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Einleitung

1 Einleitung

Die Knochenheilung umfasst einen komplexen Regelkreis regenerativer Um-
bauprozesse, an deren Ende die vollstindige anatomische und strukturelle Wiederherstel-
lung der Knochen-Architektur steht (Einhorn, 2005). Sie stellt damit einen besondere Form
der physiologischen Wundheilung dar, welche statt in einer Reparation des geschidigten
Gewebes durch die Bildung von Narbengewebe, in einer vollkommenen Regeneration des
Knochens resultiert (Brighton, 1984). Der Prozess der Osteoregeneration ist dabei einer
sehr sensiblen molekularen und zelluldren Regulation unterworfen, dem zur Folge bei etwa
10 % aller Frakturen Stérungen der Knochenheilung in Erscheinung treten (Haas, 2000,
Choi et al., 2004). Diese sind neben einer physiologisch und psychologisch belastenden,
verldngerten Rekonvaleszenz des Patienten ebenso mit hohen finanziellen Kosten verbun-
den (Rose et al., 2002; Kassem et al., 2004). Erliegt der Heilungsprozess in Folge biologi-
scher Inaktivitit des Knochengewebes im Frakturgebiet vollstindig, entsteht eine atrophe
Pseudarthrose (Stiirmer, 1996). Eine kndcherne Verbindung der Fragmentenden kann hier

nicht ohne therapeutische Intervention wiederhergestellt werden (Gebauer et al., 2005).

Das heute angewendete therapeutische Verfahren besteht in der Stabilisierung
der Zusammenhangstrennung mittels Osteosynthese in Kombination mit einer biologischen
Stimulation der Gewebeaktivitit (Kasperczyk et al., 1996). Nach derzeitig angewendeten
Methoden erfolgt die biologische Reizgebung zur Osteoinduktion dabei durch autologe
oder allogene Spongiosa-Transplantation, auf Basis der regenerativen Kompetenz des na-
tirlichen Gewebes. Die Nachteile des Verfahrens liegen in einer begrenzten Verfiigbarkeit
des zu verpflanzenden Gewebes sowie in Infektionen und zahlreichen Komplikationen in
Folge des invasiven Eingriffs zur Entnahme des Transplantates (Lind et al., 2001). Die Er-
forschung und Etablierung minimal invasiver Behandlungsmethoden massiver Knochen-
heilungsstorungen, zu deren Kreis auch die atrophe Pseudarthrose gehort, bleibt daher ein
stetig aktueller Gegenstand der osteoregenerativen Wissenschaft. Einen erfolgversprechen-
den Ansatz stellt hierbei der Einsatz adulter mesenchymaler Stammzellen (MSCs) aus dem
Knochenmark dar. MSCs sind multipotente Zellen mit dem Vermdogen, sich selbst zu rege-
nerieren (Bianchi et al., 2001). Sie besitzen die Fahigkeit, sich u.a. zu Knochen- und Knor-
pel formierenden Zellen zu entwickeln und nehmen dariiber maB3geblichen Anteil an der
Osteoregeneration (Carter et al., 1998). Das heterogene Differenzierungspotential und die

Moglichkeit der Kultivierung und Entwicklung der Zellen ex vivo setzte MSCs in den ver-
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gangenen vier Jahrzehnten in den Fokus regenerativer Medizinwissenschaft (Kassem et al.,
2004). Sie finden ihren Einsatz in Situationen, in welchen sich die Transplantation intege-
ren Gewebes und/oder reifer Zellen nicht durchfiihren lasst (LeBlanc et al., 2006). Auch
die in vitro realisierbare, gezielte Pridifferenzierung der MSCs zu osteogenen Vorldufer-
zellen (Osteoprogenitorzellen (OPCs)) (Pittenger et al., 1999) und deren Transplantation in
das Frakturgebiet, im Zusammenhang mit der Therapie verzogerter Knochenheilung bei er-
haltener biologischer Kompetenz des Gewebes, konnte bereits mit positivem Resultat un-
tersucht werden (Schliephake et al., 2002; Srouji et al., 2005). Der Vorteil des Einsatzes
von OPCs gegeniiber MSCs liegt in deren bereits strenger determinierten Ausdifferenzie-
rung zu osteokonduktiven Zellen. Das Risiko einer heterogenen Gewebeentwicklung bei
Einsatz multipotenter Stammzellen kann so minimiert und die bestehende Abhéngigkeit
der Zelldifferenzierung von der v.a. molekularen Signalgebung des umliegenden Gewebes

reduziert werden (Kassem et al., 2004).

Die Eigenschaft der OPCs, sich in vivo zu syntheseaktiven Osteoblasten auszu-
differenzieren und in Verbindung mit der Stimulation ortstindiger Zellen und Modulation
der Mikroumwelt neues Knochengewebes zu synthetisieren (Izadpanah et al., 2005), sind
Grundlage der vorliegenden Studie. Untersucht wird der Einfluss autologer, in vitro osteo-
gen prédifferenzierter MSCs (= OPCs) auf die gestorte Knochenheilung bei verminderter
biologischer Aktivitit der Fragmentenden anhand einer induzierten atrophen Pseudarthro-
se-Situation im Ratten-Modell. Ziel der Studie war es zu evaluieren, ob der physiologi-

schen Knochenheilungsprozess auf diesem Weg initiiert werden kann.
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2 Stand des Wissens
2.1 Biologie des Knochens

2.1.1 Funktionalitit des Knochengewebes

Das Knochenskelett, respektive das Knochengewebe, ist die strukturelle Stiitze
des Organismus und als Tréger zahlreicher Ansatzstellen fiir Biander und Sehnen der Mus-
kulatur eine der wichtigsten Voraussetzungen und Grundlagen der Bewegung. Dariiber
hinaus stellt es einen Schutzmantel fiir zahlreiche Vitalorgane sowie das Zentralnervensys-
tem dar. Der Knochen ist dabei ein Leben lang in der Lage, sich durch eigene Stoffwech-
selleistung, iiber permanente Ab- und Umbauprozesse, optimal zu regenerieren. Die
Dynamik dieses immerwédhrenden Knochenabbaus und -umbaus passt sich hierbei nicht al-
lein physiologischen Kreisldufen, sondern auch abweichenden statisch-dynamischen Belas-
tungen an. In Folge anhaltend abweichender Gliedmassenstellung und/oder Fehlstellungen
nach unphysiologisch geheilten Knochenfrakturen und dariiber Verinderungen von Zug-,
Druck- und/oder Scherkriften, nehmen die ossdren Umbauprozesse zu. Diese Anpassungs-
fahigkeit des Gewebes garantiert die mechanische Stiitzfunktion des Knochenskeletts

(Schiebler, 1986).

Die lebenslange Stoffwechselleistung des Knochens beinhaltet iiber diese sta-
tisch-adaptiven Vorginge hinaus auch die Regulation der Mineralstoffdistribution hinsicht-
lich Kalzium und Phosphor. Das Knochengewebe stellt fiir diese Mineralien ein Depot dar.
Es steuert iiber Hormon- und/oder Vitaminkonzentration abhédngig induzierte Zellaktivitat
den Ab- bzw. Aufbau des Knochens und reguliert dariiber die Blut-Kalzium Konzentration
auf ein gleich bleibendes Niveau (Liebich, 1999). Positive Stimuli beziiglich des Knochen-
auf- bzw. Kalziumeinbaus und damit eine Erniedrigung der Blut-Kalzium Konzentration,
erfolgen durch Calcitonin, einem Schilddriisenhormon, welches die Osteoblastendifferen-
zierung und -aktivitit und folglich das Knochenwachstum, anregt (siehe 2.1.3 Grundbau-
steine des Knochengewebes) (Klaushofer et al., 1994). Dariiber hinaus wird der
Knochenaufbau durch das Somatotrope Hormon (STH), das Thyreotrope Hormon (TSH),
das Adenokortikotrope Hormon (ACTH), ménnliche und weibliche Geschlechtshormone
sowie Vitamin C gefordert (Braun et al., 1996). Dem gegeniiber steigert das Parathormon

der Nebenschilddriise iiber eine Stimulation der Knochen abbauenden und so Kalzium frei-
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setzenden Osteoklasten, die Blut-Kalzium-Konzentration (siehe 2.1.3). Ebenso beeinflusst

1,25 Dihydroxycholecalziferol (Vitamin D3), das die intestinale Kalzium-Resorption for-
dert, zusammen mit der in der Niere zu einer verminderten Kalzium-Ausscheidung fiihren-
den Vitamin-D-25-Hydroxylase, die Konzentration von Kalzium im Blut positiv (Liebich,
1999). Das Vitamin bzw. dessen Vorstufe fiihren so eine wichtige Primisse fiir die Minera-
lisation des Knochengewebes herbei und fordern tiberdies die Proliferation und Differen-
zierung von Osteoblasten (siehe 2.1.3) (Klaushofer et al., 1994). Eine negative Wirkung
auf das Gleichgewicht zwischen Knochenauf- und -abbau haben hingegen Glukokortikoi-
de. Diese Steroidhormone der Nebennierenrinde wirken hemmend auf Osteoblasten und
fithren so zu einer Verschiebung des Gleichgewichtes in Richtung des Knochenabbaus (ne-
gative Knochenbilanz) (Klaushofer et al., 1994). Uber diese molekularen Regulationsme-
chanismen hinaus beinhaltet der Knochen das rote Knochenmark. Somit ist das Gewebe

ein wichtiges Element der Himopoese (Schiebler, 1986).

Zusammenfassend lassen sich die Aufgaben des Knochengewebes demnach in
zwel miteinander korrespondierende funktionelle Bereiche einteilen. Auf der einen Seite
steht die Stiitz- und Schutzfunktion des Gewebes, auf der anderen die metabolische Funkti-
on (Schiebler, 1986; Klaushofer et al., 1994; Liebich, 1999). Beide garantieren die lebens-
lange Aufrecht(er)haltung des Organismus und bestimmen so in ihrem Zusammenspiel die

Architektur des Korpers.

2.1.2 Makroskopischer Aufbau des Knochens

Betrachtet man das intakte Knochenskelett makroskopisch, so lassen sich nach
Form bzw. GroBenverhiltnissen folgende Arten des Knochens unterscheiden: platte Kno-
chen (z.B. Schulterblatt, Darmbein), kurze Knochen (z.B. Knochen der Wirbelsiule) und
lange oder Rohrenknochen (die meisten Knochen der Extremitéten). Diese Einteilung ba-
siert jedoch nicht allein auf den bestehenden Proportionen. Durchtrennt man die verschie-
denen Knochenarten entlang ihrer Léingsachse, so werden zwei verschiedene
Knochenstrukturen erkennbar (Schiebler, 1986). Eine oberflidchliche, homogene und kom-
pakte Schicht, die sog. Substantia compacta und ein schwammaéhnliches Geflecht aus klei-
nen Knochenbilkchen, welches als Substantia spongiosa bezeichnet wird. Die Qualitit der
drei Knochenarten unterscheidet sich somit zunichst nicht, jedoch bestehen deutliche Un-

terschiede in der rdumlichen Ausdehnung von Kompakta und Spongiosa (Liebich, 1999).
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Bei der Einteilung eines Knochens in die oben genannten Kategorien werden seine Propor-

tionen sowie auch seine innere makroskopische Struktur beriicksichtigt (Schiebler, 1986).

Charakteristisch fiir den inneren, makroskopischen Aufbau platter und kurzer
Knochen ist eine diinne Kompakta, die ein mit Spongiosa gefiilltes Hohlraumsystem um-
schliet (Schiebler, 1986). Das Netzwerk der Substantia spongiosa beherbergt himoretiku-
lares Gewebe (Schnorr, 1996). Rohrenknochen bestehen zunéchst aus drei makroskopisch
und architektonisch unterschiedlichen Komponenten: der Diaphyse, dem Knochenkdrper
oder auch —schaft (Corpus), einer sich beidseits an den Corpus anschlieBenden Metaphyse
(Epiphysenplatte), sowie einem ebenso beidseitig abschlieBenden Element, der proximalen
und distalen Epiphyse (Liebich, 1999). Die innere Struktur der Diaphyse lésst eine dicke
Kompakta erkennen, welche den Knochenschaft umgibt. Dem Knochenmantel liegt im In-
neren eine schmale Spongiosa direkt an, wodurch eine Knochenhohle entsteht. In Richtung
der proximalen und distalen Metaphyse sowie der Epiphyse verjiingt sich die Kompakta
und liegt hier diinn auf einer raumfiillenden Substantia spongiosa auf (Schiebler, 1986;

Liebich, 1999).

Aupere und innere Knochenhaut

Alle Arten des Knochens werden von einer bindegewebigen duflerer Haut, dem
Periost, nahezu vollstindig iiberzogen (Klaushofer et al., 1994; Liebich, 1999). Ausnah-
men bilden dabei allein einige knorpeliiberzogene Bidnder- und Muskelansitze, sowie Ge-
lenkflichen, welche mit Synovium beschichtet sind (Schiebler, 1986). Das Innere der
Knochenoberfliche sowie die Bilkchenstruktur der Spongiosa, die Volkmannkanile
(Canaliculi perforantes) und Havers schen Kanile (Canales zentrales) (siehe 2.1.4 Histolo-
gischer Aufbau und Entwicklung des Knochens) werden von einer Schicht aus abgeflachten

Bindegewebszellen, dem Endost, ausgekleidet (Schiebler, 1986; Liebich, 1999).

Entsprechend seiner Funktionen besteht das Periost aus zwei Komponenten:

der duBleren, schiitzenden, stark faserhaltigen Schicht, dem Stratum fibrosum und der inne-

ren, den Knochen erhaltenden und ernidhrenden Schicht, dem Stratum cambium (Kambi-

umschicht) oder Stratum osteogenicum (Schiebler, 1986). Die im Gegensatz zum Stratum
fibrosum faserarme, jedoch zellreiche Kambiumschicht liegt dem Knochen unmittelbar an.
Sie beinhaltet zahlreiche sensiblen Nervenfasern sowie Blut- und Lymphgefiafie (Liebich,

1999). Letztere garantieren u.a. die Erndhrung des Knochens und ziehen in Abhédngigkeit
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von ihrer Grofe durch Foramina nutrica und/oder innerhalb der Volkmann-Kanile in den
Knochen ein. Uber einzelne Kollagenfasern (»Sharpey-Fasern«) der duBeren Grundlamel-
len des Knochens entsteht eine feste Verbindung zwischen Periost und Knochen (siehe
2.1.4) (Liebich, 1999). Die Zellen des Periosts dhneln in ihrer Morphologie den Fibroblas-
ten. Es handelt sich um multipotente, proliferationsfreudige Zellen mit ausgeprigtem os-
teogenem Potenzial (Schiebler, 1986). Ihre Fihigkeit zu Osteoblasten zu differenzieren
spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und auch der Heilung des Knochengewebes
(Schiebler, 1986). Ein makroskopischer Hinweis auf die Beteiligung der du3eren Knochen-
haut am juvenilen Knochenwachstum und der Knochenheilung ist die Stirke des Periosts.
In aktiven Phasen, wie Knochenentwicklung und/oder -regeneration, stellt sich das Periost
verhéltnisméBig dick und stark vaskularisiert dar, wohingegen sie in inaktiven biologi-
schen Phasen bei adulten Individuen eher diinn erscheint (Remedios, 1999). Entsprechend
den bereits beschriebenen Zellen des Periosts besitzt auch das Endost Zellen mit osteoge-

nem Potenzial, welche zur Knochenneubildung beitragen konnen (Schiebler, 1986).

2.1.3 Grundbausteine des Knochengewebes

Das Knochengewebe setzt sich, unabhingig von der Art des Knochens, aus der
Knochengrundsubstanz (Matrix) bzw. Interzellularsubstanz und den Knochenzellen zusam-

men (Remedios, 1999).

Knochengrundsubstanz (Matrix)

Die Interzellularsubstanz oder Knochenmatrix besteht zu 30 % aus organi-

schem Anteil und ca. 70% anorganischen Bestandteilen (Remedios, 1999).

Das organische Material, welches iiberwiegend von Osteoblasten synthetisiert
wird, umfasst Typ-I Kollagenfasern (ca. 90-95 %) und eine Grundsubstanz reich an Glyko-
samino- und Proteoglykanen (5-10 %) (Chondroitin-6 Sulfat, Chondroitin-4 Sulfat, Kerat-
ansulfat) (Boskey et al., 1984; Liebich, 1999). Die Strukturproteine des Kollagens liefern,
zusammen mit ca. 5-10 % Lipidanteil, etwa ein Drittel der Trockenmasse des Knochenge-
webes (Liebich, 1999). Der organische Anteil der Matrix dient als strukturelles Grundge-
rist (Kristallisationskern) bei der Mineralisation des Knochens. Die in Form von
Hydroxylapatit-Kristallen (Groe: 20-40 x 2-3 nm) vorliegenden Mineralien, hier v.a. Kal-
zium-Phosphat, lagern sich dabei duBlerlich als dreidimensionales Gitterwerk an die Kolla-

genstruktur an, welche von Grundsubstanz umgeben ist (Remedios, 1999).
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Die Biegesteifigkeit des Knochens wird hierbei mageblich von der Stirke der Verbindung
zwischen Kollagen und kristallinem Gitterwerk bestimmt (Liebich, 1999).

Zwei Drittel der Gesamttrockenmasse des Knochengewebes besteht schlie3lich
aus dem anorganischen Bestandteil der Knochengrundsubstanz, den mineralische Verbin-
dungen (Boskey et al., 1984). Das anorganische Gewebe enthélt 85 - 90 % Kalzium-Phos-
phat, 8 - 10 % Kalzium-Carbonat, ca. 1,5 % Magnesium-Phosphat sowie etwa 0,3 %
Kalzium-Fluorid (Liebich, 1999). Dariiber hinaus einen geringen Anteil Natrium, Nitrat

sowie weitere Spurenelemente (Schiebler, 1986).

Zellen des Knochens

Die den Knochen aufbauenden, erhaltenden und abbauenden Zellen des Kno-
chengewebes sind Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten (Schiebler, 1986; Remedios,

1999; Liebich, 1999).

Osteoblasten

Morphologie und Lokalisation

Diese syntheseaktiven, basophilen Knochenzellen finden sich an der Oberfla-
che des Knochengewebes an Knochenbdlkchen, sowie in Havers’schen Systemen (siche
2.1.4) (Remedios, 1999). Hier sind sie nach Art eines einschichtigen Plattenepithels orga-
nisiert und angeordnet. Die 20— 30 um groen Osteoblasten weisen in ihrer aktiven Phase
(»Synthese-Phase«) eine kubische Form auf. Die sekretionsaktiven Zellorganellen, wie
Golgi-Apparat und raues endoplasmatisches Retikulum (rER), sind gut entwickelt
(Schweiberer et al., 1999). Der Zellkern ist rund und befindet sich an der von der Grund-
substanz des Knochengewebes abgewandten Seite der Zelle. Zur Kommunikation mit be-
nachbarten Osteoblasten verfiigen die Zellen an der der Grundsubstanz zugewandten
Oberfliche iiber zytoplasmatische Fortsitze (siche Abbildung (Abb.) 1) (Schiebler, 1999;
Schweiberer et.al., 1999; Liebich, 1999). Mit abnehmender Syntheseaktivitit verandert
sich die Morphologie der Osteoblasten. Die Zellen werden deutlich flacher und entwickeln
eine spindelige Form. Sie sind dann vor allem (v.a.) an der Knochenoberfliche lokalisiert
und werden hier auch als »bone lining cells« bezeichnet. Das osteogene Potenzial der Kno-
chenzellen bleibt, trotz einer eventuellen Inaktivitit, lebenslang erhalten (Schiebler, 1986;

Liebich 1999).
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Abb. 1: Osteoblasten (Ob)
an der Oberfliche des
periostalen Kallus (pKa).
(Movat Pentachrom)

Funktion

Die bedeutendste Syntheseaktivitit von Osteoblasten besteht in der Bildung
von organischer, nicht verkalkter Knochenmatrix, dem sog. »Osteoid« (Schiebler, 1986)
sowie in der Synthese von nicht-kollagenen Proteinen (Osteokalzin, Osteonektin, Osteo-
pontin, Bone Sialoprotein (BSP)) (Liebich, 1999). Das Osteoid entsteht durch Osteoblas-
ten-Aktivitit an der Knochenoberfliche als nicht mineralisierter Saum. Es besteht aus
ungeordneten Kollagenfibrillen sowie Knochengrundsubstanz. Die Kollagen Typ I-Synthe-
se, bzw. die des Vorldufers Prokollagen, beginnt intrazelluldr im rER und Golgi-Apparat
der Zellen und findet ihren Abschluss im Extrazellularraum durch Bildung von Tropokol-
lagen, welches zu Kollagenfibrillen aggregiert (Cruess et al., 1975; Schnorr, 1996; Liebich,
1999). Die ungeordneten Fibrillen werden von den sie umgebenden Matrixsubstanzen mas-
kiert, das entstandene Osteoid erscheint so mikroskopisch homogen in seiner Struktur (Lie-
bich, 1999). Téglich produzieren die Osteoblasten einen Osteoidsaum von etwa 1 um
Dicke (Liebich, 1999). Die Zellen produzieren dabei innerhalb weniger Tage das 2 - 4fache
ihres Volumens an organischer Matrix (Schweiberer et al., 1999). Innerhalb von ca. drei
bis vier Tagen verkalkt das Osteoid zu etwa 70 %. Die endgiiltige Mineralisation ist nach
ca. sechs Wochen abgeschlossen. Die Initialisierung und Steuerung der Mineralisation or-
ganischer Matrix erfolgt dabei iiber die Osteoblasten selbst (Liebich, 1999; Remedios,
1999). Induziert wird die Kalzifizierung durch die von den Zellen exprimierte alkalische
Phosphatase (AP) (Boskey et al., 1984). Das zur Mineralisation benétigte Kalzium und
Phosphor wird von den Osteoblasten iiber die Modulation der Funktion knochenabbauen-

der Osteoklasten gesteuert. Das nach Abbau des Knochengewebes freigesetzte Kalzium
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und Phosphor bildet zwischen bzw. an den Kollagenfibrillen der Matrix Hydroxylapatit-
Kristalle aus. Unter Beteiligung der von den Osteoblasten synthetisierten nicht-kollagenen
Proteine (s.0.) kommt es zur Mineralisation des Gewebes (Liebich, 1999). Die Regulation
von Knochenformation und -resorption erfolgt durch Osteoblasten mit Hilfe kalzitroper
Hormone (Parathormon (PTH), Kalzitonin), dem Steroidhormon Ostrogen, sowie Zytoki-
nen (IL-1/-6) und Wachstumsfaktoren (Transforming Growth Factor-o/-f, (TGF-o/-B),
Bone Derived Growth Factor (BDGF), Epidermal Growth Factor (EGF)). Die Knochenre-
sorption wird durch PTH gefordert. Osteoblasten verfiigen auf der Zelloberfliche iiber Pa-
rathyroid-Rezeptoren, die fiir die eigentliche Resorption verantwortlichen Osteoklasten
jedoch nicht. Nijweide et al. (1986) nehmen daher an, dass die hormonell gesteuerte Akti-
vierung resorptionsaktiver Osteoklasten oder auch deren Neubildung nur in Anwesenheit
von Osteoblasten moglich wird. Gleichzeitig hemmt das PTH die Osteoblasten-Aktivitét
und verschiebt so das Gleichgewicht zu Gunsten der Knochenresorption. Eine weitere Re-
zeptorengruppe auf der Oberfliche von Osteoblasten ist die der Ostrogen-Rezeptoren. Das
Steroidhormon fordert die Knochenformation und hemmt gleichzeitig die Resorption des
Knochens (Boskey et al., 1984; Klaushofer et al., 1994). Zytokine tragen iiber eine stimu-
lierende Wirkung auf Osteoblasten zur Knochenformation bei (Nijweide et al., 1986).

Osteozyten
Die fortschreitende Matrixproduktion syntheseaktiver Osteoblasten resultiert
schlieBlich in deren vollstindiger Einbettung in das Osteoid. Man bezeichnet die Osteo-
blasten ab diesem Zeitpunkt als »Osteoid-Osteozyten« (Bonewald, 2007). Nach abge-

schlossenener Matrixmineralisation werden sie »reife« Osteozyten genannt (sieche Abb. 2)

(Schiebler, 1986; Liebich, 1999; Bonewald, 2007).

Morphologie und Lokalisation

Die Morphologie der Osteozyten ergibt sich aus deren Entstehung. Sind ihre
direkten Vorlduferzellen, die Osteoblasten, vollstandig von Osteoid umgeben, beginnen sie
radidr lange zytoplasmatische Fortsidtze zu entwickeln. Der Zellkorper selbst verkleinert
sich dabei und nimmt eine abgeflachte, spindelige Form an (Gesamtdurchmesser: ca. 20 -
60 um) (siche Abb. 2) (Boskey et al., 1984). Neben der charakteristischen dufleren Form
der Osteozyten zeichnet sie ein grofer, nahezu ovaler und chromatinreicher Nukleus, so-

wie nur wenige stoffwechselaktive Zellorganellen aus (Boskey et al., 1984; Bonewald,
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2007). Durch den reduzierten Umfang der Zellkorper innerhalb der mineralisierten Kno-
chenmatrix entstehen um die Osteozyten Knochenlakunen (Lacuna ossei). Dennoch sind
die Zellen nicht vollstdndig von ihrer Umgebung isoliert. Sie stehen iiber dendritische Fort-
sitze, welche sich in kleinen Knochenkanilchen (Canaliculi ossei) radidr von der Kno-
chenlakune ausbreiten, miteinander, sowie mit Zellen der Knochenoberfliche in Kontakt
(sieche Abb. 2) (Bonewald, 2007). Diese Verbindungen dienen u.a. dem Stofftransport.
Uber »gap junctions« wird hier ein interzellulirer Austausch von Ionen und kleinen Mole-

kiilen ermoglicht (Schiebler, 1986).

: C Oz
- . ; . - " .
LSS X 20 um
| Bf i —

Abb. 2: A: Osteoid-Osteozyten (Oz) in Knochenlakunen im periostalen Kallus,

B: reifer Osteozyt (0z) mit dendritischen Fortsitzen (Pfeile) in der
Kortikalis (Movat Pentachrom)

Funktion

Osteozyten erfiillen zunéchst eine den Knochen erhaltende Funktion (Liebich,
1999). Neben der Aufgabe eines Platzhalters innerhalb des Knochengewebes beinhaltet
dies den Aufbau interzelluldrer Hartsubstanz durch enthaltenes protein- und glykoprotein-
gebundenes Kalzium-Phosphat sowie die Beteiligung an feinregulativen Vorgingen der
Blut-/Kalzium-Hémostase (Boskey et al, 1984; Schiebler, 1986). Vermittelt wird der Stoff-
transport in den Extrazellularraum dabei iiber die kontraktilen Zytoplasmafortsitze der Zel-
len via Diffusion (Liebich, 1999). Dariiber hinaus nehmen Osteozyten an der Modulation
und Regulation der Osteoklasten-/Osteoblasten-Aktivitit teil (Liebich, 1999; Bonewald,
2007). Basis hierbei ist die Fihigkeit der Osteozyten, mechanische Krafeinwirkungen mit-
tels Transformation in biochemische Zell-Signale umzusetzten. Die Signaliibertragung er-

folgt tiber die zytoplasmatischen Fortsidtze der Zellen oder den Zellkorper selbst durch sog.
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»fluid flow shear stress« (Bonewald, 2007). In Abhingigkeit von Veridnderungen ihrer

Umgebung sind Osteozyten so in der Lage, ihre eigene Mikroumwelt zu regulieren.

Osteoklasten
Die oftmals als Riesenzellen (@ ca. 20 - 100 um) (Remedios, 1999) bezeichne-
ten Osteoklasten entstehen aus der hdmatopoetischen Makrophagen/Monozyten-Zelllinie
durch Fusion (Rauner et al., 2007). Ihre Aufgabe besteht in der Resorption mineralisierten
Knochengewebes resp. der Demineralisierung des Knochens durch proteolytische Enzy-
maktivitit (Schell et al., 2006). Dabei baut ein Osteoklast pro Zeitintervall etwa das Dreifa-
che der Knochenmatrix ab, die ein Osteoblast aufbaut (Liebich, 1999; Schell et al., 2006).

