Wachstumshormons (GH) auf Knorpelgewebe

Da ein Zusammenhang zwischen GH und dem Langenwachstums des Knochens nahe
liegt, konzentrierten sich die Untersuchungen auf Prozesse der kindlichen Epiphysen-
fuge. Zunachst wurde kein direkter mitogener Effekt des GH auf Knorpelzellen vermutet
und dem IGF | der alleinige Anteil der Replikation zugeschrieben (127, 249). Bei lokaler
Anwendung von GH an hypophysektomierten Ratten konnte dennoch eine anabole
Wirkung nachgewiesen werden, die sich jedoch durch Somatomedin C-Antikérper an-
tagonisieren liel (171, 220, 243). Eine Somatomedin (IGF I)-vermittelte Wirkung liegt
somit nahe. Isaksson beschreibt dagegen einen direkten stimulatorischen Effekt des
GH's auf das Langenwachstum (124). Eine mitogene Wirkung auf hyaline Knorpel wie

Nasenseptum oder Ohrmuschel scheint ebenfalls vorzuliegen (150, 249).

Zusammenfassend wirkt GH sicher proliferationsfordernd auf den epiphysaren Knorpel
der langen Réhrenknochen (177, 256).

1.2.2.4 Die Wirkung des Wachstumshormons (GH) auf Knochengewebe

Die Wirkungsweise des GH auf den Knochenmetabolismus ist Gegenstand vieler Stu-
dien (103, 122, 138, 175, 184, 230, 240, 263). Diese zeigen einen &ahnlich mitogenen
Effekt auf Knochenzellen. So fanden Slootweg et al. in vitro eine mitogene Wirkung auf
fetale Mausosteoblasten, hier jedoch im Gegensatz zum Chondrozyten verstarkt auf
ausdifferenzierte Formen (229). Spater dokumentierten sie eine direkte Stimulation der
DNA — Synthese fetaler Kickenosteoblasten und wies neben den IGF | und II-
Rezeptoren einen high-affinity-GH-Rezeptor am Mausosteoblasten nach (226, 228,
230). Er beschrieb zudem einen autokrinen — parakrinen Effekt des IGF | (225, 227,
230). Die direkte Stimulation tber GH-Rezeptoren am Osteoblasten wurde bereits ers-

tmals 1991 von Barnard beschrieben. Diese fanden sich an ausdifferenzierten Osteob-
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lasten in hoherer Konzentration (30). Durch in vivo-Studien werden diese Ergebnisse

an der fetalen Ratte bestatigt, nicht jedoch am Schwein (68, 160).

Auf der Suche nach einem ahnlichen Zusammenhang zwischen GH und IGF wie beim
Knorpelgewebe, sind die Ergebnisse ebenfalls unterschiedlich. Wahrend beim unreifen
Mausosteoblasten eine GH-induzierte IGF-Sekretion zu sehen ist (225, 227, 230, 263),
finden sich diese Beobachtungen beim menschlichen Osteoblasten nicht (80, 131). Da-
gegen ist die Wirkung von IGF | auf den Osteoblasten in vitro sowohl beim Menschen
als auch bei Maus/Ratte einheitlich. Es zeigt sich eine Stimulierung der Proliferation
und Differenzierung sowie der Matrixsynthese (30, 255). Die IGF I-Synthese im Osteob-
lasten wird zudem gesteigert und IGF-Binding-Proteine gebildet (46, 68, 225, 227).

Beim Knochenremodeling-Prozess hingegen scheint GH sowohl Osteoblasten als auch
Osteoklasten via IGF | zu stimulieren (101, 109, 172, 234). Yeh et al. zeigten in einer
Reihe von Versuchen an Ratten, dass die zusatzliche GH-Substitution zu einer initialen
Potenzierung der Trainingseffekte auf die Knochenbildung fihrte und den Serumspie-
gel des IGF | erhohte. Dies war jedoch nur am Réhrenknochen, nicht aber am vertebra-
len Knochen zu beobachten. Sie fanden eine erhthte Osteoblastenanzahl sowohl
periostal als auch endostal. Dort sogar mit einer gesteigerten Aktivitat, welche durch
eine erhohte Mineralappositionsrate gekennzeichnet war (267, 268). Jorgensen berich-
tete bei Ratten Uber eine héhere biomechanische Steifigkeit an Femur und Tibia nach
Langzeitbehandlung mit biosynthetischem humanem GH (128). Beim Menschen konnte
durch Messung der Knochenumbauparameter an jungen ménnlichen Probanden, ge-
sunden postmenopausalen Frauen sowie Frauen mit postmenopausaler Osteoporose
durch GH-Substitution eine Stimulation der Osteoblasten bei gesteigertem Knochenre-
modeling in allen drei Gruppen dokumentiert werden (40). Dem GH ist daher in der
Therapie und Pravention der Osteoporose eine mdgliche Rolle zugeschrieben worden
(3). Kassem et al. konnten im Gegensatz zu diesen Untersuchungen keinen in vivo-
Effekt auf das Skelett durch GH-Applikation nachweisen (131).

Es steht jedoch fest, dass bei der Behandlung wachstumshormondefizienter Erwach-
sener nach GH-Substitution eine Zunahme der Knochenmasse sowie ein Anstieg bio-

chemischer Marker der Knochenformation bzw. -resorption stattfinden (159, 210, 211).
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1.2.2.5 Die Wirkung des Wachstumshormons (GH) auf die Frakturheilung

Schon frih wurde versucht, den Heilungsprozess einer knéchernen Verletzung zu be-

schleunigen (72, 169, 193, 246). Das Wachstumshormon kommt hier in vielen Versu-

chen zum Einsatz. Jedoch sind die Ergebnisse der mit Ratten, Mausen, Hasen und

Hunden durchgefiihrten Studien uneinheitlich. Einige Autoren berichten tber eine be-

schleunigte und verstarkte Kallusbildung sowie verbesserte Kallusaushartung und bio-
mechanische Belastbarkeit (17, 25, 28, 29, 139, 136, 137, 147, 161, 170, 224), andere
Uber fehlenden Effekt oder sogar verzogerte Konsolidierung (47, 103, 104, 169, 174,
223, 246; Tab. 1 und 2).

Tabelle 1: Literaturtibersicht tber GH-Applikation wahrend der sekundéaren Frakturhei-

lung
Autor Spezies, Anz., |Fraktur-modell | GH-Art, Dosis, Evaluation des
Sex, Alter Applikationsfrequenz, |Effektes unter

Behandlungsdauer, GH-Gabe
Follow-up

Silberberg 24 junge Mee- |Geschlossene |Rind, 1xtgl, 4 Gr., GH: | Qualit. Histologie

1935 (224) schweine, Tibiafraktur 4, K: 2, 0. ges. Fl-up: Schnellere Ossi-

Sex? 6,10,14,21 T. fikation

Koskinen 40 weibliche Geschlossene | Mensch, 30 tibia units, | Histomorph. X-

1959 (139) Ratten, Alter? | Tibiafraktur Ixtgl, 5 Gr.,, GH/K: 5, |Rayplanimetrie
U.ges. Fl-up: 6,10,14,18, | Signif. Zunahme d.
22 T. Kallusflache

Shepanek Mannl. Mause | Tibiafraktur Rind, 50 gamma 1xtgl, 4 | Qualit.Histologie

1953 (223) 4 -6 Wo. alt Gr. GH/K: 10, U.ges. Quant. X-Ray Kein
Fl-up: 5, 10, 15, 20 T. Effekt

Udupa, 40 junge Rat- | Geschlossene |Rind, 0,1mg 1 x jeden | tens.Steifigkeit -

Gupta 1965 |ten, Sex? Humerusfraktur | 2.Tag, 5 Gr. GH/K: 4, kein Effekt, qualit.

(246) u.ges. Fl-up: 1,2,3,4,5 Histo.-
Wo. schnell.+ausgepr.

Kallusbildung

Harris et al. | Ausgew. weibl. | Offener Defekt |Art? 0,461Ulxtagl., 5 max. tens. failure

1975 (104) Hasen, Anz.? Gr., Anz?, iU.ges. Fl-up: |load, kein Effekt
1,2,3,4,5Wo

Northmore- |65 ausgew. Geschlossene | Rind, 5mg 5xwéch. 5 tors. Steifigkeit,

Ball Ratten, Sex? Femurfraktur, Gr., Anz?, U.ges. Fl-up: | moderate Stimul.

1990 (174) Marknagelung |2,3,4 Wo, nur K=Gr. 5,7 | nur in der frilhen

Wo.

Phase

Anz. = Anzahl, U.ges.Fl-up = Uber gesamten Untersuchungszeitraum, GH = Behandlungsgrup-
pe, K = Kontrollgruppe, Gr = Gruppe, X-Ray = Roéntgen, tens = tensile, tors. = torsionale, qualit.

= qualitative
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Tabelle 2: Literaturtibersicht tber GH-Applikation wahrend der sekundéaren Frakturhei-

lung
Autor Spezies, Fraktur- GH- Art, Dosis, Evaluation des
Anz., Sex, modell Applikationsfrequenz, Effektes unter
Alter Behandlungsdauer, GH-Gabe
Follow-up
Bak et al. 36 weibl. Geschlossene | Re-human. GH, Mech. destruktive
1990 (27) ausgew. = 3 |diaphys.Tibia- | 1mg/kg/KG 2 x tagl., 1. 3Punkt-Biegung,
Mon. Ratten | fraktur, Mark- Gr. 20 Tage: GH: 9, K: n. 40Tagen 400%
nagelung Ti- 11, 2.Gr. 40 Tage max. Steifigk. i.
biafraktur Vgl zur Kontrolle
Bak et al. 48 mannl. S. 0. Re-human. GH, Mech. destruktive
1991 (25) alte = 2 Jah- 1,35 mg/kg/KG 2 x tagl., | 3Punkt-Biegung
re Ratten 1. Gr. 40 Tage: GH:13, K: | n.80Tagen 63%
12, 2.Gr. 80 Tage max.Steifigk.i.Vgl
GH: 11, K: 12, GH / K: 8, |zur Kontrolle
Nielsen et al. 44 weibl. S. 0. Re-human.GH, Mech. destruktive
1991 (170) ausgew. = 2 1,35 mg/kg/KG 2 x tagl., | 3Punkt-Biegung,
Mon. Ratten a3 Gr. signif. Anstieg in
GH: 32, K: 12, der 2. + 3. Wo
1 Woche=10,
2 Wochen=10,
3 Wochen=12
Carpenter et al. | 27 mannl. Standardisierte | Re-human.GH, Mech. destruktive
1992 (47) ausgew. Tibiaosteo- 150 pg/kg/KG 5 x 4Punkt-Biegung,
Hasen tomie wochentl., a 3Gr. qguant. X-Ray, in
4 Wo. GH:4, K:5, vivo Compliance
6 Wo. GH:6, K:4 Kein Effekt
8 Wo. GH:3, K:3

Anz. = Anzahl l.ges.Fl-up = lber gesamten Untersuchungszeitraum, GH = Behandlungsruppe
K = Kontrollgruppe, Gr = Gruppe, X-Ray = Rontgen, tens = tensile, tors. = torsionale, Re-
human = recombinantes, humanes GH

Unterschiedliche Versuchsdesigns ermdglichen jedoch kaum eine Vergleichbarkeit.

Verschiedene Wachstumshormondosierungen mit unterschiedlicher Applikations-
frequenz und -art, abweichende Anzahl in Versuchs- und Kontrollgruppe mit nicht aus-
gewachsenen Tieren oder sogar unterschiedlichem Alter und Geschlecht kamen zur
Anwendung. Dies sind jedoch Faktoren, die gerade bei der Anwendung von Wach-
stumshormon bertcksichtigt werden mussen. Neuere Untersuchungen zeigen unter
Verwendung allogener Wachstumshormone die Bildung von Antikérpern (58, 149, 248).

Keine der Studien verwendet speziesspezifisches Wachstumshormon.
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1.2.2.6 Bisherige Untersuchungen zur Rolle von Wachstumshormon (GH) und IGF | bei

der Distraktionsosteogenese

Auch bei der Distraktionsosteogenese finden sich Auswirkungen auf die GH-IGF-
Achse. Schumacher et al. konnten eine erhdhte periostale IGF I-Konzentration wahrend
Distraktion an Kaninchentibiae nachweisen (221). Systemische IGF I-Administration
zeigte im Tierversuch an Ratten eine Akzeleration der Knochenbildung in einem 5 mm
Defekt des Os zygomaticum (240). Unter IGF I-Infusion wahrend der Distraktionsosteo-
genese konnte nach Mandibular-Distraktion an Ratten eine erhthte Aktivitat der Os-
teoblasten nachgewiesen werden. Zudem fand sich auch bei einer Distraktionsrate von
3 mm/d eine kndcherne Uberbriickung (237). AuRerdem fiihrt die Distraktionsosteoge-
nese zur Bildung systemischer knochenzellularer Mitogene (114) ahnlich der Genex-
pression extrazellularer Matrixproteine bei stimulierter Frakturheilung im Rattenmodel
(115).

1.2.3 Histologie und Biologie der Frakturheilung unter GH-Substitution

Die Arbeitsgruppe um Bue Bak und Lis Mosekilde befasst sich ausfiihrlich mit der Er-
forschung der Frakturheilung. So untersuchten sie mittels eines standardisierten Tibiaf-
raktur-Modells an Ratten u. a. den Einfluss des Alters auf Heilungsverhalten sowie
biomechanische Eigenschaften des Knochenregenerates (24, 25, 26, 27, 28, 29). Sie
setzten zudem ein Wachstumshormon ein und fuhrten eine histologische Untersuchung
durch (161). Das Versuchsdesign entsprach den biomechanischen Studien, in denen
eine hohere biomechanische Stabilitdt des gebildeten Regenerates bei jungen und alte-

ren Ratten unter Wachstumshormonsubstitution nachgewiesen werden konnte (25, 29):

Nach exakt reproduzierbarer Tibiafraktur und anschlie3ender Marknagelung erhielt die
Halfte der Ratten menschliches Wachstumshormon (GH) fir 20 Tage, die andere Half-
te Placebo (NaCl). Jeweils am 10., 20., 30., 40., 50. und 80. Tag wurde ein Teil der Tie-
re getétet, histologisch aufgearbeitet und histomorphometrisch untersucht. Alle Tiere
zeigten sekundare Frakturheilung mit Ausbildung eines externen Kallus. Das Kallusge-
webe bestand aus Knorpel und Bindegewebsfasern. Distal und proximal der Fragment-
enden zeigte sich Geflechtknochen. In der GH-Gruppe kam es zur vermehrten
Einwanderung von Zellen aus dem Knochenmark. Am 20. Tag zeigte sich ein struktu-

reller Unterschied in Form eines aufgelockerteren Kallus bei den GH-Tieren. Bis zum
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30. Tag verstarkte sich dieser Effekt. In beiden Gruppen bestand der Kallus nun voll-
standig aus Geflechtknochen, wobei der Kallus der GH-Tiere in Lange und Durchmes-
ser deutlich groRer war. Er bestand aus einem lockeren Netzwerk von
Geflechtknochentrabekeln, das sich in der Gesamtknochenmasse aber nicht von der
Kontrollgruppe unterschied. Erst nach 40 Tagen nahm auch die Gesamtknochenmenge
gegenuber der Kontrollgruppe zu. Nach 80 Tagen hatten Tiere der Kontrollgruppe den
externen Kallus vollstdndig abgebaut, wahrend in der GH-Gruppe immer noch aufgelo-

ckerte Trabekel zu finden waren.

Zusammenfassend zeigt sich in dieser Studie eine abnormal grofRe Kallusbildung be-
stehend aus Geflechtknochen nach 30 Tagen mit Zunahme der Gesamtknochenmenge
nach 40 Tagen. Dies erklart zwar die hohere biomechanische Belastbarkeit, ein qualita-
tiv hochwertigerer Kallus entsteht jedoch nicht. Auch scheint die Gabe von Wach-
stumshormon nicht zu einer beschleunigten Ausheilung insbesondere einer
beschleunigten Mineralisierung zu fuhren. Im Gegenteil, der Umbau zu kortikalem Kno-

chen erscheint sogar verzogert.