Morphologie und Lokalisation

Charakteristisch ist die Vielkernigkeit der Zellen (10 - 100 Kerne) sowie ihr
groBer Umfang (siche Abb. 3) (Schiebler, 1986; Liebich, 1999). Entsprechend ihrer Funk-
tion als knochenabbauende Zellen findet man Osteoklasten in unmittelbarer Nihe zum
Knochengewebe, wo sie in sog. Resorptionslakunen oder »Howship“schen Lakunen« lie-
gen. Diese entstehen durch die enzymatische Resorptionsaktivitit der Zellen selbst
(Schiebler 1986). Die der Knochenoberfliche zugewandte Seite der Osteoklasten stellt sich
mit einer stark geféltelten Struktur dar, der sog. »ruffled boarder« (sieche Abb. 3), welche
durch Plasmalemm-Ausstiilpungen entsteht (Liebich, 1999). So ergibt sich eine Oberfla-
chenvergroBerung der Zelle auf Seiten ihrer mageblichen Aktivitéit. Zahlreiche Mitocho-
drien im Zytoplasmabereich dieser Resorptionsstruktur weisen auf einen aeroben
Stoffwechsel der Osteoklasten hin (Liebich, 1999). Ebenso verfiigen die Zellen iiber einen
gut ausgebildeten Golgi-Apparat, entsprechend zahlreiche, mit saurer Phosphatase gefiillte
Lysosomen, wenig tER und freie Polysomen im Zytoplasma (Schiebler, 1986). Durch In-
vagination der Zellmembran entstandene Vakuolen sind Ausdruck einer ausgeprigten
endo-/exozytotischen Aktivitit (Liebich, 1999). Mikrotubuli im Inneren der Osteoklasten
verbinden die knochenseitige »ruffled boarder« mit der sog. »clear zone« (Liebich, 1999)
oder »functional secretory domain« (FSD) (Rauner et al., 2007). Hier, an der der Knochen-
fliche abgewandten Seite der Zellen, gelangen die resorbierten Materialien entlang der Mi-
crotubili durch Exozytose in den extrazelluliren Raum (Fenton et al., 1990; Rauner et al.,

2007).
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i'ufﬂ_ed boarder
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e g g i!""""*i’ﬁ - . Howship“scher Lakune (HL)
e L TR L (Movat Pentachrom)

Funktion

Die Demineralisierung des Knochens erfolgt durch »lakunidre Resorption«
(Liebich, 1999) in der Howship“schen Lakune. Durch proteolytische Reaktionen bzw. Zell-
Aktivitit entstandene freie Hydroxylapatitkristalle, organische Matrixbestandteile und Ein-
zelbestandteile der Kollagenfibrillen werden durch Endozytose in die Osteoklasten aufge-
nommen und dort innerhalb der zytoplasmatischen Vakuolen und Lysosomen aufgelost
(Liebich, 1999, Rauner et al., 2007). Der Abbau der organischen Matrixbestandteile erfolgt
dabei im wesentlichen durch Tatrat-resistente saure Phosphatase (TRAP), Kathepsin K so-
wie durch Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP-9) (Rauner et al, 2007). Die Regulation der
Osteoklasten erfolgt hormonell und zellvermittelt. Eine Hemmung der Aktivitdt bewirken
dabei die Hormone Ostrogen und Calzitonin (Schiebler, 1986; Liebich, 1999). Forderlich
auf die Aktivitit der Riesenzellen wirken dagegen das Parathormon, sowie Vitamin Ds. Die
zelluldre Regulation erfolgt durch Osteozyten (s.0.) und Osteoblasten (Liebich, 1999). Os-
teoblasten stimulieren dabei die Zelldifferenzierung der Osteoklasten durch die Synthese
des »Macrophage-Colony Stimulating Factor« (M-CSF) sowie den »Receptor activator of
nuclear factor kB Ligand« (RANKL) mittels Zell-Zell-Interaktion (Pietschmann, 2006;
Schell et al., 2006). Durch die Sekretion des Zytokins Osteoprotegerin (OPG), welches die
RANKL-Wirkung antagonisiert, sind Osteoblasten jedoch ebenso in der Lage, die Osteo-

klastengenese zu hemmen (Rauner et al., 2007).
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2.1.4 Histologischer Aufbau und Entwicklung des Knochens

Die Zusammensetzung des Knochengewebes aus Knochenzellen, Kollagenfa-
sern und mineralisierten Verbindungen erscheint bei allen Arten des Knochengewebes
gleich. Histologisch sind jedoch deutliche Unterschiede erkennbar beziiglich der Menge an

organischen und anorganischen Bestandteilen sowie der inneren Struktur (Schiebler, 1986;

Licbich, 1999).

Histologischer Aufbau

Entsprechend dem histologischen Aufbau unterscheidet man zwei Arten des

Knochengewebes, den Geflecht-/Faserknochen und den Lamellenknochen (Liebich, 1999).

Geflechtknochen (Os membranaceum reticulo-fibrosum)

Die Anlage des Geflecht- oder Faserknochens erfolgt wéihrend der embryona-
len Entwicklung des Skelettes iiber desmale und/oder chondrale Ossifikation. Geflechtkno-
chen ist die einfachste Art des Knochengewebes, er wird mit Eintritt in die postnatale
Periode nahezu vollstindig zu Lamellenknochen umgebaut. Allein der dulere Gehorgang
und das kndcherne Ohrlabyrinth, sowie Ansatzflichen starker Sehnen am Knochen werden
auch in der adulten Lebensphase weiterhin durch Geflechtknochen gebildet. Dariiber hin-
aus entwickelt sich diese Art des Knochens iiberall dort, wo iiber einen lingeren Zeitraum
starke Zug-, Druck und/oder Scherkrifte das Knochengewebe beeinflusst haben (Liebich,
1999). Kennzeichnend fiir den Geflechtknochen ist die fehlende einheitliche Verlaufsrich-
tung der Kollagenfaserbiindel in der Matrix. Ebenso unterliegen die Knochentrabekel des
Gewebes, sowie entsprechend auch die enthaltenen Osteozyten, keiner erkennbar regelmé-
Bigen Anordnung. Insgesamt befinden sich im Vergleich zum Lamellenknochen weniger

anorganische Substanzen in der Knochenmatrix (Schiebler, 1986).

Lamellenknochen (Os membranaceum lamellosum)

Diese Art des Knochens entwickelt sich aus der einfachen Form des Geflecht-
knochens und besteht aus qualitativ vergleichbaren, jedoch in ihrer Ausrichtung unter-
schiedlichen Knochenlamellen mit einer Stirke von 3 - 7 um (Schiebler, 1986).
Charakteristisch ist die Organisation der Kollagenfasern. Diese sind innerhalb der Lamel-
len, anders als im Geflechtknochen, regelméBig, parallel oder konzentrisch angeordnet.

Entsprechend der auf sie einwirkenden Druck- und Zugkréfte sind die Fasern so ausgerich-
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tet, dass sie lokale, statische Anforderungen optimal erfiillen konnen. Die Fibrillen der
Kollagenfasern selbst stellen sich dabei, im Gegensatz zu den welligen Verhéltnissen im
Bindegewebe, gestreckt dar (Schiebler, 1986). Die Kollagenfasern der einzelnen Knochen-
lamellen weisen architektonisch einen schraubenformigen Verlauf waagerecht zu deren
Léngsachse auf. Richtung und Steigungswinkel der Fasern verdndert sich dabei alternie-
rend mit jeder Lamelle. Kollagenspiralen benachbarter Lamellen verlaufen stets einander
entgegengesetzt und kreuzen sich dabei mit einem Winkel von 90 Grad (Liebich, 1999).
Die Uberschneidung einzelner Kollagenfasern im spitzen Winkel zur Mehrheit der Grund-
spiralen lésst ein feines, solides Gitterwerk entstehen. Durch die Verbindung von isolierten
Kollagenfasern mit dem Kollagengefiige der Nachbarlamelle entwickelt sich eine struktu-
relle Briicke zwischen den einzelnen Lamellen. Auf diese Weise beginnt der Aufbau des

Osteons, dem Grundbaustein des Lamellenknochen der Rohrenknochen (Liebich, 1999).

Im Zentrum des auch als »Havers-System« bezeichneten Osteons steht der
Zentralkanal (Canalis zentralis) oder »Havers-Kanal«, eine mit mesenchymalem Bindege-
webe ausgefiillte Hohlrohre, welche ein feines Blutgefill (Havers-Gefal3) sowie Lymphge-
fiBe und vegetative Nervenfasern enthélt (Schiebler, 1986; Liebich, 1999). Konzentrisch
um den Zentralkanal herum angeordnet verlaufen in mehrfachen Lagen die sog. Spezialla-
mellen (Lamellae osteoni), deren Struktur den oben beschriebenen Knochenlamellen ent-
spricht. Der Aufbau des Havers’schen Systems aus Speziallamellen verlduft zentripetal.
Ausgehend von der duBleren Speziallamelle entstehen alle Weiteren zum Zentralkanal hin.
Die Zahl der Lamellen, welche ein Osteon bilden, variiert zwischen 5 und 20, demnach
entstehen Osteone unterschiedlicher Durchmesser (@ ca. 20 - 100um) (Schiebler, 1986).
Das einzelne Osteon hat eine zylindrische Form. Es ist durch die sog. Zementlinie (Linea
cementalis), einem Kit reich an Fasern und Grundsubstanz, histologisch deutlich von ande-
ren Osteonen und weiteren umgebenden Lamellen (s.u.) abgetrennt. Die Havers schen Sys-
teme des kompakten Lamellenknochens ziehen iiber mehrere Zentimeter parallel der
Knochenoberflidche und stehen mit nachfolgenden, ebenso wie mit benachbarten Havers-
Systemen, iiber einzelne Kollagenfasern in struktureller Verbindung. Eine strukturelle, je-
doch ebenso funktionelle Verbindung entsteht auch iiber die Zytoplasmafortsitze von Os-
teozyten (Schiebler, 1986; Remedios, 1999). Die Zellen liegen regelméfig angeordnet
entlang der Lamellengrenzen in schmalen Knochenlakunen (Lacuna ossea). Ausgehend

von den Lakunen bilden sich radiir feine Knochenkanile (Canaliculi ossei) (@ 1 um) aus,
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durch welche die Fortsétze der Osteozyten miteinander in Kontakt stehen. Durch die Ver-
bindung des so entstandenen Versorgungsnetzes mit dem zentralen Blutgefil im Havers-
Kanal (Havers- Gefdl3) wird eine flichendeckende nutritive Versorgung des Gewebes er-
moglicht (Schweiberer et al., 1999). Die Havers-Gefille der einzelnen Osteone stehen ih-
rerseits durch die sog. Volkmann-Gefile miteinander in Verbindung. Diese verlaufen,
ausgehend von der inneren und dufleren Knochenhaut, senkrecht der Zentralkanéle der Os-
teone in Volkmann-Kanilen (Canaliculi perforantes) (Liebich, 1999). Die Verbindung des
interossdren Transportsystems mit dem peripheren Gefid3system ensteht letztlich im dia-
physéren Bereich des Knochens iiber MarkraumgefaB3e (Aa. nutritiae). Diese durchbrechen
die Kortikalis und breiten sich im Inneren des Knochens nach proximal und distal ficher-
formig aus. Sie sind mit den Volkmann-Gefilen verbunden. Dariiber hinaus verfiigt der
Knochen iiber ein weiteres arterielles Gefdnetz, ausgehend vom Periost, welches entlang
der Sharpey-Fasern durch die kortikalen Lamellen in den Knochen eintritt und mit den
Markraumgefien in Verbindung steht. Der vendse Abflufl erfolgt iiber Sinusoide des
Knochenmarkraums, sowie iiber periostale Gefile (Schweiberer et al., 1999; Remedios,
1999). Uber die ernihrende Funktion hinaus garantiert dieses Versorgungsnetz den Trans-
port von Kalzium-/Phosphor-lonen in periphere Blutgefile. Freigesetzt werden diese Io-
nen iiber den in den Kapiteln 2.1.1 und 2.1.3 bereits beschriebenen, hormonell induzierten
Abbau von Knochengewebe. Das in den Knochenlakunen enthaltene Kalzium bzw. Phos-
phor liegt frei vor und ist somit mobil. Die Ionen werden mittels aktiver Osteoklasten frei-

gesetzt und gelangen iiber das vernetzte Gefi3system in die Peripherie (Schiebler, 1986).

Osteone unterliegen, entsprechend dem gesamten Knochengewebe, lebenslan-
gen Ab- und Umbauvorgiingen. Reste abgebauter Osteone fiillen dabei die Riume zwi-
schen den einzelnen Havers-Systemen. Die verbleibenden Knochenlamellen zwischen den
einzelnen Osteonen werden als Schaltlamellen (Lamellae insterstitiales) bezeichnet
(Schiebler, 1986). Den inneren und duBeren Abschluss der ossiren Binnenstruktur bilden
schlieBlich die General- oder Grundlamellen. In ihrer Struktur analog zu den bereits ge-
nannten Lamellen, umschlieBen die dueren Grundlamellen den Knochen vollstindig. Sie
sind in Form von Platten geschichtet und bieten die Ansatzfliche der Fibrae perforantes.
Diese Kollagenfasern, auch als »Sharpey-Fasern« bezeichnet, verbinden die duflere Kno-
chenhaut, das Periost, fest mit dem Knochen. Die inneren Grundlamellen entsprechen in

Struktur und Anordnung weitgehend den AuBeren, die Anzahl an Lamellen ist jedoch ge-
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ringer. Sie sind an der inneren Knochenoberfldche lokalisiert und werden von Endost iiber-
zogen. Der Zusammenhang der inneren Grundlamellen ist jedoch im Gegensatz zu den Au-
Beren nicht einheitlich. Unterbrochene Lamellen setzen sich hier in Form von

Knochenbilkchen fort (Schiebler, 1986, Schweiberer et al., 1999).

Der histologische Aufbau des Lamellenknochen platter, sowie kurzer Knochen
unterscheidet sich nicht grundlegend von den oben beschriebenen Strukturen. Auch hier
finden sich in der kompakten Knochenschicht Knochenlamellen und/oder Teile von La-
mellen (Schnorr, 1996). Eine systematische Organisation der Osteone, gleich den Verhilt-

nissen im Rohrenknochen, findet sich in diesen Knochen jedoch nicht (Schiebler, 1986).

Entwicklung von Knochengewebe (Osteogenese)

Die Osteogenese verlduft iiber zwei mogliche Wege. Im Rahmen der desmalen
Osteogenese entsteht das Gewebe direkt iiber die Differenzierung mesenchymaler Binde-
gewebszellen zu Osteoblasten. Im Verlauf der chondralen Osteogenese bildet sich der
Knochen iiber die Zwischenstufe einer vorldufigen Knorpelschablone (perichondrale Ossi-
fikation), entlang derer sich durch Ab- und Umbauprozesse Knochengewebe (enchondrale
Ossifikation) entwickelt (Schnorr, 1996). Das Resultat beider Konzepte ist zundchst die
Entstehung von, unter biomechanischen Aspekten, unreifem Geflechtknochen, der nachfol-
gend durch diesbeziiglich kompetenteren, reifen Lamellenknochen ersetzt wird (Boskey et
al., 1984). Die desmale Osteogenese fiihrt in der Regel nicht allein zur Entwicklung des
endgiiltigen Knochens, eine Ausnahme bilden hier lediglich die Knochen des Schidels
(Schiebler, 1986). Die Entstehung des adulten Knochenskeletts besteht vielmehr in einer

sich zeitlich tiberlappenden Kombination der desmalen und chondralen Osteogenese.

Desmale Osteogenese (Osteogenesis membranacea)

Die direkte Knochenbildung beginnt in sog. »priméren Ossifikationszentren«
des embryonalen Bindegewebes mit der Proliferation von Mesenchymzellen. Parallel dazu
sprossen vermehrt Blutkapillaren in das Gewebe ein (Schiebler, 1986). Diese dienen zu-
nichst der Nahrstoffversorgung, transportieren aber dariiber hinaus weitere mesenchymale
Bindegewebszellen in das Gewebeareal (Liebich, 1999). Die lokalen und immigrierten plu-
ripotenten embryonalen Stammzellen differenzieren entlang der osteogenen Zelllinie zu
stoffwechselaktiven Osteoblasten und initiieren so die Synthese der Knochenmatrix (siehe

2.1.3). Die entstehenden Kollagenfasern erscheinen dabei unregelméfig in ihrer Organisa-
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tion (Schiebler, 1986). Da die Bildung der Knochen-Mineralkristalle resp. die Einlagerung
anorganischer Materialien in die organische Knochenmatrix hier entlang der irregulédren
Kollagenfibrillen verlduft, bildet sich ein unregelmifiges Netzwerk kleiner Knochenbal-
ken, der »primitive« Geflechtknochen (Boskey et al., 1984; Schiebler, 1986). Die verschie-
denen Ossifikationszentren verschmelzen im Verlauf der Osteogenese miteinander. Die
inneren und duBere Knochenoberfldche bleibt dabei zunichst von einer mehrlagigen Bin-
degewebsschicht, dem Perichondrium, iiberzogen, welche sich nachfolgend zu Periost und
Endost entwickelt (Schiebler, 1986). Die Entstehung von Knochengewebe iiber desmale
Osteogenese gehort zu den wesentlichen Prozessen der embryonalen/juvenilen Entwick-
lung des Knochenskeletts und ist dariiber hinaus fester Bestandteil der indirekten Knochen-
heilung (siehe Kapitel 2.2). Das daraus resultierende auch als »Faserknochen« bezeichnete

Gewebe ist der Geflechtknochen.

Chondrale Osteogenese (Osteogenesis cartilaginea)
Bei der besonders fiir Rohrenknochen charakteristischen chondralen Osteoge-
nese (Schiebler, 1986) unterscheidet man noch einmal zwischen perichondraler (Ossifica-

tio perichonrales) und enchondraler (Ossificatio enchondralis) Ossifikation (Boskey et al.,

1984; Schiebler, 1986; Liebich, 1999).

Die perichondrale Ossifikation verlduft analog zur desmalen Osteogenese (Lie-

bich, 1999). An der diaphysiren Oberfliche des Knorpelmodells, aus welchem der Kno-

chen entstehen soll, transformieren sich hierbei jedoch Chondroblasten zu Osteoblasten.
Dies geschieht an sog. »desmalen Ossifikationszentren« (Schiebler, 1986). Die Zentren ha-
ben ihren Ursprung zunichst im Perichondrium, spéter im daraus entstehenden Periost
(Schnorr, 1996). Die Ossifikation verlduft, ausgehend von der Mitte des spéteren Knochen-
schaftes, beidseits in Richtung der Epiphysen (Liebich, 1999). Die desmale Knochenbil-
dung resultiert zunichst in der Ausbildung einer Ummantelung des Knorpelschaftes mit
Geflechtknochen bis zum epiphysiren Bereich (Schiebler, 1986). Die so von der vaskula-
ren Versorgung abgetrennten Knorpelzellen unterhalb der Knochenmanschette hypertro-
phieren (sog. »Blasenknorpel«). Entsprechend zunehmender Druck- und Zugverhiltnisse
innerhalb der begrenzenden Manschette ordnen sie sich in Richtung der Epiphyse sdulen-
formig an ( sog. »Sdulenknorpel«) (Schnorr, 1996). In Folge der Unterversorgung degene-

rieren die hypertrophen Chondrozyten und die umgebende Knorpelmatrix kalzifiziert
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(Schiebler, 1986; Schnorr, 1996). Die genauen molekularen und zelluldren Mechanismen
der Mineralisation hyaliner Knorpelmatrix werden in Kapitel 2.2 im Zusammenhang mit
der sekundidren Knochenheilung erldutert. Auf der Oberfliche der Knochenmanschette be-
ginnen zeitgleich Osteoklasten im Rahmen physiologischer Umbauprozesse mit der Re-
sorption des Knochengewebes. Uber derart entstehende Kanile sprossen, ausgehen vom
Perichondrium/Periost, Gefdle in das Innere der Knorpelschablone (Schnorr, 1996). Die
kalzifizierte Knochenmanschette wird rasch von neuen Kapillaren durchdrungen, mit ihnen
gelangen auch Chondroklasten in das Gewebe. Sie resorbieren enzymatisch die kalzifizier-
te Knorpelmatrix und schaffen so Gewebs-Zwischenrdume resp. -Kanéle, durch welche die

Blutkapillaren weiter einsprossen (Liebich, 1999).

Dieser Vorgang stellt den Ubergang von perichondraler zu enchondraler Ossi-

fikation dar. Die auch als »Verknocherung« bezeichnete Phase der Knochenentwicklung
beginnt mit der Synthese neuer Knochengrundsubstanz an der Oberfldche von Knorpelres-
ten durch Osteoblasten. Sie immigrieren mit den periostalen BlutgefiBlen perivaskuldr in
Form mesenchymaler Stammzellen (MSCs) in das Gewebe. Hier proliferieren und diffe-
renzieren die MSCs zu Osteoblasten. Entsprechend der Leitstruktur der kalzifizierten
Knorpelmatrix entsteht das charakteristische Gitterwerk des Geflechtknochens (Schiebler,
1986). Durch stetig ablaufenden Knochenauf- und -umbau entsteht im Inneren des Corpus
ein Hohlraum, die sog. »primdre Markhohle« (Schnorr, 1996). Sie beherbergt sowohl
MSCs als auch zahlreiche Blutgefidle. Im spiteren Verlauf der embryonalen Entwicklung
beinhaltet sie ma3geblich MSCs und wird nun als »sekunddre Markhohle« bezeichnet. Der
»unreife« Geflechtknochen wird iiber physiologische Resorption und Formation von Kno-
chengewebe abgebaut und so durch »reifen« Lamellenknochen ersetzt (Liebich, 1999). Die
beschriebenen Arten der Knochenentwicklung vollziehen sich so auch im adulten Organis-

mus im Verlauf der Knochenheilung.
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2.2 Knochenheilung

Die Energie der auf das Knochengewebe einwirkenden Krifte kann, in Abhin-
gigkeit des Knochenvolumens und der Biegesteifigkeit, nur bis zu einer gewissen Grenze
vom Knochen absorbiert werden. Ubersteigt die auftretende Energiemenge die mogliche
Absorptionskapazitit des Knochens, bricht dieser (Brighton, 1984; Riiter et al., 1996). Die
entstehende Fraktur umfasst dabei eine Gewebeschddigung der Knochenhaut, des vitalen
Knochens, des Knochenmarks sowie des unmittelbar angrenzenden Weichteilgewebes
(Klaushofer et al., 1994). Die Knochenheilung besteht im Wesentlichen aus der Neubil-
dung von Knochen und dessen Eingliederung in das noch bzw. bereits vorhandene Kno-
chengewebe (Schiebler, 1986). Sie stellt dabei eine auBergewohnliche Form der Heilung
dar, denn die Knochenheilung resultiert, entgegen der normalen Wundheilung, nicht in re-
parativem Narbengewebe, sondern in restauriertem, in seinen mechanischen und struktu-
relle Eigenschaften vollstindig regeneriertem Knochengewebe. Sie wird daher auch als
Knochen-Regeneration bezeichnet (McKibbin, 1978; Brighton, 1984). Das Ziel ist die
vollkommene Wiederherstellung der Knochenstruktur und damit, entsprechend Wolff”s
Gesetz »form follows function«, einer maximalen Stiitzfunktion im Sinne herrschender

Gewichts-, Druck- und Zugbelastungen (Boskey et al., 1984).

Die Neubildung des Knochengewebes verlduft dabei in Anlehnungen an die
embryonale/juvenile Knochenentwicklung in Form desmaler und/oder enchondraler Ossifi-
kation. Die Art der Knochenheilung ist im Wesentlich abhéngig von der Entfernung der
Frakturenden zueinander und der Stabilitit der Fraktur. Besteht ein direkter Kontakt zwi-
schen den Knochenfragmenten in Verbindung mit einer ausreichenden Stabilitit der Zu-

sammenhangstrennung, so vollzieht sich die Knochenheilung bei intakter Vaskularisation

(Braun et al., 1996) im Sinne der sog. direkten oder primdren Frakturheilung. Fehlen die

genannten Voraussetzungen, regeneriert das Gewebe nach Art der indirekten oder sekun-

diren Frakturheilung (Einhorn, 1998/2005). Beide Heilungsarten umfassen die Differen-

zierung vom Knochenzellen, deren Matrix-Sekretion sowie die Einlagerung von
Kalzium/Phosphor-Mineralien in die Matrix (sieche 2.1.3). Die Regeneration des osséren
Gewebes erfolgt so, dass die strukturelle Anatomie des Gewebes wieder gesichert werden
kann (Boskey et al., 1984). Wird die Knochenregeneration in ihrem geregelten Verlauf in
eine ihrer Phasen unterbrochen oder fehlerhaft durchlaufen, so ist die Folge eine Storung

der Knochenheilung (Braun et al., 1996).
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2.2.1 Primire Frakturheilung
Wie bereits erwihnt, setzt die primire oder direkte Knochenheilung zunéchst
eine unmittelbare Nihe der Knochenfragmente zueinander voraus. Sie vollzieht sich im

Sinne einer sog. »Kontaktheilung«, wenn die Weite des Frakturspaltes 0,01 mm nicht iiber-

schreitet (Klaushofer et al., 1994) oder so gering ist, dass weder Gefdl3- noch Bindege-
websstrukturen hineingelangen kdnnen (Mann et al., 1989; Einhorn, 1998). Die primére
Knochenheilung kann jedoch auch noch bei einer Frakturspaltweite bis zu 0,5 mm nach

Art der sog. »Spaltheilung« in Erscheinung treten (Mann et al., 1989). Da ein konstant un-

ter 0,01 mm liegender Abstand zwischen den Fragmentenden selten ist, kann ebenso ein
paralleles Auftreten beider Heilungsarten beobachtet werden (Schenk, 1975). Eine weitere
Bedingung der primiren Heilung ist neben der Entfernung zwischen den Frakturenden, de-
ren Stabilitit bzw. minimale Beweglichkeit sowie eine anatomisch korrekte Position zuein-
ander (Braun et al., 1996; Schweiberer et al., 1999). Eine ebenso wichtige Pramisse fiir die
Knochenheilung im Rahmen der primiren Knochenregeneration stellt eine ausreichende
Vaskularisation des Knochens im Frakturgebiet dar (Rhinelander, 1974; Braun et al.,
1996). Histologisch-morphologisch ist die direkte Knochenheilung zum Einen gekenn-
zeichnet durch das Fehlen eines stabilisierenden Frakturkallus (Mann et al., 1989; Braun et
al., 1996), zum Anderen durch die vollige Abwesenheit von Knorpel- und Bindegewebss-
trukturen im Frakturspalt (Schweiberer et al., 1999). Eine Ausnahme entsteht, wenn es
nicht zu einer stabilen Fixation der Fragmente gegeneinander kommt, die Durchblutung
der Frakturenden jedoch ausreichend ist. In diesem Fall entsteht ein stabilisierender Kallus,
der sog. »Unruhe-Kallus« (Braun et al., 1996). Die wesentlichen Prozesse dieser Art der
Knochenheilung werden durch die Aktivitit von Osteoklasten und Osteoblasten getragen
und erfolgen, entgegen der sekunddren Frakturheilung, unter einer nur geringen Beteili-

gung von umliegendem Weichteilgewebe, Periost und Knochenmark. (Einhorn, 2005).

Im Falle der Kontaktheilung werden die Fragmentenden in lingsaxialer Aus-
richtung durch direkten Aufbau neuer Havers’'scher Systeme miteinander verbunden
(Braun et al., 1996). Hierbei entstehen zunéchst durch die Aktivitit von Osteoklasten, sog.
»cutter heads«, Resorptionskanile mit zapfenformiger Front (»cutting cones«), die in das
benachbarte Knochenfragment einwachsen, so dass avitales Knochengewebe abgebaut
wird (Mann et al., 1989; Schweiberer et al., 1999). Aufgrund der Kegelform der entstande-

nen Resorptionshohlen spricht man dabei auch von einer sog. »Verzapfung« der Fragmen-
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tenden (Braun et al., 1996). Innerhalb der entstandenen Verbindungskanile kommt es zur
Ausbildung von Blutkapillaren, welche perivaskuldr mesenchymale Stammzellen (MSCs)
mitfiihren. Diese multipotenten Zellen differenzieren zu Osteoblasten, welche die Resorpti-

onskanile auskleiden und konzentrisch mit Lamellenknochen fiillen (Einhorn, 1998).

Angesichts eines im Verhiltnis weiten Abstandes (> 0,01 mm) voneinander ist
im Falle der Spaltheilung eine direkte Verbindung der benachbarten Frakturenden nicht
moglich. Der Heilungsprozess beginnt hier mit der Einsprossung periostaler/endostaler
Blutkapillaren und der damit verbundenen perivaskuldren Migration mesenchymaler
Stammzellen in das Frakturgebiet (Lane, 1998). Entsprechend der als Leitstruktur dienen-
den, in transversaler Ausrichtung zur Knochen-Kompakta einsprossenden Blutgefille, ent-
stehen die neuen lamellaren Knochenstrukturen im Frakturspalt senkrecht zur kortikalen
Knochenldngsachse (Mann et al., 1989). Wie auch im Falle der Kontaktheilung wird der
Lamellenknochen dabei durch die Syntheseaktivitit von aus MSCs differenzierten Osteo-
blasten aufgebaut. Blutgefdfe und vitale Zellen innerhalb der kortikalen Havers schen Sys-
teme/Kanidle werden im weiteren Verlauf aktiv. Entsprechend der Vorgidnge bei
Kontaktheilung entstehen so neue Osteone/Havers sche Systeme resp. Lamellenknochen in
langsaxialer Ausrichtung zur Knochenkortikalis. Sie durchdringen den transversalen La-
mellenknochen des Frakturspaltes und restaurieren durch ihren physiologisch verlaufenden

Ab- und Umbau die kortikale Struktur (Schenk, 1975).

2.2.2 Sekundire Frakturheilung

Fehlt der Kontakt zwischen den Frakturenden iiber eine Strecke iiber 0,5 mm
und/oder besteht keine ausreichende Stabilitdt zwischen den Fragmentenden, vollzieht sich
die Knochenheilung entsprechend der sekundiren oder indirekten Frakturheilung (Klaus-
hofer et al., 1994). Es handelt sich bei dieser in der Mehrheit der Fille auftretenden Art der
Knochenheilung (Einhorn, 1998) um eine komplexe Abfolge flieBend ineinander iiberge-
hender und auch iiberlappender, periostaler, endostaler und interfragmentirer Regenerati-
onsrozesse des Gewebes (Einhorn, 1998). Die Neo-Osteogenese vollzieht sich im Rahmen
dieser Heilung in Bereichen fern des Frakturspaltes nach Art desmaler Ossifikation sowie
interfragmentédr und in Spaltndhe nach Art enchondraler Ossifikation (McKibbin, 1984).
Ein weiteres charakteristisches morphologisches Merkmal und mechanischer Schliisselpro-

zess der sekundiren Frakturheilung ist die rasche Bildung einer Kallusmanschette um den
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frakturierten Knochenbereich. Sie besteht entsprechend ihrer Entwicklung (enchondrale
Ossifikation) zunéchst aus Knorpel- und Bindegewebe, spiter aus primitvem Geflechtkno-
chen (Brighton, 1984). Der Frakturkallus dient dabei einer vorldufigen ausreichend belast-
baren Stabilisation und somit einer schnellst moglich wieder hergestellten Belastbarkeit

und Mobilitit.