1.3 Die Histomorphometrie
1.3.1 Entwicklung der Bildanalyse
1.3.1.1 Allgemeines

Schon immer gilt das Interesse nicht nur den qualitativen Untersuchungen wie der His-
tologie. Mit Hilfe der Histomorphometrie wird versucht, auch quantitative Informationen
hinsichtlich der Zellzahl bzw. -dichte oder Form zu bekommen, um z. B. eine Vergleich-
barkeit unterschiedlicher Schnitte herzustellen. Aulerdem kénnen Flachenberechnun-
gen bei angefarbten Arealen abgeschéatzt werden. Sie liefert somit Informationen Uber
zeitliche Zusammenhé&nge biohistologischer Verdnderungen und ermdoglicht Verlaufs-
beobachtungen gleich den Jahresringen eines Baumes. Sie kann als einzige Methode
erfassen, ob eine Veradnderung durch Zellaktivitdtsunterschiede oder durch Zellzahl-

vermehrung verursacht wurde.
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1.3.1.2 Historischer Hintergrund

Um subjektive Eindricke des Untersuchers zu objektivieren, wurden verschiedene Me-
thoden entwickelt. So etablierte sich zunachst die manuelle Punkt-Auswertung nach der
Methode von Merz und Schenk 1970 (157, 156). Schenk berichtete bereits erstmals
1967 uber die Mdglichkeit, Umbauvorgédnge der Knochenkompakta morphometrisch zu
analysieren (218, 214) und orientierte sich hierbei an der von Rosival dargelegten geo-
metrischen Gesteinsanalyse zur ziffernmafigen Feststellung des Quantitatsverhaltnis-

ses der Mineralbestandteile (207).

Diese beruht auf der Theorie, dass durch Anwendung eines Zahlnetzes nach den Ge-
setzen der geometrischen Wahrscheinlichkeit (Delesse, 1847) eine dreidimensionale
Struktur aus ihrem zweidimensionalen Bild hergeleitet werden kann (63). Die Wahr-
scheinlichkeit, eine gegebene Struktur in einer willkirlichen Ebene (Sektionseben) zu
erfassen, hangt von der Bezugsebene ab. Sie ist 0, wenn diese parallel liegt, und 1,
wenn sie senkrecht aufeinander stehen. Der Anteil der Punkte, der eine geometrische
Struktur Uberdeckt, wird als Beschreibung des Volumenanteils angenommen (volumet-
rische Dichte einer einzelnen Struktur). So wird durch Zéhlnetze die Anzahl der zufalli-
gen Schnittpunkte, die eine gegebene Musterlinie mit einer Struktur bildet, ermittelt.
Nach dem Theorem von Georg Louis Leclerc Buffon (1777) muss die Zahlung mathe-
matisch durch Multiplikation des Wertes fir die Oberflachendichte mit dem Faktor 4/
korrigiert werden (153) (Abb. 6).

36 halbkreisférmige 25 gerade

Abbildung 6: Optische Z&hlnetze/Gitter nach Merz und Schenk sowie nach Zeiss
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Signal = unterschiedliche Spannung nach Grauwerten

CCR FRAME umfat 576 Linien, eine Linie umfaBt 768 Pixe! Signal digital
konvertiert durch

ADC —>
Digitales Video
umfallt 255
unterschiedliche
Grauwerie von
0-255

Al Monitor
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Lichtempfindiichkeit
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A\ Kameraobjektiv -

i \
) Schnitt auf 1 :
Makroviewer Kristalluhrfrequenz— PC - '
OUSe| gleiche PixelgroBe .
(Quadrate) Quantimet 600

Abbildung 7: Halbautomatische Bildanalyse am PC

Ein weiterer Schritt in Richtung Objektivitat ist die Weiterentwicklung der zunéchst se-
miautomatischen, computergestitzten Auswertung (Malluche et al., Optiplan von Zeiss
(152)) zur vollautomatischen, computergestitzten Bildanalyse. 1963 durch Metall Re-
search Ltd. zuné&chst als QTM A (Quantitativ Television Microscope) eingefuihrt, wurde
sie spater von Leica Cambridge Ubernommen und fand zunachst lediglich als Quali-
tatskontrolle bei Stahlverunreinigungen Anwendung in der Metallurgie. Schon bald wur-
den dessen Vorteile auch auf dem biologischen Feld genutzt, z. B. bei der Vermessung
der Luftrdume der Lunge oder in der Auswertung der Silberkérnchen in Autoradiogra-

phien. Zur Bildanalyse weiterentwickelt ist sie nun in allen Bereichen anwendbar (153).

1.3.1.3 Halbautomatsche Bildanalyse am PC

Ein leistungsstarkes Lichtmikroskop vergrof3ert das Bild, welches anschlieRend durch
eine Digitalkamera aufgenommen und an einen Computer exportiert wird. Das so digi-
talisierte Bild wird durch den Untersucher mit der entsprechenden Software wie z. B.
Quantimet 600 (Leica, Bensheim, Deutschland) weiterverarbeitet. Die durch die Bild-
analyse erhobenen Daten kdnnen zur Weiterverarbeitung in Tabellenkalkulations- und

Statistikprogramme exportiert werden (Abb. 7).
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1.3.1.4 Einflussfaktoren auf die Histomorphometrie

Hauptsachlich resultieren die Aussagen zur Qualitat der histomorphometrischen Mes-
sungen aus Untersuchungen der semiautomatischen Methode. Diese kdnnen jedoch
prinzipiell auf die Bildanalyse Ubertragen werden. Es wurden Inter- und Intraobserver
sowie Abweichungen bei statischen, dynamischen und zellularen Parametern erfasst
(53, 64). Es zeigt sich, dass die Genauigkeit der Messungen von zwei Faktoren beeinf-
lusst wird: (1). Von der Voreingenommenheit des Untersuchers mithin der Tendenz, den
wahren Wert ermitteln zu wollen. (II). Von der Prazision, also dem Grad der Streubreite
zum anderen. Werden Messungen durch unvoreingenommene oder ,unvorbereitete”
Untersucher durchgefihrt, ist die Streubreite grof3 und somit unprézise. Umgekehrt sind
Messungen prazise, ist der Untersucher voreingenommen. Folglich sind genaue Mes-

sungen unvoreingenommen aber prazise.

Es zeigt sich, dass bei Strukturparametern auch durch drei Untersucher nur geringe
und bei quantitativen Parametern etwas hohere (< 10 %) Abweichungen vorliegen.
Folglich werden auch bei unterschiedlichen Untersuchern histologische Merkmale des
Knochens mit ann&hernd gleichen Ergebnissen erfasst. Vergleiche und Gegenuberstel-
lungen kénnen somit auch zwischen zwei Laboratorien mit einem hohen Konfidenzin-
tervall gemacht werden. Bei Untersuchung des Areals Gesichtsfeld fir Gesichtsfeld
bietet die Verwendung eines Motorschlittens die groRtmdgliche Genauigkeit. Dieser
fahrt exakt die verschiedenen Gesichtsfelder ab. Um Schnitte miteinander vergleichen
zu konnen, sind die absoluten Zahlen auf Bezugsgrél3en wie z. B. der Grol3e des Ge-

sichtsfeldes zu beziehen (153).

1.3.2 Histomorphometrische Nomenklatur

Die American Society of Bone and Mineral Research (ASBMR) hat ein einheitliches
System der Terminologie speziell flr die Knochenmorphometrie entwickelt. Es findet in
der Literatur seit 1987 Anwendung, bezieht sich jedoch lediglich auf die histomorpho-
metrische Analyse des lamellaren Knochens, i. e. spongiése und kortikale Oberflache.
(180, 181, 182). Sie ermoglicht eine einheitliche Nomenklatur in der Erforschung und
Diagnose der Osteoporose und anderer Knochenerkrankungen, die mittels Knochen-

biopsien (und damit einem einheitlichen Volumen) untersucht werden.
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Sie erfasst statische Variablen (i. e. Flache, Breite, Perimeter, Volumen, Dicke) oder
dynamische Variablen (z. B. Fluoreszenzmarkierungen) als sogenannte Primardaten
oder Strukturparameter. Absolute Daten sind hier nur sinnvoll, wenn sie in Bezug zur
gemessenen Gewebemenge gesetzt werden. Der Begriff ,absolut® wird daher nur in
diesem Sinne gebraucht. Lediglich Breite oder Hohe kann ohne Bezug ausgewertet
werden. Der Bezugsparameter muss genau und einheitlich festgelegt sein. Sekundér-
oder abgeleitete Daten sind nur in Verbindung mit Primardaten zu nennen. Sie geben

biologisch aussagekraftigere Informationen.

In der vorliegenden Studie handelt es sich um die Analyse von Geflechtknochen. Mei-
nes Wissens liegen in der gegenwartigen Literatur zum Zeitpunkt der Studie diesbezlg-
lich keine festgelegten Standards vor. Es folgte daher eine aus Sicht der Untersucher
bestmdgliche Standardisierung (21). Statische Parameter wurden aus der Nomenklatur
der ASBMR uibernommen, so sie sich auf Flache, Umfang, Lange, Breite, etc. beziehen
und auf die Struktur des Geflechtknochens ubertragen werden konnten. Dynamische
Parameter sind auf Grund der nicht lamellaren Struktur nicht definiert. Zellulare Para-

meter kbnnen beim Geflechtknochen nur bedingt erfasst werden.

1.4 Fragestellungen der vorliegenden Arbeit
1.4.1 Allgemeine Problematik

Wie oben aufgezeigt, sind einer Beschleunigung der Regeneratbildung und -
konsolidierung bei der Distraktionsosteogenese biologische Grenzen gesetzt (9, 10, 7,
15, 8, 14, 13, 41, 116, 118, 119, 120, 121, 264, 266). Die sehr langen Behandlungszei-
ten bedeuten eine grof3e somatische und psychische Belastung fur Patienten. Ebenso
nehmen Komplikationen wie Pininfekte, Pinlockerungen, Gelenkkontrakturen, therapie-
resistente Schwellungen und auch eine zunehmende Osteoporose der fixierten Kno-
chen im Zeitverlauf zu. Nicht zuletzt bedeutet eine lange und komplikationsbehaftete

Behandlung eine erhebliche 6konomische Belastung unseres Gesundheitssystems.

Der Versuch, diese Grenzen auf medikamenttse Weise zu verschieben, liegt somit na-
he.
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1.4.2 Theoretische Grundlagen

Gestltzt durch mehrere Studien zur Frakturheilung unter GH-Applikation (25, 28, 29,
139, 136, 137, 161, 170, 224) sowie die Erkenntnisse der Wirkung von GH auf die Epi-
physenfugen (124, 171, 177, 243, 256) und die Uberlegung, durch Distraktionsosteo-
genese ein Langenwachstum &hnlich der kindlichen Wachstumsfuge zu erzeugen,
kommt Wachstumshormon als Wirksubstanz in Frage. Zudem ist die systemische App-
lizierbarkeit bei der groRvolumigen Form des Regenerates insbesondere bei Segment-
transporten (mit teilweise mehr als 20 cm Lénge) sehr attraktiv, da eine raumlich eng
begrenzte Mineralisation, anders als bei der Frakturheilung, keine Erfolgsaussichten

bote.

Wir suchten nach einem geeigneten Tiermodell. In den bisher genannten Studien zur
Erforschung der Distraktionsosteogenese werden die unterschiedlichsten Tiermodelle
verwendet. So kommen Hunde, Schafe (llizarov, Frierson, Aronson, Delloye, Windha-
ger), Kaninchen/Hasen und Ratten (Windhager, Yasui, Stewart) zum Einsatz. In den

meisten Fallen wird jedoch ein Nagetiermodell bevorzugt.

In der humanmedizinischen osteologischen Grundlagenforschung wird das Schwein
seit 1993 nach den Untersuchungen von HOnig als aussagekraftiges Tiermodell ver-
wendet (113). Mosekilde et al. setzen seitdem ebenfalls in der Erforschung der Osteo-
porose Minischweine erfolgreich als Tiermodell ein (166, 165). Fur die Untersuchung
der Distraktionsosteogenese sind die Yucatan Minischweine besonders geeignet, da

ihre langen Extremitaten die Montage eines Fixateurs ermdglichen.

Die Firma Novo Nordisk® (Gentoft, Danemark) stellt rekombinantes porcines Wach-
stumshormon her und fuhrt schon seit langerer Zeit Versuche an Minischweinen durch.
Es erscheint sinnvoll, angesichts der Datenlage, speziesspezifisches Wachstumshor-

mon zu verwenden (s. 0.).

1.4.3 Ziel der Untersuchung

Die histologische und histomorphometrische Analyse des Knochenregenerates im
Rahmen der Distraktionsosteogense ist Gegenstand der vorliegenden Studie. Der In-
halt ist Teil eines tierexperimentellen Gesamtprojektes. Dieses befasst sich mit der Er-
fassung der Effekte von rekombinantem Wachstumshormon auf die Kallusbildung

wahrend der Distraktionsosteogenese am Minischwein. Es bezieht in vivo erfassbare
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Parameter sowie Auswirkungen auf Steifigkeit und Morphologie des Kallussubstrates
ein. Das Projekt stellt ebenso die verschiedenen endokrinologischen und morphologi-
schen Veradnderungen unter Wachstumshormongabe dar. Ziel ist, eine mogliche Akze-
leration der Heilungsphase zu dokumentieren. Dazu werden biomechanische
Parameter sowohl in vivo als auch in vitro gemessen sowie Rontgen-, CT-, Digiscan-
und Ultraschalluntersuchungen durchgefthrt. Aul3erdem werden knochenspezifische
Serumparameter in den einzelnen Heilungsphasen bestimmt. Die histologischen und
histomorphometrischen Untersuchungen sollen Aufschluss Uber Zusammensetzung

und Mikrostruktur des Kallussubstrates liefern.

Dazu ist eine geeignete standardisierte Messmethode zur Erfassung des mineralisier-
ten Kallusanteils im Regenerat (Mineralisationsgrad) mittels der halbautomatischen

Bildanalyse am PC entwickelt worden (21).

Jeweils im Vergleich Wachstumshormon-Gruppe versus Placebo-Gruppe sollen fol-

gende Fragen beantwortet werden (21):

1. Stimuliert GH die Bildung von mineralisiertem Kallus (hard callus)?

2. Stimuliert GH die Bildung von Knorpel?

3. Wie ist die Auswirkung von GH auf die Kallusstruktur?

4. Gibt es eine Korrelation mit der in vitro erfassten biomechanischen Steifigkeit?
5. Stimuliert GH die Knochenresorption?

Diese Fragen sollen durch die Erfassung der folgenden Parameter beantwortet werden:

Kallusflache in mm?
Flache des mineralisierten Kallusgewebes in mm?
Umfang des mineralisierten Kallusgewebes in mm

Knochendichte im Kallus in %

a bk w0 NP

Knochendichte der kortikalen Knochenenden in %
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Material

2.1.1 Das Wachstumshormon

2.1.1.1 Praparat: Recombinant met - porcine growth hormone (met-pGH1)

Das recombinante met-porcine Wachstumshormon wird von der Fa. Novo Nordirsk®
(Gentofte, Danemark) als Trockensubstanz produziert (Molekulargewicht 21, 86 kD). Es
wird in Ampullen & 100 mg Trockenpulver bei -20°C aufbewahrt und kommt nach Quali-

tatskontrolle und Zubereitung zur Anwendung.

2.1.1.2 Zubereitung

Nach Aufbereitung mit Aqua destilata wird das geloste met-pGH mit einer Konzentrati-
on von 8 mg/ml anschlieBend durch Sterilfilter unter sterilen Kautelen in Gefal3e pipet-
tiert, auf Tuberkulinspritzen aufgezogen und wiederum bei -20 °C aufbewahrt. Fur jedes

Tier werden alle Tagesdosen durchnummeriert und beschriftet.

Zur Kontrolle der korrekten Erstellung der met-pGH Losung werden regelmé&nRig Stich-

proben durch Novo Nordisk® untersucht.

2.1.2 Der Fixateur

Hierbei handelt es sich um eine Spezialan-
fertigung aus den Forschungswerkstatten
der Charité Campus Virchow Klinikum (s.
Abb. 8). Der Halbringfixateur besteht aus
einem Carbonhalbring und einem in sich
torsionsfahigen Halbring aus Aluminium
sowie Kunststoff und Teflon. Die Halbringe

sind durch drei Gewindestangen a 100 mm

verbunden und mit jeweils zwei Schanz-

schrauben im Knochen verankert. Uber Abb. 8: Halbringfixateur mit Messvorrich-
tung fir die torsionale Steifigkeits-

messung

THersteller: Novo Nordisk A/S, Dénemark, Vertrieb: GroPep, Australia
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Fligelmuttern an den Gewindestangen ist eine manuelle Distraktion moglich. Dabei

entspricht eine Umdrehung einer Rate von einem Millimeter.