Die sekundire Frakturheilung gliedert sich histologisch in drei bzw. vier Pha-
sen (A.-C.) (Cruess et al., 1975): Die Entziindungs-Phase (A.), die Phase der Kallusbil-
dung (B.), untergliedert von Klaushofer (1994) und Braun & Riiter (1996) in die Sub-

Phasen des weichen (B.1) und harten (B.2) Kallus sowie die Phase des »Remodeling« (C.)
(McKibbin, 1978) .Verschiedene Autoren, darunter Klaushofer et al. (1994), Braun et al.
(1996) und Frost (1998), beschreiben dariiber hinaus die Entstehung der Fraktur selbst als

zusitzliche und »initiale Phase« der Frakturheilung.

A. Entziindungsphase

Im unmittelbaren Anschluss an die nur wenige Millisekunden andauernde
Fraktur/Gewebeschddigung, beginnt die Entziindungs-Phase (Cruess et al., 1975; McKib-
bin, 1978; Klaushofer et al., 1994; Riiter & Braun, 1996; Frost, 1998). Die Dauer dieser
Phase kann mit ein bis drei Tagen angegeben werden (Brighton, 1984; Braun et al., 1996).
Klaushofer et al. (1994) sprechen sogar von einen Zeitraum bis zu sieben Tagen. Die ge-
waltsame Zusammenhangstrennung des Gewebes fiihrt zu einer ZerreiBung der Blutgefilie
im Bereich des umliegenden Weichteilgewebes, der duleren und inneren Knochenhaut, des
kortikalen Knochengewebes sowie des Knochenmarks. In Folge der umfangreichen Gefa$3-
schiadigung tritt Blut- und Plasma-Exsudat in das Frakturgebiet aus, es entsteht ein (Frak-
tur-)Himatom sowie ein Odem in den betroffenen Gebieten (Klaushofer et al., 1994; Braun
et al., 1996; Einhorn, 1998; Schweiberer et al., 1999). An die Fraktur angrenzende Zellen
des Knochengewebes gehen durch mangelnde vaskulidre Néhrstoffversorung und/oder star-
ke Dehnung zugrunde, Osteozyten setzten dabei lysosomale Enzyme frei (Braun et al.,
1996). In Folge degeneriert die frakturnahe Knochenmatrix und die Fragmentenden des
Knochens nekrotisieren (Brigthon, 1984; Einhorn, 2005). Induziert durch Zelldetritus,
Trimmer des geschidigten Gewebes und die Einblutungen in das Frakturgebiet beginnt,
entsprechend des exsudativen Stadiums der physiologischen Wundheilung, eine akute in-

flammatorische Phase. Als Entziindungsmediatoren wirkende sog. »Akute-Phase-Proteine«
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tiberfluten das Gewebe und fiihren hierbei zunédchst zu einer GeféB3dilatation. Ziel der Ge-
faBerweiterung ist eine verbesserte Sauerstoffversorgung der ortsstindigen Zellen sowie
eine gesteigerte Immigration neuer Zellen aus dem Endothel und dem Blutstrom selbst
(Braun et al., 1996). Die mit dem Blutstrom in das Gewebe austretenden Thrombozyten
adhdsieren an den geschidigten resp. freiliegenden Kollagenstrukturen der Subendothelien
mit Hilfe des Faktors VIII der Gerinnungskaskade (Van Willebrand Faktor). Die Aggrega-
tion der Zellen resultiert letztlich in einer Koagulation des Himatoms (Remedios et al.,
1999). Die Blutplittchen sezernieren die Wachstumsfaktoren PDGF (Plateled derived
growth factor) und TGF-f (Transforming growth factor-p) sowie zahlreiche Zytokine (v.a.
Interleukine (IL-1, -6, -11)) (Lane, 1998). Diese fordern via Chemotaxis die Migration
und Proliferation polymorphkerniger Granulozyten, Monozyten und Mastzellen in das
Frakturgebiet (Klaushofer et al., 1994; Einhorn, 1998). Die genannten Entziindungszellen
verstirken iiber freiwerdende inflammatorische Mediatoren die Entziindungsreaktion und
entfernen dariiber hinaus mittels Proteolyse und Phagozytose Zelldetritus, nekrotische Ge-
webereste und eventuell vorhandene Bakterien (McKibbin, 1984; Braun et al., 1996; Re-
medios et al., 1999). Zusitzlich werden auf diese Weise Fibroblasten, Angioblasten und
Strukturproteine stimuliert und die Migration, Proliferation und Differenzierung lokaler,
strukturbildender mesenchymaler Stammzellen (MSCs) in das Frakturgebiet gefordert. Das
im Himatom entstehende lockere Fibrinnetz verbindet die Knochenfragmente und stellt so
eine erste wichtige, wenn auch nur geringe, Stabilisierung der Fraktur dar (Bucher et al.,

1997).

Die durch Entziindungsmediatoren und Wachstumsfaktoren induzierte und ge-
steigerte Angiogenese bzw. Kapillareinsprossung, welche nach Braun et al. (1996) bis zu
zwel Wochen nach dem Trauma um das sechsfache des physiologischen Ausmafles gestei-
gert ist, stellt einen mafBgeblichen Faktor der Knochenheilung dar (Rhinelander, 1974). Die
neugebildeten Blutgefidle entstammen intakten Gefi3endothelien des Periost, des angren-
zenden Muskelgewebes sowie des Markkraums. Die Angiogenese vollzieht sich dabei ent-
lang der Fibrinstrukturen des Himatoms (Cruess et al., 1975). Braun et al. (1996) vertreten
hier die Ansicht, dass die Blutversorgung des Frakturgebietes hauptsichlich von der dufle-
ren Knochenhaut ausgeht. Sie sprechen in diesem Zusammenhang von einer Umkehrung
der physiologischer Weise zentrifugalen Blutversorgung des Knochengewebes durch die

GefaBle des Markraums im Falle einer Fraktur. Auch Brighton (1984) ist der Ansicht, dass
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eine vaskulidre Versorgung des Frakturgebietes mittels periostaler GefdB3einsprossung fiir
die Regeneration des Knochengewebes ausreicht. Sicher erscheint in diesem Zusammen-
hang, dass eine ausreichende (Re-)Vaskularisation des geschiadigten Gewebes, wie bei je-
dem aktiven metabolischen Prozess, eine entscheide Rolle innerhalb dieser

Knochenheilungsphase darstellt (Stiirmer, 1996).

B. Phase der Kallus-Bildung

B.1 Phase des weichen Kallus

Charakterisiert durch den enormen Zuwachs an Blutgefiden und die massive
Proliferation von Zellen im Frakturgebiet sowie die innerhalb des Hématoms iiber stimu-
lierte Fibroblasten entstehenden neuen Kollagenfibrillen, tritt die Knochenheilung flieend
in die Kallus-Phase, genauer in die von Braun et al. (1996) auch als Granulations-Phase be-
zeichnete, »Phase der weichen Kallusbildung« iiber. Das Frakturhimatom organisiert sich,
enthaltenes Fibrin wird mittels Phagozytose von Makrophagen abgebaut. Das Himatom
wird dabei zunichst schrittweise durch Granulationsgewebe ersetzt (Brighton, 1984). Os-
teoklasten erscheinen vermehrt im Frakturgebiet, sie resorbieren avitales Knochengewebe.
Die Restprodukte der Resorption werden durch Makrophagen phagozytiert. In Vorberei-
tung auf die Neubildung von Knochengewebe, iiber den Weg der desmalen und enchondra-
len Ossifikation, proliferieren und differenzieren lokale und perivaskuldr aus
Periost/Endost sowie umliegenden Weichteilgewebe immigrierte mesenchymalen Stamm-
zellen (MSCs) zu Fibroblasten sowie Chondroblasten und Osteoblasten (Klaushofer et al.,
1994; Braun et al., 1996). Im Verlauf ihrer Differenzierung sezernieren diese Zellen os-
teoinduktive »Bone morphogenetic proteins« (v.a. BMP-2, -7), auch weitere Mitglieder der
TGF-B-Familie erscheinen erneut im Frakturgebiet. Die MSCs differenzieren sich in Ab-
héngigkeit der herrschenden Sauerstoff-/Kohlendioxid-Spannungen sowie der vorhandenen
Wachstumsfaktoren entlang der chondralen und/oder osteogenen Zelllinie. (Caplan, 1991;
Lane, 1998). Dabei resultiert eine niedrige Sauerstoff- bzw. hohe Kohlendioxid-Spannung
in der Bildung von Chondroblasten, eine weniger hypoxische Umgebung in der Differen-
zierung der MSCs zu Osteoblasten (siehe auch Kapitel 2.4. Mesenchymale Stammzellen)
(Caplan, 1991). Da die vaskuldre Versorgung des Gewebes im Bereich der Frakturenden in
dieser frithen Phase der Knochenheilung noch keine ausreichend erndhrende Kompetenz

besitzt, entstehen hier mehrheitlich knorpelformatierende Chondroblasten, eine enchodrale
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Knochenneubildung wird so vorbereitet (Lane, 1998; Einhorn, 1998). Entsprechend der
Funktion des Himatoms als Leitstruktur wihrend der Angiogenese und in logischem Zu-
sammenhang dessen, dient das locker Fibrinnetz sowie durch die Fibroblasten neu gebilde-
te Kollagenfibrillen den chondro-/osteogenen Zellen als Geriist (Braun et al., 1996;
Schweiberer et al., 1999). Differenzierte Chondroblasten synthetisieren hyaline Knorpel-
grundsubstanz bestehend aus Kollagen Typ I, aber vor allem dem fiir das Gewebe und die
frithe Phase spezifischen Kollagen Typ II (Mann et al., 1989). Da der Stoffwechsel der
Knorpelzellen anaerob verlduft, tritt Knorpelgewebe vermehrt in den hypoxischen Berei-

chen der Fragmentenden in Erscheinung.

So entsteht, innerhalb eines Zeitraums von zwei bis drei Wochen, entlang der
genannten Leitstrukturen, iiber die Vorstufe eines Granulationsgewebes das sog. »weiche«
Kallusgewebe. Es stellt eine erste interfragmentire Uberbriickung des Frakturgebietes, be-
stehend aus hyalinem Knorpel und Bindegewebsstrukturen, dar (Braun et al., 1996). Das
Knorpelgewebe, welches sich dabei an Stelle des Granulationsgewebes bildet, entsteht im
Verhiltnis in groBerer Menge in Ausrichtung auf die Peripherie als interfragmentér. Auf
diese Weise entwickelt sich eine zunédchst noch weiche stabilisierende Kallusmanschette
um das Frakturgebiet (Brigthon, 1984). Das Depot der MSCs befindet sich in diesem Fall
v.a. in der Kambiumschicht des Periosts (Einhorn, 2005). In diesem Zusammenhang wird
auch von einer »Primiren Kallusantwort des Periosts« gesprochen (Braun et al., 1996).
Eine von Braun et al. (1996) als »sekundire Kallusantwort des (frakturnahen) Weichteilge-
webes« bezeichnete Situation entsteht, wenn keine ausreichende Stabilisierung durch die
primire Kallusentwicklung erreicht werden kann. Neben der beschriebenen initialen Phase
der enchondralen Knochengenese vollzieht sich zeitgleich subperiostal, an der Oberfliche
der frakturfernen Knochendiaphyse, der Aufbau von Geflechtknochen iiber desmale Ossifi-
kation (Einhorn, 1998; Schweiberer et al., 1999). Die Entziindungs-Phase der Heilung be-
reitet demnach nicht allein die anschlieBende Kallus-Phase vor, sondern iiberschneidet sich
bereits zu einem frithen Zeitpunkt der Heilung mit Letzterer. Einhorn (1998) und Schwei-
berer et al. (1999) vertreten die Ansicht, dass die subperiostale desmale Ossifikation bereits
unmittelbar nach dem Trauma beginnt, jedoch nur bis etwa zum 14. Tag der Heilung be-
steht. Die fiir diese Art der Ossifikation verantwortlichen Osteoblasten differenzieren sich
mehrheitlich aus MSCs der periostalen Kambiumschicht, Depots werden jedoch von

Schweiberer et al. (1999) auch im umliegenden Weichteilgewebe, sowie den Havers schen
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Systemen der Kortikalis vermutet. Das sich konzentrisch entwickelnde Knochengewebe
gewinnt in Richtung des Frakturspaltes an Stirke und wolbt die Faserschicht der dufleren

Knochenhaut dabei leicht vom Knochen ab (Webb et al, 2000).

B.2 Phase des harten Kallus

Die der weiteren Stabilisation der Fraktur dienende Uberbriickung der Frag-
mentenden wird im Folgenden durch die Mineralisation des weichen Kallusgewebes fort-
gefiihrt. Die Knochenheilung geht dabei in die sog. »Phase des harten Kallus« iiber
(Brighton, 1984; Braun et al., 1996). Diese beinhaltet die Kalzifizierung der hyalinen
Knorpelgrundsubstanz, sowie deren Ersatz durch Geflechtknochen geméfl der enchondra-
len Ossifikation. Einhorn (1998) unterscheidet innerhalb dieser Heilungs-Phase noch ein-
mal zwischen einer Phase des Knorpelabbaus und der Knochenbildung. Die Dauer dieses
Stadiums der Knochenheilung beim Menschen wird von Braun et al. (1996) und Brighton

(1984) mit drei bis vier Monaten angegebenen.

Die Grundsubstanz des hyalinen Knorpelgewebes wird von Chondroblasten
synthetisiert. Sind diese vollstindig von Knorpelmatrix umgeben, differenzieren sie zu
Chondrozyten (Liebich, 1999). In Folge der hypoxischen Umgebung der Zellen erfolgt ihr
Metabolismus iiber anaerobe Glykolyse. Die niedrige Sauerstoffspannung entsteht hier
zum FEinen, trotz stetiger Angiogenese, durch die enorme Zellproliferation und den damit
verbundenen hohen Bedarf innerhalb des Frakturgebietes, zum Anderen durch die wach-
sende Menge an umgebender Knorpelgrundsubstanz. Ist das zur Verfiigung stehende Gly-
kogen verbraucht, hypertrophieren und degenerieren die Chondrozyten. Wihrend der
VergroBerung der Zellen entlassen sie Proteasen und Phosphatasen in die extrazelluldre
Matrix, welche die in der Grundsubstanz enthaltenen Phosphat-Ionen spalten. Durch Prizi-
pitation mit den ebenso aus den Chondroblasten/-zyten-Mitochodrien freiwerden Kalzium-
Ionen entstehen Mineralsalze. Die Knorpelmatrix kalzifiziert (Einhorn, 1998). Der weiche
Kallus hértet in Folge aus und erh6ht so, durch Bildung sog. »chondralen Knochengewe-
bes«, die Stabilitat der Fraktur (Remedios et al., 1999). Nach der Kalzifizierung des Knor-
pels dringen Blutgefifle aus dem Bereich des Periosts/Endosts und des Markraumes in die
mineralisierte Knorpelsubstanz ein und ermdglichen damit die perivaskuldre Migration von
MSCs. Diese differenzieren sich zu Osteoblasten und beginnen mit der Synthese organi-

scher Knochenmatrix. Gleichzeitig gelangen Chondroklasten in das kalzifizierte Gewebe
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und beginnen mit der Resorption mineralisierten Knorpels (Einhorn, 1998). Mit dem Er-
satz kalzifizierten Knorpelgewebes im Austausch zu Geflechtknochen und die damit ver-
bundene kndcherne Verbindung der Frakturenden entlang des Kapillarnetzes endet die

Phase der Kallushirtung (Braun et al., 1996).

C. Remodeling

»Remodeling« beschreibt den Vorgang der Wiederherstellung der urspriingli-
chen Knochenkontur und der Knochenmarkhohle in der finalen Phase der Knochenheilung.
Das Remodeling dauert beim Menschen nach Braun et al. (1996) mehrere Monate bis Jah-
re. Schliisselprozess dabei ist der Ersatz des interfragmentiren primitiven Geflechtknochen
durch Lamellenknochen, auch als »Modeling« (Frost, 1998a; Braun et al., 1996) bezeich-
net. Ebenso wichtig ist ferner der Abbau iiberschiissigen periostalen/endostalen kndcher-
nen (Kallus-)Gewebes entlang der, durch Muskelaktivitit und bestehende
Gewichtsverhiltnisse, auftretenden Spannungslinien resp. mechanischen Zug- und Druck-
belastungen (Cruess et al., 1975). Remedios (1999) siedelt den Beginn des Knochen-Re-
modelings bereits in der Phase der harten Kallus im mineralisierten Knorpelgewebe an. Im
Bereich der Kortikalis wird der interfragmentidre Geflechtknochen durch longitudinal, ent-
lang bestehender Spannungslinien ausgerichtete, sekunddre Osteone/Havers schen Syste-
me ersetzt. Das Knochengewebe erhdlt somit seine urspriingliche biologische und
mechanische Kompetenz vollstindig zuriick. Die sekundire Knochenheilung findet
schlieBlich ihren Abschluss in der Begradigung der Knochenkontur, durch resorptiven Ab-
bau der kndchernen Kallusmanschette von Auflen nach Innen. Ebenso wird der Markraum
von tiberfliissigem Kochengewebe befreit und so die Kontinuitét der Markhohle wiederher-
gestellt. Der Kanon des Knochenum-und -aufbaus durch resorptive und formierende Zell-
Aktivitét vollzieht sich {iber sog. »Basic Multicellular Units« (BMUs), einer Einheit beste-
hend aus Osteoklasten, Osteoblasten und deren Interzellularsubstanz sowie Blutkapillaren
(Braun et al., 1996). Braun et al. (1996) sehen die BMUs ebenso als modulierende Einhei-
ten des Modeling. Sie finden sich im subperiostalen Bereich, entlang der inneren Knochen-
haut in der Markraumhohle sowie in kleinen Gefidkandlen der Knochen-Kompakta
(Klaushofer et al., 1994). Der Regelkreis der BMUs besteht zunéchst in der Resorption von
Knochengewebe durch Osteoklasten und einer nachfolgenden Einsprossung von Blutkapil-
laren. Diese transportieren perivaskuldr MSCs, welche sich zu syntheseaktiven Osteoblas-

ten differenzieren und so neue Osteone/Havers-Systeme resp. Lamellenknochen aufbauen
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(Frost, 1998a). Die Aktivitdt der BMUs beschrinkt sich jedoch nicht allein auf die Kno-
chenheilung, da das Gewebe lebenslang Ab-, Um- und Aufbauprozessen unterliegt. Im Fal-
le der Frakturheilung wird allein das physiologische Gleichgewicht zwischen
Knochenresorption und Knochenformation innerhalb der BMUs den herrschenden Not-

wendigkeiten angepasst und verschoben (Klaushofer et al., 1994).

Die Knochenheilung gilt als klinisch abgeschlossen, wenn, unabhidngig vom
morphologisch-histologischen Bild, der Patient in der Lage ist, die betroffene GliedmaBe
ohne externe oder interne stabilisierende Maflnahmen zu belasten (Schiebler, 1986). Radio-
logisch wird die Knochenheilung von Kuner et al. (1996) und auch Einhorn (1998) mit
dem Zeitpunkt als beendet erklirt, an dem die Fragmente knochern verbunden und so die
Knochenkontinuitit wieder hergestellt ist. Schiebler (1986) spricht in diesem Zusammen-
hang von einer »komplikationslosen Heilung«. Diese Situation wird, in Abhédngigkeit der
Frakturform sowie der sie begleitenden Verletzungen, bei Tscherne (1996) sowie Riiter
und Mayr (1999) nach einem Zeitraum von drei bis vier Monaten, bei Kuner et al. (1996)
sogar bis zu sechs Monaten, angegeben. Marsh (1998) macht den Versuch einer messbaren
Skalierung der Knochenheilung und definiert die vollstindig eingetretene Regeneration
oder »Union« mit einer biomechanischen Steifigkeit des Knochens von mindestens 15
Newton/Millimeter (N/mm). Radiologisch-histologisch legt er sich weniger prézise auf das
Fehlen einer sichtbaren Frakturlinie innerhalb der Kortikalis und vollstindig resorbierten

periostalen Kallus fest.
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2.3 Storungen der Knochenheilung

2.3.1 Formen der Knochenheilungsstorungen

Erfolgt die klinische Heilung resp. kndcherne Verbindung einer Fraktur nicht
innerhalb des fiir den Menschen als physiologisch einzustufenden Zeitraums oder inner-
halb einer fiir die Art, Form und Lokalisation der Fraktur angemessenen Zeit, liegt eine
»verzogerte Bruchheilung« vor (Nunamaker et al., 1985; Schiebler, 1986; Tscherne,
1996; Riiter und Mayr, 1999; Remedios, 1999). Im anglo-amerikanischen Raum spricht
man von einer »Delayed Union«. Hierbei sind ebenso das Alter des Patienten und die zu-
grunde liegende Behandlungsmethode zu beriicksichtigen (Nunamaker et al., 1985;
Schiebler, 1986). Auch Hayda et al. (1998) und Einhorn (1998) schlieen sich dieser Defi-
nition an, erweitern jedoch die Kriterien hinsichtlich gleichzeitig vorliegender aktiver Hei-
lungsmechanismen. Marsh (1998) spricht vom Vorliegen einer verzogerten Heilung,
entsprechend der von ihm angestrebten biomechanischen Skalierung, wenn nach zwanzig
Wochen eine Steifigkeit von 7 N/mm nicht erreicht wurde. Histologisch definiert er die
»Delayed Union« mit dem Stillstand der periostalen Heilungsprozesse, bevor die Fraktur
knochern iiberbriickt wurde. Erliegt die Heilung periostal und endostal, ohne eine kndcher-
ne Uberbriickung, mit parallel auftretenden Resorptionsgeschehen, spricht Marsh (1998)
von einer ausbleibenden Knochenheilung (Non-Union). Sie stellt ein mdgliches, jedoch

nicht zwingendes Resultat der verzogerten Heilung dar (Nunamaker et al., 1985).

Die Situation einer erliegenden Knochenheilung besteht, wenn die Knochen-
heilungsprozesse, ohne knocherne Uberbriickung des Frakturspaltes, vollstindig zum Er-
liegen kommen (Nunamaker et al., 1985; Tscherne, 1996; Einhorn, 1998; Remedios, 1999)
oder die vollstindige Wiederherstellung der Knochenfunktion und -anatomie mehr als
sechs bis acht Monate in Anspruch nimmt und noch nicht abgeschlossen ist (Reed et al.,
2002; Riiter und Mayr, 1999). Im deutschen Sprachraum bezeichnet man die erliegende
Knochenheilung als »Pseudarthrose«. Zur Beurteilung und Diagnostik dient dabei zu-
néchst der Vergleich von regelmiflig angefertigten Rontgenaufnahmen (Nunamaker et al.,
1985; Reed et al., 2002). Sind hier keine radiologisch-morphologischen Verinderungen
(siehe 2.3.3 Morphologie und Diagnose atropher Pseudarthrosen) aufgetreten, gilt die
»Fractura non sanata« als klinisch diagnostiziert. Die bildgebenden diagnostischen Mog-

lichkeiten im Rahmen der Pseudarthrose werden in Kapitel 2.3.3 niher erldutert.
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Klinische Kriterien sind eine fehlende Belastung der GliedmaBe mit folgender
Muskelatrophie und eine eingeschrinkte Beweglichkeit angrenzender Gelenke (Nunama-
ker et al., 1985). Auf Grundlage ihrer Atiologie definierten Schweiberer et. al. (1999) die
Non-Union oder Pseudarthrose (PA) als »(...) Storung des Regelkreises der Frakturheilung

bestehend aus Osteoregeneration, Osteovaskularisation und Osteostabilisation.«

Klassifikation der Pseudarthrosen

Eine bis heute giiltige Klassifikation der Pseudarthrosen wurde 1973 von We-
ber und Chech mit Bezug auf morphologische Gesichtspunkte ihrer biologischen/osteoge-
nen Vitalitit vorgenommen. Entsprechend ihrer Heilungspotenz werden sie in biologisch
reaktionsfihige oder vitale Pseudarthrosen und biologisch reaktions-unfihige oder avitale

Pseudarthrosen eingeteilt (vgl. Kuner et al., 1996; Riiter und Mayr, 1999).

Klasse der vitalen Pseudarthrosen (Typ A)

Pseudarthrosen des Typs A sind charakterisiert (Schiebler, 1986; Kuner et al.,
1996) durch bestehende Vitalitit der Fragmentenden sowie radiologisch darstellbare peri-
ostale und endostale Kallusbildung. Es erfolgt, primir mit Bezug auf die Kallusmenge,

eine zusitzliche Untergliederung in: die »Elefantenfuf3-Pseudarthrose« (Typ A 1), die

»Pferdefuf3-Pseudarthrose« (Typ A 2) sowie die »oligotrophe Pseudarthrose« (Typ A 3).

Pseudarthrosen des Typs A 1 und A 2 sind reich an periostalem Kallus und gekennzeichnet
durch aufgetriebene Knochenkonturen v.a. an den Fragmentenden (Weber, 1982; Kuner et
al., 1996). Sie werden daher auch als »hypertrophe Pseudarthrose« bezeichnet. Histolo-
gisch ist eine Vielzahl von Gefidflen im Frakturbereich erkennbar (Schiebler, 1986). Elefan-
tenful3- und Pferdeful-Pseudarthrosen unterscheiden sich hinsichtlich der Ausprigung der
genannten morphologischen Kriterien. Entsprechend einer geringeren biologischen Aktivi-
tat sind diese bei der Pferdefu3-PA weniger prignant (Schiebler, 1986; Riiter et al., 1999).
Die Typ A 3 Pseudarthrose wird auch als biologisch reaktionslose PA bezeichnet. Die Bil-
dung von Kallusgewebe bleibt hier, trotz Vitalitit der Fragmentenden, entweder génzlich
aus (Weber, 1982; Kuner et al., 1996; Riiter et al., 1999; Rompe et al. 2004) oder ist nur im

endostalen Bereich, in minimaler Ausdehnung, darstellbar (Schiebler, 1986).
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Klasse der avitalen Pseudarthrosen (Typ B)

Bezeichnend fiir die Klasse der avitalen Pseudarthrosen ist eine fibros-binde-
gewebige Verbindung zwischen den Knochenfragmenten. Zur Ausbildung von periostalem
Frakturkallus kommt es in dieser Gruppe der Pseudarthrosen nicht. Auch hier erfolgt eine
zusitzliche Untergliederung in drei Subformen (Weber, 1982, Riiter und Mayr, 1999). Im
Falle einer dystrophischen oder auch »Drehkeil-Pseudarthrose« (Typ B1), besteht zwi-

schen den Fragmentenden Instabilitét in Folge des in seiner Vaskularisation stark geschi-

digten interfragmentiren Segments. Die »Defekt-Pseudarthrose«, (Typ B 2) st

gekennzeichnet durch fehlende Knochensubstanz mit osteogenem avitalen Defektbereich,
aber vaskularisierten Fragmentenden. Merkmal der hypotrophen oder auch »atrophen

Pseudarthrose« (Typ B 3) ist die Ausbildung von Narbengewebe als Ersatz von z.B. durch

Trauma eingebiiften Knochenfragmenten oder posttraumatischen Sequestierungen nach
Knochenentziindung (Kuner et al., 1996; Riiter und Mayr, 1999; Rompe et al. 2004) (siehe
auch 2.3.2 Atiologie der atrophen Pseudarthrose). Radiologisch ist im Falle der atrophen
Pseudarthrose, wie bereits erwihnt, kaum Frakturkallus darstellbar, die Fragmentenden

atrophieren (Nunamaker, 1985; Runkel et al., 2000).

Da in der vorliegende Studie eine atrophe Pseudarthrose induziert werden soll-
te, wird in den folgenden Kapiteln die Atiologie, Morphologie, Diagnose und Therapie der

atrophen Pseudarthrose niher erliutert.

2.3.2 Atiologie der atrophen Pseudarthrose

Der atrophen Pseudarthrose (aPA) geht eine massive Beeintrdachtigung des fiir
eine komplikationslose Heilung verantwortlichen Funktionskreises Periost, Kortikalis,
Knochenmark und umgebendes Weichteilgewebe voraus (Schweiberer et al., 1999). Die
bedeutendste StorgroBe fiir den Regelkreis der Frakturheilung stellt dabei eine defizitéire
lokale Vaskularisation dar (Liebermann et al., 1999; Lu et al., 2007). Ebenso konnen stark
dislozierte Fragmentenden (Fraktur-Diastase) und Instabilitit der Frakturenden gegenein-
ander zur Ausbildung und Erhaltung einer aPA fiihren (Nunamaker et al., 1985; Marsh,
1998; Bosch, 1999). Hervorgerufen werden die ursidchlichen Defizite des Knochengewebes
durch mechanische und/oder biologische Faktoren (Stiirmer, 1996; Kasperczyk et.al.
1996). Da atrophe Pseudarthrosen in der Vergangenheit vor allem als Komplikation voran-

gegangener Osteosynthesen in Erscheinung traten, werden sie im franzosischen Sprach-
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raum als »Pseudarthoses modernes« bezeichnet. Diese Art der Pseudarthrose tritt jedoch
nicht allein postoperativ auf, die Atiologie erstreckt sich ebenso auf posttraumatische, sel-
ten auch kongenitale (Osteogenesis imperfecta) Faktoren (Einhorn, 1998). Dennoch be-
zeichnen Riiter et al. (1999) sowie Liebermann und Kollegen (1999) die postoperative
Beeintrichtigung der Frakturheilung als die bedeutendste Ursache der aPA. Schon Frost
gibt 1989 die technische Manipulation in 70 - 80 % aller auftretenden Pseudarthrosen in
den USA und Kananda als Ursache an. Material und Methoden der Osteosynthese haben
sich seit den 80er Jahren stark verdndert und weiterentwickelt, in den meisten Féllen fiihrt
jedoch auch heute noch eine unsachgeméife oder unvorsichtige chirurgische Manipulation
des Knochengewebes zum Auftreten dieser massiven Knochenheilungsstorung (Hayda et

al., 1998).