Zum Schutz gegen Eigen- und Fremdverletzung wird eine Schutzkappe montiert.

2.1.3 Versuchstiere

Alle durchgefuhrten Verfahren werden mit Erlaubnis der Tierschutzbehdrde und unter
Aufsicht des Tierschutzbeauftragten durchgefihrt (Aktenzeichen G0351/95 ,Distrak-

tionsosteoneogenese”).

Als Versuchstiere werden zunéchst 20 ausgewachsene weibliche, geschlechtsreife Mi-
nischweinen der Zuchtung Micropig® Yucatan mit einem Durchschnittsalter von 72
Wochen und einem Durchschnittsgewicht von 30 kg verwendet. Die Zucht erfolgt mit
dem genetischen Status als F2-Hybriden in den Charles River Laboratorien, Pa-
ris/Frankreich. Die 20 Tiere werden randomisiert aus den 30 Tieren ausgewahlt, die in
der biomechanischen Studie zu mdglichen Verdnderungen der biomechanischen Pa-

rameter unter r-pGH-Gabe untersucht wurden.

Das Yucatan Micropig® hat bei einem kleinen Kérperbau vergleichsweise lange Extre-
mitéten, so dass es sich fur eine Distraktion mittels Fixateur externe besonders gut eig-

net.

Die Verwendung von Schweinen ermdglicht zudem die Applikation des speziesspezifi-

schen, rekombinanten Wachstumshormons (r-pGH).

Vor Beginn dieser Studie wird die individuelle Basalrate der GH-Produktion eines jeden
Tieres durch Abnahme von Serumproben in 15 mindtigen Intervallen Gber sechs Stun-
den bestimmt. Das Areal unter der Serumspiegelkurve in Abhangigkeit von der Zeit wird
genutzt, um die Tiere einzustufen und gleichméaRig auf GH- und Kontroll-Gruppe (GH =

10, Placebo = 10) zu verteilen.

Insgesamt werden jedoch nur 17 Minischweine in die histomorphometrische Auswer-

tung eingeschlossen. (Tab. 3 u. Tab. 4 [Anm.: nur ausgewertete Tiere aufgefuhrt])
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Tabelle 3: Tierdaten der GH-Gruppe (n = 8, Sex = weiblich)

_ Basal GH
. Alter Gewicht . Basal GH Basal GH
Tiernummer | ) Median
in Wochen in kg _ Integral Durchschn.
in ng/ml
5 27,2 17,1 6870,75 19
7 29,0 7,9 2838,5 8,12
11 30,5 1,6 723,0 1,985
12 27,5 2,6 976,0 2,673
16 40,0 1,7 1978,5 5,524
18 27,5 14,5 544425 14,78
23 34,5 3,5 1715,25 4,82
33 43,0 2,8 1341,0 3,672
Mean 81 32,4 6,5 2735,9 7,572
Range 60-116 27,5-43,0 1,6-17,1 723-6870,75 1,985-19

Tabelle 4: Tierdaten der Kontrollgruppe (PLA-Gruppe, n = 9, Sex = weiblich)

Basal GH
Alter Gewicht Basal GH Basal GH
Tiernummer | _ Median
in Wochen in kg _ Integral Durchschn.
in ng/ml
8 27,0 0,7 243,75 0,7
9 29,0 3,8 1492,5 4,13
10 24,3 0,6 1407,0 3,572
20 30,0 7,2 2853,0 7,983
21 27,0 1,1 1071,0 2,952
22 31,0 0,6 9902,25 1,683
24 50,2 1,9 1656,0 3,456
25 35,0 2,5 11715 3,388
31 32,0 0,9 1169,25 3,144
Mean 72 31,7 2,1 2329,9 3,4
243,75—
Range 54-109 24,3-50,2 0,6-7,2 0,7-7,983
9902,25
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2.1.4 Reagenzien und Pharmaka
2.1.4.1 Pharmaka fur Anasthesie, Sedation und Analgesie

Pramedikation:

Domitor®2 = Medetomidinhydrochlorid, a2 Agonist zur Sedierung
Antisedan®3 = Atipamezolhydrochlorid, a2 Antagonist zur Antagonisierung

Atropinsulfat®4 = Atropin

Sedation:
Domitor®5 = Medetomidinhydrochlorid, a2 Agonist zur Sedierung
Trapanal®6 = Thiopental

Narkose:

Trapanal®7 = Thiopental zur Einleitung

Pancuronium Curamed®8 = Pancuroniumbromid
Fentanyl-Janssen™9 = Fentanyldihydrogenacetat
Analgesie:

Finadyne®10 = Flunixin-Meglumin
Novalgin®11 = Metamizol

Die Durchflihrung der einzelnen Untersuchungen sind dem Teil Methoden zu entneh-

men.

20rion Corporation, FARMOS, Finland, Vertrieb:SmithKline Beecham Tiergesundheit GmbH, Deutschland
30rion Corporation, FARMOS, Finland, Vertrieb:RichterPharma GsmbH&CoKG,Wels, Deutschland

4B. Braun Melsungen AG, Deutschland

5Orion Corporation, FARMOS, Finland, Vertrieb:SmithKline Beecham Tiergesundheit GmbH, Deutschland
6BYK Gulden Lomberg Chemische Fabrik Gmbh, Konstanz, Deutschland

TBYK Gulden Lomberg Chemische Fabrik Gmbh, Konstanz, Deutschland

8CuraMED Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland

9Firma Janssen, Frankfurt a.M., Deutschland

1OBayerAG,Leverkusen, Deutschland

1 Bayer AG,Leverkusen, Deutschland
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2.1.4.2 Pharmaka zur Antibiose

Zur Antibiose werden folgende Pharmaka verwendet:

Perioperativ:

Augmentan®12 = Amoxicillin + Clavulansaure
Prophylaxe:

Tardomyocel®13 = Benzylpenicillin-Benzathin/Procain
Baytril®14 = Enrofloxacin

Ciprobay®15 = Ciprofloxacin

Paraxin®16pro injectione = Chloramphenicol
Spicef®17 = Cefotiam

2.1.4.3 Port und Portpflege

Zur Erleichterung der Blutentnahme sowie zur Applikation der Medikamente wird den
Tieren ein Portsystem implantiert. Eine ausreichende Pflege, d. h. regelmaliges
Durchspulen sowie Setzen eines Heparinblocks nach jedem Gebrauch, ist erforderlich.
Bei eventuellen Thrombosierungen wird einmalig ein Lyse-Versuch mit Urokinase un-

ternommen. Es werden folgende Systeme verwendet:
Portsysteme:  Intraport 1I®18 sowie GPV-AC®19

Pflege: Heparin20 100 I. E. sowie Actosolv®21 = Urokinase

128mithKline Beecham Pharma GmbH, Miinchen, Deutschland
13BayerAG, Leverkusen, Deutschland

14 Bayer AG, Leverkusen, Deutschland

15 Bayer AG, Leverkusen , Deutschland

16Boeringer Mannheim, Miinchen, Deutschland

17Griinenthal GmbH, Aachen, Deutschland

18Firma Fresenius, Bad Homburg, Deutschland

19Firma Access Technologies, Skokie, USA
20 B Braun Melsungen AG, Deutschland
21 Behringwerke AG,Marburg, Deutschland

—50-



2.1.5 Untersuchungsmaterialien, Reagenzien und Pharmaka zur histologischen

Untersuchung
2.1.5.1 Materialien zur Erstellung und Befundung der histologischen Praparate

Die Praparatblocke werden auf dem Hartschnittmikrotom Polycut S®22 geschnitten,
welches mit einem Spezialmesser aus Hartmetall (40°) fur Hartgewebe ausgertstet ist.

Der Messerwinkel betragt O - 1°.

Zur leichteren Verarbeitung der zahlreichen Proben wird ein Entwasserungs- und Infilt-

rationssytem23 verwendet. Dazu werden 40-,70-,80-,96-,100-prozentige Alkohole be-
notigt.

Die histomorphometrischen Analysen werden mit dem digitalem Bildanalysesystem
Quantimet 600®24 durchgefiihrt. Dabei wird eine digitale Videokamera 3CCD vom Typ
MC 3254 von Sony®2% verwendet, die direkt in den Strahlengang eines Leica DMRB

Lichtmikroskopes26 montiert ist. Die digitalisierten Bilder werden an einen PC exportiert
und dort verarbeitet. Die Software QWin lauft unter Microsoft Windows-Oberflache und
ermdglicht z. B. bei entsprechenden Farbunterschieden im angefarbten Schnitt durch
Detektion einer bestimmten Farbintensitat die automatische Berechnung der Flache

des detektierten Areals in mmz2 nach entsprechender Kalibrierung.

2.1.5.2 Reagenzien zur histologischen Aufarbeitung

Die Aufbewahrung der Praparate stellt eine besondere Anforderung an die Fixationslo-
sung. Sie darf den Knochen weder entkalken noch Sequenzmarkierungen auswaschen,
und muss zudem eine lange Aufbewahrung erméglichen. 100-prozentiges Ethanol ware
zwar in diesem Sinne am besten geeignet, die Aufbewahrungszeit betragt jedoch nur
wenige Tage bis Wochen. Reines, ungepuffertes Formalin dagegen ermdglicht zwar

eine lange Aufbewahrungszeit, wascht jedoch wiederum Markierungen aus und ent-

22Fa.LeicaCambridge Instr., England

23Exakt Apparatebau Norderstedt, Deutschland
24Fa. Leica Cambridge Instr., England

25Sony Deutschland GmbH, Berlin

26F3. Leica Bensheim, Deutschland
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kalkt. So wird heute zur Fixierung der gewonnenen Praparate eine gepufferte Alkohol-

Formalin-Losung mit Glukose nach Vittali verwendet (42, 250).
1 Liter L6sung enthalt:

- 324 ml 36-%iges Formalin

- 540 ml Athanol

- 130 ml Barbital-Natrium-Puffer (pH 7,3/0,1 molar)
- 6 g Glukose

Zur Einbettung und Infiltration der Praparate eignen sich besonders die 0. g. Methacryl-

saureesther. Durch unterschiedliche Zusammensetzung der Komponenten lassen sich

unterschiedliche Hartegrade erzielen. Hier kommt Technovit 9100®27 zur Anwendung.
Es besteht aus einer Basislosung (Methylmetacrylat als Grundsubstanz), einem
Weichmacher und einem Aktivator. Es zeichnet sich durch eine kurze Verarbeitungs-

zeit, geringe Temperaturentwicklung sowie geringe Toxizitat aus.

Nach dem Schneiden und Strecken werden die Schnitte auf speziell mit Chromalaun-

Gelatine (Kaliumchromlll Sulfat, Gelatine28) beschichtete Objekttrager geklebt.

2.2 Methoden
2.2.1 Versuchsplanung
2.2.1.1 Zur Auswahl der Versuchsgruppen:

Um eine mdoglichst homogene Verteilung zu erreichen, wird zu Beginn des Experi-
ments, wie schon erwahnt, der individuelle GH-Basalspiegel eines jeden Tieres be-
stimmt. Dazu wird das Uber sechs Stunden alle 15 Minuten Uber einen zentralen
Verweilkatheder enthommene Blut zur Spiegelbestimmung in das Labor Novo Nor-
disk/Danemark versandt. Nach Berechnung der Flache unter der Kurve wird eine Rang-
liste erstellt. Die Verteilung in der vorliegenden Arbeit erfolgt mittels der match-pair
Technik in eine GH- und Kontroll-Gruppe (siehe Tab. 3 und 4). Im Rahmen des Ge-
samtprojektes konnten jedoch nicht alle Tiere gleichzeitig am Versuch teilnehmen. Es

27Kulzer: Unternehmen der Hereaus GmbH, Deutschland

28Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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wurden daher nochmals zufallige Gruppen mit jeweils 2 - 6 Tieren gebildet und nachei-

nander in den Versuch aufgenommen.

2.2.1.2 Berechnung und Erstellung der Wachstumshormondosis

Jedes Tier aus der GH-Gruppe erhalt eine gewichtsadaptierte Dosis mit 100 pg pro Ki-
logramm Korpergewicht recombinatem porcinem Wachstumshormon (met-pGH, Fa.
NovoNordisk®, Gentoft, Danemark). Dazu werden vor Versuchsbeginn alle Tiere ge-

wogen und die entsprechende Dosis berechnet.

Die tagliche Injektion erfolgt in ein markiertes Areal im Nackenbereich subkutan, in An-
passung an die physiologischen Ausschittungsphasen, morgens zwischen 8.00 und

10.00 Uhr. Tiere aus der Kontrollgruppe erhalten zum gleichen Zeitpunkt eine subkuta-

ne Injektion NaCl 0,9%29 als Placebo. Die erste Gabe erfolgt am Tag der Operation

und wird taglich bis zur Einschlaferung wiederholt.

Die angewendete Dosierung basiert auf einer persénlichen Kommunikation mit Hans
Orskov (Endokrinologe, Universitat Aarhus, Danemark). Die Hohe der Dosierung soll
die endogene GH-Produktion suffizient unterdricken und damit die individuelle GH-

Produktion als Variable ausschalten.

2.2.1.3 Festlegung des Versuchsplans (Gesamtprojekt)

Aus einem Vorversuch mit 4 Tieren ergibt sich, dass mit der urspriinglichen Planung mit
29 Versuchstagen und einer Distraktionsrate von 1,5 mm/d eine vorzeitige Konsolidie-

rung eintritt.
Deshalb werden fur den weiteren Versuchsablauf die folgenden Parameter festgelegt:

Versuchstage pro Tier: 26

Tagliche Injektion GH/Placebo morgens 08.00 - 10.00 Uhr

Tag 0: GH-Basalspiegel

Tag 1: OP-Fixateur und Port, 0 - Messungen fur RO, STIFF, BLOOD
Latenzzeit: 5 Tage (einschlie3lich OP-Tag)

o 00k 0w NP

Distraktionsrate: 2 mm/d

29Fresenius, Bad Homburg, Deutschland
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7. Distraktionsrhythmus: 2 x 1 mm/d
Distraktionszeit: 10 Tage (Tag 6-15)
9. Konsolidierungszeit: 10 Tage (16-25)
10. 7 Testtage: 16., 17.,18., 19., 21., 23., 25. Tag RO, STIFF, BLOOD, DIGISCAN,

ULTRASOUND

11. Injektion der Histomarker:
- Calcein 90mg = 1ml/kgKG > Tag 3
- Tetracyclin 25mg/kgKG - Tag 16

- Xylenolorange 90mg = 1ml/kgKG - Tag 23
12. 13 Blutentnahmen: 1., 4., 7., 10., 13,, 16., 17., 18., 19., 21., 23., 25., 26. Tag

2.2.1.4 Antibiose und Infektionsprophylaxe

Zur Vermeidung von Komplikationen und Verhinderung mechanischer Instabilitaten
durch Pinlockerungen und Knochensequestierungen wird ein Antibioseschema festge-

legt.

Perioperativ erhalten die Tiere 1,1 g Augmentan® i. v. AuRerdem wird zunachst alle
drei Tage ein intramuskulares Depot-Antibiotikum (Tardomyocel®) verabreicht. Bei er-
schwerter i. m.-Applikation sowie letztendlicher Ineffektivitat erfolgt die Umstellung auf
eine tagliche i. v.-Antibiose. Dazu werden zweimal taglich 0,5 g Spizef® + 0,5 g Para-
Xin® i. v. via Port injiziert. Bei Temperaturen tUber 39,5 C° und/oder Pininfektionen

kommt Ciprobay® oder Baytril® als Bedarfsantibiose zum Einsatz.

Zum Schutz des Fixateurs vor Verunreinigung sowie Manipulation durch die Tiere wird
eine Schutzkappe (Cover) angebracht. AuRerdem werden der Fixateur sowie die Pi-

naustrittsstellen zweimal taglich mechanisch gesaubert und desinfiziert.

Da trotz durchgefiihrter Antibiose Pininfektionen und Lockerungen auftreten, wird routi-
nemalfig eine Revisions-OP am 15. bzw. 16. Tag durchgefihrt, bei welcher eventuell

notwendige Pinwechsel erfolgen.

2.2.1.5 Dokumentation

Alle OP-Protokolle, Messprotokolle, Pflegeberichte werden handschriftlich und in Lotus

Notes® (Lotus Development GmbH, Deutschland) dokumentiert. Tagliche Eintragungen
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in das Laborbuch tber Verrichtungen, etc. sind obligat. Sektionsprotokolle werden ge-

sondert angelegt.

2.2.1.6 Zusammenfassung

Am Tag 1 wird zeitgleich ein Portsystem zur vereinfachten Blutentnahme implantiert,
der Fixateur externe montiert und die Osteotomie durchgefuhrt. Es folgt eine 5-tagige
Latenzphase. Anschlielend wird tber 10 Tage kontinuierlich manuell distrahiert, wobei
ein Rhythmus von zweimal taglich 1 mm eingehalten wird. Am 15. Tag werden intrao-
perativ die Pins auf Lockerungen untersucht und wenn nétig ausgetauscht. Nach einer
Konsolidierungszeit von weiteren 10 Tagen (Tag 26) erfolgt die Einschlaferung und Ex-

plantation der distrahierten Tibiae.

2.2.2 Tierhaltung

Es stehen drei Stélle & 16 m2 mit je zwei Einzelboxen zur Verfugung. Pro Box werden
5-6 Tiere gehalten. Die Raumtemperatur lag bei 18 - 20°C, die Luftfeuchtigkeit bei ca.
75 %. Die Beleuchtung erfolgt Uber Tageslicht. Die Stalle werden zweimal taglich nass
gereinigt und die Einstreu einmal taglich gewechselt. Die Tiere werden mit einem Allein-

futter fir Micro- und Minischweine geflttert (ssniff Mpig — E, energiereduziert®30):

- Inhaltsstoffe: 15 % Rohprotein, 3 % Rohfett, 10 % Rohfaser, 7,5 % Rohasche,
1 % Calcium, 0,8 % Phophor, 0,2 % Natrium, 0,8 % Lysin, 0,2 % Magnesium,
0,35 % Methionin

- Zusatzstoffe/kg: 18000 I. E. Vit. A; 900 I. E. Vit. D3; 120 mg Vit. E

Pro Tier werden 600 g Futter/d in zwei Portionen verabreicht. Wasser erhalten die Tiere
ad libidum Uber eine Selbsttranke. Postoperativ werden die Tiere fir ca. 24 h in Einzel-
boxen untergebracht. Operierte und nicht operierte Tiere werden getrennt gehalten.

Das Gewicht wird regelmafig tberpruft.

30ggniff Spezialdiaten GmbH, Soest , Deutschland
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2.2.3 Pramedikation, Anasthesie und Analgesie

Zur Pramedikation werde den Tieren 1-2 ml Domitor und 1,5 mg Atropin praoperativ
intramuskular in den Nacken injiziert. Nach ca. 5-10 Minuten erfolgt die i. v.-Gabe von
ca. 250 mg Trapanal Uber eine Venenverweilkanile in einer Ohrvene. AnschlielRend
werden die Tiere mit einem 7-7,5 mm Tubus unter i. v.-Gabe von Pancuronium (1 Am-
pulle = 4 mg) intubiert und mit einem Atemzugsvolumen von 400 ml und einer Atemfre-
guenz von 10/min beatmet. Die i. v.-Anéasthesie wird mit 3-4 ml/h Trapanal und Fentanyl
Uber Perfusor durchgefihrt, die Pancuroniumgabe erfolgt nach Bedarf. Nach der OP
erhalten die Tiere bis zum dritten Tag eine Analgesie mit 1,1 ml Finadyne i. m. bzw.

Novamin-Sulfon ratiopharm® i. v.

Wahrend der Messungen werden die sehr stress- und schmerzempfindlichen Tiere mit
1 ml Domitor i. m. oder i. v. sediert und anschlieRend nach Bedarf mit Trapanal anas-

thesiert.

2.2.4 Operatives Vorgehen

Praoperativ werden die Tiere gewogen und die linke Halsseite sowie die linke hintere

Extremitat geschoren.

2.2.4.1 Portimplantation

Nach Lagerung in Rechtsseitenlage und Rasur wird zunachst die Region im Bereich
des Kieferwinkels sowie weiter craniolateral im Bereich des Nackens mit polyvidonjod-
haltiger Seifenlosung mehrfach kraftig abgewaschen. Die definitive Hautdesinfektion
erfolgt mit Polyvidonjodl6ésung. Nach steriler Abdeckung des Operationsfeldes erfolgt
der Zugang zur V. jugularis externa Uber eine etwa 8 cm messende Hautinzision 2 cm
caudal des Kieferwinkels. Nach Préparation des M. sternocleidomastoideus unter kon-
sequenter Blutstillung mittels Elektrocauter wird die V. jugularis externa dargestellt. Es
folgt das Abklemmen des herznahen Venenstickes und die Ligatur des kranialen Ve-
nenstickes mittels Handseide. AnschlielRend das Anklemmen und die Inzision der Ve-
ne. Der Katheder wird 13 cm intraluminal in Richtung des Herzen vorgeschoben. Nach
exakter Platzierung wird der Katheder mit SUTUPAK®-Handseide fixiert. Dann erfolgt
die subkutane Tunnelung im Fettgewebe bis etwa 10 cm lateral der Wirbelsaule, dort

die Hautinzision und Praparation der subkutanen Tasche fiur das Portsystem. Dieses
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wird mit Suturamid® an zwei Punkten in der Subkutis fixiert, abschlielRend Hautnaht mit
Mersilene®. Die Inzision zur Venae sectio wird ebenfalls mit einer Subkutannaht mit

Vycril® und anschliel}ender Hautnaht versorgt.

2.2.4.2 Tibiaosteotomie und Fixateurmontage

Nun erfolgt die Hautdesinfektion des OP-Gebietes am linken Hinterlauf und anschlie-
Rend sterile Abdeckung. Am distalen Teil der Fibula wird eine laterale Hautinzision ge-
setzt. AnschlieBend stumpfes Vorpraparieren bis zur Fibula und partielle vorsichtige
Deperiostierung mittels Respatorium. Positionierung zweier Hohmann-Haken zur Scho-
nung des umliegenden Weichteilgewebes bei der Resektion eines 1,5 cm langen Teil-
stuckes der Fibula mittels oszillierender S&age. Anschlieend schichtweiser

Wundverschluss.

Zur exakten Positionierung der Schanzschrauben wird unter Bildwandlerkontrolle der

Kniegelenkspalt sowie der Sprunggelenkspalt dargestellt und mit Kanilen markiert.

Der Fixateur wird mit insgesamt vier 4,5 mm Schanzschrauben, zwei medialen, und

senkrecht zu diesen, zwei lateralen, im Knochen montiert.

Nach Stichinzision distal-lateral der Tibia Uber dem Sprunggelenk erneut stumpfes Vor-
gehen bis zur Tibia. Unter Verwendung einer Bohrhtilse wird senkrecht zur Tibiaachse
mit einem 3,2 mm Bohrer bis zur Gegenkortikalis vorgebohrt und die erste Schanz-
Schraube eingedreht. Der schon vollstdndig zusammengesetzte Fixateur wird achsen-
gerecht angebracht und dient somit als Fuhrungsschiene fur weitere Schanz-
Schrauben. Die zweite Schanzschraube wird proximal-lateral parallel zur ersten plat-
ziert, wobei die Klemmbacke des Fixateurs als Fuhrung dient. Senkrecht und etwas
caudal zu dieser wird in der Tuberositas Tibiae die dritte, mediale Schanzschraube po-
sitioniert. Entsprechend wird die letzte distal-mediale Schraube senkrecht, etwas pro-
ximal zur Ersten eingebracht. Hier ist besonders auf die Schonung der Strecksehnen zu

achten.

Nach vollstdndiger Montage erfolgte die Osteotomie der Tibia. Dazu wird an der media-
len Tibiakante eine Hautinzision gesetzt. Es folgt die Vorpraparation bis zum Periost
und Inzision desselben. Unter Erhalt wird das Periost vorsichtig mit zwei Hohmann-
Haken gelost, die wahrend der Knochendurchtrennung als Schutz dienen. Die Osteo-
tomie wird mit einer oszillierenden Sage durchgefihrt. Die vollstandige Durchtrennung
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wird durch Torsionsbewegungen des Fixateurs unter Bildwandlerkontrolle tberpruft.
Das Periost wird fortlaufend mit Vicryl® 2/0 und die Haut mit Mersilene® verschlossen.
Intraoperativ erfolgen die ersten Blutentnahmen. Aul3erdem erhalten die Tiere periope-
rativ eine i. v.-Antibiose mit Augmentan 2,2 g. Das Bein wird unmittelbar postoperativ
gerontgt und die Nullmessungen durchgefuhrt. Eine erste Analgesierung mit Metamizol
erfolgt nach Ausleitung der Narkose ungefahr sechs Stunden postoperativ. Die Tiere
werden fur 24 Stunden in Einzelboxen untergebracht und durfen das operierte Bein

unmittelbar postoperativ voll belasten.

2.2.5 Testphase
2.2.5.1 Rontgen, Digiscan, Ultraschall, Blutproben, Steifigkeit in vivo

Um Messungen am unbelasteten, frei hangenden Bein durchfihren zu kénnen, wird
eine besondere Hangematte konzipiert. Die Tiere werden zu jeder Messung sediert und
in der Hangematte untersucht. Die einzelnen Messmethoden und Verfahren sind den

entsprechenden Dissertationen gesondert zu entnehmen.

Fur die Messung der torsionalen Steifigkeit in vivo wird ein speziell dafur entwickelter
Fixateur verwendet. Dieser Halbringfixateur ermdglicht die Torsion des caudalen Teils
gegen den proximalen. Beide sind zur Datenerfassung mit einem Kraft- und Wegauf-
nehmer gekoppelt. Dies ermoglicht die Messung der benétigten Kraft, um den distal zur
Distraktionszone gelegenen Teil der Tibia gegen den proximalen zu verdrehen. Der
Weg wird dabei so gering wie mdglich gehalten, um dem Gewebe der Distraktionszone

keinen Schaden zuzufiugen (259).

Bei der Befundung der Rontgenbilder wird das postoperative Ergebnis beurteilt und auf

die Kallusbildung im Distraktionsspalt geachtet.

2.2.6 Explantation und Aufbereitung

Um die Tiere einzuschlafern, wird ihnen nach Blutentnahme Trapanal in atemdepressi-
ver Dosis (ca. 40 ml = 920 mg) uber den Port intravenos injiziert. Nach Einsetzen des
Atemstillstandes folgt eine intravendse Gabe von Kaliumchlorid 14,90 % in einer Dosis
von 40-60 ml = 80-120 mmol. Der darauffolgende Herzstillstand wird durch Auskultation

Uberpruft.
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Nach Entfernung des Fixateurs inklusive der Schanzschrauben werden beide Hinterlau-
fe in toto entnommen und gerdntgt. AuRerdem werden zur mikrobiologischen Untersu-
chung Abstriche aus allen Pin6ffnungen entnommen. Danach folgt die Préaparation der
Tibia durch vorsichtiges Entfernen des gesamten Weichteilgewebes und der Fibula. Es
wird darauf geachtet, das Kallusgewebe intakt zu lassen. Aus diesem Grund werden
alle Praparationen durch dieselben Personen durchgefuhrt. Das Periost wird belassen,
um ein Austrocknen des Gewebes zu verhindern. Aul3erdem werden die Praparate mit
in 0,9-prozentiger NaCl-Losung getrankten Mullkompressen feucht gehalten und bis zur
Weiterverarbeitung bei -20°C aufbewahrt, um eine Autolyse zu verhindern. Nach der
biomechanischen Testung in der Materialtestmaschine werden die Proben unverziglich
fur 7 Tage fixiert. Die Fixationslosung (Losung nach Vitalli) durchdringt das Gewebe ca.
1 mm pro Stunde (42, 150).

2.2.7 Histologische Aufarbeitung

Die histologische Untersuchung von Knochengewebe, insbesondere des kalzifizierten
Anteiles ist nur am unentkalkten Knochen mdglich. Das Verfahren zur Einbettung von
unentkalktem Knochen in Methylmetacrylat, erstmalig von Boellaard beschrieben, wird

zur histologischen Aufarbeitung verwendet (37).

Dazu werden zunéchst die Praparate 2 cm proxi-
mal und distal der Distraktionszone abgeségt und
der so entstandene Zylinder (Abb. 9) mit dem ang-
renzenden corticalen Knochen mittels dem Makro-
Trennschleifsystem (Exakt, Norderstedt, Deutsch-
land) in drei bis funf gleiche etwa 1 cm dicke Sagit-
talschnitte von ca. 2 cm Lange zerlegt (Abb. 10).
Diese Scheiben werden wiederum fir etwa 2 - 3
Tage in 0. g. Fixationsldsung gebracht. Danach
werden sie unter flieRendem Wasser formalinfrei
gewaschen. AnschlieRend erfolgt die Entwasse-
rung und Einbettung der Blocke in Methylmetacry-
lat (Technovit 9100, Kulzer, Deutschland) (Abb.

Abbildung 9: Knochenzylinder

11).
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Abbildung 10: Sagittalschnitt Abbildung 11: Probenblock

2.2.7.1 Die Entwasserung

Hierzu werden die Praparate in eine aufsteigende Athanol-Alkohol-Reihe gelegt (42).

- Ethanol 40 % kurz

- Ethanol 70 % 1 Stunde

- Ethanol 80 % 3-5 Tage

- Ethanol 80 % 3-5 Tage

- Ethanol 96 % 3-5-Tage

- Etahnol 96 % 3-5 Tage

- Ethanol 100 % 3-5 Tage

- Ethanol 100 % 3-5 Tage

- Ethanol 100 % 3-5 Tage

- Xylol 100 % 1 Tag zum Entfetten

2.2.7.2 Die Einbettung

Die entwésserten und fettfreien Scheiben werden nun anschlieRend mit dem Kunstharz
Technovit 9100® infiltriert. Dieser Kunststoff auf Methacrylat-Basis besteht aus den drei
Komponenten Basislosung, Weichmacher und Aktivator. Fir Hartschnittpraparate wird
ein Mischungsverhaltnis von 94 % Basislosung, 5 % Weichmacher und 1 % Aktivator

empfohlen.
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Zur Infiltration werden die Préparate bei 4 °C unter Vakuum fir 7 Tage inkubiert und

anschlieBend in neu angesetztem Technovit eingebettet.

Hierzu werden Glaser mit Twist off Deckel verwendet. In diesen wird der Boden bereits
zuvor mit Kunstharz ausgegossen und gehartet, um eine maoglichst planparallele Aufla-
ge der Praparate zu gewahrleisten. Die eingebrachten Proben werden nun mit Techno-
vit Ubergossen, luftdicht verschlossen und ca. 5-7 Tage bei 30 °C im Brutschrank

gelagert. Bei dieser Temperatur polymerisiert der Kunststoff aus.

2.2.7.3 Schneiden und Beschriftung

Nach vollstandigem Ausharten werden die Glaser vorsichtig zerschlagen und die
Kunstharzblocke mit dem Makro-Trennschleifsystem (Exakt, Norderstedt, Deutschland)
zurechtgesagt, um ein bequemes Einspannen in das Hartschnittmikrotom (Polycut, Lei-

ca, Cambridge, England) zu erméglichen.

Nach dem Anschneiden werden anschlieBend 10 bis 15 je 6 um dinne Serienschnitte
von jedem Préparatblock als sogenannte A-Schnitte, 10 bis 15 weitere als B-Schnitte
angefertigt (Abb. 12).

Probenblock
Kunststoff

Knochen
A - Schnitte ( 10)
B - Schnitte ( 10)

/ | Schnittdicke: 6 p

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Schnittebenen

Diese werden auf einen Chromalaun-Gelatine beschichteten Objekttrager gebracht und
mit Streckflissigkeit (30 ml Butoxyethylacetat + 70 ml Alkohol 70-prozentig) gestreckt.
So entstehen nahezu faltenfreie Schnitte. Nach Abdecken mit Kieselfolie und Filterpa-
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pier werden sie in einer Schnittpresse Uber 24 Stunden bei 37 °C im Warmeschrank

gepresst und getrocknet.

Die Beschriftung bezeichnet die genaue urspriingliche Lokalisation eines Schnittes.
Ziffer 1-30 entspricht dem einzelnen Tier. L 1-5 gibt die einem Tier zugehdrige Anzahl
der Praparatblocke an, wobei aul3erdem eine Zuordnung der Schnittebene zum urs-
pringlichen Knochenzylinder mdglich war. Die Buchstaben a und b geben die Lokalisa-
tion innerhalb eines einzelnen Blockes wieder. Ob der Schnitt eher zentral oder
peripher durch die Distraktionszone verlauft, kann somit genau ermittelt werden. Zu-

satzlich wird der proximal-anteriore Anteil des einzelnen Schnittes markiert.