Unabhiingig von einer postoperativen und/oder posttraumatischen Atiologie
basiert die Entwicklung einer aPA vor allem auf einer inaddquaten lokalen Vaskularisation
(A.), einer steten interfragmentdren Bewegung/Instabilitit (B.) und/oder einem mangelhaf-

ten Kontakt der Fragmentenden (C.) (Riiter et al., 1999; Schweiberer et al., 1999).

A. Inaddiquate lokale Vaskularisation

Der Knochenheilungsprozess bedarf einer enormen Stoffwechselaktivitit und
ist dem entsprechend eng an eine intakte Vaskularisation der beteiligten, funktionellen
Strukturen gebunden (Marsh, 1998). Nach Hulth (1989) bedarf die Stoffwechselaktivitit
im Falle einer Fraktur einer Steigerung um 20-25 %. Fehlt die ausreichende Durchblutung
oder ist massiv geschidigt, kann der Heilungsprozess nicht komplikationslos durchlaufen
werden (Stiirmer, 1996; Brinker et al., 1997). Das Resultat mangelhafter lokaler, vaskula-
rer Versorgung sind Ischimie und ausgedehnte Nekrosen, besonders im Bereich der duf3e-
ren Knochenhaut, aber auch der Kortikalis und des umliegenden Weichteilgewebes
(Marsh, 1998; Reed et al., 2002). Daraus ergibt sich, neben einer verminderten nutritiven
Versorgung des Gewebes, eine massive Beeintrachtigung in der Entziindungs- und Granu-
lationsphase der Knochenheilung. Die Ausschiittung initialer Mediatoren sowie die dariiber
modulierte und induzierte perivaskuldre Immigration und Differenzierung mesenchymaler
Stammzellen unterbleibt (Yoo et al., 1998; Remedios, 1999). Kallusgewebe entwickelt sich

nur vermindert oder gar nicht, es entsteht eine atrophe Pseudarthrose (Stiirmer, 1996).
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Mechanische Faktoren, die zu einer massiven Schidigung der Durchblutung im
Frakturbereich und/oder der Fragmentenden selbst fithren, konnen dabei posttraumatisch

oder postoperativ in Erscheinung treten (Kuner et al., 1996; Rompe et al., 1999).

Posttraumatisch treten Storungen der Vaskularisation durch eine mit dem Trauma einher-

gehende starke Schidigung von Knochen- und umliegendem Weichteilgewebe auf. Ebenso
erscheinen sie nach einer durch bakterielle Besiedlung entstehenden Infektion der genann-
ten Strukturen, v.a. bei offenen Frakturen (Schiebler, 1986; Bosch et al., 1999). Die Durch-
blutungsstorung ist in den genannten Fiéllen besonders im periostalen Bereich des
Knochens lokalisiert (Stiirmer, 1996). Eine posttraumatische Beeintrichtigung der medul-
laren Vaskularisation erfolgt durch interfragmentére Knochensegmente bei Triimmer- oder
Splitter-Frakturen sowie stark dislozierten Zusammenhangstrennungen (Kuner et al., 1996;

Rompe, 2004).

Postoperativ auftretende Pseudarthrosen in Folge Vaskularisationsstdorungen nach Osteo-
synthese werden bei Kuner et al. (1998) nach 4 -7 % der mit Osteosyntheseplatten, sowie
1-2 % der mit Marknagel versorgten Frakturen beschrieben. Das Einsetzen von Mar-
knédgeln, v.a. bei vorhergehender Aufbohrung der Markhohle, kann die medulldre Blutver-
sorgung des Knochens so weit schidigen, dass eine adiquate Knochenheilung nicht mehr
moglich ist (Kasperczyk et al., 1996). Platten-Osteosynthesen bergen, auch bei sachgemi-
Ber, aber v.a. bei inaddquater Durchfithrung, die Gefahr einer ausgedehnten Zerstorung pe-
riostaler Vaskularisation und dariiber einer Pseudarthrose (Marsh, 1998; Bosch et al.,
1999). Doch nicht allein die Operationstechnik, auch die Dauer des Eingriffs stellt einen
Risikofaktor dar. Lang anhaltende Manipulationen bei exponiertem Gewebe potenzieren
die Gefahr einer postoperativen Infektion und damit verbundenen Unterbrechung der Hei-
lungsprozesse (s.0.) (Lu et al., 2007). Im Zusammenhang mit der chirurgischen Manipula-
tion sind dariiber hinaus auch die thermische Zerstorung von Blutgefilen durch Bohrer
oder Kauter sowie die Schidigung der periostalen Blutversorgung durch unvorsichtige Ma-

nipulation unmittelbar am Knochenmantel (Nudierung) zu nennen (Kuner et al., 1996).

Ferner konnen bereits bestehende Mikroangiopathien, der Einsatz von bestimmten Pharma-
zeutika (Steroide, Zytostatika) sowie Tumoren zu einer Storung der Vaskularisation und

dariiber ausbleibenden Knochenheilung fiihren (Riiter et al., 1999).
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B. Stete interfragmentdre Bewegung/Instabilitiit

In der frithen Phase der Knochenheilung sichert ein gewisses Mal3 der Instabili-
tat als auslosender Reiz die Initiierung der Kallusbildung (Goodship et al., 1985; Stiirmer,
1996; Kuner et al., 1996). Eine andauernde interfragmentire Bewegung/Instabilitit zwi-
schen den Fragmentenden fiihrt jedoch zu einer fortwihrenden Dehnung der Zellen in die-
sem Bereich, in deren Folge die Zellfunktion erliegt und so die physiologische
Knochenheilung gestort wird (Cruess et al., 1975; Rompe, 2004). Das Kallusgewebe ent-
wickelt sich im Falle der sekundéren Frakturheilung dann nur ungeniigend, zerreiflt oder

entsteht erst gar nicht.

Posttraumatisch ergibt sich eine Instabilitit der Fragmentenden zueinander oftmals bei

Triimmerfrakturen, mit teilweisem Verlust der Knochensubstanz und/oder einer weiten

Dislokation der Segmente.

Postoperativ entsteht eine vermehrte Bewegung im Frakturbereich v.a. durch mangelhafte
Fixation der Frakturenden nach konservativer Behandlung (Schienen und Gipsverbénde)
sowie bei Versagen eingesetzter Osteosynthese-Implantate. Im letztgenannten Fall handelt
es sich dabei nur selten um Materialfehler, hdufiger sind die unsachgeméBe Durchfiihrung,
sowie auch die Wahl des falschen Plattenmaf3es die Ursache (Kasperczyk et al., 1996; Ku-
ner et al., 1996; Hayda et al., 1998). Aber nicht allein inaddquate, auch passende Implanta-
te konnen durch Ermiidung oder Lockerung in Folge von Infektionen, damit verbundenen
Vaskularisationsstorungen und resultierenden Gewebs-Nekrosen und/oder -Lysen, zur In-
stabilitdt und so zur Entwicklung einer aPA beitragen (Schiebler, 1986; Stiirmer, 1996).
Auch eine verfrithte Belastung der Gliedmasse resp. der Fraktur kann in deren Instabilitét
und damit einem Erliegen der Knochenheilung resultieren (Nunamaker et al., 1985; Bosch
et al., 1999; Rompe, 2004). Brechen neu gebildeten Knochentrabekel des Frakturkallus in
der frithen, sensiblen Phase durch iibermédBige oder verfrithte Bewegung/Belastung, so
muss der Knochenheilungsprozess von Neuem beginnen (Stiirmer, 1996; Bosch et al.
1999). Ubersteigt der dazu notige Abbau des entstandenen Zell-und Gewebedetritus und
die erneute Initiierung der Knochenregeneration dabei die Kompetenz des geschwichten
Gewebes, erliegt die Heilungspotenz. Eine neuerliche, kndcherne Uberbriickung und somit

Konsolidierung des Frakturspaltes kann nicht stattfinden (Kuner et al., 1996).
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C. Mangelhafter Kontakt der Knochenfragmente

In direkter Verbindung zur Instabilitét steht auch der mangelhafte Kontakt der
Knochenfragmente zueinander (Claes et al., 1999a; Reed et al., 2002). Ist der Kontakt nicht
ausreichend, entsteht bei konservativer sowie auch operativer Versorgung eines Knochen-
bruchs eine unzuldngliche Stabilitdt und dariiber eine vermehrte Bewegung zwischen den
Fragmentenden (Remedios, 1999; Claes et al., 1999b). Entsprechend der vorhergegange-
nen Ausfithrungen fiihrt dies zu einem Ausbleiben der kndchernen Kallusiiberbriickung
und somit zur Entwicklung einer Pseudarthrose. Uber die chirurgisch-orthopidische Ver-
sorgung hinaus konnen ebenso ausgedehnte Substanzdefekte, in Folge schwerer Traumata
entstandene, offene oder stark fragmentierte Frakturen sowie dabei interponierte Weichteil-
strukturen zu einer Fraktur-Diastase mit nachfolgender Ausbildung einer aPA fiihren

(Kuner et al., 1996, Claes et al., 1999a).

Weitere dtiologische Faktoren

Der allgemeine Status des Patienten stellt einen préadispositionierenden Faktor
bei der Entwicklung atropher Pseudarthrosen dar. Da die Multipotenz mesenchymaler
Stammzellen sich antiproportional zum Alter verhélt (Chamberlain et al., 2007), ist die Ge-
fahr einer massiv gestorten Frakturheilung in Folge Maldifferenzierung osteogener Vorldu-
ferzellen bei élteren Individuen hoéher (siehe 2.4. Mesenchymale Stammzellen) (Hayda et
al., 1998). Auch das Geschlecht nimmt Einfluss auf das Auftreten und die Héufigkeit von
Stérungen der Frakturheilung. Mit Entfallen der physiologischen Ostrogen-Produktion sind
Frauen jenseits der Menopause besonders gefdhrdet. Das Risiko einer verzogerten Kno-
chenheilung bis hin zur Pseudarthrose steigt iiberdies mit einem Mangel an Kalzium-/Pho-
phor-Mineralien, einer verminderten Aufnahme essentieller Aminosduren zur
Proteinsynthese sowie bei Uberversorgung mit Vitamin A (Hypervitaminose A) (Cruess et
al., 1985). Pharmakologisch konnen proliferationshemmende Substanzen wie Kortikoste-
roide, nicht-steroidale Antiphlogistika (NSAIDs), Antikoagulatien sowie verschiedene An-
tibiotika die Knochenheilung vehement negativ beeinflussen (Frost, 1989b). Dariiber
hinaus wirken Alkoholismus und das Rauchen sowie einige systemische
(Stoffwechsel-)Erkrankungen und/oder Storungen wie z.B. Diabetis mellitus oder Osteopo-

rose, priadispositionierend (Hayda et al., 1998).
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2.3.3 Morphologie und Diagnostik atropher Pseudarthrose

Entsprechend der in 2.3.1 genannten Klassifikationen und Charakteristika han-
delt es sich bei der aPA um eine biologisch reaktionsunfihige Pseudarthrose (Riiter et al.,
1999). Das Heilungspotenzial des Knochengewebes reicht nicht aus, um den Knochen zu
regenieren (Josten et al., 1996), allein ein therapeutisches Eingreifen kann hier zur Heilung
fithren (Gebauer et al., 2005). Eine periostale/endostale Reaktion des massiv geschédigten
Knochengewebes bleibt im Falle der aPA aus, den Knochen regenerierende Prozesse ent-
fallen (Josten et al., 1996), es kann so nicht zu einer kndchernen Uberbriickung und dar-

iber Stabilisierung der Kontinuitdtstrennung kommen (Marsh, 1998).

Das Erscheinungsbild der atrophen Pseudarthrose ist radiologisch durch
deutlich sichtbare, sklerotische Fragmentenden und einen persistierenden Frakturspalt
ebenso gekennzeichnet wie durch das Fehlen eines rontgendichten Frakturkallus und dem
Erscheinen resorbtionsbedingter Abrundungen (Atrophien) der frakturnahen Knochenfrag-
mente (Nunamaker et al., 1985; Schiebler, 1986; Marsh, 1998). Durch das resorptive Ge-
schehen kann es so iiber die Fraktur-Phase hinaus zu einer Erweiterung des
interfragmentdren Spaltes kommen (Marsh, 1998; Riiter und Mayr, 1999). Morphologisch-
histologisch ist die aPA durch fibros-bindegewebige Strukturen im Frakturspalt gekenn-
zeichnet. Fine Kalzifizierung der Matrix bleibt aus. Die sekundére Frakturheilung kommt
bereits vor Beginn enchondraler Ossifikationsprozesse zum Stillstand. Die Fragmentenden
weisen histologisch adhdsierende und resorptionsaktive Osteoklasten auf (Kokubu et al.,
2003). Das physiologische Gleichgewicht der Knochen-Resorption und -Formation wird zu
Gunsten einer negativen Knochenbilanz verschoben, die Fragmentenden erscheinen atro-
phisch (Schiebler, 1986). Eine friihe, sichere Erkennung der atrophen Pseudarthrose und
nachfolgende adiquate Behandlung kann, wie in den meisten Krankheitsféllen, zu einer
Verbesserung der sonst fraglichen Prognose hinsichtlich einer Restitutio ad integrum fiih-

ren.

Die bildgebende Diagnostik der atrophen Pseudarthrose erfolgt auf Basis
von Anamnese und klinischen Befunden (siehe 2.3.1) zundchst durch regelmifig angefer-
tigte Rontgenbilder in zwei Ebenen. Zumeist konnen hier jedoch lediglich ein persistieren-
der Frakturspalt und ggf. rontgendichte Verschattungen der kortikalen Kontur gesehen

werden (Babhulka et al., 2005). Die Durchfiihrung einer Computer-Tomographie zur wei-

teren Absicherung durch eine iiberlagerungsfreie Darstellung ist hier in Kombination mit
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der Radiologie denkbar um evtl. Uberbriickungen sicher zu detektieren (Kuner et al.,
1996). Eine weiteres wichtiges Mittel der Diagnostik ist die Szintigraphie. (Riiter et al.,
1999) Hierbei wird dem Patienten ein Radiopharmazeutikum (Radioisotop + Pharmazeuti-
kum) injiziert (z.B. Diphosphat/Technetium), welches rasch in den Knochen aufgenommen
wird. In aktiven Gewebebereichen kommt es zu einer starken Anreicherung resp. detektier-
baren fotoelektrischen Strahlung (Peremans, 2004). Das Szintigramm bleibt entsprechend
bei Vorliegen einer aPA durch die fehlende Vitalitit der Knochenfragmente im Frakturge-
biet stumm (Peremans, 2004). Die eine aPA kennzeichnende gestorte Vaskularisation so-
wie die inaddquate oder fehlende Kallusbildung wird sicher erfasst. Zur frithen und
gesicherten Darstellung einer ausbleibenden Kallusbildung kann ebenso die Magnet-Reso-

nanz-Tomographie (MRT) angewendet werden. Fibrose Verbindungen zwischen den Frag-

mentenden und Granulationsgewebe stellen sich hierbei signalarm dar (Kuner et al., 1996;

Riiter et al, 1999).

2.3.4 Therapie atropher Pseudarthrose

Die Therapie einer aPA sollte sich in erster Linie nach dtiologischen Gesichts-
punkten richten (Schweiberer et al., 1999), zudem sind die bestehende Motilitédt und vorlie-
gende Infektionen bei der Wahl der Behandlungsmethode mit einzubeziehen (Rompe et al.,
2004). Liegt eine stabile, aseptische aPA vor, steht die Stimulation/Induktion der Knochen-
heilung im Vordergrund der therapeutischen Verfahren. Diese Situation ist jedoch selten.
Im Falle einer instabilen aPA kann eine Heilung nur durch ausreichende Stabilisation der

Fragmentenden, in Verbindung mit einer biologischen Stimulation der Knochenregenerati-

on erfolgen (Kasperczyk et al., 1996; Schweiberer et al., 1999). Das Ziel der Therapie be-
steht in der infektfreien Konsolidierung, unter Beriicksichtigung der umgebenden

Weichteilschdden (Kuner et al., 1996; Bosch et al., 1999; Rompe et al, 2004).

Die Séulen der klassischen atrophen Pseudarthrose-Therapie bestehen heute in
erster Linie aus der Sanierung des Frakturgebietes, gegebenenfalls auch einer bestehenden
Infektion, dem Anfrischen der Hauptfragmente soweit, dass eine Durchblutung wieder ge-
geben ist, einer stabilen Fixation der Frakturenden gegeneinander, sowie der Transplantati-
on autologer oder allogener Spongiosa in den Frakturspalt (Kasperczyk et al., 1996; Bosch
et al., 1999).
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Zur Stabilisation der Fragmentenden ist die Osteosynthese nach wie vor
Mittel der Wahl (Frost, 1989b; Kuner et al., 1996; Kasperczyk et al., 1996; Bosch et al.,
1999). In Frage kommen in Abhdngigkeit von Art, Form und Lokalisation der Fraktur resp.
aPA, der Einsatz von Platten-, Marknagel-, oder Ring-Osteosynthesen, sowie die Versor-
gung mittels unilateralem Fixateur externe (Stiirmer, 1996; Riiter et al., 1999). Dass die
Blutversorgung medulldr bei Marknagel-Osteosynthese sowie periostal bei Platten-Osteo-
synthese und im Bereich der umgebenden Weichteilgewebe durch die intraoperative Mani-
pulation strapaziert und evtl. leicht geschidigt werden, muss hier in Kauf genommen
werden. Ist die Pseudarthrose das Resultat einer fehlgeschlagenen Osteosynthese mit aus-
gedehnten nekrotischen resp. atrophen Bereichen, ist die neuerliche stabile Befestigung ei-
ner Platte oft problematisch (Nunamaker et al., 1985; Schiebler, 1986). In der Regel
verzichtet die Osteosynthese heute zu Gunsten der Erhaltung und Schonung umliegender
Strukturen auf ausgedehnte Manipulationen des Frakturgebietes. Sie strebt statt einer de-
taillierten, korrekten Lage der Frakturenden zueinander allein die Wiederherstellung der
anatomischen Knochenachse in Verbindung mit einer ausreichenden Stabilisierung des

Frakturgebietes an (»biologische Osteosynthese«) (Kuner et al., 1996).

Die Akzeptanz der Patienten gegeniiber einer Intramedullar- oder Plattenosteo-
synthese ist aus dsthetischen und alltags-praktikablen Motiven oftmals hoher als gegeniiber
einer Stabilisierung mittels Fixateur externe (FE). Jedoch kann durch Einsatz eines exter-
nen Fixations-Systems bereits mit einem geringen operativen Aufwand eine rigide Fixation
der Fragmentenden erreicht werden. Auf Grund der Nihe der kontralateralen GliedmaBle
werden Frakturen des Oberschenkelknochens dabei vornehmlich mittels unilateralem FE
versorgt. Der Vorteil dieser Art der Frakturstabilisierung besteht im Falle einer Pseudar-
throse in erster Linie darin, dass das Risiko einer Beeintrichtigung der Vaskularisation des
Knochengewebes geringer ist. Ebenso sinkt die Gefahr einer zusétzlichen Beeinflussung
des bereits gestorten Heilungsgeschehens durch direkten Kontakt der Fremd-Implantate zu
Gewebe, Heilungmediatoren und gegebenenfalls eingesetzter Therapeutika. Der Abstand
des Stabilisations-Systems vom Gewebe ermoglicht zudem eine(n) unkomplizierte(n) Zu-
gang/Behandlung des Areals bei auftretenden Komplikationen. Biomechanisch besteht der
Vorteil einer rigiden externen Stabilisierung in einer so moglichen Verminderung/Neutrali-
sation einwirkender Rotationskrifte sowie axialer Kompressionskrifte. Die bei Belastung

einwirkende und vom Boden riickwirkende Kraft wird mehrheitlich auf das FE-System
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verteilt. Eine zusitzliche mechano-physikalische Belastung des bereits geschiadigten Ge-
webes entfillt (Bradley et al., 1980). In der sensiblen Situation einer Pseudarthrose ist
tiberdies durch die schrittweise Erhohung des Abstandes zwischen Verbindungsbalken und
Knochen eine vorsichtige, dosierte Mehr-Belastung mdoglich. Die Entnahme des FE kann
in der Regel ohne Narkose unter entsprechender Schmerzmedikation vorgenommen wer-
den, so dass ein erneuter operativer Eingriff und die damit verbundenen Risiken entfallen.
Die Gefahren des FE liegen im Auftreten von Weichteil- und/oder tiefen Knocheninfektio-
nen mit nachfolgend auftretenden Lysen und Nekrosen im betroffenen Gewebe durch eine
Wechselwirkung mit den eingesetzten Pins (»Pintraktinfektion«). Eine sorgfiltige Wund-
und Pinpflege ist daher unerlésslich. Ebenso besteht die Gefahr eines Stabilititsverlustes
durch Lockerung der eingesetzten Drihte und Dislokation der Knochenfragmente (Mark et
al. 2003). Eine verbesserte Stabilitit kann durch die Erhohung der Anzahl sowie des
Durchmessers der Bohrdréhte erreicht werden (Bradley et al., 1980).

Zu den Methoden der biologischen Stimulation, die heute noch am héufigs-
ten empfohlenen und durchgefiihrt werden, gehdren autologe (Spender = Empfénger) so-
wie auch allogene (Spender # Empfianger) Spongiosaplastiken (Schweiberer et al., 1999;
Riiter et al., 1999). Sie werden aufgrund ihrer intakten biologischen resp. osteoinduktiven
Potenz in der Therapie ausbleibender Knochenheilung eingesetzt (Ma et al., 2004). Das
Spongiosatransplantat dient dabei, neben der Stimulation der Osteoregeneration, als Ge-
riist, an welchem sich die an der physiologischen Knochenheilung beteiligten Zellen und
entstehenden Strukturen interfragmentir orientieren und organisieren (Babhulka et al.,
2005). Der osteoinduktive Effekt ergibt sich v.a. durch das Anregen der Differenzierung
osteogener Vorlduferzellen. Das Transplantat liefert hierzu wichtige Induktoren und Modu-
latoren (Wachstumsfaktoren) (Brighton, 1984; Ma et al., 2004). Die Knochentransplantate,
welche vornehmlich aus dem Beckenkamm entnommen werden, bergen jedoch erhebliche
Risiken. Schon die Gewinnung des Transplantates kann fiir den Patienten/Spender
schmerzhafte Folgen haben. Eine Infektion der umgebenden Weichteile, sowie seltener
auch unmittelbar am Knochen selbst, ausgeprigte Himatome und/oder eine Schidigung
der Innervation des Entnahmegebietes konnen postoperativ zu betrichtlichen Komplikatio-
nen fiihren (Jiger et al., 2005). Rompe et al. (2004) geben die Haufigkeit, durch Gewin-
nung des Transplantates eintretender, pathologischer Gewebeverdnderungen, die sog.

»donor site morbidity«, mit 6 - 20 % an. Die Rekonvaleszenz der Betroffenen verlingert
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sich in Folge oftmals erheblich. Uberdies ist die Entnahme des Gewebes nur in begrenzter
Menge moglich (Jager et al., 2005). In der Literatur wird hier die Kombination mit einem
allogenen Transplantat empfohlen (Riiter et al., 1999). Das osteoinduktive Potenzial des
korperfremden Gewebes ist jedoch zumeist gegeniiber dem autologen Transplantat gerin-
ger. Trotz etwaiger Akzeptanz des Empfingergewebes treten die gewiinschten osteogeneti-
schen Effekte oftmals nur in geringem Malle oder gar nicht ein (Jager et al., 2005). Zudem
besteht bei Finsatz allogenen Gewebes neben der Gefahr einer immunologischen Absto-
Bungsreaktion ein erhohtes Risiko der Ubertragung lebensbedrohlicher Krankheiten (z.B.
Hepatitis A/B) (Ma et al., 2004). Riiter et al. (1999) empfehlen optional, ebenso wie zur
Behandlung von Defekten mit einer Weite iiber 2 - 2,5 cm, den alternativen Einsatz von
z.B. Markndgeln zum Segmenttransport (nach Ilizarov). Diese Methode beruht auf dem
Prinzip eines stiitzenden und leitenden Geriists, entlang dessen sich das Knochengewebe
neu formiert. Es fehlt jedoch hier der osteogene Stimulus von Seiten des Transplantates.
Die Progression der Knochenheilung verlduft nur langsam, so dass diese Art der Therapie
sehr langwierig und oftmals mit wiederholten Operationen verbunden ist (Yoo et al.,
1998). Alternativ zu Spongiosaplastik und Segmenttransport kommen heute in der Thera-
pie atropher Pseudarthrosen ebenso matrixbasierende Verfahren mit synthetischen Ersatz-
materialien (z.B. Titan, porosen Keramiken (Hydroxylapatit oder Trikalziumphosphat))
zum Finsatz. Der Nachteil liegt hier in einem fehlenden osteoinduktiven Potenzial dieser
Materialien (siche 2.4.3) (Kadiyala et.al., 1997, Cornell et al., 1998). Uber die genannten
Ansitze hinaus wird ebenso demineralisierte Knochenmatrix zur Unterstiitzung der Thera-
pie eingesetzt. Die enthaltenen mitogenen, osteoinduktiven Wachstumsfaktoren (z.B.
BMPs) sollen hier die angestrebte biologische Stimulation der Knochenheilung ermdogli-
chen. Ein Behandlungserfolg stellt sich hierbei jedoch nicht immer ein (Bruder et al.,

1998b).

Auf Grund der genannten Nachteile der zum Einsatz kommenden Verfahren,
war in den vergangenen Jahren die Erforschung effizienter und minimal invasiver Thera-

piemoglichkeiten Ziel der osteoregenerativen Wissenschaft.
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Zu den bis heute erforschten und eingesetzten Alternativ-Therapien zihlen

die elektrische Knochenzell-/|Gewebestimulation, die mechanische Gewebestimulation und

die humorale Zell-/Gewebestimulation (Riiter et al., 1999; Bosch et al., 1999). Basis der

Elektrostimulation (z.B. Magnetfeldtherapie, direkte Wechselstrombehandlung) ist die Er-
zeugung eines elektrischen Potenzials im oder am Knochen zur Regulation von Ab-, Um-
und Aufbauprozessen. Der Erfolg der alleinigen Behandlung ist jedoch bis heute fraglich.
Kuner und Kollegen (1996) halten eine elektrische Stimulation der Knochenheilung fiir un-
wahrscheinlich, da die Widerstdnde innerhalb einer avitalen Pseudarthrose ihrer Meinung
nach zu groB sind, als das ein Effekt erzielt werden konnte. Auch die Anwendung extrakor-
poraler, hochenergetischer StoBwellen-Therapie (ESWT) im Rahmen mechanischer Zell-/
Gewebestimulation zur alleinigen Behandlung atropher Pseudarthrosen (Frost, 1989b;
Schleberger et al., 1992) bleibt zweifelhaft. Das Prinzip der ESWT besteht im Einsatz
hochenergetischer Schallwellen (20 - 150 mJ), welche in Form von Einzelimpulsen (1000 -
6000) fokusiert auf den Frakturbereich abgegeben werden. Es beruht auf einer mechani-
schen Gewebestimulation durch Provokation von Mikrofissuren und lokaler Dekortikation
(Riiter et al., 1999). Bei der ebenso mechanisch wirkenden stimulierenden, gepulsten Ul-
traschalltherapie erfolgt die hochfrequente Applikation einer Druckwelle (3 mg/cm?) direkt
in den Frakturspalt (Trigerfrequenz: 1,5 MHz, Pulsfrequenz: 1 KHz) (Riiter et al., 1999).
Der erfolgreiche Einsatz dieser Therapie basiert wahrscheinlich auf einer Stimulation der
enchondralen Ossifikation durch die Ultraschallwellen, wurde jedoch bisher nicht an Pati-
enten mit avitaler Pseudarthrose durchgefiihrt und ist daher in diesem Zusammenhang wei-

terhin fraglich.