Fur die folgende histomorphometrische und histologische Untersuchung des kalzifizier-

ten Anteils des Regenerates werden die préaparierten Schnitte nun eingefarbt (88).

2.2.7.4 Farben

Vor dem Farben missen die Schnitte zunachst entplastet, in absteigender Alkoholreihe
(100-/96-/80-/60-/40-prozentigem Alkohol) gereinigt und anschliel3end in Aqua destilata

gespult werden.
Masson-Goldner-Trichromféarbung
Als Ubersichtsfarbung besonders geeignet (206).

1 Kernfarbung mit Weigerts Eisenhamatoxylin fir 2-4 min

2 In flieRendem Wasser auswaschen fur 10 min

3. Farben in Saurefuchsin-Ponceau fir 5 min

4 Spulen in 1 % Essigsaure

5 Differenzieren in Phosphormolybdansaure-Orange G bis zur vollstandigen Ent-
farbung

Spulen in 1 % Essigsaure

Gegenfarbung mit Lichtgrin far 10 min

Spulen in 1 % Essigsaure

© © N O

Kurzes Entwassern in absteigender Alkoholreihe
10. Xylol 2 x 5 min
11. Eindecken in Vitroclud
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Die gefarbten Gewebe stellen sich wie folgt dar:

- Kerne: braunlich-schwarz

- Zytoplasma: ziegelrot

- Erythrozyten: orange-gelb

- Bindegewebe, saure Mucosubstanzen: grin

- Osteoid: rot

Safranin-O/Lichtgrinfarbung

Fur eine gute Knorpel- Knochen- Abgrenzung eignet sich aul3erdem die Safranin-O

Farbung und Gegenfarbung mit Lichtgrin.

Farben mit Safranin-O fir 8 min
Spulen in Aqua dest.
Pikrinsaure fur ca. 10 min
Spulen in Aqua dest.

Spulen in 1 %iger Essigsaure
Lichtgrin fir 8-10 min

Spulen in 1 %iger Essigsaure

Entwassern in 100 %igem Alkohol

© 0 N o o A~ wDbdE

Xylol

[ERN
©

Eindecken

Die gefarbten Gewebe stellen sich wie folgt dar:

- Kerne: rot

- Knorpel: intensiv rot
- Bindegewebe: grin
- Knochen: grin

- Osteoidsaume: intensiv rot

Astrablaufarbung

Diese Farbung eignet sich besonders zur Darstellung kalzifizierten Knorpelgewebes
(206).

1. Farben in 1 %iger Astrablaulésung fur 5-10 min

2. Spulen in 1 %iger Essigsaure
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Spulen in Aqua dest.

Farben in Kernechtrot fir 10 min

Spulen in Aqua dest.

Lichtgrtn far 8-10 min

Entwassern in 70 % bzw. 100 %igem Alkohol
Xylol 2 X 5 min

Eindecken

Die gefarbten Gewebe stellen sich wie folgt dar:

Saure Mukopolysacharide: braun-schwarz
Kalkknorpel: dunkelblau
Knochen: blau

Zellkerne: rot

Modifizierte von Kossa-Farbung

Die Fragestellung der
tes/mineralisiertes Gewebe erfasst. Hier eignet sich besonders die Versilberungstech-
nik nach von Kossa von 1901. Diese basiert auf der Verdrangung von Calciumionen
aus seinen Salzen im Austausch gegen Silberionen. Es handelt sich hierbei also um
eine histochemische Methode. Uber Oxidations- und Reduktionsvorgange bildet sich
schwerlgsliches Silberphosphat. Die Reaktion arbeitet zuverlassig fur Calcium- Phos-

phat bzw. Carbonat nicht jedoch fur Oxalat. Fur Hartschnittpraparate wird diese Metho-

de nach Krutsay modifiziert (142, 206):

© O N o g bk~ DR

[ERN
©

Farben in 3 %iger wassriger Silbernitratlosung fir 5 min

Spulen in Aqua dest. 3 x

Reduzieren in Natrium-Formaldehydlésung fur 2 min

Wassern in Leitungswasser fur 10 min
5% Natriumthiosulfat fir 5 min
Wassern in Leitungswasser fur 10 min

Spulen in Aqua dest. kurz

Entwéssern in 2 x 96 %igem und anschlielend 2 x 100 %igem Alkohol

Xylol 2 x 5 min

Eindecken
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Die gefarbten Gewebe stellen sich wie folgt dar:

- Mineralisiertes Knorpel- und Knochengewebe: schwarz

- Mineralisationsfronten: schwarz granuliert
2.2.8 Bildanalyse
2.2.8.1 Die Nomenklatur der Histomorphometrie

Viele Versuche zur Vereinheitlichung und Standardisierung der Messverfahren werden
derzeit unternommen. Etabliert hat sich die Nomenklatur fur histomorphometrische
Messungen nach Parfitt et al. (181). Diese wird jedoch durch Vermessungen lamella-
ren, i. e. corticalen oder spongitésen Knochens verwendet, welcher mittels Biopsie und
damit einheitlichem Volumen gewonnen wird. Wegen der besonderen Beschaffenheit
des in der vorliegenden Studie untersuchten Gewebes (Kallus = Geflechtknochen) ist

sie nicht auf alle Untersuchungsschritte anwendbar.

2.2.8.2 Standardisierungsverfahren zur Bildanalyse

Unter dem Mikroskop werden die relevanten Abschnitte des Regenerates in einem
standardisierten Verfahren mit Hilfe einer 3-Chip-CCD-Farbkamera digitalisiert und mit-
tels des LEICA Quantimet-Bildanalysesystems (Leica, Bensheim, Deutschland) ausge-
wertet. Die optimale Kameraeinstellung (VergréRerung 9x) und der Objektabstand
(53 cm) werden ermittelt und fur alle Schnitte beibehalten. Die Kalibrierung erfolgt de-
rart, dass in der Software Qwin im Binarbildmodus 1 Pixel = 0,0288 um entspricht. Die
Farberkennung, basierend auf Grauwertabstufungen innerhalb eines bestimmten Ge-
sichtsfeldes, detektiert nun eine bestimmte Struktur innerhalb festgelegter Grauwert-
grenzen als Flache innerhalb dieses Feldes. Zusétzlich sind die Primérparameter Hohe,
Lange und Breite erfassbar. Ein standardisiertes Messfeld (Region of interest = ROI)
wird als die Flache zwischen der anterioren und posterioren (i. e. ventralen und dorsa-
len) Kallusgrenze sowie einer Linie, parallel zu den proximalen und distalen Knochen-
grenzen definiert (Abb. 13), (21).
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Standardisierung

Markierungen
. Parallel zu corticalen Strukturen

. Mittellinie im proximalen und
distalen Anteil
. Héhe = tats.Distraktionsstrecke

. Orientierungslinie parallel zu 1
. Orientierungspunkt proximal anterior

o bW N =

Al A Definition
el paalNemnd | 6. Weite = Abstand der corticalen
e Strukturen prox. bzw. dist. der Zone

Abbildung 13: Standardisierung des Messverfahrens

Der Abstand dieser Linie zur Distraktionsliicke wird als die Halfte des Knochendiame-
ters in mm standardisiert. Innerhalb der ROl wird im ersten Schritt nur der flachenmalfig
kalzifizierte Anteil innerhalb der eigentlichen Distraktionszone (die von den Kortices
proximal und distal begrenzte Flache) als sogenannte MID-Measurement erfasst (Abb.

14).

Datenerfassung
1 = Detektionsflache, i.e. Kallus

2 = Bezugsflache, i.e.
Distraktionszone

Detektionsflache/
Bezugsflache

= Kallusflache ( CLArin mm?)

Abbildung 14: MID-Measurement
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Im zweiten Schritt wird zusatzlich zur MID-Messung die Flache des kalzifizierten Anteils
distal und proximal der Distraktionszone innerhalb der ROI als QUAD-Measurement

zusammengefasst (Abb. 15).

Datenerfassung »ROI

1=1/2 Weite
2 = Schreffierte Flache ohne Cortices

Gesamtkallusfliche { CLLArin mm?) =

Detektionsflache, i.e. Kallus /
Bezugsflache, i.e. MID-Area + 2

kortikale Flache { Ct.Arin mm?) =

2 Detelkbionshiache, i.e. corticale Flache /
Bezugsflache, i.e. Cortices

Abbildung 15: Region of Interest = ROI als QUAD — Measurement

Die kortikalen Anteile werden hier nicht einbezogen, sondern erst anschlieRend im drit-
ten Schritt gesondert vermessen. Somit ist eine Aussage Uber Prozesse in der Uber-

gangszone (angrenzende Kallusanteile im Ubergang zum kortikalen Knochen) moglich.

Da die ROI fur einen einzigen Untersuchungsschritt zu grof} ist, wird sie in 4-6 Teilab-
schnitte zerlegt. Beginnend mit dem markierten proximal anterioren Segment wird im
Uhrzeigersinn die kalzifizierte Kallusflache umfahren und so vermessen. Dazu detek-
tiert das Programm entsprechend der im Makro eingestellten Programmalgorithmen
bestimmte Grauwertanteile, hinterlegt diese mit einer Farbe und projiziert anschliel3end
das farbige Bild der so detektierten Strukturen als binare Maske Uber das Original
(Abb. 16).
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Abbildung 16: Digitalisierung — Bilderkennung — Binarisierung

Dabei gilt das on-off-Prinzip der einzelnen Pixel. Graustufen oberhalb der gesetzten
Grenze werden als on, die unterhalb als off registriert. Die Summe aller als on regist-
rierten Pixel ergibt so die berechnete Flache (siehe oben). Das Programm addiert an-
schlieBend die aus den Einzelmessungen errechneten Einzelflachen zu einer

Gesamtflache.

Werden aufgrund farbetechnischer Inhomogenitaten nicht alle Flachen erfasst, kann
der Untersucher manuell Einfluss nehmen. Wird z. B. ein kalzifizierter Anteil nicht sicher
detektiert, kann dieser durch einfachen Mausklick der detektierten Flache zugespro-
chen bzw. falschlich detektierte Arale wieder entfernt werden. In dieser Art und Weise
wird jede Einzelmessung Untersucher-kontrolliert durchgefuhrt. Nach Abschluss aller
Messungen werden die erfassten Daten in eine Microsoft®Excel Tabelle (Fa. Microsoft,
USA) exportiert.

Fir jedes Tier werden drei Schnittebenen untersucht. Hierzu eignen sich der Zentral-
schnitt entlang des Durchmessers des urspriinglichen Knochenzylinders und die beiden
unmittelbar angrenzenden 3 mm lateral und medial gelegenen Schnittebenen. Fir jede
dieser drei Schnittebenen werden zwei Schnitte angefertigt, 30 um voneinander ent-
fernt als A- und B-Schnittserie. Insgesamt werden so sechs Schnitte pro Tier ausgewer-
tet.
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2.2.8.3 Erfasste Parameter des mineralisierten Kallus

Nach Digitalisierung der ROI und Binarisierung der detektierten kalzifizierten Strukturen
der Bildabschnitte werden folgende spezielle Algorithmen basierend auf pixel-
gestutzten Messungen erhoben. Es wird soweit wie moglich versucht, fir Messparame-
ter die ASBMR-Nomenklatur [s. Begriffserklarungen] anzuwenden (21, 181, 182); Ab-

kiirzungen siehe Abkulrzungsverzeichnis.
Messparameter:

1. Kallusbreite (Cl.Wi in mm) und Breite des mineralisierten Kallus (Cl.Md.B.Wi in
mm): Jeweils groRte Kallusbreite innerhalb der Distraktionszone.

2. Kallusflache (CI.Ar in mm?): Gesamte Flache des ausgebildeten Kallus.

3. Mineralisierte Kallusflache (Cl. Md. B.Ar in mm2) und Umfang des gesamt mine-
ralisierten Knochens (Cl. Md. B.Pm in mm): Knochengewebe innerhalb der Kal-

lusflache und dessen Umfang.

Von diesen Parametern wird der Anteil des mineralisierten Knochengewebes innerhalb
des gesamten Kallus als Kallusknochendichte (CI.B.Dn = CI.Md.Ar%CI.Ar) abgeleitet.
Eine Aussage Uber die Struktur und Form des mineralisierten Knochens lasst sich
durch das Verhaltnis Umfang des mineralisierten Kallus zur mineralisierten Kallusflache
treffen (Cl.Md.B.Pm/CI.Md.B.Ar in mm3).

2.2.8.4 Parameter der Kortikalis-Messungen

In einer weiteren Messung werden die kortikalen Anteile der Messflache (ROI) erfasst
(21).

4. Kortikale Flache (Ct.Ar in mm?2): Gesamtflache der kortikalen Knochenenden
5. Mineralisierte Flache der Kortizes (Ct.Md.B.Ar in mm?2): mineralisierter Anteil an
den Knochenenden

6. Umfang der mineralisierten kortikalen Flache (Ct.Md.B.Pm. in mm)

Aus den letzten beiden Parametern wird die kortikale Knochendichte (Ct.B.Dn =
Ct.Md.B.Ar%Ct.Ar) abgeleitet, um eine Aussage Uber die Struktur der osteotomienahen

Kortikalis zu erhalten.

—69—



7. Der Distraktionsabstand (Dr.Ds in mm) wurde ebenfalls bestimmt, um die Be-
dingungen der Kallusbildung in beiden Gruppen zu untersuchen. Er wird in die Cova-

rianzanalyse einbezogen.
2.2.9 Statistische Analyse
2.2.9.1 Normalisierung

Aufgrund der unterschiedlichen individuellen Grél3e der einzelnen Tibiaknochen werden
die 0. g. Kallusparameter zur sogenannten Sagittalschnittflache (Sl.Se.Area) in Bezie-
hung gesetzt. Diese Flache wird aus dem Knochendurchmesser und dem Distraktions-
abstand errechnet. Sie dient dazu, die 0. g. histomorphometrischen Parameter fur die
statistische Analyse zu standardisieren (Abb. 17 und modifizierte Abb. 18 nach HJ Bail
et al); (21).

Datenerfassung > SSA
1 = Detektionsflache, i.e. Kallus

2 = Bezugsfldache dndern
von Distraktionszone —-> in
Rechteck , a = Weite, b = Héhe

Sagittale Sektionsfliache =

Detektionsflache/
Bezugsflache

Abbildung 17: Digitalisierung — Bilderkennung — Binarisierung
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Abbildung 18: Beispiel der Sagittal Section Area am
Praparat (van Kossa/Safranin-O)

2.2.9.2 Statistische Tests

Alle statistischen Analysen werden mit der SPSS Software (Statistical Package for So-
cial Sciences, SPSS® GmbH, Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt. Zur Uberpriifung
der Daten auf Normalverteilung kommt der Kolmogorov-Smirnov-Test zur Anwendung.
Zudem wird eine Varianzanalyse zum Einfluss von unterschiedlichen Variablen auf die
Untersuchungsergebnisse durchgefihrt, i. e. Medikamente, Alter, praoperatives Ge-

wicht, Basalrate der GH-Ausschuttung und Distraktionsabstand.

Um signifikante Unterschiede in den beiden Gruppen zu untersuchen, wird der unab-

hangige T-Test angewendet.
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3 ERGEBNISSE
3.1 Verlauf des Versuches
3.1.1 Allgemeines

Alle Versuchstiere bleiben wahrend des gesamten Versuchsablaufs gesund. Die Ope-
rationen werden ohne nennenswerte Komplikationen tberstanden. Unmittelbar posto-
perativ belasten die Tiere das operierte Bein zunachst nur leicht, nach Analgesie bis
zum sechsten Tag voll. Wahrend der Distraktions- und Konsolidierungsphase wird das
Bein zunehmend geschont und nur noch wenig belastet. Trotz Antibiose und taglicher
grundlicher Pinpflege kommt es zu Pininfektionen vor allem der proximalen Austritts-
stellen. Dies betrifft Kontroll- und Placebo-Gruppe gleichermal3en (p > 0,05 T-Test). Bei
fast allen Tieren wurde unter Vollnarkose die Pinfestigkeit Gberpriift und wenn ndotig
eine Revision durchgefihrt. Auch dies betraf die Untersuchungsgruppen gleicherma-
Ben (p > 0,05 T-Test).

Fur die histologisch-histomorphometrische Datenerhebung werden folgende Tiere ein-

bezogen.
GH-Gruppe (n = 10): 5,7,11,12, 15, 16, 17, 18, 23, 33
Placebo-Gruppe (n = 10): 8,9, 10, 14, 20, 21, 22, 24, 25, 31

3.1.2 Covarianten

Keines der fur Antibiose, Anéasthesie bzw. Analgesie eingesetzten Medikamente hat
einen signifikanten Einfluss auf die histomorphometrischen Ergebnisse. Weder fir Kor-
pergewicht, Alter noch basale GH-Rate kann ein signifikanter Einfluss auf die quantita-
tiven oder strukturellen Parameter festgestellt werden. Die Gruppen zeigen keinen
Unterschied in der durchschnittlich erreichten Distraktionsdistanz = Dr.Ds (Tab. 5 u.
Tab. 6). Die Varianzanalyse zeigt ebenfalls keinen Einfluss des Distraktionsabstandes

auf die gefundenen Ergebnisse beider Gruppen beziiglich der getesteten Parameter.
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Tabelle 5 nach HJ Bail et al. (21): (Abkirzungen siehe Abkirzungsverzeichnis)

Placebo-Gruppe GH-Gruppe Signifikanz
(n=9) (n=8)

CLWi 22.83 £ 2.66 mm 26.38 £ 3.81 mm n.s.
Cl.Md.B.Wi 20.67 £ 2.86 mm 24.38 + 3.55 mm p <0.05
CLAr 440.31 £ 56.31 mm? | 515.42 + 47.10 mm?2 n. s.
Cl.Md.B.Ar 169.03 £ 43.81 mmz2 | 239.37 + 19.74 mm? n.s.
Cl.B.Dn 38 +0.09 % 46 + 0.07 % n.s
Cl.Md.B.Pm 75.50 £ 92.76 mm 26.10 + 38.95 mm n.s.
Cl.Md.B.Pm/ 15.33+2.29 144 +2.11 n.s
Cl.Md.B.Ar

Ct.Ar 118.41 + 27,83 mm? | 113.87 + 12.77 mm? n.s
Ct.Md.B.Ar 106.23 £ 26.00 mmz2 | 93.92 + 12.46 mm? n.s.
Ct.B.Dn 0.89 £ 0.03 0.82 + 0.06 p <0.05
Ct.Md.B.Pm 304.66 + 55.03 mm2 369.44 +91.37 n. s.
Ct.Md.B.Pm/ 2.62 +0.45 3.25+0.74 n.s.
Ct.Md.B.Ar

Dr.Ds 16.16 £ 3.41 mm 13.36 £ 2.66 mm n. s.
L.Ar 85.56 + 29.22 mm? | 171.22 £+ 36.69 mm? p < 0.05

Tabelle 6: Distraktionsabstand in mm

PLACEBONn =9

Mean 16,16 + 3,41 mm

GHNn=8

Mean 13,36 + 2,66 mm

Tier 08 = 12,57 Tier05=12,14
Tier 09 = 12,00 Tier 07 = 11,00
Tier 10 = 20,00 Tier 11 = 14,71
Tier 20 = 14,89 Tier 12 = 14,71
Tier 21 =19,10 Tier 16 = 20,00
Tier 22 = 18,57 Tier 18 = 09,29
Tier 24 = 19,28 Tier 23 = 14,29
Tier 25 = 20,00 Tier 33 = 18,57
Tier31=12,71
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3.2 Biomechanische und biochemische Ergebnisse
3.2.1 Biomechanische Steifigkeit in vivo und vitro

Da eine Fragestellung die mégliche Korrelation der histomorphometrischen Ergebnisse
mit den biomechanischen Daten einbezieht, sollen hier kurz die Ergebnisse der biome-
chanischen Steifigkeitsmessungen wiedergeben werden, ohne im Einzelnen darauf

einzugehen.

Die torsionale nicht destruktive Steifigkeitsmessung in vivo ergibt eine im Durchschnitt
125 % hohere torsionale Steifigkeit bei wachstumshormonbehandelten Tieren im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe wahrend der Konsolidierungsphase (p < 0.001). Ein Maximum
wird am Tag 19 mit einer 207 % hoheren Steifigkeit registriert (194, 195, 198, 259).

Messungen der torsionalen Steifigkeit durch die Materialtestmaschine (Zwick 1455®,
Zwick GmbH, Ulm, Deutschland) nach Praparation der Knochen ergeben ebenfalls eine
statistisch signifikant hohere Steifigkeit in vitro bei den wachstumshormonbehandelten
Tieren (p < 0.001). Im Vergleich zur gesunden, kontralateralen Tibia erreichen die dist-
rahierten Tibiae der GH-Tiere bei Endpunktbelastung 79,0 £ 23,3 %, die Kontrollgruppe
dagegen lediglich 24,4 + 15,4 % (194, 195, 198, 259).

3.2.2 Biochemische Daten

Die serologisch erhobenen biochemischen Ergebnisse zeigen einen deutlichen Anstieg
des Gesamt-IGF I-Serumspiegels unter systemischer r-pGH-Applikation (GH: 440 %
des Basalspiegels, Placebo: 97 % des Basalspiegels) (20, 23).

3.3 Histologische Morphologie
3.3.1 Allgemeines

Zur Beurteilung der histomorphometrischen Parameter werden die mittigen Sagital-
schnitte eines jeden Tieres untersucht (i. e. L 3-4). Zwischen den proximalen und dista-
len Kortikalisanschnitten befindet sich in der Distraktionszone das Knochenregenerat.
Die kortikalen Anteile scheinen zur Distraktionszone hin aufgelockert zu sein. In etwa
2-3 cm Abstand zu dieser breitet sich wolkchenartig der aus trabekelférmig angeordne-

ten Geflechtknochen bestehende kndcherne Kallus aus. Mittig trifft er in unterschiedlich
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ausgepréagter Verzahnung auf die gegentberliegende Kallusformation des distalen
Fragments. Hier liegt ein schmaler Saum aus Bindegewebsfasern, die polarisationsop-
tisch entlang des Distraktionsvektors ausgerichtet sind. Dieser entspricht der von Aron-
son beschriebenen bindegewebigen Zwischenzone (fibrous interzone). Ihr schlief3t sich
nach proximal bzw. distal die primare Mineralisationsfront an und geht in die sogenann-
te ,microcolumn formation zone“ Uber. Hier bilden zwischen Bindegewebsfasern einge-
bettete Osteoblasten Osteoid sowie den zunachst saulenartig angeordneten
Geflechtknochen. In Kortikalisnédhe zeigt sich bereits ein partielles Remodeling zu La-
mellenknochen. Die Dichte der Kochensaulchen nimmt von periostal nach endostal ab.
Der kleinere endostale Anteil zeigt jedoch haufig schon zusammengewachsene Saulen-
formationen in Markraum- bzw. Endostndhe. Dagegen findet sich im Bereich einer ge-
dachten Verbindunglinie zwischen den gegenuberliegenden Kortices die geringste
Dichte an Trabekeln. Bei einigen Tieren findet in diesem Bereich (noch) keine Kallus-
bildung statt. Hier befinden sich lediglich in Zugrichtung ausgerichtete Bindegewebsfa-
sern. Das intakte periphere Periost liegt der Kalluswolke direkt an. Besonders in den
knéchernen Enden im Bereich der primaren Mineralisationsfront werden teils in Chond-
ronen angeordnete, teils einzeln in der Knochenmatrix gelegene Chondrozyten gese-
hen. Auch zentral im endostalen Anteil des Kallus findet sich hyaliner, von kreuz und

quer angeordneten Bindegewebsfasern umgebener Knorpel. (21)

3.3.2 Vergleich zwischen GH und Placebo

Bereits ohne histomorphometrische Messungen erscheint in der Ubersicht der periosta-
le Kallus der mit Wachstumshormon behandelten Tiere grosser sowie im Bereich der
Fragmentenden verzahnter und teilweise schon verwachsener als in der Kontrollgrup-
pe. Das Remodeling der Kortikalisenden scheint ebenfalls vor allem im Bereich des
periostalen Kallus weiter fortgeschritten. Hier penetrieren Kalluszapfen den kortikalen

Knochen, die Strukturen erscheinen aufgelockerter.

Beispiele am sagittalen Schnitt in der Mitte der Distraktionszone van Kossa/Safranin-O,
(modifizierte Abb. 19 und 20 nach HJ Bail et al); (21):
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Abbildung 20: Van Kossa/Safranin-O, sagittaler Schnitt durch die Distraktionszone

3.4 Histomorphometrie
3.4.1 Van Kossa-Farbung

Um den kalzifizierten Anteil der Kallusformation zu erfassen, wird die modifizierte van
Kossa-Farbung angewendet. Durch diese biochemische Methode stellt sich dieser An-
teil schwarz dar. Dies ermdgglicht in den anschlieenden histomorphometrischen Mes-

sungen eine genaue Detektierung der kalzifizierten Strukturen.
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3.4.2 Einschlusskriterien

Um eine Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Messungen zu gewahrleisten,
werden nur zentral gelegene Schnitte der jeweiligen Tibia verwendet (L 3 - 4) mit der
Bedingung, dass auf dem Schnitt proximal und distal jeweils zwei Kortices zur Darstel-
lung kommen. Schrage oder versetzte Anschnitte der Distraktionszone, Teilanschnitte
sowie peripher gelegene Schnitte werden ebenfalls ausgeschlossen. Bei drei der 20
Tiere ist es nicht moglich gewesen, Schnitte nach oben genannten Kriterien herzustel-
len. Letztendlich sind die Praparate von 17 Tieren zur endgultigen Auswertung der his-

tomorphometrischen Daten verwertbar.

GH-Gruppe (n = 8):
Placebo-Gruppe (n = 9):

5,7,11, 12, 16, 18, 23, 33
8,9, 10, 20, 21, 22, 24, 25, 31

3.4.3 Histomorphometrische Ergebnisse

Histomorphometrische Messungen der mineralisierten Kallusanteile sowie des kortika-

len Knochens bestatigen den oben beschrieben visuellen Eindruck.

Wachstumshormonbehandelte Tiere zeigen bezogen auf die berechnete ,sagittal secti-
on area“ (Sl.Se.Ar.) als Bezugsflache sowohl eine signifikant gréoRere Kallusbreite und -
flache (p < 0,05, t-Test) als die der Kontrollgruppe (Abb. 21, 22 u. Tab. 7) als auch sig-
nifikant hohere Werte fur die statischen Parameter i. e. die mineralisierten Kalluskno-
chenanteile Breite und Flache (p < 0,05, t-Test) (Abb. 23, 24 u. Tab. 7).

Tabelle 7 nach HJ Bail et al. (21): (Abkirzungen siehe Abkirzungsverzeichnis)

Placebo-Gruppe GH-Gruppe Signifikanz
(n=9) (n=8)
Sl.Se.Ar 208.68 £ 63.93 mm2 | 174.72 + 49.71 mm?2 n.s.
CLWi 0.117 + 0.034 0.158 + 0.032 p <0.05
Cl.Md.B.Wi 0.106 +£0.028 0.146 + 0.030 p <0.05
CLAr 2.11 +0.27 2.95+0.44 p <0.05
Cl.Md.B.Ar 0.81+0.21 1.37 +0.30 p <0.05
Cl.Md.B.Pm 0.39+0.49 0.15+0.23 n. s.
Ct.Ar 0.48 + 0.07 0.55+0.08 n.s.
Ct.Md.B.Ar 0.43+0.13 0.46 £ 0.07 n. s.
Ct.Md.B.Pm 1.52 +0.34 2.25+0.78 n.s.
L.Ar 0.41+0.14 0.98 £0.21 p <0.05
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0,04 4
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B Placebo (n=9)
BGH(n=8)

p<0,05

Abb. 21: Kallusbreite = Cl.Wi : Placebo = 0,117 + 0,032; GH = 0,158 * 0,032
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2,95 (+-0,44)

2,5 A

2,11 (+-0,27)

1,51

0,5

B Placebo (n=9)
BGH(n=8)

p<0,05

Abb. 22: Kallusflache = CI.Ar : Placebo =2,11 £ 0,27; GH =2,95 + 0,44
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Abb. 23: Callus mineralized bone width = Cl.Md.B.Wi: Placebo = 0,106 + 0,028; GH = 0,146 + 0,03
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Abb. 24: Callus mineralized bone area = Cl. Md.B.Ar: Placebo = 0,81 + 0,21; GH = 1,37 + 0,30
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Des Weiteren wird ein signifikanter Unterschied (p < 0,05, t-Test) in der kortikalen Kno-
chendichte als Ausdruck des fortgeschrittenen Remodelings in der GH-Gruppe gefun-
den (Abb. 25; s. Tab. 5, Kap. 3.1.2).

Ct.B.Dn

0,95

09 1 0,89 (+-0,03)

0,85 1
0,82 (+-0,06)

0,8

0,75 -

BPlacebo (n=9)
BGH(n=8)

0,7

0,65 1

0,6

0,55 -

0,5

p <0,05

Abb. 25: Cortical bone density = Ct.B.Dn = Ct.Md.B.Ar % Ct.Ar:
Placebo = 0,89 + 0,03; GH = 0,82 + 0,06

Dagegen ergibt sich kein signifikanter Unterschied in der Kallusknochendichte (callus
bone density = CI.B.Dn) sowie im Verhaltnis des Kallusperimeter zur mineralisierten
Kallusknochenflache (Cl.Md.B.Pm / Cl.Md.B.Ar) als Ausdruck der Kallusmikrostruktur.
(s. Tab. 5, Kap. 3.1.2 und Tab. 7, Kap. 3.4.3)

3.4.4 Ergebniszusammenfassung und Beantwortung der Fragestellung

Zusammenfassend bestatigt sich damit eine Stimulation der Kallusformation an Hand
der signifikant groReren Gesamt-Kallusflache und -breite sowie der gréfl3eren Flache
des mineralisierten Kallus durch systemische r-pGH-Gabe. Auf den Anteil des minerali-
sierten Knochengewebes, bezogen auf die totale Kallusflache (Knochendichte des Kal-
lus) sowie die Kallus-Mikrostruktur beider Gruppen, hat die r-pGH-Administration keinen
signifikanten Einfluss. Die hohere biomechanische Belastbarkeit in vivo und ex vivo ist

somit auf Grélienzunahme und nicht auf die Qualitdt des gebildeten Regenerates zu-
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ruckzufuhren. Die ausgepréagte periostale Kallusbildung mit tberwiegend von hier aus-
gehender Penetration des kortikalen Knochens driickt sich in einer deutlich geringeren
kortikalen Knochendichte als Zeichen fir ein gesteigertes Remodeling in der Behand-

lungsgruppe aus. (21)
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4 DISKUSSION
4.1 Histologie der Distraktionsosteogenese unter GH-Gabe

Die Analyse der Einflisse einer systemischen Administration von Wachstumshormon
auf Konsolidierung und Struktur des Knochenregenerates bei Distraktionsosteogenese
ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Zum Zeitpunkt der Studie lag meines Wissens
keine Literatur zu diesem Thema vor. Die Dissertationsschrift ist Bestandteil eines wis-
senschaftlichen Gesamtprojektes, zu welchem mittlerweile wesentliche Publikationen
vorliegen (20, 21, 22, 23, 195, 198), s. auch Danksagung. Im Folgenden werden we-

sentliche histologische Unterschiede unter GH-Applikation aufgezeigt.