Im Rahmen der alternativen, minimal invasiven Pseudarthrose-Therapien ist
letztlich die humorale Zell-/Gewebestimulation zu nennen. Diese Art der Therapie kommt
lokal oder systemisch zur Anwendung. Die lokale humorale Therapie besteht in der Appli-
kation von autologem Knochenmark in das Gebiet des Pseudarthrosespalts (Yoshikawa et.
al., 1996; Breitbart et al., 1998). Bei der systemischen humoralen Therapie kommen
Wachstumsfaktoren (z.B. BMP, weitere Mitglieder der TGF-B-Familie, Faktor XIII) zum
Einsatz. Die Ergebnisse weisen auf eine verbesserte qualitative und quantitative Knochen-
regeneration hin (Liebermann et al., 2002). Die mit der humoralen Therapie in Verbindung
stehenden, zellbasierenden Therapieansitze werden im Rahmen des Finsatzes mesenchy-

maler Stammzellen in Kapitel 2.4.3 eingehend erldutert.
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2.4 Mesenchymale Stammstellen

2.4.1 Zellursprung

Als Stammzellen werden multipotente Zellen mit ausgeprégter Proliferations-
kapazitit und hohem heterogenen Differenzierungspotential bezeichnet, welche in der
Lage sind, sich selbst zu erneuern (Bianchi et al., 2001; Baksh et al., 2004). Die Zellen ha-
ben ihren Ursprung wihrend der embryonalen Entwicklung im Mesoderm (Bruder et al.,
1998a). Entsprechend ihrer maf3geblichen Fihigkeit und Beteiligung an der Bildung, Rege-
neration und Erhaltung mesenchymalen Gewebes, wie z.B. Knochen, Knorpel,
Binder/Sehnen, Bindegewebe etc., werden sie als mesenchymale Stammzellen (MSCs) be-
zeichnet (Jones et al., 2007). Das Reservoir adulter MSCs befindet sich im Knochenmark
sowie in der Kambiumschicht des Periosts (Yoo et al., 1998). Dariiber hinaus ist es gelun-
gen, MSCs aus dem Fett- (Liu et al., 2007), Binde- und skeletalem Muskelgewebe und
zahlreichen weiteren Geweben zu isolieren (Bruder et al., 1998a). Im Knochenmark stellen
MSCs eine Fraktion undifferenzierter Stromazellen, abseits des medulliren hdmatopoeti-
schen Systems dar. Sie werden hier auch als »bone marrow stromal cells« (BMSCs) be-
zeichnet (Jaquiéry et al, 2005). Schon bei ihrer Entdeckung in den 70er Jahren war zu
erkennen, dass MSCs in vitro Kolonie-Einheiten bilden, welche eine fibroblastendhnliche,
fusiforme Morphologie aufweisen. Daher werden sie auch als »Colony Forming Unit-Fi-
broblasts« (CFU-Fs) bezeichnet (Friedenstein et al., 1970). Das Auftreten von CFU-Fs
wird auch heute noch zur morphologischen Charakterisierung und dem Nachweis multipo-
tenter Stammzellen herangezogen (siehe 2.4.2) (Pittenger et al., 1999; Gao et al., 2007).
Das Potenzial der MSCs im Bereich der medizinisch-therapeutischen Wissenschaft liegt in
der Heterogenitit der aus ihnen terminal hervorgehenden mesenchymalen Gewebe/Zellen
und in der gezielt moglichen Kultivierung und Differenzierung in vitro (Bianchi et al.,
2001; Arinzeh, 2005). Die Fahigkeit der MSCs, sich in verschiedene Zell-/Gewebetypen zu
differenzieren (Multipotenz), bleibt dabei erhalten (Caplan, 1991; Pittenger et al., 1999).

2.4.2 Differenzierung und Kultivierung

Ob die Regeneration mesenchymaler Gewebe allein von einer zentralen
Stammzelle ausgeht, bleibt Gegenstand der Diskussion (Caplan, 1991; Bruder et al.,
1998b). Der Anteil mesenchymaler Stammzellen des Knochenmarks liegt durchschnittlich
bei nur 0,01 % der Gesamtzellpopulation (Jaquiéry et al., 2005). Die Proliferations- und
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Differenzierungs-Kapazitit der MSCs verhilt sich iiberdies deutlich antiproportional zum
Alter des Individuums (D Ippolito et al., 1999; Bianchi et al., 2001; Zhou et al., 2008).
Entsprechend erklért sich das verminderte Regenerations-Potenzial mesenchymaler Gewe-
be bei dlteren Menschen (Caplan, 1991, Bianchi et al., 2001). Die Proliferation- und Diffe-
renzierungrate ist ebenso abhidngig von der betreffenden Spezies sowie dem Individuum
selbst und daher kaum einheitlich zu definieren (Sidappa et al., 2007; Chamberlain et al.,
2007).

Die Differenzierung multipotenter MSCs aus dem Knochenmark erfolgt
nach heutigen Erkenntnissen durch asymmetrische Teilung in eine ebenso multipotente
und eine bi- oder tripotente Tochterzelle. So ist die Selbsterneuerung der Zelle mit identi-
schem Phénotyp und dariiber die Erhaltung des multipotenten MSC-Pools gesichert. Im
Laufe der symmetrischen Teilung der bi- und tripotenten Tochterzellen vermindert sich de-
ren heterogenes Differenzierungspotential, es entwickeln sich unipotente Vorlduferzellen,
sog. »Progenitorzellen« (Muraglia et al., 2000; Baksh et al., 2004; Zhou et al., 2008). Diese
differenzieren im Folgenden streng in Anlehnung an eine determinierte Differenzierungs-
kaskade, je nach Potenz, zu Chondrozyten und/oder Osteozyten und/oder Adipozyten (Ca-
plan et al., 1991; Yoo et al., 1998; Pittenger et al., 1999). Die osteogen vordifferenzierten
Zellen, sog. Osteoprogenitorzellen (OPCs), werden im weiteren Verlauf zu Pra-Osteoblas-
ten, reifen (»Secretory-«) Osteoblasten und letztlich zu Osteozyten differenziert (Caplan,
1991). Entsprechend verlduft die Entwicklung von Chondrozyten und Adipozyten entlang
einer mehrstufigen Differenzierungkaskade (Sidappa et al., 2007). Uber die genannten
Zell-Linien hinaus ist eine Differenzierung in zahlreiche weitere Zelltypen des Organismus
(z.B. Tenozyten, skeletale Myozyten, Kardiomyozyten) beschrieben (Pittenger et al., 1998;
Bianchi et al., 2001; Liu et al., 2007). Die Proliferation und Differenzierung der MSCs ist
dabei weitgehend unabhéngig von deren Ursprungsgebiet (Bianchi et al., 2001). Die Diffe-
renzierung unterliegt satt dessen einer empfindlichen lokalen Regulation, ausgehend von
der jeweiligen Mikroumwelt und vorhandenen Induktionsmolekiilen (Pittenger et al., 1999;
Sidappa et al., 2007). So tritt in Gebieten mit verminderter Vaskularisation und hoher me-
chanischer Krafteinwirkung bei groBer Zelldichte eine mehrheitlich chondrogene Differen-
zierung auf. Bei ausreichender Vaskularisation, mechanisch ruhiger Umgebung sowie
geringeren Zelldichten zeigt sich hingegen eine iiberwiegend osteogene Entwicklung (Ca-

plan, 1991; Bruder et al., 1998b, Aubin, 1999; Basso et al., 2005). Uber die genaue mole-
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kulare Regulation der Differenzierung ist nur wenig bekannt (Baksh et al., 2004; Kolf et
al., 2007). Zur Kenntnis steht, dass zahlreiche Wachstumsfaktoren (z.B. TGF-B, FGF-2),
Zytokine, intrazelluldre Trankriptionsfaktoren (z.B. Cbfa 1/Runx 2) und extrazelluldre Ma-
trixmolekiile (z.B. Kollagene, Proteoglykane) die klassische dreidimensionale Differenzie-
rung der MSCs beeinflussen, regulieren und steuern (Caplan, 1991; Yoo et al., 1998;
Pittenger et al., 1999; Muraglia et al., 2000; Liu et al., 2007; Sidappa et al., 2007). In vivo
stimuliert der humorale und/oder zelluldre Knochenabbau in Verbindung mit dem lokalen
Gewebeschaden und so freigesetzten Wachstumsfaktoren und Zytokinen die Differenzie-
rung multipotenter MSCs zu Osteoblasten und/oder Chondrozyten (Liu et al., 2007). Die
Differenzierung der MSCs ist wichtiger Bestandteil der fortwidhrenden Erneuerung des
Knochenskeletts. Innerhalb eines Zeitraums von durchschnittlich zwei bis drei Wochen ist
es dabei moglich, auch in vitro aus dem Knochenmark fraktionierte MSCs iiber die inter-

medidre Stufe der OPCs zu reifen Osteoblasten zu differenzieren (Liu et al., 2007).

Die in vitro Kultivierung mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochen-
mark (BMSCs) erfolgt zumeist initial in Form einer Priméarkultur in Kunststoffkulturfla-
schen (Jones et al., 2007). Die Basis eingesetzter Kulturmedien ist eine Elekrolyt-Losung
zum Erhalt der Osmolaritét (Liu et al., 2007). Haufig genutzt wird hier a-Minimal Essenti-
al Medium (a-MEM) unter Zusatz von Glukose und L-Glutamin—Pyruvat (D Ippolito et
al., 1999; Chamberlain et al., 2007). Um dariiber hinaus eine ausreichende Nahrstoffver-
sorgung zu gewdhrleisten, wird Serum zugesetzt. Hierzu werden in der experimentellen
Medizin neben fetalem Kélberserum (FCS) ebenso Seren von Schweinen und Pferden ver-
wendet (Bianchi et al., 2001). Nach Inkubation der BMSCs in Kunststoffkulturflaschen
werden sie in Vorbereitung auf die Vermehrung, aus dem Knochenmarks-Aspirtat fraktio-
niert. Da die Zellen an Kunststoffoberflaichen ddhdsieren (Beyer Nardi et al., 2006), kon-
nen sie durch Auswaschen der Primédrkultur mit gepufferten Salzlosungen (z.B.
»phosphatase buffered saline« (PBS)) nahezu vollstindig von den Zellen des himatopoeti-
schen Systems isoliert werden (Jones et al., 2007). Zur Pradifferenzierung der MSCs wer-
den dem Kulturmedium entsprechend dem gewiinschten Zelltypus entweder chondrogene,
adipogene oder osteogene Kulturmedien zugesetzt. Dem initialen Kulturmedium werden
hierzu spezielle Additiva zugegeben, welche die Differenzierung der Zellen gewéhrleisten
sollen. Die Entwicklung von MSCs entlang der osteogenen Zell-Linie kann durch den Zu-

satz eines osteogenen Additivums, bestehend aus Ascorbinsédure, $-Glycerolphophat und
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dem synthetischen Glukokortikoid Dexamethason, erfolgen (Jaquiéry et al., 2005; Liu et
al., 2007). Innerhalb eines Zeitraums von durchschnittlich zwei bis drei Wochen differen-
zieren aus dem Knochenmark fraktionierte MSCs so zu reifen Osteoblasten (Caplan, 1991;
Pittenger et al., 1999; Chamberlain et al. 2007). Um einer mdglicherweise bei der Entnah-
me erfolgten bakteriellen Kontamination des Zellmaterials entgegen zu wirken, werden
den Medien dariiber hinaus priventiv Antibiotika, zumeist Penicillin in Kombination mit
Streptomycin, zugesetzt (Liu et al., 2007). Da die Proliferations-Aktivitit der kultivierten
Zellen durch Kontakt-Inhibition mit steigender Zelldichte abnimmt, werden sie bei Errei-
chen eines konfluenten Zellteppichs geteilt (Passagieren). Die Trennung des adhirenten

Monolayers erfolgt dabei enzymatisch (z.B. durch Trypsin) (Muraglia et al, 2000).

Charakterisieren lassen sich die einzelnen Entwicklungsstadien der MSCs resp.
Progenitorzellen in vitro morphologisch-phidnotypisch sowie biochemisch und auf Basis
der Expression spezifischer, membran-assoziierter Oberflichen-Proteine. Der Phinotyp der
mesenchymalen Stammzellen dndert sich, ausgehen von dem bereits zuvor erwdhnten,
spindelformigen Erscheinungsbild der CFU-Fs. Dabei ist morphologisch bereits die Bil-
dung von fibroblastendhnlichen Zell-»Knoten« (CFU-Fs) hinweisend auf die Proliferati-
ons-Aktivitit der MSCs (Nodulierung) in vitro (D Ippolito et al. 1999). Die Zellen
verdandern ihr Aussehen im Verlauf der Differenzierung charakteristisch in Abhingigkeit
von der jeweiligen Zielzelle (Paniushin et al, 2006; Gao et al., 2007). Osteoblasten erschei-
nen hier kubisch, Chondroblasten rund-oval, Adipozyten weisen hingegen eher eine ein-
heitlich runde Morphologie auf (Liebich, 1999). Biochemisch gelingt der Nachweis einer
gesteigerten alkalischen Phosphatase-Aktivitit vor allem in der frithen Phase der osteoge-
nen Differenzierungs-Kaskade (Bruder et al., 1998b; Pittenger et al., 1999; D Ippolito et
al., 1999). Molekular konnen die einzelnen Stufen der Differenzierungs-Linien anhand ver-
dnderter Protein-Biosynthese mittels immunhistologischer Farbungen und/oder Nachweis
des genetischen messenger Ribonuleinsdure- (mRNA-) Musters via Polymerase-Ketten-
Reaktion (RT-PCR) identifiziert werden (Caplan, 1991; Bruder et al., 1998b; Pittenger et
al., 1999; Gao et al., 2007). Oftmals erscheinen die detektierten Proteinstrukturen (z.B. Os-
teopontin, Osteokalzin) jedoch bei verschiedenen Zell-Linien gleichermallen (Gerstenfeld
et al., 1996; Lian et al., 2003) oder es treten in Zusammenhang mit immunhistologischen

Methoden Kreuzreaktionen in Erscheinung (Jones et al., 2002). Eine exakte molekulare
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Charakterisierung stellt daher bis heute eine wissenschaftliche Herausforderung dar.

(Choi et al., 2004; Chamberlain et al., 2007; Kolf et al., 2007).

Das auch bei in vitro Kultivierung erhaltene Proliferations- und heterogene
Differenzierungspotenzial mesenchymaler Stammzellen setzte die Zellen in den vergange-
nen drei Jahrzehnten in den Fokus der Erforschung und Entwicklung von Therapiemdog-
lichkeiten auf nahezu allen Gebieten der medizinischen Wissenschaft, so auch im Bereich

der Osteoregeneration.

2.4.3 Einsatz in osteoregenerativer Wissenschaft und Therapie

Zellbasierende, minimal invasive Verfahren stellen eine wertvolle Alternative
zum derzeitigen »Goldstandard« der Therapie von Knochen-Defekten dar (Ma et al.,
2004). In der Vergangenheit wurden daher bereits zahlreiche Studien zum erfolgreichen lo-
kalen Einsatz mesenchymaler Stammzellen oder aus ihnen hervorgehenden Osteoprogeni-
torzellen (OPCs) durchgefiihrt. Gegenstand der Untersuchungen war dabei v.a. die
Therapiemdglichkeit von Knochen-Defekten kritischer Grofle (»critical size defects«), de-
ren physiologische Heilung auf Grund der Weite der Zusammenhangstrennung mit grofer

Wahrscheinlichkeit zeitlebens nicht eintreten wird (Runkel et al., 2000).

Der erste erfolgreiche Einsatz mesenchymaler Stammzellen in Form einer lo-
kalen, perkutanen Applikation autologen Knochenmarks erfolgte in den 80er Jahren. Con-
nolly et al. (1986, 1989, 1998) therapierten zahlreiche Tibia-Defekte mit eingeschrinktem
Heilungsfortschritt durch lokale autologe Knochenmarks-Transplantation. Der Erfolg wur-
de mafgeblich auf die im Knochenmarks-Aspirtat enthaltenen MSCs und deren osteoin-
duktives Potenzial zuriickgefiihrt. Kadiyala et al. (1997), Bruder et al. (1998b) sowie auch
Bianchi et al. (2001) gelang basierend auf diesem Gedanken die erfolgreiche Behandlung
von Knochendefekten kritischer GroB3e mittels Transplantation von aus autologem Kno-
chenmark fraktionierten MSCs auf geeigneten Trigermaterialien (»scaffolds«) aus pordsen
Keramiken (Hydroxylapatit/Trikalziumphosphat). Nach der Entdeckung der molekular-os-
teoinduktiven BMPs durch Urist (1965) sowie zahlreichen weiteren Wachstumsfaktoren
der Osteogenese (TGF-B-Superfamilie) stellte sich die Frage nach einer mdglichen Be-
handlung von Knochen-Defekten mit Heilungskomplikation durch mit MSCs oder autolo-
gem Knochenmark beladene Scaffolds in Verbindung mit z.B. BMPs oder TGF-f-1
(Kadiyala et al., 1997; Lind, 1998; Bruder et al., 1998b). Der solitire Einsatz dieser
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Wachstumsfaktoren zur Osteoregeneration wurde im Hinblick auf die Therapie von biolo-
gisch reaktionsfihigen Pseudarthrosen mit Erfolg untersucht (Liebermann et al., 1999;
Betz et al., 2006), ist jedoch begrenzt durch die Anzahl vorhandender vitaler MSCs in
vivo, welche die Induktions-Signale aufnehmen und verarbeiten kdnnen (Yoo et al., 1998;
Bruder et al., 1998b). Eine Studie zur Behandlung eines critical size defects am Ratten-Fe-
mur konnte iiberdies zeigen, dass mit MSCs beladene Scaffolds einen deutlich besseren os-
teoregenerativen Effekt erbringen, als nur mit Knochenmark oder BMP beladene
Tragermaterialien (Kadiyala et al., 1997). Im Laufe der MSC-Studien, wenngleich erfolg-
reich, zeigte sich dennoch ebenso, dass nur etwa 60 % der in vitro kultivierten Zellen in
vivo die Regeneration von Knochengewebe beginnen und nur ca. 40 % letztlich dabei er-
folgreich sind (Jaquiéry et al., 2005). Daher wurden auch deren bereits osteogen differen-
zierten Nachfolger, die OPCs, im Hinblick auf eine mogliche Verbesserung der
Knochenheilung untersucht. OPCs waren in Kombination mit Trigermaterialien (Schlie-
phake et al., 2001; Takamine et al., 2002; Srouji et al. 2005) sowie auch im alleinigen Ein-
satz (Tsubota et al., 1999; Shao et al.,, 2007) Gegenstand diverser Therapiestudien zur

Osteoregeneration.

Die These, dass vitale Knochendefekte kritischer Grofle und/oder Segmental-
Frakturen durch autologe in vitro pradifferenzierte OPCs auch unter Verzicht auf Wachs-
tumsfaktoren und Trigermaterialien erfolgreich behandeln werden konnen, lie3 sich in den
vergangen Jahren wissenschaftlich unter Beweis stellen. Shao et al. (2007) erreichten
durch die lokale Applikation von OPCs in das Kallusgebiet eine verbesserte und vermehrte
Knochenentwicklung bei der Behandlung von Distraktions-Frakturen. Ferner erfolgten
Untersuchungen zum Einfluss von lokal applizierten OPCs auf die Knochenheilung in
Kombination mit Kollagen-Gel, nach durchgefiihrter Tibia-/Femur-Osteotomie. Diese, wie
auch weitere vorgenommene Studien (Takamine et al., 2002; Srouji et al., 2005) zeigten
eine quantitativ und qualitativ verbesserte Knochenformation und eine Verkiirzung der
Konsolidierungsphase (Qi et al., 2006; Tsubota et al. 1999) durch den Einsatz von OPCs.
Dennoch bestand bei den bis heute durchgefiihrten Untersuchungen ausnahmslos ein biolo-
gisch reaktionsfihiger Gewebestatus des Knochens. Weder Distraktionsfrakturen, noch
segmentale Defekte weisen in der frithen Phase avitale Fragmentenden auf (Yoo et al.,
1998). Studien zum Einfluss autologer OPCs bei initial beeintrichtigter biologischer Akti-

vitidt des Knochengewebes wurden bis heute noch nicht durchgefiihrt.
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2.5 Hypothese der Studie

Die Anzucht synthetischen Knochengewebes in vitro zur Behandlung von trau-
matisiertem, geschidigtem Knochen mit und ohne Segment-Verlust stellt einen bedeuten-
den Zweig der medizinischen Wissenschaft der vergangenen 30 Jahre dar. Die zur
Anwendung kommenden klassischen Therapiemoglichkeiten, in Form von z.B. Osteosyn-
these, Spongiosa-Transplantation und Segment-Transport, sind oft mit wiederholten Ein-
griffen und zahlreichen physiotherapeutischen MaBBnahmen verbunden (Ma et al., 2004).
Die lange und mit teilweise erheblichen physischen und psychischen Belastungen des Pati-
enten verbundene Rekonvaleszenz ist, zusammen mit den entstehenden hohen wirtschaftli-
chen Kosten, unermiidliche Motivation und Anlass fortschreitender medizinischer
Forschung (Rose et al., 2002). Die im vorangegangenen Kapitel erwdhnten Aspekte ver-
deutlichen, dass die wissenschaftlichen Bemiihungen im Bereich der osteoregenerativen
Knochenmedizin zahlreich und auch erfolgreich sind. Dennoch standen bis zum jetzigen
Zeitpunkt iiberwiegend Untersuchungen zur Behandlung von weiten und daher, in Hin-
blick auf die physiologische klinische Heilung, kritischen Knochendefekten im Fokus der
Entwicklung zellbasierender Therapie-Methoden. Eine Analyse des Einflusses autologer
OPCs auf die Heilung eines Knochens mit eingeschrinktem biologischen Potenzial wurde
in der Vergangenheit nicht durchgefiihrt und sollte in dieser Studie untersucht werden.
Aufbauend auf den oben dargestellten, bereits gesammelten Erfahrungen und Kenntnissen,
konnte hierbei ein positives Ergebnis vermutet werden. Der vorliegenden Untersuchung

lag, auf Grundlage dieses Gedankens, folgende zu beweisende Hypothese zugrunde:

Eine Initiierung der Knochenheilung kann in einer Situation, die zu einer
atrophen Pseudarthrose fiihren wiirde, durch die Transplantation von in
vitro aus autologen mesenchymalen Stammzellen prddifferenzierten

Osteoprogenitorzellen erfolgen.
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3 Material und Methoden
3.1 Auswahl und Haltung der Tiere

Die Haltung der am Versuch beteiligten Tiere erfolgte wihrend des gesamten
Zeitraumes in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité Berlin, Campus Virchow-
Klinikum. Das Versuchsvorhaben wurde genehmigt durch das Landesamt fiir Arbeits-
schutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit, Berlin (Genehmigungsnummer:

G 0036/04).

Bei den eingesetzten Versuchstieren handelte es sich um 32 adulte ménnliche
Sprague Dawley™-Ratten (Fa. Harlan Winkelmann, Borchen/Deutschland). Nach Anliefe-
rung wurde der Gesundheitszustand der Tiere iiberpriift sowie eine Gewichtskontrolle
durchgefiihrt. Um in die Studie aufgenommen zu werden, mussten die Tiere ein Korperge-

wicht zwischen 410 und 460 g aufweisen.

Die Haltung erfolgte in Gruppen zu je 5 Tieren in Makrolon-Versuchstierkifigen gemif
des Eurostandards Typ IV (Fa. E. Becker & Co GmbH, Castrop-Rauxel/ Deutschland) mit
einer Grundfldche von 1800 cm®. Nach erfolgter Osteotomie wurden die Tiere einzeln in
Makrolon-Versuchstierkifigen, Eurostandard Typ III, des oben genannten Herstellers, mit
einer Grundflidche von 810 cm” gehalten. Zwischen den Tieren bestand Sichtkontakt. Bei
der verwendeten Einstreu handelte es es sich um Holzspéne (Lignocel®, Fa. J. Rettenmai-
er&Sohne GmbH+Co KG, Rosenberg/Deutschland), welche tiglich gereinigt und einmal
wochentlich ersetzt wurden. Den Tieren wurde tdglich ein diétetisches Alleinfuttermittel in
Form von Pellets (Ssniff Ratten/Mause®, Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest/ Deutschland)
sowie Trinkwasser ad libitum angeboten. Das Raumklima des Versuchstierstalles regulier-
te eine Klima- und Beliiftungsanlage. Die Raumtemperatur lag konstant bei 18-20 °C, die
relative Luftfeuchtigkeit bei 65 %. Das Licht in den Rédumlichkeiten wurde entsprechend
eines natiirlichen, 12-stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus geregelt.
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3.2 Aufbau der Studie

3.2.1 Versuchsplan

Zu Beginn der Studie wurden die 32 Ratten randomisiert in zwei Gruppen
(I. Versuchsgruppe, II. Kontrollgruppe) bestehend aus jeweils 16 Tieren eingeteilt. Die
Versuchs- sowie auch die Kontrollgruppe wurden, entsprechend der spiteren Probenaufbe-
reitung (siehe 3.6.2. Entwdisserung und Einbettung), erneut zufdllig in jeweils zwei Sub-

gruppen a acht Tiere aufgeteilt. Die Tiergruppen wurden wie folgt benannt:

1. Versuchsgruppe: Osteoprogenitorzellen-Gruppe (OPC-Gruppe)

Subgruppe I: Einbettung der entnommenen Femora in
Polymethylmethacrylat (PMMA), (siehe Kapitel 3.5.2
Probenentnahme und 3.6.2 Entwidsserung und

Einbettung).

Subgruppe II: Einbettung der entnommenen, entkalkten Femora in

Paraffin (siche Kapitel 3.5.2 und 3.6.2).

1I. Kontrollgruppe: Medium-Gruppe

Subgruppe I: Einbettung der entnommenen Femora in PMMA.
Subgruppe II: Einbettung der entnommenen, entkalkten Femora in
Paraffin.

Den Tieren der Versuchs- und Kontrollgruppe wurde aus der rechten Tibia
Knochenmark entnommen. Aus dem Aspirat der OPC-Gruppe wurden mesenchymale
Stammzellen (MSCs) in vitro expandiert und in osteogenem Kulturmedium angeziichtet.
Nach ausreichender Proliferation und mikroskopisch kontrollierter, osteogener Andifferen-
zierung der Zellen erfolgte im Anschluss die Induktion einer atrophen Pseudarthrose bei
den Tieren beider Gruppen. Hierzu wurde die linke Femur-Diaphyse senkrecht zur Kno-
chenachse so osteotomiert, dass zwischen den Segmenten ein Spalt entstand. Das Kno-
chenmark wurde aus beiden Fragmenten entfernt, sowie das Periost beidseitig, unmittelbar
angrenzend an den osteotomierten Bereich thermisch zerstort. Die Stabilisierung des osteo-

tomierten Knochens erfolgte durch das Anbringen eines monolateralen Fixateur externe.
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Im Anschluss an die Osteotomie wurde am zweiten Tag post operationem
den Tieren der OPC-Gruppe eine Suspension, bestehend aus autologen, osteogen pradiffe-
renzierten mesenchymalen Progenitorzellen und Expansions-Kulturmedium mittels perku-
taner Injektion in den Osteotomiespalt transplantiert. Die Tieren der Medium-Gruppe
erhielten allein ein dquivalentes Volumen des zur Anzucht genutzten Kulturmediums in
den Knochenspalt. Nach zweiw0Ochiger Standzeit wurden alle Tiere euthanasiert und das
osteotomierte Femur mit implantiertem Fixateur externe und umliegendem Weichteilman-

tel entnommen.

Die Auswertung der Proben erfolgte unter Anwendung histologischer, histo-
morphometrischer und immunhistologischer Techniken lichtmikroskopisch sowie mit Hil-
fe einer computergestiitzten Bildanalyse. Rontgenaufnahmen wurden deskriptiv beurteilt.

Eine statistische Auswertung der Messergebnisse schloss die Studie ab.

3.2.2 Fixateur externe

Der in dieser Studie eingesetzte, unilaterale Fixateur externe (FE) bestand aus
vier Kirschner-Drihten (KD) (Linge: 10 cm, ¢ 1,25 mm) mit trokarformiger Gewindespit-
ze (10 mm) (Fa. M. Jagel, Bad Blankenburg/Deutschland) sowie einer dufleren Schienung,
dem Verbindungsbalken (29 x 5 mm), bestehend aus zwei Stahlplatten unterschiedlicher
Starke (2,8 mm/1,8 mm) mit jeweils vier einander entsprechenden Nuten fiir die Kirschner-
Dréhte. Die Verbindung des Balkens erfolgte mittels zwei Senkkopf—Schrauben (M 2,5),
deren GewindelOcher sich, ebenso wie eine zentrale, dulere Fiihrungsnut, in der stirkeren
Platte befanden. Das Gesamtgewicht der Konstruktion betrugt 5,4 g. Die Verankerung des
Systems im Knochen erfolgte durch bikortikales Einsetzen von je zwei Kirschner-Dréhten
beidseitig des Osteotomiespaltes. Dabei iiberragte die Drahtspitze auf eine Linge von ein
bis zwei Gewindedrehungen die jeweilige Gegenkortikalis. Der Abstand zwischen den
Dréhten eines Knochenfragmentes betrug jeweils 6 mm, zwischen den Osteotomiespalt
iberbriickenden Dréihten 10 mm. Zur Standardisierung der Abstdnde wurden die Nuten des
Verbindungsbalken als Schablone und Bohrfiihrhilfe eingesetzt. Zur Auswertung der im
Verlauf angefertigten Rontgenaufnahmen erfolgte eine Nummerierung der Drihte von pro-

ximal nach distal (KD 1-4).
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3.2.3 Zellexpansion und osteogene Pridifferenzierung

Im Anschluss an die Entnahme (siehe 3.3.1. Gewinnung des Knochenmarks)
wurde die Aspirat-Medium-Suspension unter sterilen Bedingungen in einer 25 ¢cm® Zell-
kulturflasche (Fa. NUNC, Roskilde/Didnemark) ausgesit und 5 ml (0,2 ml/cm? Flaschenbo-
den) des Expansionsmediums (a-Dulbcos Modified Eagles Medium (a-DMEM) + Glukose
4,5 g/l + L-Glutamin—Pyruvat, Fa. Invitrogen/Cambrex), fetales Kélberserum (FCS) (10%)
(Biochrom AG, Berlin/Deutschland) sowie Penicillin/Streptomycin (1%) zugegeben. Die
Lagerung erfolgte in einem Brutschrank bei 37 °C, 5% CO, und einer Luftfeuchtigkeit von
95 %. Nach Ablauf von zwei und vier Tagen wurde die Zellkultur zum Entfernen von Zell-
triimmern und hdmatopoetischen Zellen mit Phosphat-Puffer-Losung (PBS) bei Raumtem-
peratur einmalig gespiilt und das Kulturmedium erneuert. Dabei wurde das in der
Kulturflasche enthaltene Medium vorsichtig abpipettiert, danach die Pufferlosung mit einer
Pipette aufgetragen und nach kurzem Schwenken des Behiltnisses wieder abgenommen.
Bei einer Konfluenz von 80 % wurde eine Splittung der Kultur durchgefiihrt. Hierzu er-
folgte zunéchst ein zweimaliges Spiilen mit PBS (Raumtemperatur), wobei die Menge der

Pufferlosung etwa der Hilfte des Medium-Volumens entsprach. Durch diese Spiilvorginge

wurde die im FCS enthaltene a;. Anti-Trypsinase entfernt. Nachdem die Zellen durch Zu-
gabe des proteolytischen Enzyms Trypsin bei 37°C fiir vier Minuten inkubiert wurden, 16s-
ten sie sich vom Boden der Zellkulturflasche. Die Menge der eingesetzten Serinproteinase
Trypsin wurde der jeweiligen Flidche der Zellkulturflaschen angepasst: 1 ml/25 cm? 2
ml/75 cm? 3 ml/175 cm®. Nach mikroskopischer Kontrolle der Zell-Ablosung konnte die
Trypsinierung durch Zugabe von Kulturmedium unterbrochen und die Zell-Medium-Sus-
pension in ein Falcon—Rohrchen (Falcon Tube BD™, Franklin Lakes/USA) iiberfiihrt wer-
den. Es folgte eine automatisierte Bestimmung der Zellzahl/ml (Casy®, Zellzahl-und
Analyse System, Modell TT, Fa. Schirfe System/Deutschland). Das Gerit zéhlt Partikel
entsprechend ihrer Gro3e zwischen 12,5 ym und 25 um. Partikel {iber 12,8 um werden da-
bei als lebende Zellen bewertet und gezéhlt. Durch Hochrechnung konnte auf diese Weise
das Gesamt-Zellvolumen der Probe ermittelt werden. Im Anschluss daran wurden die Zel-
len erneut auf Zellkulturflaschen ausgesit (ca. 2,5 x 10° Zellen/cm?®) und mit Kulturmedi-

um versorgt (0,2 ml/cm?).
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Ein Wechsel des Mediums erfolgte im Weiteren zweimal wochentlich, wie oben beschrie-
ben. Bei einer Konfluenz von 80 % wurde eine erneute Splittung sowie Zellzédhlung durch-

gefiihrt.

Die osteogene Pridifferenzierung der Zellen wurde bei einem konfluenten
Zellteppich in einer 175 cm? Kulturflasche eingeleitet und erstreckte sich iiber fiinf Tage.
Sie bestand in einem Austausch des Kulturmediums durch osteogenes Medium (a-DMEM,
200 uM Ascorbinsdure, 7 mM B-Glycerophosphat, 0,01 uM Dexamethason, 1% Penicil-
lin/Streptomycin). Der Startzeitpunkt der osteogenen Behandlung kann mit durchschnitt-
lich zwei bis drei Wochen nach Beginn der Expansion angegeben werden. Die Anzahl der
mesenchymalen Stammzellen lag nach dieser Zeit bei einem angestrebten Wert von > 2 x
10° pro Tier. Die Kontrolle des Zellvolumens erfolgte mittels Zellzihlung im Casy® (s.0.).
Ein Wechsel des osteogenen Mediums sowie die Kontrolle der Zellzahlen fand entspre-
chend der oben genannten Vorgehensweise zwei Tage vor Transplantation der Zellen statt.
Die Uberpriifung der osteogenen Pridifferenzierung der mesenchymalen Stammzellen
wurde mikroskopisch anhand phénotypischer Charakteristika sowie dem Nachweis alkali-

scher Phosphatase-Aktivitdt durchgefiihrt.
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3.3 Operationen und Zelltransplantation

Die in diesem Kapitel beschriebenen operativen Verfahren kamen an beiden
Tiergruppen zur Anwendung. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird daher im Folgenden
auf eine Finzelnennung verzichtet. Eine Ausnahme bildete das Knochenmarksaspirat der
Medium-Gruppe, es wurde in dieser Studie nicht weiter verwendet und nach der Gewin-

nung verworfen.

Die beschriebenen Eingriffe fanden unter aseptischen Bedingungen statt, zudem erfolgte
im Vorfeld jeder Injektion die Spriihdesinfektion der Injektionsstellen mit Polyvidon- Iod

(Braunoderm®, B.Braun Melsungen AG, Melsungen/Deutschland).

3.3.1 Gewinnung des Knochenmarks

Vorbereitung

Nach adspektorischer Beurteilung des Gesundheitszustandes erfolgte die Nar-
kotisierung des Tieres mittels Inhalation eines Gasgemisches aus Isofluran (3,5%) (Fore-
ne®, Abbott GmbH&Co KG, Wiesbaden/Deutschland), Lachgas (0,4 1/Min.) und
Sauerstoff (0,6 1/Min.). Hierzu wurde die Ratte in einen luftdicht verschlieBbaren, durch-
sichtigen Behilter gesetzt und das Gasgemisch in diesen eingeleitet. Nach Wirkeintritt der
Narkose und anschlieBender rektaler Kontrolle der Korpertemperatur (°C), sowie des Kor-
pergewichtes (g) wurde die rechte Hintergliedmasse mit einer Schermaschine (Favorita II/

Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) zwischen Knie- und Sprunggelenk vollstindig rasiert.

Zur Vorbereitung der Knochenmarks-Aspiration wurden 0,2 ml Kulturmedium
in eine sterile 1 ml Einwegspritze (BD Plastipack™, Madrid/Spanien) mit 22G Kaniile
(BD™ GmbH/Deutschland) aufgezogen.

Durchfiihrung

Das Operationsfeld wurde durch Aufsprithen von Polyvidon-lod desinfiziert
und das Tier zur Durchfiihrung des Eingriffes auf eine, mit einem sterilen Abdecktuch be-

deckte, elektrische Warmeplatte (37 °C) in Links-Seitenlage positioniert.

Nach erneuter Spriihdesinfektion erfolgte ein Hautschnitt von etwa 1 cm Lédnge medio-
ventral der Tuberositas tibiae in Langsrichtung bis zur Knochenoberfliche der Tibia. In das

Operationsfeld einfallende Weichteilgewebe konnten mit Hilfe einer Pinzette seitlich ver-
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dringt werden. Mittels eines Handbohrers mit Kugelfrise (¢ 1 mm) (Fa. Proxoon, Niers-
bach/Eifel/Deutschland) wurde der Knochen von medio-ventral in kaudo-latero-distale
Richtung bis zum Eintritt in den Knochenmarksraum angebohrt. Nach dem Entfernen des
Bohrers wurde mit Hilfe der vorbereiteten 1 ml Spritze unter vorsichtigen proximo-distalen
Bewegungen der Kaniile und dabei anhaltender Aspiration das Knochenmark aus der
Markhohle entnommen und unmittelbar unter sterilen Kautelen in ein mit Kulturmedium
befiilltes Falcon Rohrchen (15 ml) tiberfithrt. Um die Gewinnung der gesamten entnomme-
nen Volumenmenge zu gewdhrleisten, erfolgte die vorsichtige, wiederholte Aspiration und
Injektion innerhalb des Rohrchens. Die Hautwunde wurde mit 3-0 Prolene® (Fa. Ethicon,
Norderstedt/Deutschland), einem nicht-resobierbarem Nahtmaterial, durch ein bis zwei

Einzelknopfhefte verschlossen.

Nachsorge

Mittels haltbarem Filzmarker wurden die Ratte zur eindeutigen Identifizierung
am Schwanz mit einem tierspezifischen Nummerncode gekennzeichnet. Nach Spriihdesin-
fektion der Operationswunde wurde die Ratte vorsichtig in linke Seitenlage in den Kifig

gelegt, wo sie nach wenigen Minuten das Bewusstsein wiedererlangte.

3.3.2 Osteotomie

Zeitpunkt

Die Wahl des Operationszeitpunktes richtete sich nach der Anzahl der in vitro
angeziichteten autologen Osteoprogenitorzellen (siehe Kapitel 3.2.3 Zellexpansion und os-
teogene Prddifferenzierung). Sie wurde bei einer erreichten Zellzahl von ca. zwei Millio-
nen durchgefiihrt. Die Osteotomie erfolgte an Tieren der OPC-Gruppe im Durchschnitt
etwa drei Wochen nach Knochenmarksgewinnung. Die Tiere der Medium-Gruppe wurden
entsprechend der Versuchsgruppe etwa drei Wochen nach der Knochenmarksentnahme

(siehe Kapitel 3.3.2 Osteotomie) operiert.
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Vorbereitung

Einer adspektorischen Beurteilung des Gesundheitszustandes des Tieres folgte
entsprechend der in 3.3.1 genannten Vorgehensweise die Narkotisierung des Patienten so-
wie die Messung von Korpertemperatur und Gewicht. Dariiber hinaus wurde die Operati-
onswunde der Knochenmarksentnahme an der rechten Tibia kontrolliert, deren Hautfdden

entfernt und eine Sprithdesinfektion mit Polyvidon-Iod durchgefiihrt.

Zur Aufrechterhaltung der Narkose erhielt das Tier im Anschluss intraperitone-
al 0,5 ml eines Ketamin (Urostamin®, 100 mg/ml)/ Xylazinhydrochlorid (Rompun®, 20
mg/ml)-Gemisches (Verhiltnis 4:3, 1,0 ml/kg KG). Zur Wahrung einer intra- und postope-
rativen Analgesie wurde ca. fiinf Minuten vor dem Hautschnitt 0,05 ml des mit isotoni-
scher Kochsalzlosung im Verhiltnis 10:1 verdiinnten Analgetikums Buprenorphin
(Temgesic®, 0,1 ml/kg KG) s.c. injiziert. Eine Bepanthen-Augensalbe (Jenapharm®,
Deutschland) wurde zum Schutz der Hornhaut vor Austrocknung beidseitig aufgebracht.
Die anschlieBende Rasur erstreckte sich, ausgehend vom kaudalen Rippenbogen, iiber die
gesamte linke hintere Korperhilfte von der Wirbelsédulenlinie bis zur abdominalen Media-
nen sowie iiber die gesamte linke Hintergliedmasse. Nach vollstindigem Entfernen der
Haare und wiederholter Sduberung sowie Desinfektion des rasierten Bereiches mit Polyvi-
don-lod wurde das Tier in rechter Seitenlage auf eine mit einem sterilen Abdecktuch be-
legte elektrische Warmeplatte (37 °C) positioniert und mit einem sterilen Loch-Tuch, die
linke Hintergliedmasse freilassend, abgedeckt. Die Phalangen wurden mit einem sterilen,
selbstklebendem Abdecktuch umwickelt und eine Spriihdesinfektion des OP-Feldes vorge-

nommen.

Durchfiihrung

Der Hautschnitt wurde lateral an der linken Hintergliedmalle, etwas kaudal des
palpierbaren Hiiftgelenkes nach distal iiber die gesamte Léinge des Os femoris durchge-
fiihrt. Uber eine dem Fixateur externe entsprechende Linge von etwa drei Zentimeter er-
folgte die Freipraparation des Os femoris zwischen der proximalen Crista
intertrochanterica und der Kniegelenkskapsel unter Schonung der proximo-lateralen Seh-
nenansitze. Die Subkutanfaszie wurde dazu durchtrennt und die darunter sichtbar werden-

den Beuger und Strecker des Kniegelenkes durch stumpfe Priparation entlang der
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intermuskuldren Faszie voneinander separiert. Stumpfe Wundhaken dienten ihm Verlauf

der Operation dazu, das préparierte Weichteilgewebe zuriickzudréngen.

Die im weiteren Verlauf genannten Bohrungen sowie die Osteotomie des Fe-
murs wurden mittels eines elektrischen Bohrgerites mit flexibler Welle und elektrischem

FuBpedal durchgefiihrt (Proxoon, Niersbach/Eifel/Deutschland, 16.000 U/Min.).

Unter optischer Kontrolle einer lotrechten Lage zum Os femoris wurde mit ei-

nem Spiralbohrer (@ 1,0 mm) am latero-distalen Ende der Femur-Diaphyse ein monokorti-
kales Loch fiir den Kirschner-Draht 4 des Fixateur externe (FE) gesetzt. Es folgte die
bikortikale Einbringung des Drahtes mittels eines Handbohrfutters senkrecht zu Knochen-
achse. Im Anschluss daran wurde ein bikortikales Bohrloch fiir den KD 1 am proximalen
Ende der Femurdiaphyse ge-
setzt, dabei dienten die Nuten
des an KD 4 befestigten Ver-
bindungsbalken des Fixateur
externe zur Abstandsmessung
und Bohrfiihrhilfe. Die hier ge-
wihlte, bikortikale Bohrung
verhinderte spiter ein Ablen-

ken des Drahtes bei der Fixati-

on im Knochen. Dies war zu

o g o

Abl; 4: Stbili's,ieru'ﬁ(g durch Ze let externe-
Verbindungsbalken
iiberliegenden Kortizes der

beachten, da die sich gegen-

proximalen Femurdiaphyse in diesem Bereich nicht exakt parallel verlaufen. Nach dem
Entfernen des Verbindungsbalkens wurden die Bohrungen fiir KD 2 und 3 unter optischer
Kontrolle, monokortikal, parallel zu den KD 1 und 4 sowie senkrecht zur Knochenachse
vorgenommen und die Kirschner-Dréhte anschlieBend bikortikal verankert. Die so platzier-
ten Drihte wurden nun durch die Nuten des Verbindungsbalkens gefiihrt und durch Anzie-
hen beider Senkkopfschrauben fest mit diesem verbunden. Mit einem Seitenschneider
konnten die so stabilisierten Pins zundchst auf eine Linge von etwa 4 cm oberhalb der du-

Beren Schienung gekiirzt werden.
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Um die Stabilitidt des durchtrenn-
ten Knochens wihrend der Osteotomie sicher
gewihrleisten zu konnen, wurde der Verbin-
dungsbalken eines zweiten Fixateur externe
auf die oben genannte Weise iiber dem ersten
platziert und an den Dréhten fixiert (siche
Abb. 4 und 5). Zur Vorbereitung der Osteoto-
mie wurde die Muskulatur im Osteotomiebe-
reich zwischen KD 2 und 3 unter besonderer
Schonung des Periost vorsichtig abpripariert.
Darauf folgend konnte nun das Os femoris un-
ter Sichtkontrolle mit einem Diamant-Sige-

blatt (@16 mm, Stirke 0,4 mm) unter stindiger

Abb. 5: Operation
Osteotomie

'y

sfeld nach erfolgter

Kiihlung mit steriler, isotonischer Kochsalzlosung (Plastipur®) vorsichtig vollstindig os-

teotomiert werden. Dabei entstand ein Spalt von ca. 0,4-0,5 mm Weite (siche Abb. 5).

Zum Schutz des umliegenden Weichteilgewebes wurde dieses wihrend des Sé-

gevorgangs mittels stumpfer Wundhaken zuriickgehalten. Knochen- und Gewebedetritus

wurde durch eine erneute Spiilung mit steriler, isotonischer Kochsalzlosung entfernt. Hier-

nach wurde der knochennahe, untere FE-Verbindungsbalken gelockert und in einer stan-

Abb. 6: I\ior
10 mm

60

mi

erung

des Abstandes auf

dardisierten Entfernung zum Knochen erneut
fixiert. Die Normierung des Abstandes von
10 mm zwischen dem Knochen und dem Ver-
bindungsbalken des FE erfolgte mit Hilfe der
ibereinander gelegten Stahlplatten eines drit-
ten FE-Verbindungsbalken (sieche Abb. 6).
Der wihrend dieses Vorgangs stabilisierende,
obere FE-Verbindungsbalken konnte anschlie-
Bend entfernt und die Kirschner-Drihte auf
Niveau des osteotomienahen FE gekiirzt wer-
den. Es folgte das Entfernen des FE-Verbin-
dungsbalkens.
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Die beiden Knochenfrag-
mente des Os femoris wurden danach
nach lateral leicht gespreizt, so dass
der Zugang zum Markraum mdglich
wurde. Zur Induktion einer atrophen
Pseudarthrose wurde mittels einer klei-

nen Pinzette das Knochenmark in bei-

den Fragmenten entfernt (siche Abb. 7)

i R

und der Markraum mit isotonischer o . :
Abb. 7: Entfernen des Knochenmarks

Kochsalzlosung sorgfiltig gespiilt. An-

schlieBend wurde das Periost durch zirkuldre Kauterisation jeweils 2 mm proximal und dis-
tal des Osteotomiespaltes thermisch zerstort. Um die Abstinde gewihrleisten und standar-
disieren zu konnen, kam hierzu ein monopolarer Thermokauter mit 2 mm Skalpellaufsatz
zum Finsatz. Nach anatomischer Repositionierung der Knochenfragmente konnte der FE—
Verbindungsbalken endgiiltig an den Kirschner- Dréihten befestigt werden. Eine fortlaufen-
de Muskelnaht mit resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl® 7-0, St. Stevens, Woluwe/Belgi-
en) sowie eine Hautnaht, bestehend aus vier bis fiinf Einzelheften mit nicht-

resorbierbarem, 3-0 starkem Faden, verschlossen die Operationswunde.

Nachsorge

Die operative Nachsorge der Osteotomie entsprach der in Punkt 3.3.1 (Gewin-

nung des Knochenmarks) genannten Vorgehensweise. Ferner wurde eine radiologische Un-
tersuchung der linken Hintergliedmalle durchgefiihrt (siehe 3.4.3 radiologische

Untersuchung).

Im Anschluss an die Osteotomie wurden die Tiere sieben Tage post operatio-

nem einer Verlaufskontrolle unterzogen. Neben einer radiologischen Untersuchung wur-

den Gewicht und Korpertemperatur gemessen sowie eine Wund- und Pin-Pflege
durchgefiihrt (siehe 3.4 Untersuchungen). Fiir die Dauer der Kontrolluntersuchung erhiel-
ten die Patienten eine Inhalationsnarkose entsprechend 3.3.1. Die Aufrechterhaltung der
Narkose konnte hierbei durch Verabreichung des Gasgemisches iiber eine Inhalationsmas-

ke gewihrleistet werden.
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3.3.3 Zelltransplantation

Zeitpunkt und Vorbereitung

Die Transplantation der in vitro kultivierten/expandierten OPCs erfolgte zwei
Tage nach der Osteotomie. Zur Vorbereitung der zu injizierenden Zell-Medium-Suspensi-
on mussten die OPCs zunidchst analog zur Zellanzucht (siehe 3.2.3) durch Zugabe kalten
Trypsins vom Boden der Kulturflasche gelost werden. Nach Unterbrechen der Trypsinie-
rung wurde eine ca. 2 x 10° Zellen enthaltende Suspensionsmenge in ein Falcon Rohrchen
umgefiillt und 10 Min. zentrifugiert (15.000 U/Min.). Der entstandene Uberstand wurde bis
auf ein Restvolumen von 1-2 ml steril mit einer Pipette abgenommen. Nach anschlieBender
einminiitiger Zentrifugation (15.000 U/Min.) der iibrigen Suspension lieB sich der restliche
Uberstand bis auf 0,1-0,2 ml steril abpipettieren. Das verbliebene Zellpellet wurde mit dem
Kulturmedium-Uberstand mittels einer Kaniile durchmischt und die fertige Zell-Medium-

Suspension vorsichtig in eine sterile 1 ml Einwegspritze mit 24G Kaniile aufgezogen.

Analog zu der in Kapitel 3.3.2 (Verlaufskontrolle) genannten Vorgehensweise
erhielten die Ratten eine Inhalationsnarkose, ferner wurden Gewicht und Temperatur kon-
trolliert. Nach Positionierung der Tiere in rechte Seitenlage und vorsichtigem Entfernen
starker Verkrustungen und Verklebungen der Haut im Bereich der Pins erfolgte eine

griindliche Spriihdesinfektion des Wund-, Pin- und Injektionsbereiches mit Polyvidon-Iod.

Durchfiihrung

Die Injektion der Zell-Medium-Suspension erfolgte von lateral, zwischen KD 2
und 3, wobei die zentrale Nut des FE-Verbindungsbalkens als Fiihrungsschiene diente.
Nach Sicherung der Positionierung durch Ertasten des Osteotomiespaltes mit der Kaniilen-

spitze wurde das gesamte Suspensionsvolumen vorsichtig in den Spalt injiziert.

Nachsorge

AbschlieBend erfolgte eine Spriihdesinfektion des Wundbereiches mit Polyvi-
don-Iod. Nachdem das Tier in Rechts-Seitenlage in den Kifig gelegt worden war, kam es
innerhalb weniger Minuten zu Bewusstsein. Die Transplantation zellfreien Kulturmediums
in den Osteotomiespalt der Medium-Tiere erfolgte analog der oben genannten Vorgehens-
weise. Die injizierte Menge entsprach dabei mit 0,15 ml dem in der OPC-Gruppe applizier-

ten Volumen.
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3.4 Untersuchungen

3.4.1 Gewichts- und Temperaturkontrolle
Die Kontrolle der Korpertemperatur (°C) und des Korpergewichtes (g) erfolgte
im Vorfeld der Knochenmarks-Gewinnung, der Osteotomie (do), der Zelltransplantation

(d2), der Verlaufskontrolle (d;), sowie der Euthanasie (di4). Die Korpertemperatur wurde
dabei mit einem digitalen Thermometer (Firma Hartmann/Deutschland) rektal gemessen.
Zur Aufnahme des Korpergewichtes kam eine elektronische Waage (Kilomat- Prizisions-

waage, Fa. Satorius, Gottingen/Deutschland) zum Einsatz.

3.4.2 Wund- und Pin-Pflege

Wie oben erwihnt, wurde am Tag der Zell-Transplantation und am Tag sieben
nach Osteotomie eine Wund- und Pin-Pflege durchgefiihrt. Die Dréhte des Fixateur externe
wurden dabei an den Eintrittsstellen griindlich inspiziert und deren Verkrustungsgrad, auf-
tretende Anzeichen eines entziindlichen Geschehens, sowie auch umgebende Gewebe-
schwellungen einzeln (entsprechend KD 1 - 4) dokumentiert. Ebenso wurden entstandene
Leckstellen, deren GroBe und Lokalisation schriftlich festgehalten. Im Anschluss daran
wurden im Bereich der Operationswunde Gewebedetritus und getrocknetes Wundsekret
mit Polyvidon-lod aufgeweicht und vorsichtig mit einer Pinzette entfernt. Auf Anzeichen
einer lokalen Infektion, vor allem im Bereich der Pins, wurde besonders geachtet. Die
Sprithdesinfektion der Operationswunde sowie etwaiger Leckstellen mit Polyvidon—Iod

schloss die Untersuchung ab.

3.4.3 Radiologische Untersuchung
Eine radiologische Untersuchung wurde am Tag der Osteotomie (dy), der Ver-

laufskontrolle (d;), sowie der Euthanasie (di4) am narkotisierten bzw. euthanasierten Tier
durchgefiihrt (Strahlenhdrte: 52 kV, Belichtungszeit: 1,8 mAs, Abstand: 60 cm). Dabei
wurden pro Tier Aufnahmen in 3 Ebenen angefertigt: lateraler und medialer Strahlengang
sowie ein anterior-posterior-Rontgenbild des Os femoris durch kranio-kaudal. Fiir die late-
rale Aufnahme wurde die Ratte in Bauchlage verbracht und das osteotomierte, linke Hin-
terbein abduziert. Das mediale Bild entstand in Riicklage bei abduzierter linker
Hintergliedmasse. Fiir die 3. Ebene wurde das Tier so in Brust-Bauchlage positioniert, dass

eine der physiologischen Sitzposition dhnliche Stellung des linken Hinterbeins erreicht
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wurde. Die Ratte wurde anschlieBend mit dem Hinterkorper vorsichtig so nach links ge-
neigt, dass Unterschenkel und Phalangen fiir die Aufnahme unter dem Bauch zu liegen ka-
men. Neben der wdchentlichen klinischen und rontgenologischen Verlaufskontrolle

erfolgte eine tégliche, adspektorische Beurteilung des Gesundheitszustandes der Tiere.
3.5 Probengewinnung

3.5.1 Euthanasie

Die Euthanasie der Tiere erfolgte zwei Wochen post operationem. Nach Einlei-
tung einer Inhalationsnarkose (siehe 3.3.1), welche iiber eine Inhalationsmaske aufrechter-
halten wurde, wurden die Korpertemperatur und das Korpergewicht des Tieres ermittelt.
Im Anschluss daran folgte die Euthanasie durch intrakardiale Injektion von 8 ml 7,45
%igem Kaliumchlorid (B.Braun Melsungen AG, Melsungen/Deutschland). Der Tod trat in-
nerhalb weniger Sekunden post injectionem ein und wurde durch optische Kontrolle der
Atmung und Retina-Durchblutung sowie palpatorische Kontrolle des Herzstillstandes iiber-
priift und gesichert. Post mortem wurde eine radiologische Untersuchung entsprechend Ka-

pitel 3.4.3 durchgefiihrt.

3.5.2 Probenentnahme

Entnommen wurden das osteotomierte Os femoris der linken Hintergliedmasse
mit Fixateur externe und umliegendem Weichteilmantel. Bei der Probenentnahme wurde
darauf geachtet, dass nur minimale Zug-, Druck- und Scherkréfte auf den osteotomierten
Knochen wirkten. Die Fixation des zu entfernenden Gewebes erfolgte aus diesem Grund

vorsichtig am Verbindungsbalken des Fixateur externe.

Nach Enthdutung der linken Hintergliedmasse erfolgte die Trennung des maxi-
mal gebeugten Kniegelenkes von kranial, senkrecht zur Gliedmassenachse, im Gelenk-
spalt. Hierzu wurde zunichst das gerade Kniescheibenband (Lig. patellae) und im
Anschluss der intra- und subartikulére Sehnen- und Bandapparat des Kniegelenkes (Art.
genus) durchschnitten. Eine halbkreisformige Umschneidung des Os femoris nach kaudal
bis zum Hiiftgelenk (Art. coxae) mit Durchtrennung der oberfldchlichen und tiefen Musku-
latur der Beckengliedmasse sowie medial der A. und V. femoralis schloss sich an. Nach
Exartikulation des Femurkopfes aus der Beckenpfanne (Acetabulum coxae) konnte das Os

femoris in Verbund mit Teilen des durchtrennten Muskelgewebes, nach Ablosung des Fe-
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murkopfbandes (Lig. coxae) mit dem im Knochen verankerten Fixateur externe vorsichtig
entnommen werden. Die am Knochen verbliebene oberflichliche Muskulatur der Becken-
gliedmasse wurde vorsichtig abprépariert. Die Trennung der tiefen Anteile des entnomme-
nen Muskelgewebes geschah unter besonderer Schonung des Periost. Das so entfernte

Muskelgewebe wurde verworfen.

3.6 Probenaufbereitung

Die hier beschriebenen histologischen Aufbereitungsverfahren kamen in bei-
den Tiergruppen analog zur Anwendung. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird daher im

Folgenden auf eine Einzelnennung verzichtet.

3.6.1 Fixation

Die entnommenen Knochenproben wurden einzeln in Gaze eingewickelt. Die
Tiernummer wurde mit Bleistift auf Papier notiert und dieses zur sicheren Identifizierung
der Probe jeweils im Inneren des Gazebeutels sowie an der AuBenseite befestigt. Die so
vorbereiteten Knochenproben wurden in einer gepufferten Formaldehyd—-Losung fiir die
Dauer von sieben Tagen in einem entsprechend der Tiernummer gekennzeichnetes Becher-
glas mit Schraubverschluss fixiert. Die Fixationslosung setzte sich wie folgt zusammen:
Formol (Formaldehyd) 37 %ig, Athylalkohol 100%ig, Barbital-Natrium-Puffer (pH 7,4),
Glukose.

3.6.2 Entwisserung und Einbettung

Die 16 entnommenen Femora jeder Gruppe wurden fiir die weitere Probenver-
arbeitung randomisiert in zwei Subgruppen (je n = 8) eingeteilt (sieche 3.2.1 Versuchsplan).
In Vorbereitung zur Bestimmung des Mineralisationsgrades wurden die Knochen der Sub-
gruppe I in den Kunststoff Polymethylmethacrylat (PMMA, Technovit 9100Neu, Heraeus
Kulzer GmbH & Co KG, Wehrheim/Deutschland) eingebettet. Die Femora der Subgruppe
II wurden in Vorbereitung auf die immunhistochemischen Firbetechniken (siche 3.6.4)

entkalkt und in Paraffin (Paraplast®, Tyco Healthcare, Mansfield/USA) eingebettet.
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Kunststoff-Einbettung

Entwdsserung

Aufgrund der Wasserunldslichkeit des spiter verwendeten Einbettmediums Po-
lymethylmethacrylat musste das Probenmaterial im Vorfeld der Verarbeitung entwéssert
werden. Die in Gaze gewickelten Femora durchliefen hierzu nach einstiindigem Auswa-
schen mit Leitungswasser eine aufsteigende Alkoholreihe. Sie verblieben dabei sieben
Tage in 70 %igem, jeweils 14 Tage in 80 % und 96 %igem, sowie 21 Tage in 100 %igem,
denaturiertem Ethanol (Herbeta-Arzneimittel, Berlin/Deutschland). Aufgrund der eintre-
tenden Verunreinigung des Alkohols durch Fixationslosungs-Riickstinde, Wasser und ge-
l6stes Gewebefett wurde wéhrend dieser Zeit ein wochentlicher Wechsel der jeweiligen
Alkoholverdiinnung durchgefiihrt. Das stufenweise Vorgehen wirkte der Gefahr von Zer-
reiBungen und Schrumpfungen des Gewebes entgegen (Romeis, 1989). Um durch konstan-
te, leichte Bewegung die Infiltration zu verbessern und so das Ergebnis der Entwisserung
zu optimieren, wurden die Probenglidser auf einen Schiittler (Laborshake®, Fa. Ger-
hardt/Deutschland) verbracht. Nach Durchlaufen der Alkoholreihe wurden der Fixateur ex-
terne-Verbindungsbalken sowie die eingebrachten Kirschnerdrihte vorsichtig unter
besonderer Schonung des weichen Kallus im osteotomierten Bereich entfernt. Im An-
schluss daran erfolgte das zweimal zweistiindige Einbringen der Knochen in Xylol (Dime-
thylbenzol, Xylene®, J.T. Baker, Deventer/Niederlande). Der zur Entwisserung der

Proben eingesetzten Alkohol wurde so aus dem Gewebe verdringt.