Das histologische Erscheinungsbild stimmt in den Grundzigen mit den Ergebnissen
von Aronson und llizarov tberein (10, 14, 116). Die bindegewebige Zwischenzone mit
nach dem Distraktionsvektor ausgerichteten kollagenen Fasern sowie die primare Mine-
ralisationsfront mit aufeinander zuwachsenden Knochséaulchen (,microcolumns®) wer-
den ebenfalls gesehen. Zu den einzelnen Zwischenstadien sind keine Aussagen
mdglich, da die vorliegenden Ergebnisse auf einen Zeitpunkt zwanzig Tage nach Dist-
raktionsbeginn basieren. Es liegt jedoch nahe, dass unter anderem das Osteotomie-
hamatom Ausgangspunkt des osteogenetischen Prozesses st und der
Mineralisationsablauf wahrend der Distraktion von transversal-longitudinal nach zentri-
petal fortschreitet (67, 66, 94, 187). Wie Aronson beobachten wir ebenfalls eine Zu-
nahme der Saulen in longitudinaler und transversaler Richtung (7, 14). Delloye
beschreibt ein ahnliches histologisches Bild zwei Wochen nach Distraktionsbeginn (66,
67):

,Geflechtknochentrabekel flllen die Markhohle bis zu den Knochenenden aus. Gleich-
zeitig beginnt die Proliferation der periostalen osteogenetischen Zellen in einigem Ab-
stand zur Grenzzone. Junges Bindegewebe mit zahlreichen Kapillaren flllt den
interfragmentaren Defekt und wandert in das fibrose Exsudat und die Reste des Hama-
toms ein. Diese frihen Vorgédnge unterscheiden sich nicht von denen der Frakturhei-
lung, die mittels gut durchblutetem Bindegewebe und Proliferation endostaler und
periostaler osteogenetischer Zellen zur Kallusbildung flhren. Als Resultat der Traktion

entsteht schliel3lich ein Netzwerk longitudinal ausgerichteter Knochentrabekel, die stetig
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aufeinander zuwachsen. An den freien Enden der Knochentrabekel sorgen Osteoblas-

tennester fur deren Wachstum.*

In Ubereinstimmung mit mehreren Autoren finden wir im Unterschied zu llizarov und
Aronson, welche eine Kallusbildung ausgehend von den kortikalen Osteotomieflachen
beschreiben, eine vom Periost und Endost ausgehende Kallusbildung sowie Knorpel-
gewebe im Regenerat (66, 85, 130, 132, 266). Letzteres wird hauptséachlich zirkular um
die Distraktionszone zwischen Mineralisationsfront und bindegewebiger Zwischenzone
gesehen. Vereinzelte Chondrone stellen sich inmitten der bindegewebigen Zwischen-
schicht sowohl im Rand- als auch im mittleren Bereich dar. Bei der hier durchgefthrten
Distraktionsosteogenese am Minischwein wird sowohl Uberwiegend intramembrandse
Ossifikation bei raschem Remodeling als auch ein nicht unerheblicher Anteil enchond-
raler Ossifikation nachgewiesen. Ob auch die von Yasui postulierte transchondroidale
Ossifikation stattfindet, ist nicht sicher zu beantworten (266). Es werden jedoch eben-
falls chondrozytenéhnliche Zellen inmitten der kollagenen Fasern an der Grenze zwi-
schen Bindegewebe und neugebildetem Knochen in direkter Nachbarschaft zu
Osteozyten gesehen. Ob dies tatsachlich Chondrozyten oder Vorstufen der Osteozyten
sind, bleibt jedoch fraglich (212).

Eine Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse in der Literatur und auch der vor-
liegenden Studie kdnnte die grofRe Varianz der einzelnen Studiendesigns bieten. Durch
Verwendung unterschiedlicher Tiermodelle ist eine mogliche Vergleichbarkeit nicht im-
mer gegeben. Aronson, Fink und llizarov verwenden Hunde (9, 10, 84, 116). Das fur die
osteologische Grundlagenforschung geeignete Schwein unterscheidet sich mdglicher-
weise in seiner Ossifikation unter Distraktionsosteogenese von anderen Tieren (113).
Andere Parameter spielen jedoch eine nicht mindere Rolle. Wie oben schon aufgezeigt,
ist die Art der Osteotomie von entscheidender Bedeutung. Aronson z. B. fordert zur
Schonung der zentralen Blutgefaf3e die Verwendung eines Osteotoms (7, 16). Diese
auch von llizarov geforderte Kortikotomie findet im vorliegenden Versuch keine Anwen-
dung. Vielmehr erfolgt eine Osteotomie mittels oszillierender S&ge unter Schonung des
Periosts. Delloye und Frierson belegen unter diesen Bedingungen ein Ausbleiben der
endostalen Kallusbildung mit histologisch nachweislich vermehrter Knorpelbildung (66,
85). Dies konnte eine Erklarung bieten, warum unsere Regeneratbildung im Gegensatz
zu anderen Studien nicht von der gesamten Kortikalisschnittflache, sondern primar vom
Periost ausgeht. Im Gegensatz zu Delloye und Frierson wird in der vorliegenden Studie
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jedoch zudem eine vom Endost ausgehende Kallusbildung gesehen, wenn auch gerin-
ger ausgepragt als periostal. Die anteilige Knorpelbildung, die sich im Gegensatz zu
llizarovs und Aronsons Arbeiten finden lasst, ware damit begrindet. Giebel findet
chondrale Ossifikation bei mechanischer Instabilitdt oder vaskularer Stérung des Rege-
nerates (94). Auch hierin kénnten im vorliegenden Versuch Ursachen fir die Knorpel-
bildung zu finden sein. RegelmalRige torsionale in vivo-Testungen, mdgliche geringe
Instabilitaten durch den von uns verwendeten Halbringfixateur sowie die hohe Distrakti-
onsrate mit hieraus moglicher resultierender Minderperfusion kénnten zur Stérung der
rein intramembrandsen Ossifikation beigetragen haben. So tritt der Knorpel Uberwie-
gend im Randbereich der Distraktionszone auf, dem Bereich, der bei der biomechani-
schen Testung in vivo am meisten belastet wird. Fink et al. untersuchen den Anteil der
enchondralen gegentber der intramembrantsen Ossifikation unter ,regularen® Distrak-
tionsbedingungen und finden ebenso ein Verhaltnis von 1:5 (84). Dies macht unsere
Ergebnisse plausibel und zeigt, dass die Distraktionsosteogenese zwar prinzipiell in-
tramembranés verlauft, in der Praxis aber meist mit einem Anteil enchondraler Ossifika-

tion einhergeht.

Am Beispiel der sekundaren Frakturheilung wissen wir um den Einfluss axialer Micro-
bewegungen bzw. Scherkraften auf die Konsolidierung (18, 93, 134). Eine Untersu-
chung von Claes und Heigele belegt durch den Vergleich eines ,Finite Element
Modells* mit histologischen Ergebnissen eines Frakturmodells im Tierversuch den wich-
tigen Einfluss der lokal wirkenden Kréfte auf die Gewebsdifferenzierung im Kallus (51).
In ihrer Hypothese findet ab einer bestimmten Krafteinwirkung eine Umstellung von in-
tramembrandser auf enchondrale Ossifikation statt. Sie wurde spater durch Gardner
zum Grol3teil bestatigt (90). Auch wenn sie sich auf die Heilungsprozesse implantierter
Knochen nicht sicher tbertragen lasst (93), bietet sie auch bei der in der vorliegenden
Studie betrachteten Distraktionsosteogenese ein plausibles Erklarungsmodell fir die

oben geschilderten histologischen Befunde.

4.2 Einflisse des GH auf Histomorphologie und -metrie  der

Distraktionsosteogenese

Es stellt sich als erstes die Frage, ob GH-Administration zu einer Stimulation der Kno-
chenbildung im Kallus fuhrt. Die Vermessung des mineralisierten Gewebes innerhalb

des Regenerates ergibt hier einen signifikant hdheren Knochenanteil. Gleichzeitig findet
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sich in der GH-Gruppe ein signifikant hoherer totaler sowie knécherner Kallusdurch-

messer. Entsprechend war die totale Kallusflache ebenfalls signifikant grosser.

Da zum Zeitpunkt der Studie zum Thema der Einflussnahme von Wachstumshormon-
substitution auf die Distraktionsosteogense diesbeziiglich keine Literatur vorlag, kann
sich im Folgenden nur auf Ergebnisse der Studien zum Thema der sekundaren Frak-
turheilung bezogen werden. Obwohl sich die vorliegende Studie auf die intramembra-
ndse Knochenbildung bei Distraktionsosteogenese bezieht, sind die Vorgédnge auf
zellularer Ebene ahnlich. Transformation, Zellemigration- und Differenzierung, Osteoi-
dablagerung und Kalzifizierung kdnnen, da sie ebenfalls zu Geflechtknochen fihren,

durchaus miteinander verglichen werden (72, 246).

Zahlreiche Studien befassen sich mit unterschiedlichen Ergebnissen mit der Einfluss-
nahme auf Fraktur- oder Defektheilung durch Wachstumshormongabe (siehe Kap.
1.2.2: Tab. 3.1 u. 3.2).

Im Frakturmodell werden unterschiedlichste Versuchsdesigns sowie Wachstumshor-
mondosen angewendet. Ein weiterer moglicher Grund fur die unterschiedlichen Ergeb-
nisse dieser Studien, kénnte die Verwendung artfremden Wachstumshormons sein.
Zudem werden haufig Nagetiere verwendet. Beispielsweise wird bei Ratten der Hei-
lungsprozess hauptsachlich durch non-osteonale Knochenbildung dominiert (25, 26,
27). Das Minischwein scheint dagegen sowohl beziglich der endokrinologischen Ablau-
fe als auch vom Ablauf der Frakturheilung mit dem Menschen vergleichbar zu sein
(113). Durch das von uns verwendete speziesspezifische r-pGH wird einer moéglichen
Antikdrperbildung (58, 149, 248) entgegengewirkt (s. u.). AuRerdem werden in den
meisten Studien Behandlungs- und Kontrollgruppe nicht gleichzeitig radiologisch, histo-
logisch und biomechanisch untersucht, so dass Schlussfolgerungen schwierig zu be-
werten sind. Verglichen mit den verschiedenen Frakturmodellen scheint die
Distraktionsosteogenese durch standardisierte Osteotomie und standardisierte Distrak-

tion zudem ein einheitlicheres Modell der Knochenbildung zu sein.

Histologische Untersuchungen anderer Studien betrachten qualitativ die Menge des
kalzifizierten Gewebes oder die Kallusmenge innerhalb der knéchernen Heilungszone
mittels Scores als die relevanten Parameter, um den stimulatorischen Effekt des
Wachstumshormons zu belegen. Die histomorphometrische Aufarbeitung unterbleibt

zumeist. So zeigen einige Studien keine oder gar negative Einflisse der GH-Gabe auf
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die Kallusformation bei der sekundaren Frakturheilung und auf die biomechanische Be-
lastbarkeit der heilenden Knochen (47, 103, 154, 169, 174, 223). Einige beschreiben
dagegen einen fordernden Einfluss des GH auf die Kallusformation (139, 136, 137,
170, 246). Diesbeziglich wurde jedoch nur eine qualitative Beschreibung der Kallusbe-

schaffenheit gegeben.

Die wichtigste histologische und auch histomorphometrische Studie zur Einflussnahme
des Wachstumshormones auf die sekundare Knochenheilung stammt von Mosekilde
und Bak. In einem Tibia-Fraktur-Modell applizieren sie jungen Ratten humanes Wach-
stumshormon (2,7 mg/kgkG) tber 20 Tage. Nach 30 Tagen findet sich histomorpho-
metrisch in der GH-Gruppe ein signifikant gréf3erer Kallusdurchmesser sowie eine
signifikant groRere totale Kallusflache (161). Die Zunahme der Kallusflache, des Kno-
chengewebes und des Kallusdurchmessers der vorliegenden Studie wird durch diese

Daten unterstutzt.

Die Ubereinstimmung der hoheren postmortalen biomechanischen Steifigkeit mit den
histologischen Ergebnissen findet sich ebenfalls. Die in der vorliegenden Arbeit durch-
gefuhrten intravitalen Steifigkeitsmessungen weisen zudem schon kurz nach Beginn
der GH-Gabe eine hohere Steifigkeit als in der Kontrollgruppe Uber den gesamten Ver-
suchsablauf auf (195, 194, 198, 259).

Der grof3e Unterschied zwischen intramembrantser Knochenbildung und sekundarer
Frakturheilung besteht jedoch in der Knorpelbildung. Wahrend diese bei der Frakturhei-
lung sowie der chondralen Ossifikation elementar notwendig ist, lauft die rein intra-
membrandse Knochenbildung ,achondral® ab. Viele in vitro-Studien belegen, dass der
Stimulationseffekt des GH auf das Knochenwachstum eine Aktivierung der Matrixbil-
dung sowie der Proliferation der Chondrozyten einschliel3t (99, 146, 150, 171, 220, 243,
249, 256). Auf die Frage einer moglichen Einflussnahme auf die Knorpelbildung in der
vorliegenden Studie soll hier nicht ndher eingegangen werden, da sie Bestandteil einer
anderen Arbeit ist. Insgesamt wird jedoch keine signifikante Stimulation der Knorpelfl&-

che im Kallus unter GH-Gabe gesehen.

Wie oben schon erwéahnt findet sich hier unter Gabe von homologem Wachstumshor-
mon eine Zunahme der Knochenflache im Kallus (hard callus). Dagegen zeigen die
Kallusknochendichte und das Verhéltnis des Kallusumfanges zur mineralisierten Kno-

chenflache des Kallus keinen signifikanten Unterschied. Die Frage nach einer mogli-
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chen Veranderung der Strukturparameter des neu gebildeten Knochens unter Wach-
stumshormongabe kann somit verneint werden. Dies steht im Gegensatz zu der oben
genannten Studie von Mosekilde und Bak (161). Diese finden ein hdoheres trabekulares
Knochenvolumen (TBV in % - Analog zum Parameter CI.B.Dn = Kallusknochendichte
in der vorliegenden Arbeit) der Kontrollgruppe (TBV = 89 %) im Vergleich zur Ver-
suchsgruppe nach drei3igtagiger Behandlung mit GH (TBV = 55 %). Die Autoren fuhren
das auf eine massive Inavasion der Kallusflache durch hdmatopoetische Zellen wah-
rend der Behandlung zuriick. Das Ergebnis erklart sich entweder durch ein Wachstum
dieser Zellen auf Kosten des mineralisierten Gewebes oder durch dessen Zerstorung.
In der vorliegenden Studie finden sich jedoch keine Unterschiede bezuglich einer Inva-
sion der Knochenmarkszellen. Dies kdnnte auf das Alter der verwendeten Mikropigs
zurickzufuhren sein, da sich bei ihnen in den langen Rohrenknochen im Unterschied
zu Ratten Fettmark befindet. Eine andere Erklarung bietet der Unterschied zwischen
sekundarer Frakturheilung und Distraktionsosteogenese. Die Frakturheilung findet zum
einen in zufallig gebildeten Raumen innerhalb des gebildeten FrakturhAmatoms statt
und geht zum anderen vom periostalen Zellgewebe aus. Die von engformatierten, fib-
résen Spikulae ausgehende Knochenbildung der Distraktionsosteogenese lasst dage-
gen nur wenig Raum fir eine Invasion der Knochenmarkzellen. Aul3erdem verwendeten
Mosekilde und Bak eine ca. dreiBigfach héhere Dosierung des GH. Diese kdnnte héher
als die therapeutische Breite fir Knochenstimulation gewesen sein und stattdessen
Uber die massive Ausschittung von IGF-I oder direkt durch GH eine Stimulation des

Knochenmarkes bewirkt haben.

GH-Ausschittung fiihrt zu einer Zunahme der IGF-I-Produktion in Leber und Weichteil-
gewebe (81, 244). Neben einem direkten Effekt (160, 226) wirkt es Uber seinen Media-
tor somit indirekt auf mesenchymales Weichteilgewebe (225, 233, 238). Dabei mag der
systemische IGF-I-Spiegel nicht den lokalen wiedergeben, ein Anstieg zeigt jedoch eine
intakte GH/IGF-1-Achse und somit eine effektive Dosis an. Yeh et al. berichten Uber
einen maRigen systemischen sowie skelettalen IGF-I-Anstieg nach GH-Gabe (267,
264). Dagegen beschreiben Carpenter et al. einen fehlenden Effekt nach Administrati-
on von rekombinantem menschlichem Wachstumshormon in einem Kaninchenmodel
(47). Der fehlende Anstieg des IGF-I-Basalspiegels in der GH-Gruppe (GH: 133 %, Pla-
cebo: 110 %) fuhrt zur Annahme, dass Antikorper gebildet wurden. Nicht zuletzt diffe-

riert die Antwort der GH/IGF-I-Achse bei Ratten bzw. Kaninchen betrachtlich vom hier
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nachgewiesenem starken Anstieg des IGF-I-Basalspiegels der Micropigs (GH: 440 %,
Placebo: 97 %) (23, 29).

Zudem st die in der vorliegenden Studie gewahlte Wachstumshormondosis
(100 pg/kgKG/d) lediglich so gewahlt worden, dass die endogene GH-Produktion durch
negativen Feedbackmechanismus gerade blockiert wird (persénliche Kommunikation
Prof. Hans Orskov, Lehrstuhl fir Endokrinologie, Universitat Aarhus). Eine therapeuti-
sche Dosis ist damit erreicht. Sie liegt zwar héher als bei Substitution eines Hormon-
mangels (159, 210, 211), ist aber weit niedriger als die in anderen therapeutisch
klinischen Studien verwendete. So werden beispielsweise bei polytraumatisierten oder
brandverletzten Patienten zum Erhalt der GH/IGF-I-Achse 150 bis 200 pg/kgKG/d und
hohere Dosen substituiert (144, 205).

Die zeitabhangige Wirkung der GH-Administration ist ebenfalls aus Studien bekannt.
Bak findet eine Stimulation der Knochenheilung junger Ratten unter GH-Gabe wahrend
der ersten Heilungsphase (20 Tage) sowie Uber den gesamten Zeitraum von 40, nicht
jedoch bei ausschlie3licher Gabe in den letzten 20 Tagen (28). Bei alteren Ratten weist
Nielsen &hnlich wie Bak einen positiven Effekt bei einer Behandlungsdauer von
2-3 Wochen, nicht jedoch bei Anwendungsdauer von nur einer Woche nach (170).
Northmore-Ball findet einen mafigen, nicht signifikanten Effekt wahrend der ersten Hei-
lungsphase (7.-10. Tag) und gar keinen Effekt bei langerer Behandlung (21.-35. Tag)
(174). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass der grof3te Effekt moglicherweise

in der sehr frihen Phase der Distraktionsosteogenese erzielt wird.

In der klinischen Anwendung der Distraktionsosteogenese findet ublicherweise keine
signifikante Regeneratossifikation statt. In der vorliegenden Studie zeigen GH-
behandelte Tiere bereits wahrend der Distraktionsphase Ossifikationsprozesse. Dies
deutet darauf hin, dass ein stimulatorischer Effekt mit Einbeziehung mesenchymaler
Zellen und deren Differenzierung zu osteoblastischen Zellreinen besteht. Frihere in
vitro-Studien belegen einen anabolen Effekt durch GH-Gabe auf Vorlauferzellen der
Wachstumsfuge sowie Vorstufen der osteoblastischen Zellreihe, Chondrozyten und
pluripotenten Mesenchymzellen (68, 99, 122, 124, 171, 175, 225, 226, 228, 229, 230,
233, 239, 249). Eine spatere Studie von Stewart et al. unterstiitzt unsere Ergebnisse.
Sie zeigt unter IGF-I-Administration in einem Distraktionsmodell an der Mandibula an

ausgewachsenen Hasen ebenfalls bereits wahrend der Distraktionsphase eine gestei-
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gerte osteoblastische Aktivitat, welche zur vorzeitigen knochernen Uberbriickung fuhrte
(237).

Bei der Applikation von GH stellt sich zudem die Frage einer moglichen Stimulation der
Knochenresorption. Wir haben dazu die Knochendichte, mineralisierte Flache und Um-
fang der Kortikalen Knochenenden nahe der Osteotomie vermessen. Die Knochenhei-
lung eines Réhrenknochens setzt den Umbau der Knochenenden durch Resorption und
Remodeling voraus. Wir beobachten eine signifikant geringere Knochendichte der kor-
tikalen Knochenenden in der GH-Gruppe. Dies deutet auf eine erhéhte Resorptionsrate
und beschleunigtes Remodeling hin. Dabei zeigt ein Anstieg der Erosionsflachen nicht
unbedingt eine erhdhte Resorptionsaktivitdt an. Die Flachenausdehnung ist hier von
zwei Faktoren abhangig: der Lebensspanne der Resorptionslakunen sowie deren Neu-
bildung. Eine Verlangerte Resorptionsphase als Zeichen einer verminderten Aktivitat

kann ebenfalls die Oberflache vergrofern.

In vitro-Studien belegen bereits einen stimulatorischen Effekt auf die osteoklastische
Resorption unter GH-Gabe (101, 109, 172). Zudem findet sich eine erhohte systemi-
sche Resorptionsaktivitat anhand erhdhter biochemischer Marker des Knochen- und
Kollagenstoffwechsels, i. e. carboxyl-terminal Telopeptid des Typ-I-Kollagens (ICTP)
und des murinen Hydroxyprolins (210, 211). Die vorliegende Studie unterstitzt die
Vermutung, dass GH direkt oder indirekt sowohl Osteoblasten als auch Osteoklasten
stimuliert (40, 45, 80, 109, 131, 138). Sie zeigt klar, dass rpGH-Gabe im porcinem Mo-
dell die osteogenetische Aktivitat wahrend der Knochenheilung erhdht. Dies stimmt mit
histologischen Ergebnissen anderer Studien Uberein, welche ebenfalls eine Stimulation
der Kallusbildung bei sekundarer Frakturheilung nach GH-Gabe beschreiben (136, 139,
170, 246). Die vorliegende Studie erzielt durch Gabe von speziesspezifischen Wach-
stumshormonen &hnliche Ergebnisse in der Distraktionsosteogense und erklart zudem
die in den biomechanischen Testergebnissen stabileren Regenerate (198). Auch im
porcinem Frakturmodell zur sekundaren Knochenheilung unserer Arbeitsgruppe findet
sich eine beschleunigte Uberbriickung eines kndchernen Defektes unter rpGH-
Administration (22).
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4.3 Die Bildanalyse

Wie oben schon aufgezeigt, ist die computergestitzte Bildanalyse teilweise ein subjek-
tives Messverfahren. Zum einen misst der Untersucher eventuell nicht unvoreinge-
nommen genug oder aber nicht prazise. Dennoch sind die Daten aussagekraftig (53,
64). Die Bildanalyse als quantitave Messung kommt daher in der osteologischen
Grundlagenforschung zum Beispiel der Osteoporose u. v. m. zum Einsatz. Mit der Zeit
finden unterschiedlichste Methoden Anwendung (82, 91, 155, 241). Thomsen berichtet
Uber die Beziehung zwischen statischen histomorphometrischen Daten und biomecha-
nischer Belastbarkeit an menschlichen iliacalen Knochenbiopsien (242). Eine einheitli-
che Nomenklatur ermdglicht den Vergleich der erhobenen Daten (180, 181, 182). Diese

bezieht sich jedoch ausschliel3lich auf die Vermessung lamellaren Knochens.

Windhager et al. Ubertragen erstmals die Erhebung quantitaver, statischer histomor-
phometrischer Daten unter Verwendung der Bildanalyse auf den neu gebildeten Ge-
flechtknochen bei Distraktionsosteogenese. Zunachst verzichtet diese Arbeitsgruppe
jedoch auf eine Standardisierung und berechnet die Kallusflache in der Distraktionszo-
ne ohne Bezugsflache (261). Spater quantifizieren Windhager et al. anhand von Mikro-
radiographien und polychromer Sequenzmarkierungen die totale Flache sowie Dichte
des neugebildeten Knochens wahrend der Remodeling-Phase nach Segmenttransport
in einem Schafmodell. Hierzu werden Bezugsflachen formuliert, i. e. hier die Verbin-
dung der Kortices als kortikale Region, die gleich grol3en anschlieBenden Flachen als
endost- bzw. periostale Region. Die Messungen werden jedoch nur innerhalb dieser
vorgegebenen Flachen durchgefuhrt (260). Fink et al. berechnen den Anteil enchondra-
ler zu intramembrandser Ossifikation unter Distraktionsosteogenese und legen hierzu

eine gleich grof3e Bezugsflache innerhalb des endostalen Knochengewebes fest (84).

Bezugsflachen in der Vermessung des Kallusgewebes (z. B. Geflechtsknochen nach
Distraktionsosteogenese) festzulegen, hat sich weitgehend etabliert. Der Vorteil liegt in
einer Vereinheitlichung, da hier im Gegensatz zu Knochenbiopsien kein einheitliches
Volumen als Bezugsgrof3e vorgegeben ist. Die Daten werden somit harter und ver-

gleichbar.

Um den Untersuchungsvorgang der vorliegenden Arbeit zu objektivieren, wird die Vor-
einstellung der Farbdetektion so gewéahlt und festgelegt, dass immer gleiche Untersu-

chungsbedingungen vorliegen. Bei schwarzer Farbung des vollstdndig kalzifizierten
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Anteils wird die unterste Grauwertstufenerkennung so eingestellt, dass auch noch teil-
kalzifizierte Anteile als Grauwertabstufung erfasst werden. Der Untersucher kann sicher
falsch detektierte Areale entweder entfernen bzw. zufligen oder die Grenze der Erken-
nung verstellen. Die ROI wird fur jeden Schnitt in gleicher Weise festgelegt und eine
Bezugsflache aus den individuellen Breiten sowie dem Distraktionsabstand der Tibiae
berechnet. Sie zeigt somit eine geringere Varianz als die berechnete Detektionsflache
(s. Abb. 17). Eine Vergleichbarkeit der Schnitte untereinander wird zudem durch Aus-
wahl der mdglichst gleichen Lokalisation im urspriinglichen Knochen erzielt. Da sich
jeder Knochen individuell unterscheidet, ist auch hier eine mogliche Fehlerquelle gege-

ben.

Die Streubreite bei Referenzmessungen betragt bei Mehrfachmessung durch dieselbe

Person (Intraobserver Abweichung) < 5 %.

Das Schneiden und Strecken der Préparate erfordert hohe Anspriche an Material und
Untersucher. Bruchstellen, Rillen- und Blasenbildung haben qualitativen und quantitati-
ven Einfluss auf das Farbeergebnis. Auch die Farbung an sich kann durch geringgradi-
ge Abweichung der Komponenten oder des Farbeablaufes unterschiedlich ausfallen.
Daher werden in der vorliegenden Arbeit die Farbungen sowie die Aufbereitung der

Schnitte durch dieselben Personen durchgeftihrt.

Beim Vergleich der Ergebnisse mit denen anderer Studien sind daher unterschiedliche
Farbemethoden sowie unterschiedliche technische Ausstattungen (Mikroskop, Compu-
tersoftware etc.) zu bertcksichtigen. Unterschiedliche Voreinstellungen und nicht zu-

letzt unterschiedliche Untersucher kdnnen die Daten verfalschen.

4.4 Starken und Schwéachen der Arbeit

Als Teil eines Gesamtprojektes mit Erfassung mehrerer Fragestellungen stellt die vor-
liegende histologische Arbeit eine Endbetrachtung dar. Wir haben uns somit nicht aus-
schlie3lich auf den histologischen Aspekt fokussiert und kénnen daher nicht wie bei Lis
Mosekilde et al. (161) den ,Verlauf der histologischen Vorgange wahrend der Distrakti-
on aufzeigen. Das vollstandige Remodeling des Knochenregenerates wird ebenfalls
nicht abgewartet. Eine Aussage uber die Rekortikalisierung und méglicherweise verzo-

gertes Remodeling ist somit nicht moglich.
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Der Einfluss mehrerer Doktoranden mit unterschiedlichen Interessen hatte moglicher-
weise Einfluss auf die Qualitat. So werden durch biomechanische Testungen maogli-
cherweise Gewebereize gesetzt, die sich auf den Regenerationsprozess auswirken. Die
postmortale Steifigkeitsmessung zerstort moglicherweise trotz aller Vorsicht Gewebe.
Durch Infektionen und nicht zuletzt deren notwendige medikamentdse Behandlung wird
die Knochenbildung moglicherweise beeinflusst (111). Zum anderen kénnen jedoch die
Ubrigen erhobenen Teilergebnisse durch die histologischen Untersuchungen validiert

werden.

Durch Verwendung eines speziesspezifischen Wachstumshormons wird einer eventuel-
len Antikorperbildung vorgebeugt. Die Dosierung entspricht in etwa der bei wachstums-
hormondefizienten Patienten angewandten, wohingegen andere Studien wesentlich
hdéheren Dosen einsetzten (s. 0). Das Schwein als Versuchstier scheint wegen der Ver-
gleichbarkeit mit dem Menschen in der osteologischen Grundlagenforschung gut ge-
eignet (113). Im GrofRen und Ganzen wird das llizarov-Konzept in der Durchfihrung der
Distraktionsosteogenese umgesetzt (116). Ausnahmen bilden der speziell entwickelte
Fixateur sowie die durchgefihrte Osteotomie mit der oszillierenden Sage. Die unter-
schiedlichen Distraktionsraten und -rhythmen erklaren sich aus der aus dem Vorver-

such resultierenden Notwendigkeit, aussagekraftige Daten zu erlangen.

Unsere Studie lasst einen stimulatorischen Effekt von GH oder eines seiner Mediatoren
auf Knochenbildung und Resorption wéhrend der Distraktionsosteogenese vermuten
und kann dazu beitragen, die vielfaltigen biologischen und mechanischen Einfliisse zu
klaren. Die systemische Applikation des GH setzt eine ausreichende Wirkung am ,Wir-
kungsort®, i. e. mesenchymale Zellen des Knochenregenerates sowie Zellen des Pe-
riosts, voraus. Weitere Studien zur Erforschung der lokalen und systemischen
Zytokinkonzentration, lokale Vaskularisation sowie Zytokinexpression unter GH-Gabe
bei unterschiedlicher Dosierung sind daher notwendig. Die zeitabhangige Wirkung ware
durch Unterteilung der Behandlungsgruppen und Einschlaferung zu unterschiedlichen
Zeitpunkten zu untersuchen. Hierzu wird jedoch ausreichende Anzahl an Versuchstie-

ren bendotigt.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Mehrere Studien belegen eine hdhere biomechanische Stabilitat des verheilten Kno-
chens nach Applikation von Wachstumshormon (Somatotropin, GH) wahrend der se-
kundaren Frakturheilung (25, 27 , 170, 224). Zudem wird eine schnellere Kallusbildung
in Frakturmodellen dokumentiert. Histologisch zeigt sich unter Wachstumshormonein-
fluss in friheren Versuchen jedoch eine lockere Kallusstruktur sowie ein verzégertes
Model- und Remodeling (139, 161). Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss von
systemisch appliziertem GH auf die Kallusstruktur und das Remodeling des Distrakti-
onsregenerates bei der Kallusdistraktion. Bei 20 ausgewachsenen, weiblichen Yucatan
Micropigs wird eine Tibia- und Fibulaosteotomie durchgefuhrt und anschlieRend mit
einem Fixateur externe stabilisiert. Nach einer Latenzperiode von 4 Tagen wird Uber 10
Tage 2 mm/d distrahiert und eine Regenerationszeit von 10 Tagen eingehalten. Wah-
rend des gesamten Versuchsablaufes erhalten Tiere der Versuchsgruppe (n = 10) tag-
lich 100 pg/kgKG recombinantes porcines Wachstumshormon (r-pGH), Tiere der
Kontrollgruppe (n = 10) zum gleichen Zeitpunkt ein Placebo (NaCl 0,9 %). Nach Ein-
schlaferung am Tag 25, biomechanischer Testung und histologischer Aufarbeitung wird
eine quantitative histomorphometrische Analyse des gebildeten Kallus, des Knorpelan-
teils und des angrenzenden kortikalen Knochens durchgefiihrt (gesamt n = 17, GH-

Gruppe n= 8, Placebo-Gruppe n =9).

In vivo- sowie in vitro-Steifigkeitsmessungen ergeben signifikant hohere Werte der
wachstumshormonbehandelten Tiere (195, 198, 259). In Korrelation dazu findet sich in
den Knochenregeneraten der mit GH behandelten Tiere ein signifikant grél3erer mine-
ralisierter Kallus ohne Unterschied in der Kallusmikrostruktur. Das Remodeling der Kor-
tikalis scheint bei signifikant niedriger Knochendichte weiter vorangeschritten. Trotz
vorherrschender intramembrandser Ossifikation werden in beiden Gruppen Knorpelin-
seln gesehen (20, 21, 22, 194).

Die vorliegende Arbeit zeigt in einem Modell der Distraktionsosteogenese unter Ver-
wendung von Yucatan Micropigs und Applikation eines speziesspezifischen, recombi-
nantem porcinem Wachstumshormons (r-pGH) eine Akzeleration der Kallusformation
im Regenerat auf. Die vorliegende Studie befasst sich erstmals mit der Erhebung his-
tomorphometrischer Parameter des Knochenregenerates im Rahmen der Distraktion-

sosteogenese unter GH-Substitution. Zum Zeitpunkt der Studie ist es unseres Wissens
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der erstmalige Versuch, den Heilungsprozess der Distraktionsosteogenese mittels
Wachstumshormon zu beschleunigen. Die histomorphometrische Analyse des Regene-
rates erfordert die Festlegung geeigneter Parameter zur Vermessung des gebildeten
Geflechtknochens. Die Studie belegt eine Beschleunigung der Regeneratkonsolidie-
rung, i. e. der Ossifikations- und Remodelingprozesse unter Wachstumshormonsubsti-
tution bei Distraktionsosteogenese, ohne Veranderung der Mikrostruktur (21). Zukinftig
als klinische Methode angewandt, kann es zu einer erheblichen Verkirzung der Aushei-
lungszeit nach Extremitatenverlangerung oder Segmenttransport beitragen. Klinisch ist

die Anwendung von Wachstumshormon bereits in Erprobung.
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