Einbettung

Nach der Entwisserung erfolgte eine zweitdgige Priinfiltration und nachfol-
gend eine einwochige Infiltration der Proben bei 4 °C. Im Anschluss wurden die Knochen
einzeln so in PMMA eingebettet, dass die Knochenldangsachse mdglichst plan, parallel zum
Boden der verwendeten AusgieBformen lag. Vorgehensweise und Zubereitung der Losun-

gen entsprachen dabei den Angaben des Herstellers.

Die Ausgieformen wurden luftdicht verschlossen. Es folgte die Polymerisati-
on des Kunstoffes innerhalb 24 bis 48 Stunden bei 4°C im Kiihlschrank. Die entstehende
Polymerisationswédrme konnte so durch die erniedrigte Umgebungstemperatur abgefangen

und die Aushértung des PMMA beschleunigt werden.
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Paraffin-Einbettung

Entkalkung

Um die Grundstruktur des organischen, nicht mineralisierten Knochengewebes
untersuchen und beurteilen zu konnen erfolgte im Anschluss an die Fixation (3.6.1 Fixati-
on) eine Entkalkung der Femora. Zu diesem Zweck wurden die Proben iiber einen Zeit-
raum von drei Wochen in EDTA-Losung  (Athylendiamintetraessigsiure,
Entkalkungslosung, Herbeta-Arzneimittel, Berlin/Deutschland) verbracht. EDTA ist ein
Komplexbildner, welcher Kalziumionen aus dem Knochen bindet und diesen so entkalkt.
Ein wochentlicher Wechsel der Losung, sowie die Aufbewahrung der Proben in einem
Brutschrank (37°C) wihrend dieser Zeit beschleunigte die Entkalkung. Nach dem endgiilti-
gen Abgielen des EDTAs verbliebene Riickstinde wurden im Verlauf einer 30 miniitigen

Spiilung mit Leitungswasser ausgewaschen.

Entwdisserung

Die Entwisserung der Priparate sowie eine Durchtrinkung mit Paraffin erfolg-
te nach Entfernen des Fixateur externe innerhalb von 67 Stunden in einem Entwisserungs-
automaten (Fa. EXAKT Apparatebau GmbH, Norderstedt/Deutschland) nach Tauchprinzip
(Romeis, 1989).

Entwdsserungsprogramm:

Alkohol (Ethanol)
70% 4 Std.
80% (2x) je 4 Std.
96% 8 Std.
96% 10 Std.
100% (3x) je 10 Std.
Xylol (2x) a) 1 Std.
b) 1,5 Std.
Paraffinbad (60°C) (2x) a) 2,5 Std.
b) 2 S
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Einbettung

Das Ausblocken der entkalkten und entwisserten Knochenpriparate erfolgte
mit Hilfe eines Gewebe-Einbettungsgerites (Paraffinbad EG 1120, Fa. Leica,
Bensheim/Deutschland) in zusammengesteckten Ausgierahmen aus Bleiwinkeln auf je ei-
nem glatten Bleiuntersatz. Die Rahmen wurden auf der erwiarmten (60°C) Plattform des
Gerites positioniert und der Knochen waagerecht auf dem Boden platziert. Uber einen
Auslafstutzen konnte nun verfliissigtes Paraffin (62°C) bis zum oberen Rand des Rahmens
eingefiillt werden. Der gerahmte Paraffinblock erstarrte anschlieBend auf einer Kiihlplatte
(-20°C, Kiihlplatte EG 1130, Fa. Leica, Bensheim/Deutschland), wobei das Prédparat bis
zur Aushirtung des Paraffins mit einer Pinzette in seiner Position fixiert wurde. Die niedri-
ge Temperatur der Kiihlplatte gewihrleistet eine Abkiihlung zu homogenen, feinkristalli-
nen Paraffinblocken, was die Herstellung von Schnittpriparaten erleichtert. Zur
eindeutigen Identifizierung der Probe wurde die Tiernummer auf einem mit Bleistift ge-
kennzeichneten Papier in das noch weiche Paraffin eingelegt. Nach dem vollstdndigen Ab-

kiihlen konnten die Paraffinblocke leicht aus den Ausgiefrahmen entnommen werden.

3.6.3 Herstellung von Schnittpriparaten

Die bei der Herstellung der Schnittpriaparate verwendeten Objekttrager waren
ausnahmslos adhisiv, silanisiert und vorgereinigt (Objekttriger, Marienfeld GmbH & Co

KG, Lauda- Konigshofen/Deutschland).

Kunststoff- Schnittprdparate

Aus den unentkalkten Kunstoff-Knochenblocken wurden mit Hilfe eines elek-
trischen Rotations-Hartmikrotoms (Leica RM 2255®, Fa. Leica Microsystems Nussloch
GmbH, Bensheim/Deutschland) Schnittpriparate angefertigt. Um die Kunststoftblocke fest
im Gerdt einspannen zu konnen, erfolgte im Vorfeld deren Aufbocken mit Technovit
3040® (Heraeus Kulzer GmbH & Co KG, Wehrheim/Deutschland) gemél den Hersteller-
angaben. Im Anschluss wurden die Blocke mit einer Tisch-Schleifmaschine (Phoenix
3000®, Fa. EXAKT Apparatebau GmbH, Norderstedt/Deutschland) abgeschliffen. Eine

Erneuerung der Kennzeichnung der Priparate erfolgte nach dem Abschleifen.
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Die Préiparate wurden mit der Schnittfliche waagerecht zum Messer in das Mi-
krotom eingespannt. Bei einem Messerwinkel von etwa 4,5° und einem Hubvorschub von
10 um wurden die Knochenbldcke bis zum Erreichen der gewiinschten Schnittebene ange-
schnitten. Dabei war auf eine stetige Benetzung des Messers sowie des Blocks mit Schnei-
defliissigkeit (Tensid-Wassergemisch) zu achten. Das Detergenz diente der Herabsetzung
der Oberflachenspannung und erleichtert so das schadlose Schneiden des harten Kunststof-
fes. Die gewiinschte Schnittebene war bei gleichzeitiger Darstellung des peri- und endosta-
len Kallusgewebes, des Osteotomiespaltes sowie des Knochenmarkraums mit klarer

Differenzierung der Kortikalis erreicht.

Nach dem Erscheinen der angestrebten Schnittebene auf Hohe der KD-Bohrun-
gen wurden im Folgenden 6 um diinne Knochenschnitte mit Hilfe einer Pinzette abgenom-
men und auf mit Streckfliissigkeit (Ethanol 70%) betridufelte Objekttrager platziert. Der
Alkohol ermdglichte das vorsichtige Auseinanderrollen der Schnitte. Eine weitere Streck-
fliissigkeit/Weichmacher (2-Butoxyethylen-Acetat, Merck 801395) wurde auf die Objekt-
trager aufgetragen, die Schnitte anschlieBend mit Kisol-Folie (Polyethylen-Folie) bedeckt
und durch vorsichtiges iiberstreichen der Folie mit dem Handballen geglittet. Uberschiissi-
ge Fliissigkeit zwischen Diinnschnitt und Kisol-Folie konnte dabei abgestrichen werden.
Nach dem Bedecken der Objekttriger mit Filterpapier wurden diese in eine Schnittpresse
eingespannt und iiber einen Zeitraum von 24 Std. in einem Wirmeschrank (37°C) gelagert,

um das Anhaften der Schnitte am Glastrager zu sichern.

Die Kennzeichnung der Priparate mit Tiernummer und Art der Probe erfolgte

mit Bleistift auf den Objekttrigern.

Paraffin- Schnittprdparate

Unter Verwendung eines Rotationsmikrotoms (Leica RM 2125®, Leica Micro-
systems Nussloch GmbH, Bensheim/Deutschland) wurden aus den entmineralisierten Par-
affin-Knochenblocken Schnittpriparate angefertigt. Zur Verbesserung der Schneidequalitit
war wihrend des gesamten Vorgangs auf ein wiederholtes Kiihlen der Paraffin-Blocke zu
achten. Zu diesem Zweck wurden sie zwischen den Schneidevorgingen auf mit Aqua dest.

befeuchteter Aluminium-Folie iiber einem Eisblock gekiihlt.
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Das Einspannen der Blocke erfolgte mit der Schnittfliche waagerecht zum
Messer. Nach Anschnitt des Knochen-Blocks, analog der oben genannten Vorgehensweise
und Zielsetzung, wurden mit einem Hubvorschub von 4 um bei einem Messerwinkel von
0° Gewebeschnitte angefertigt. Diese wurden mit einem Pinsel vorsichtig abgenommen
und zum Strecken in ein Wasserbad (Aqua dest./Raumtemperatur) gelegt. Mit einem Ob-
jekttrager lieBen sich die 4 um diinnen Schnitte aus dem Wasserbad aufnehmen und in ein
konstant auf 47°C erwiarmtes Aqua dest.-Bad iiberfithren (Wasserbad HI 1210, Fa. Leica).
Die auf diese Weise nochmals gestreckten Priparat-Schnitte konnten danach vorsichtig er-
neut auf den zuvor mit der Tiernummer gekennzeichneten Objekttriger aufgenommen und

in 48 Std. in einem Wiarmeschrank (37°C) getrocknet werden.

3.6.4 Farbungen

Entplasten
Um eine Infiltration der Farbe-Losungen zu ermdglichen, mussten vor Férbe-
beginn die kunstharzeingebetteten Knochenpriparate von dem Kunststoff befreit werden.
Zu diesem Zweck erfolgte ein 3 x 30 miniitiges Eintauchen der Schnitte in Methylmeta-
crylat (MEA, Merck 806061) mit anschlieBender Rehydratation in einer absteigenden Al-
koholreihe (100%, 96%, 80%, 70% Ethanol). AbschlieBend wurde der Alkohol mit Aqua

dest. ausgewaschen.

Entparaffinieren

Gleichermaflen mit dem Ziel einer optimierten Farbstoff-Infiltration mussten
die paraffinisierten Schnittpriparaten entparaffiniert werden. Die Schnitte wurden dazu zu-
nichst zweimal fiir jeweils 10 Min. in Xylol gelegt. Es folgte die Rehydratation in einer
absteigenden Alkoholreihe (s.0.) und das Auswaschen der Schnitte durch Uberfiihren in

Aqua dest.

Eindecken
Am Ende jedes Fiarbevorgangs wurde ein Deckglidschen mit Hilfe von Vitro—
Clud® (Fa. R. Langenbrink, Emmendingen/Deutschland) auf dem Schnittpréiparat fixiert.
Das Einschlussmittel Vitro—Clud® gewdhrleistet eine luftdichte Abdeckung und so eine
lange Haltbarkeit der gefirbten Schnittpréparate.
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Histomorphologische Firbungen

Kombinierte Safranin Orange/von Kossa Fdrbung

Die Safranin Orange/von Kossa-Farbung ermoglicht an Kunststoff-Schnittpré-
paraten eine Unterscheidung zwischen mineralisierten und nicht mineralisierten Gewebe-
anteilen. Das Prinzip besteht in einer Versilberung der Kalziumsalze nach von Kossa, bei
anschlieBender Gegenfiarbung mit Safranin-Orange. Nach Austausch der Anionen (Karbo-
nat/Phosphat) gegen zugesetzte Silberionen entstehen durch Reduktion aus Letzteren me-
tallische Silberionen, welche sich auf den Strukturanteilen des Knochens niederschlagen.
Auf diese Weise entwickelt sich eine Schwiérzung mineralisierter Gewebeanteile. Durch
anschlieende Zugabe von Natrium-Thiosulfat bilden die nicht-reduzierten, iiberschiissi-
gen Silberionen Komplexe [Ag(S,05);”], welche leicht mit Wasser/Aqua dest. ausgespiilt
werden konnen. Die Gegenfdarbung mit Safranin-Orange (Merck 1382) dient der Betonung
nicht versilberter Anteile (nicht-mineralisierter Knorpel, Bindegewebe). Der Farbstoff bin-

det dabei vor allem an Plasmaprotein-Strukturen und lédsst diese rotlich erscheinen. (Burck,

1988)

Firbeergebnis

mineralisiertes Knorpel-& Knochengewebe schwarz
Mineralisationsfronten schwarz granuliert
hyaliner Knorpel leuchtend rot
nicht-mineralisiertes Gewebe rotlich

(z.B. Bindegewebe, Muskulatur)
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Movat Pentachrom—F drbung

Diese Firbetechnik kam bei den entmineralisierten Paraffin-Schnittpriparaten
zur Anwendung, um eine Unterscheidung von Hart- und Weichteilkomponenten vorneh-
men zu konnen. Sie eignet sich aufgrund ihres Farbenreichtums neben der Unterscheidung
von Knochen und nicht-kndchernem Gewebe vor allem zu Untersuchungen der chondralen
Ossifikation und Knochenheilung (Romeis, 1989). In Anlehnung an das Prinzip der
trichromatischen Farbung kommt es bei der verwendeten Pentachrom-Technik zu einer
Kontrastierung des Gewebes in fiinf statt drei Farben. Das Prinzip besteht neben einer
Kernfirbung in der zeitlich differierenden Infiltration saurer Farbstoffe verschiedener Dis-
persitit in Gewebe-/Zell-Strukturmaschen unterschiedlicher Weite. Die Differenz der Infil-
trationsgeschwindigkeit bestimmt dabei die Anfirbung der Gewebeanteile. Wihrend des
Vorgangs ist daher auf eine genaue Einhaltung der zeitlichen Angaben zu achten, um eine
farbliche Uberlagerung feindisperser Farbstoffe in feinmaschigen Strukturen zu verhin-

dern. (Burck, 1988)

Firbeergebnis

Knochengewebe, Kollagen leuchtend gelb
Osteoid dunkelrot
Knorpelgewebe griin
Bindegewebe blau-griin
elastische Fasern rot
Zytoplasma blass rot
saure Glykosaminoglykane leuchtend hellblau
Zellkerne blau-schwarz
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Enzymhistochemische Féirbung

TRAP — Férbung

Zur Darstellung aktiver Osteoklasten wurde an den entmineralisierten Paraffin-
Schnittpriparaten die Anfarbung des fiir diese Zellen spezifischen Enzyms TRAP (Tartrat-
Resistant Acid Phosphatase) durchgefiihrt. Das Prinzip der enzymhistochemischen Fir-
bung besteht dabei im Nachweis der Co-Ferment-Aktivitit. Ein enzymspezifisches Sub-
strat wird dem Gewebe zugegeben und das bei Anwesenheit bzw. Aktivitit des Enzyms
entstehende Umsetzungsprodukt farblich sichtbar gemacht. Dementsprechend erscheinen
aktive Osteoklasten mit Hilfe dieser Farbetechnik leuchtend rosa (Burck, 1988). Eine Ge-

genfirbung erfolgte mit Methylgriin (Fa. Merk, Darmstadt/Deutschland).

Immunhistochemische Fdrbungen

Prinzip
Bei der angewendeten immunhistochemischen Farbemethode handelt es sich
um die sog. 2-Schritt oder indirekte Methode mit modifiziertem Avidin-Biotin-Complex
(ABC)-Detektionssystem (Vectastain ABC Kit®, Fa. Linaris, Wertheim/Deutschland).
Prinzip dieser Technik ist die Antigen-Antikdrper (AG—AK)-Reaktion. Die paraffinisierten

Schnittpriparate mussten im Vorfeld der Farbungen entparaffiniert und rehydriert werden.

Nach Absittigung unspezifischer Bindungsstellen an Gewebeproteinen mit
Hilfe eines Normalserum wird ein monoklonaler, unkonjugierter Primdr—AK zugegeben,
welcher an das nachzuweisende AG bindet. Es folgt der Einsatz eines biotinylierten Sekun-
diar—AK, der nach Zugabe des Avidin-Biotin-Komplexes als Briicken—AK dient. Die Affi-
nitit von Avidin zu Biotin ist sehr ausgeprigt, drei von vier Bindungsstellen dieses
(Hiithner-)Eiwei3es konnen durch Biotin besetzt werden. Es kommt so rasch zur Komplex-
bildung. Durch Zugabe einer Substrat—Chromogen—Losung (hier: Alkalische Phosphatase
(AP)-Substrat) reagieren nach hydrolytischer Ester-Spaltung entstandene Phenolverbin-
dungen mit den Diazoniumsalzen zu wasserunldslichem Azofarbstoff. Eine quantitative

Bestimmung der Gewebe anhand der Farbreaktion wird so ermdglicht (Boenisch, 2003).
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Das Prinzip der immunhistochemischen Farbung wurde zum Nachweis von a-
Smooth Muscle Actin der glatten GefaBmuskulatur und Kollagen II angewendet. Vor Fir-
bebeginn musste die jeweilig optimale Konzentration der Primér-AK zur Darstellung der
zu detektierenden Antigene ermittelt werden. Hierzu wurden die Priméir-AK in Vorversu-
chen mit einem Puffer (Dako Cytomation Antibody Diluent /USA) verdiinnt. Die einge-
setzten Gebrauchs-Losungen wurden gemifl den Angaben des Herstellers angefertigt. Eine

Negativkontrolle mit Priparaten ohne Primér-AK-Inkubation erfolgte.

a-Smooth Muscle Actin (a-SMA)

Um die GeféiBversorgung pro Fliche (mm?) erfassen und auswerten zu konnen,
wurden die Blutgefide im Osteotomiebereich mit dieser Methode angefirbt. Bei den hier-
fiir eingesetzten Primdar—AK handelt es sich um monoklonale Maus—AK (Fa. DAKO, Code
No. M0851, Glostrup/ Dénemark). Diese bilden mit dem als AG wirkenden a-SMA der
glatten Gefid3-Muskulatur Komplexe. Die Gefdfle kdnnen so entsprechend des erlduterten

Prinzips farblich sichtbar gemacht werden.

Kollagen 11

Die Knochenschnittpriparate wurden zur quantitativen Bestimmung von Kolla-
gen II immunhistologisch mit einem monoklonalen Anti-Maus-Anti-Ratte-AK (Fa.

DAKO, Glostrup/Danemark) angefarbt.
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A:Safranin Orange/ von Kossa (1,6x)
B: Movat Pentachrom (1,6x)

C: TRAP, Osteoklast (Ok) (100x)

D: a-SMA, Gefife (Gf) (40x)

E: Kollagen II (rosa), periostaler Kallus
(pKa) (10x)

e TR e AR R T

Abb. 8 A-E: Genutzte Firbungen in der Ubersicht (OPC-Tier)
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3.7 Auswertung

3.7.1 Festlegung der Region of Interest (ROI)

Um eine standardisierte und vergleichbare Untersuchung der unterschiedlich
gefirbten Knochenschnittpriparate zu ermoglichen, wurde zunéchst ein Areal innerhalb
des Knochenschnittes definiert, binnen dessen alle lichtmikroskopischen, computergestiitz-

ten sowie deskriptiven Auswertungen erfolgten: die Region von Interesse (ROI).

Die fiir diese Studie definierte ROI erstreckte sich ausgehend von der Media-
nen des Osteotomiespaltes jeweils 3,5 mm nach proximal und distal (Gesamthdhe: 7 mm).
Die Hohe der Gesamt-ROI wurde so gewéhlt, da Gewebereaktionen und -verdnderungen,
die sich aus der Gegenwirkung des Knochengewebes mit den hier verankerten Pins eventu-
ell ergeben haben, in dieser Studie nicht untersucht werden sollten. Die mediale und latera-
le ROI-Begrenzung verlief am duflersten Rand des entstandenen Kallusgewebes, da die
Ausdehnung der auftretenden periostalen Kallusbildung sich von Tier zu Tier deutlich un-
terschied. Um einen detaillierten Vergleich einzelner Areale der ROI zu ermdglichen, wur-
de diese weiter in Sub-ROIs unterteilt. Die Mediane des Knochenmarkraums wurde als
Trennlinie zwischen den medialen und lateralen Sub-ROIs festgelegt. Eine Markierung auf
Seiten des Femurkopfes im Bereich der ROI-Grenze mit einem roten Filzmarker auf dem
Objekttrager ermoglichte hier die eindeutige Identifizierung der proximalen, medialen Sei-
te. Eine weitere Unterteilung der medialen und lateralen Sub-ROlIs in je ein periostales und
ein endostales Areal erfolgte. Als Grenzlinie wurde dabei jeweils die Mediane der media-

len und lateralen Kortikalis gewihlt (siche Abb. 9).

Die durch die Osteotomie im Schnittpréparat optisch vierteilige Kortikalis wur-
de in »Kortikalis 1-4«, wie folgt eingeteilt: »Kortikalis 1«: lateral distal, »Kortikalis 2«: la-
teral proximal, »Kortikalis 3« medial proximal, »Kortikalis 4« medial distal. Die
gekennzeichnete Position des Femurkopfes diente hierbei der eindeutigen Identifizierung
der Lage der kortikalen Abschnitte. Auch der Osteotomiespalt wurde als Sub-ROI defi-
niert. Die folgenden Abbildungen veranschaulichen schematisch die Gesamt-ROI (Abb. 9),
sowie deren Unterteilung in Sub-ROIs (Abb. 10) (Sub-ROIs »Kallusbereich« (SR I-1V),
Sub-ROIs »Kortikalis 1-4«, Sub-ROI »Osteotomiespalt«).
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Abb. 9: Schematische Darstellung der Gesamt-ROI
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3.5 mm

3.5 mm

lateraler periostaler Kallusbereich Sub-ROI I (SR 1)

e —
/
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periostal | Sub-ROI Kortikalis 1 Sub-ROI Kortikalis 2
endostal
lateraler endostaler Kallusbereich Sub-ROI 11 (SR 1I)
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medialer endostalerKallusbereich Sub-ROI I1I (SR III)
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periostal Sub-ROI Kortikalis 4 Sub-ROI Kortikalis 3
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/ \\

medialer periostaler Kallusbereich Sub-ROI IV (SR IV)

——r

Abb. 10: Schematische Darstellung der Sub-ROIs

Innerhalb der so normierten ROI konnte im Folgenden der mediale und laterale
periostale und endostale Kallusbereich, der Osteotomiespalt sowie die Kortikalis qualitativ

und quantitativ ausgewertet werden.
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3.7.2 Deskriptive Auswertungen

Radiologisches Bildmaterial

Die Analyse des radiologischen Bildmaterials erfolgte durch eine vergleichen-

de optische Betrachtung der Rontgenbilder aller Tiere der Studie. Verglichen wurde zwi-

schen den Zeitpunkten d, (Tag der Osteotomie) und di4 (Tag der Euthanasie). Untersucht

und beurteilt wurden hierbei die folgenden Punkte:
+  das Profil der Kortikalis mit etwaigen Dislokationen
«  Auftreten, Entwicklung und Ausdehnung endostalen und periostalen
Kallusgewebes

- die Weite des Osteotomiespaltes

Histologische Préparate

Die deskriptive Auswertung wurde an jeweils acht histologischen
Priparaten/Tieren der Movat Pentachrom gefirbten Priparate der Medium- bzw. OPC-
Gruppe durchgefiihrt. Bewertet wurden Struktur und Kontur der Kortikalis, die Ausdeh-
nung und Zusammensetzung des endostalen und periostalen Kallusgewebes sowie die Ge-
webestrukturen des Osteotomiespaltes. Zur Beurteilung einer eventuellen Erweiterung des
Osteotomiespaltes wurde ein Lineal so auf den Objekttriger platziert, dass die Skala im
mikroskopischen Bild zu erkennen war. Als Erweiterung des Osteotomiespaltes wurde eine
Distanz iiber 0,5 mm zwischen den proximalen und distalen Fragmentenden der lateralen
respektive medialen Kortikalis definiert. Entsprechend der kortikalen Segmentierung (sie-
he 3.7.1) wurden die Kallusbereiche fiir die deskriptive Analyse in die Abschnitte »perios-
taler Kallus 1 - 4« eingeteilt. Fir die Untersuchung wurde der Markraum bzw. der
endostale Kallusbereich in einen proximalen und distalen Abschnitt gegliedert (siche auch
4.2.2/Abb. 13). Die Beurteilung der kortikalen Rinder erfolgte, ausgehend vom Osteoto-
miespalt, periostal bis zu den einsetzenden Kallusauflagerungen. Entsprechend wurden die
endostalen kortikalen Rinder bis zur Grenze eventuell auftretenden endostalen Kallusge-
webes analysiert. Dariiber hinaus erfolgte eine Beurteilung der Kortikalisrdnder auf Seiten

des Osteotomiespaltes.
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3.7.3 Histomorphometrische Auswertung

Die gefarbten Schnittpréparate des Femurs wurden histomorphometrisch mit
Hilfe der computergestiitzten Analyse-Software KS Run 400 (Version 3.0, Fa. Zeiss Kon-
tron Elektronik GmbH, Eching/Deutschland) ausgewertet. So konnte eine qualitative Ge-
webe-Typisierung und quantitative Bestimmung von Flichen und Flicheninhalten der
angefertigten Priparate durchgefiihrt werden. Hierzu wurden eigens erstellte Programme
eingesetzt, welche je nach angewandter Farbetechnik abgewandelt wurden. Das jeweilige
Programm konnte bestimmte Gewebetypen bzw. Flichen anhand unterschiedlicher Farbpi-
xel detektieren und kategorisieren. Neben der Dokumentation der absoluten Flichenergeb-
nisse in [mm?], erfolgte auf deren Basis die Berechnung der entsprechenden Flichenanteile
in [%], bezogen auf die jeweilig analysierte Gesamtfliche. Anhand der Software wurden

pro Tier die wie folgend gefirbten Schnittpriparate ausgewertet:

Kollagen Typ II: 1 Schnittpréparat
Movat Pentachrom: 1 Schnittpréparat
Saffranin Orange/von Kossa: 4 Schnittpraparate

Aus den vier Einzelergebnissen der Safranin Orange/von Kossa (SvK)-Auswertung eines
jeden Tieres wurde der Mittelwert gebildet und dieser in die weitere Datenverarbeitung
einbezogen. Die Anzahl der zur Auswertung herangezogenen Préparate eines Tieres konn-
ten sich dabei aufgrund von Ausféllen wéhrend der Herstellung der Schnittpréiparate unter-

scheiden.

Vor Beginn der Auswertung wurden die Schnittpriparate zunéchst mit Hilfe ei-
nes Mikroskopes und einer computergestiitzten Software (Axio Vision) digitalisiert. Eine
mit dem Mikroskop verbundene und mit der Software vernetzte hochauflosende Digital-
Kamera scannt das histologische Priparat innerhalb eines benutzerdefinierten Bereiches
mit einer festgelegten VergroBerung ein. Digitalisiert wurde hier der Bereich zwischen der
Aussenkante der beiden inneren KD (KD 2 & 3), iiber die gesamte Breite des Praparates in
2,5facher VergroBerung. Dariiber hinaus wurde in jedes gescannte Prdparat anhand des
Programms ein Maf3stabsbalken eingefiigt. Die Préparate konnten nun innerhalb des Ana-
lyse-Programms »KS Run 400« einzeln aufgerufen und ausgewertet werden. Dabei erfolg-

te zundchst die Kalibrierung des Systems anhand des Malistabsbalkens. Im Anschluss
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daran konnte die ROI definiert werden. Hierzu wurden in Hohe des Osteotomiespaltes der
Gesamtdurchmesser der Kortikalis aus den beiden Einzeldurchmesser proximal und distal
des Osteotomiespaltes, der Gesamtdurchmesser des Kallus sowie der maximale Durchmes-
ser des knochernen Kallus festgelegt. Ebenso wurde die maximale Weite des Osteotomie-
spaltes im Bereich der medialen und lateralen kortikalen Enden bestimmt. Ferner wurde
die Mediane des proximalen und distalen Markraums wie auch der lateralen und medialen
Kortikalis definiert. Aus diesen Angaben errechnete das Programm die Fliche der Gesamt-
ROI und unterteilte diese in Sub-ROIs entsprechend Kapitel 3.7.1 (siche Abb. 9 und 10).
Die Linge der ROI wurde im Vorfeld in das Makro definiert und so von dem Programm
beriicksichtigt. Aufgrund der unregelmidBigen Ausdehnung des Kallusbereiches medial und
lateral, beinhaltete die auf Basis der erhobenen Daten errechnete ROI auch umgebende
Weichteilstrukturen (z.B. Muskelgewebe), die nicht in die Auswertung mit eingehen soll-
ten. Diese Areale mussten als »Leerrdume« definiert werden. Hierzu wurden zunéchst die
einzelnen Abschnitte der Kortikalis manuell umzeichnet und so vom Programm gelb mar-
kiert. Im folgenden Auswertungsschritt konnten nun die als »Leerrdume« zu bestimmen-
den Bereiche umfahren und durch die Software von der Auswertung ausgeschlossen
werden. Dariiber hinaus wurden solche Areale als »Leerrdume« definiert, bei denen es sich
um Artefakte handelte, welche bei der Anfertigung der Schnittpréparate entstandenen wa-
ren. Nach manueller Markierung des Osteotomiespaltes erfolgte die Detektion und Katego-
risierung einzelner Gewebetypen in Abhidngigkeit ihrer Firbung. Bei den nach SvK
gefiarbten Prdparaten wurden schwarz gefirbte Bereiche als mineralisiertes Gewebe, rote
und rotliche Bereiche als Bindegewebe und leuchtend rot gefirbte Areale, unter Beriick-
sichtigung weiterer morphologischer Kriterien, als Knorpel erkannt. Da sich durch diese
Farbetechnik jedoch auch das Knochenmark in rétlichen Farbabstufungen darstellt, musste
dieses durch manuelle Korrektur von der Bindegewebs-Auswertung ausgeschlossen wer-
den. In den Kollagen Typ II gefirbten Knochenschnitten detektierte das Programm alle in-
tensiv rosa erscheinenden Areale als Kollagen Typ II. Bei der Auswertung der Movat
Pentachrom geférbten Priparate mussten die kndchernen Areale manuell umfahren wer-
den, da eine Segmentierung des Knochegewebes durch das Programm hier nicht moglich
war. Das Bindegewebe wurde hingegen durch die Software detektiert. Zur Berechnung der
endostalen und periostalen Kallusfliche und der darin enthaltenen Gewebestrukturen wur-

den die entsprechenden Kallusbereiche per Hand eingezeichnet.
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Von den errechneten Daten der Analyse-Software wurden in die weitere Auswertung ein-

bezogen:

82

die Gesamtfliche der ROI [mm?]

die Gesamtfliche [mm?] an:
a) Knochen b) mineralisierter Knochen
c¢) Bindegewebe d) Knorpel

die Knochenflichen des endostalen und periostalen Kallus [mm?] inklusive
enthaltenem Bindegewebe und Knorpel, zusitzlich eingeteilt in laterale und

mediale endostale/periostale Kallusfliche in [mm?] und [%]

die mineralisierte Knochenfliche des endostalen und periostalen Kallus in
[mm?] und [%], exklusive Bindegewebe und Knorpel, zusitzlich eingeteilt in
laterale und mediale endostale/periostale mineralisierte Kallusfldche in [mm?]

und [%]

die Bindegewebsfliche des end- und periostalen Kallus in [mm?] und [%]
die Knorpelfldche des end- und periostalen Kallus in [mm?] und [%]

der Anteil Kollagen Typ II am endostalen und periostalen Kallus in [%]

zur Bestimmung der Osteoklasten- und Gefia3dichte (3.7.4. Histologische
Auswertung) die Knochen- und Bindegewebsflichen des endostalen und
periostalen Kallus sowie des Osteotomiespaltes in [mm?] in der Movat

Pentachrom-Auswertung.
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3.7.4 Histologische Auswertung

Anzahl/Dichte aktiver Osteoklasten

Mit Hilfe der TRAP angefirbten histologischen Knochen-Schnittpraparate (sie-
he 3.6.4) erfolgte eine manuelle, lichtmikroskopische Auszéhlung der aktiven Osteoklas-
ten. Um dabei eine standardisierte Untersuchung entsprechend der festgelegten ROI zu
erhalten, wurde eine diinne Plexiglasscheibe auf das Pridparat gelegt, deren Linge mit 7
mm der Linge der Gesamt-ROI genau entsprach. Eine Markierung auf der Hilfte der Ge-
samtldnge (3,5 mm) diente dabei der Justierung der Schablone in der Medianen des Osteo-
tomiespaltes. Die mediale und laterale Begrenzung erfolgte optisch entlang der duBeren
Kallusgrenzen. Die Auszidhlung wurde unter dem Mikroskop bei 20facher VergroBerung
durchgefiihrt. Als Osteoklasten wurden die Zellen gezihlt, welche eine TRAP-positive, in-
tensive rosa Fiarbung aufwiesen, zudem mindestens zwei Zellkerne zeigten und unmittelba-
ren Kontakt zum Knochen hatten. Um mogliche Fehler einer manuellen Auswertung zu
minimieren, wurde die Zdhlung in den einzelnen Arealen respektive Sub-ROlIs jeweils
dreimal wiederholt, der anschlieBend daraus errechnete Mittelwert pro Tier ging in die

Auswertung ein.

Die Auszihlung erfolgte im lateralen und medialen, end- und periostalen Kal-
lusbereich (SR I-IV), innerhalb der kortikalen Sub-ROIs »Kortikalis 1-4« je endostal und
periostal sowie der Sub-ROI »Osteotomiespalt« (siche Abb. 10). Da es auf kortikaler Seite
im Kallusgebiet (SR I-IV) dabei zu einer Uberlagerung der Auswertungsbereiche kam,
wurde im Anschluss an die Zihlung rechnerisch die Differenz zwischen den jeweiligen Er-
gebnissen aus SR I-IV und dem je entsprechenden kortikalen Abschnitt ermittelt, um die
Osteoklastenzahl der einzelnen Kalli moglichst exakt zu bestimmen. Durch Addition der
jeweils endostalen (SR II und III) und periostalen (SR I und IV) Ergebnisse in den einzel-
nen Kalli konnten die Osteoklasten-Gesamtzahlen im endostalen und periostalen Kallus er-
hoben werden. Entsprechend erfolgte die Ermittlung der Osteoklastenzahlen im gesamten
lateralen (SR I und II) und medialen (SR III und IV) Kallus durch Addition der
lateralen/medialen jeweils end- und periostalen Ergebnisse. Ebenso konnte die Summe der
Osteoklasten innerhalb der Kortikalis durch Addition der entsprechenden Einzelergebnisse

aus Sub-ROI Kortikalis »1-4« errechnet werden.
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Die Zahl der Osteoklasten wurde in der weiteren Auswertung der Ergebnisse
nicht absolut angegeben, es erfolgte statt dessen die Ermittlung der Osteoklastendichte pro
Quadratmillimeter Knochenflidche. Diese ergab sich aus der Gesamtzahl an Osteoklasten
im jeweilig betrachteten Areal in Bezug auf den knochernen Bereich der entsprechenden
Auswertungsfliche in [mm?]. Die zur Dichte-Berechnung verwendeten knochernen Fla-
chen wurden histomorphometrisch anhand der Movat-Pentachrom gefirbten Schnittpripa-

rate (siehe 3.7.3. Histomorphometrische Auswertung) ermittelt.

Anzahl/Dichte der Gefiifle

Fiir die Zdhlung der GefiBle wurden die immunhistochemisch a-SMA gefarb-
ten Schnittprdparate herangezogen. Pro Tier kam je ein Schnitt zur Auswertung. Die Prépa-
rate wurden entsprechend der in 3.7.2 beschriebenen Vorgehensweise zunichst digitalisiert
und mit einem Mafstabsbalken versehen. Um eine standardisierte Auszidhlung zu ermdogli-
chen, wurde die ROI mit Hilfe eines Bildbearbeitungsprogrammes (Adobe Photoshop,
Version 7.0) manuell eingezeichnet. Der Maf3stabsbalken diente hierbei der exakten Ver-
messung und Lokalisation der ROI-Begrenzungen. Dariiber hinaus konnten anhand des
Messbalkens die Gefdlle nach GroBe unterschieden werden. Als grole Gefidfle wurden da-
bei solche iiber 40 um, als kleine Gefidfe solche unter 40 um definiert. Die Zihlung erfolg-
te innerhalb der Bildbearbeitungs-Software in den abgegrenzten Sub-ROIs. Dabei wurden
a-SMA positive Strukturen und/oder Endothelzellen enthaltende Strukturen als Gefil3e ge-
zahlt (sieche Abb. 11). Die zusitzliche Darstellung eines Lumens konnte die Identifikation
vereinfachen, war aber nicht Voraussetzung. Um eine Mehrfachzihlung zu verhindern,

wurden die bereits erfassten GefiaB3e mit Hilfe der Software farblich markiert.
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periostalen Kallus (pKa) (a-SMA, Medium-Tier)

Die Gesamtzahl an GeféB3en lateral (SR I und II) respektive medial (SR III und
IV) wurde durch Addition der Auswertungsbereiche im endostalen und periostalen Binde-
gewebe errechnet. Die Anzahl der Gefdlle im gesamten endostalen (SR II und III) respekti-
ve periostalen (SR I und IV) Bindegewebe des Kallus wurde durch Addition der
endostalen/periostalen lateralen und medialen Ergebnisse ermittelt. Bei Betrachtung der
Ergebnisse aus dem Bereich des Osteotomiespaltes musste die Uberlagerung dieser Sub-
ROI mit denen des endostalen (SR II und III) und periostalen (SR I und IV) Kallusberei-

ches beriicksichtigt werden.

Zur weiteren Verarbeitung der erhobenen Daten wurde die Gefdfdichte pro
mm? Bindegewebsfliche bestimmt. Hierzu wurde die Gefédanzahl [n] durch die der jewei-
ligen Auswertungsfliche zugehdrigen Bindegewebsfliche [mm?] der Sub-ROI aus der Mo-

vat-Pentachrom Auswertung dividiert.
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3.7.5 Statistik

Die statistische Bearbeitung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Datenverar-
beitungsprogrammes SPSS fiir Windows 14.0 (SPSS Deutschland GmbH,
Miinchen/Deutschland).

Zum Vergleich der voneinander unabhédngigen Tiergruppen (Medium-Gruppe,
OPC-Gruppe) wurde der Mann-Whitney-U-Test (nicht parametrischer 2-Stichproben-Test)
herangezogen, da bei den vorliegenden Parameter nicht von einer Normalverteilung ausge-
gangen werden konnte. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von o = 0,05 wurde angenommen.
Dies entspricht einem Signifikanzniveau von 5 %. Die statistischen Ergebnisse wurden in
Form von Tabellen dargestellt. Beriicksichtigt wurden dabei der Median, Minimum- und
Maximum-Werte, sowie der p-Wert. Dariiber hinaus erfolgte eine graphische Darstellung

der statistischen Ergebnisse mittels Boxplots.

Der Boxplot, oder auch Kasten-Diagramm, ist die schematische Darstellung ei-
ner Haufigkeitsverteilung (siehe Abb. 12). Er veranschaulicht sowohl die Verteilung, also
auch die Lage der Werte einer Variablen. Er wird in Quartile entsprechend einem 25 %-,
50 %-, 75 %-, 100 %-Perzentil eingeteilt. Zwischen dem ersten und dritten Quartil liegt die
Box. Dem entsprechend entfallen in diesen Bereich die mittleren 50% der Werte. Der waa-
gerechte Strich innerhalb der Box bezeichnet den Median (50% Perzentil), das heisst die
Hilfte aller Daten liegt iiber diesem Punkt, die andere Hélfte darunter. Die der Box unmit-
telbar anschlieBenden senkrechten Linien verdeutlichen, wie weit die restlichen 50 % der
Werte streuen. Die Ldnge der Linien entspricht dabei maximal der 1,5fachen Boxenlidnge.
Der waagerechte Strich am Ende jeder Linie wird als »Whisker« bezeichnet. Er stellt den
grofiten bzw. kleinsten Wert der Stichprobe dar, welcher noch kein Ausreiler oder Extrem-
wert ist. Als Ausreifler werden die Werte benannt, welche zwischen der 1,5fachen und 3fa-
chen Boxenhdhe, ausgehend vom der oberen/unteren Begrenzung der Box, entfernt liegen.
Sie werden mit einem Kreis gekennzeichnet. Liegt ein Wert mehr als die 3fache Boxenho-
he iiber dem 75 %-Perzentil bzw. unter dem 25 %-Perzentil, bezeichnet man ihn als Ex-

tremwert, er wird in Form eines Sternes dargestellt. (Brosius, 2004)
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Abb. 12: Schematische Darstellung eines Boxplot-Diagramms

Me

50 %
der Werte

dian

50 %
der Werte

 Die Darstellungen von AusreiBer und Extremwert sind symbolisch zu betrachten. Sie

zeigen daher hier nicht die definitionsgem@dBen Abstinde.
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4 Ergebnisse
4.1 Operationsverlauf und Tierkontrolle

Die Tiere beider Gruppen kamen wenige Minuten nach dem Ende der vorge-
nommenen Eingriffe zu Bewusstsein und erholten sich innerhalb weniger Stunden vollig.
Die osteotomierte, mit Fixateur externe versorgte Hintergliedmalle wurde von allen Tieren
(n=32) unmittelbar nach der Operation wieder belastet. Keines der in der Studie eingesetz-
ten Tiere starb nach den Eingriffen oder musste aus gesundheitlichen Griinden vor Ende

des 14. Tages nach Osteotomie euthanasiert werden.

Die Futteraufnahme der Tiere war post operationem leicht vermindert, dement-

sprechend sank ihr Korpergewicht im Median etwas ab. In der OPC-Gruppe konnte eine

Gewichtszunahme bereits zwischen Transplantation der Zell-/Medium-Suspension und
Tag 7 post operationem festgestellt werden. Die Tiere der Medium-Gruppe verzeichneten
zwischen Tag 7 und Tag 14 nach Osteotomie eine erste Zunahme des Korpergewichtes
(siehe Tabelle 1). Mit Ausnahme des Korpermasse an Tag 14 nach Osteotomie (p = 0,01),
bestand hier kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Messwerten beider

Tiergruppen.

Tabelle 1: Korpergewicht [g] der OPC- und Medium-Gruppe im Verlauf der Studie

n.0. =nach Osteotomie (OPC: n=16, Medium: n=16)
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Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, wiesen die Tiere zu keinem Zeitpunkt der Studie

eine erhohte Korpertemperatur (KT) auf (physiologische KT: 36,5-37,9 °C). Die Tempe-
raturkontrolle am Tag der Osteotomie sowie am Tag 7 und 14 nach Osteotomie erbrachte

in der Medium-Gruppe eine im Median leicht erniedrigte KT. Der Gruppenunterschied war

dabei jeweils signifikant (p47/a14 <0,01).

Tabelle 2: Korpertemperatur [C°] beider Tiergruppen im Verlauf der Studie

Medium [OPC  Medium [OPC  Medium
370 369 |[360 358 [380 37,7 | 0,64
36,8 36,1 |352 33,7 [381 37,5 |<0,01
36,6 36,7 [360 352 |[372 374 | 0,75
37,1 358 [354 349 [374 335 |<0,01

36,8 36,0 | 363 335 [376 36,6 |<0,01
n.0. =nach Osteotomie (OPC: n=16, Medium: n=16)

4.2 Ergebnisse der deskriptiven Auswertung

4.2.1 Radiologische Aufnahmen

Die wihrend der operativen Nachsorge bzw. wochentlichen Nachkontrolle an-
gefertigten Rontgenaufnahmen dienten der Bewertung und Kontrolle des Heilungsverlaufs.
Um zu beurteilen, in wie weit ein radiologisch sichtbarer Heilungsfortschritt binnen der
ersten 14 Tage p.o. stattgefunden hat, wurde eine vergleichende radiologische Untersu-

chung durchgefiihrt. Verglichen wurden jeweils die Rontgenbilder, welche unmittelbar

nach der Osteotomie (dp) entstanden, mit denen, die am Tag der Euthanasie (d14) der Tiere

angefertigt wurden. Die folgende Ergebnisdarstellung bezieht sich auf die dabei erfassten
Verinderungen ausgehend von dy,

Bei allen Tieren war 14 Tage nach der Operation der Osteotomiespalt noch
deutlich zu erkennen. Auf periostaler Seite der lateralen und medialen Kortikalis waren

nach zwei Wochen in beiden Gruppen auBlerhalb des thermisch zerstorten Periostbereiches

Verschattungen sichtbar, welche auf die Bildung von rontgendichtem Kallusgewebe zu-
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riickzufithren waren. Diffuse, wolkige Verschattungen an den zur Grenze des gekautherten
Bereiches gerichteten periostalen Kallusstrukturen lieBen hier eine beginnende Mineralisa-
tion des Gewebes vermuten. Dieses Phidnomen trat innerhalb beider Gruppen gleicherma-
Ben in Erscheinung. Anzeichen einer periostalen und/oder endostalen Uberbriickung des

Osteotomiespaltes mit rontgendichtem Kallusgewebe bestanden in keiner der beiden Tier-

gruppen.

4.2.2 Deskriptive Histologie

Im Rahmen der deskriptiven, histologischen Untersuchung wurde von je acht
Tieren der OPC- und Medium-Gruppe ein Movat Pentachrom gefirbtes Schnittpriparat
lichtmikroskopisch analysiert. Abbildung 13 veranschaulicht exemplarisch den dabei im
Mikroskop sichtbaren und zu beurteilenden Bildausschnitt. Die Kortikalis (K) stellte sich
in Form von vier gelb angeférbten, horizontal verlaufenden, rechteckigen Balken dar. Die-
se Unterteilung in vier kortikale Teilbereiche (»K 1 —4«) sowie deren rechteckige Form,
entstand durch die longitudinale Schnittfithrung bei der Herstellung der Priparate. Der in
Lingsrichtung durchtrennte Markraum teilte dabei die Kortikalis optisch in einen medialen
(»K 3 + 4«) und einen lateralen (»K 1 + 2«) Abschnitt. Der senkrecht verlaufende Osteoto-
miespalt im Zentrum des Schnittpréparates (siche Abb. 13) trennte die mediale respektive
laterale Kortikalis in je ein proximales (»K 3« bzw. »K 2«) und distales (»K 4« bzw. K 1«)

Segment.

Unmittelbar angrenzend an die periostalen Kortikalisbereiche stellte sich paral-
lel kndchernes Kallusgewebe in Form unterschiedlich prominenter gelber Strukturen dar,
welche von proximal und distal in Richtung des Osteotomiespaltes lawinenartig ausliefen.
Im proximalen und distalen Markraum waren in unterschiedlicher Menge gelb angefirbte,
unregelméBige Balkenstrukturen erkennbar, welche sich ebenfalls in Richtung des Osteoto-
miespaltes ausdehnten. Hierbei handelte es sich um endostales kndchernes Kallusgewebe

(siche Abb. 13).
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Abb. 13: Ubersichts-Darstellung eines Femur-Schnittpriparates, mit Kennzeichnung der
Auswertungs-Areale der deskriptiven Histologie: K 1-4 (Kortikalis 1-4), pKa 1-4
(periostaler Kallus 1-4), eKa (endostaler Kallusbereich), OS (Osteotomiespalt). Der

Halbkreis, oben rechts im Bildrand, markiert exemplarisch die Seitenposition des

Femurkopfes. (Movat Pentachrom, OPC-Tier)
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Struktur der Kortikalis

In der Ubersicht wies die Kortikalis zunichst allgemein horizontale, leicht wel-
lig verlaufende, feine Linien auf, in deren Verlaufsrichtung zahlreich elliptische dunkel-
graue Zellen zu sehen waren. Bei den ellipsenféormigen Zellen handelte es sich um
Osteozyten, welche, in schmalen Lakunen gelagert, entlang der Lamellenstruktur angeord-

net waren.

Die laterale wie auch die mediale Kortikalis wiesen in beiden Tiergruppen eine regelméafi-

ge und kompakte Struktur auf. Die Maserung der kortikalen Abschnitte zeigte einen
gleichmiBigen, longitudinalen Verlauf und war nur vereinzelt durch GeféBstrukturen un-
terbrochen. Die beschriebene Maserung entstand durch das Anschneiden der in Lingsrich-
tung verlaufenden Havers’schen Systeme und Schaltlamellen des Lamellenknochen. Die
langs bzw. quer angeschnittenen rotlich-violett erscheinenden Blutgefile waren anhand
von Kapillarendothelien und teilweise sichtbaren Lumen mit enthaltenen Erythrozyten gut
zu identifizieren. Bei der iiberwiegenden Anzahl der Tiere (OPC-Gruppe: n = 7, Medium-
Gruppe: n =5) liesen sich intrakortikal lateral und medial in geringer Menge homogene,

griin gefirbte Gewebeeinschliisse in unterschiedlicher Ausprigung erkennen (Abb. 14).

T T —rt e SR N > :
Abb. 14: Griinlicher Gewebeeinschluss in der Kortikalis (Movat
Pentachrom, OPC-Tier)
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Beschaffenheit der kortikalen Réinder

Beschaffenheit der endostalen kortikalen Réinder

Der endostale Rand der lateralen Kortikalis zeigte bei der Betrachtung nur ge-

ringradige Unterschiede zwischen den Tiergruppen. Die OPC-Tiere wiesen endostal lateral
einen welligen Kortikalisrand auf, wohingegen der Randverlauf in der Medium-Gruppe
sich tiberwiegend glatt darstellte. Leichte, durch Osteoklasten gekennzeichnete, osteore-
sorptive Vorgénge traten dabei in beiden Tiergruppen in etwa gleichem MaBe auf. Der en-

dostale Rand der medialen Kortikalis war in beiden Tiergruppen gekennzeichnet durch

einen mehrheitlich glatten Verlauf ohne erkennbare Knochenresorptionen. Ein Unterschied
zwischen den Tiergruppen zeigte sich jedoch hinsichtlich der kortikalen Rénder bzw.
»Kanten«, welche sich unmittelbar an den Osteotomiespalt anschlossen. Wies in der OPC-
Gruppe die iiberwiegende Anzahl der Tiere lateral und medial (proximal/distal) scharfe
kortikale Kanten ohne resorptives Geschehen auf, so war innerhalb der Medium-Gruppe
hier bei der Hilfte der Tiere eine Abrundung der endostalen Struktur zu erkennen. In direk-
tem Kontakt mit dem Knochengewebe wurden in beiden Gruppen in diesem Bereich nur

vereinzelt Osteoklasten gesehen.

Beschaffenheit der periostalen kortikalen Rinder

Der periostale Rand der lateralen und medialen Kortikalis stellte sich in beiden

Tiergruppen iiberwiegend glatt dar. Sowohl in der Gruppe der OPC-Tiere, als auch in der
Medium-Gruppe waren hier mehrheitlich keine Anzeichen von Knochenresorptionen zu
sehen. Bei Betrachtung der kortikalen Kanten, zeigten etwa die Hélfte der OPC-Tiere late-
ral und medial geringfiigig Abrundungen. Vereinzelt waren hier in unmittelbarer Nihe zum
Knochen Osteoklasten (siche Abb. 15) lokalisiert. In der Gruppe der Medium-Tiere hinge-
gen stellte sich die Kortikalis auf lateraler Seite ausschlielich scharfkantig dar, es konnten
hier keine Anzeichen von Osteolysen erkannt werden. Medial wiesen in etwa die Hélfte
der Medium-Tiere leicht abgerundete osteotomiespaltnahe Kanten auf. Vereinzelt waren

auch hier Osteoklasten in direktem Kontakt zu der kndchernen kortikalen Struktur sichtbar.
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Abb. 15: Osteoklast (OK) an der periostalen Kortikalis (Movat
Pentachrom, OPC-Tier)

Beschaffenheit der Rinder des Osteotomiespaltes

Im Bereich der Rdinder des lateralen Osteotomiespaltes war ein vorwiegend

glatter Verlauf in beiden Tiergruppen proximal und distal sichtbar. Osteolytische Vorgédnge
konnten in keiner der beiden Gruppen gesehen werden. Entgegen der lateralen, zeigten die

Riinder des medialen Osteotomiespaltes zunichst scheinbar deutliche Unterschiede im

Vergleich der beiden Tiergruppen. Binnen der OPC-Gruppe waren die Osteotomiespaltrin-
der bei nahezu allen Tieren glatt und es gab keine sichtbaren Anzeichen fiir Knochenre-
sorptionen im Randbereich. Dem gegeniiber zeigte in der Medium-Gruppe jedoch nur die
Hilfte der Tiere auf medialer Seite glatte Osteotomiespaltrdnder. Die verbleibenden Tiere
wiesen hier hingegen einen wellenférmigen bis leicht ackerfurchendhnlichen Rand des Os-
teotomiespaltes auf. Da in diesem Bereich aber keine Hinweise auf osteoresorptive Vor-
ginge gesehen wurden, handelte es sich hier wahrscheinlich um beim Schneiden der

Priparate hervorgerufene Artefakte.

94



Ergebnisse

Lokalisation, Menge & Zusammensetzung des endostalen Kallusgewebes

In der Knochenmarkhdhle zeigten sich proximal und distal des Osteotomie-
spaltes in der Movat Pentachrom Farbung gelb-griinlich erscheinende, balkenartige Netz-
strukturen in unterschiedlicher Ausdehnung, welche als Geflechtknochen identifiziert
werden konnten. Der Bereich zwischen diesem kndchernen Kallusgewebe und der proxi-
malen/distalen ROI-Begrenzung wies hdmotoretikulires Gewebe auf. Charakteristische
Blutsinus, sowie Zellen der Erythropoese und vereinzelte Makrophagen konnten hier bei
starkerer VergroBerung zwischen den Balkenstrukturen des Geflechtknochens gesehen
werden. Bei den in nur sehr geringem Ausmaf sichtbaren homogenen, griinlichen Struktu-
ren, welche sich den osteotomiespaltnahen Geflechtknochenbélkchen anschlossen, handel-
te es sich um Grundsubstanz hyalinen Knorpels. Angrenzend dehnten sich
Bindegewebsstrukturen in Richtung des Osteotomiespaltes aus. Begleitet von Fibroblasten
und Fibrozyten fiillten die Fasern des Gewebes den Markraum bzw. den Osteotomiespalt

(siehe Lokalisation und Inhalt des Osteotomiespaltes) vollstindig aus.

Bei Vergleich der beiden Tiergruppen wurde erkennbar, dass sich endostales
Kallusgewebe in beiden Tiergruppen proximal und distal nur fern des Osteotomiespaltes
entwickelt hatte. In der Gruppe der OPC-Tiere zeigte sich dabei eine geringere Menge Ge-
flechtknochen als in der Medium-Gruppe. Die Mehrheit der Tiere beider Gruppen wies
eine den proximalen/distalen Markraum vom lateralen bis zum medialen endostalen Korti-
kalisrand vollstindig iiberspannende Geflechtknochen-Briicke auf. Der Anteil sichtbaren
hyalinen Knorpels glich sich in beiden Tiergruppen weitgehend. Sowohl die OPC- als auch
die Medium-Tiere wiesen einen nur sehr geringen hyalinen Knorpelanteil im distalen und
proximalen endostalen Kallusbereich auf. Nur vereinzelt waren in diesem Bereich auch hy-
pertrophe Chondrozyten sichtbar. Die Tiere der OPC-Gruppe zeigten einen scheinbar

strukturell kompakteren Bindegewebsanteil als die Tiere der Medium-Gruppe.

Uber die genannten Strukturen hinaus waren bei nahezu allen Tieren beider
Gruppen Himatomreste im proximalen und distalen endostalen Markraum, nahe des Os-
teotomiespaltes, sichtbar. In der Ubersicht erschienen sie als dunkel-violette, wolkige
Bandstrukturen (siche Abb. 13). Bei stirkerer Vergroerung waren hier Erythrozyten, ver-
einzelt auch neutrophile Granulozyten und Makrophagen sowie Zelldetritus zu erkennen.
Ein Unterschied zwischen den Tiergruppen hinsichtlich der Ausdehnung bzw. Organisati-

on der Himatome wurde nicht festgestellt. Auffillig war, dass vereinzelte Tiere jeder
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Gruppe endostal, unmittelbar im Bereich des Osteotomiespaltes, eine blasenartige Struktur
mit bindegewebiger Hiille (Bindegewebsfasern, Fibroblasten, Fibrozyten) aufwiesen (siehe
Abb. 16). Sie war bei drei Tieren der OPC-Gruppe und zwei Tieren der Medium-Gruppe
deutlich zu erkennen. Ihr Durchmesser erstreckte sich iiber die gesamte Breite des endosta-
len Kallusbereiches von den lateralen zu den medialen kortikalen Osteotomieenden. Im In-

nern der Blasenstruktur waren vereinzelt Lymphozyten und Erythrozyten zu sehen.
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Abb. 16: Endostale Blase auf Hohe des Osteotomiespaltes
(OS). (OPC-Tier, Movat Pentachrom)
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Lokalisation, Menge & Zusammensetzung des periostalen Kallusgewebes

Die Entwicklung von periostalem Kallusgewebe war in beiden Tiergruppen,
bei allen Tieren individuell, in unterschiedlicher Ausprigung und Menge deutlich zu er-
kennen. In keinem Priparat beider Tiergruppen war dabei jedoch eine Uberbriickung des
Osteotomiespaltes durch kndchernen Kallus zu sehen. Das Kallusgewebe dehnte sich in-
nerhalb der ROI (siehe 3.7.1. Festlegung der Region of Interest) parallel der Kortikalis in
Richtung des Osteotomiespaltes aus. Dabei bestand ein unmittelbarer Kontakt zur periosta-
len Kortikalis bis zur osteotomieseitigen Front des Kallus. Das Gewebe lief hier, dhnlich
eines Lavastroms, in unterschiedlicher Ndhe zum Osteotomiespalt aus (siehe Abb. 13). Der
periostalen Kallus setzte sich aus Geflechtknochen, hyalinem Knorpelgewebe sowie Bin-
degewebsstrukturen in unterschiedlicher Ausdehnung und Menge zusammen. Der Ge-
flechtknochen war dabei anhand seiner charakteristischen, kompakten und unregelmaBigen
Balkenstruktur erkennbar. Im Gegensatz zu der gleichméfigen longitudinalen Maserung
der Kortikalis erschien die Struktur des Geflechtknochens ungerichtet und durch zahlreiche
Kavernen unterbrochen, an deren innerem Rand sich Osteoblasten identifizieren lieSen.
Die Kavernenlumen waren teilweise mit Bindegewebe gefiillt, teilweise stellten sie sich
optisch »leer« dar. Hyalines Knorpelgewebe zeigte sich in den Movat Pentachrom gefirb-
ten Schnittpriparaten mit einer leuchtend griinen Farbe. Da die Kollagenfasern dieses Ge-
webes das auftreffende Licht in exakt der gleichen Weise brechen wie dessen
Grundsubstanz, sind sie lichtmikroskopisch nicht zu differenzieren. Kollagen-Fasern und
Grundsubstanz des hyalinen Knorpels waren dementsprechend als griine, homogene,
milchglaséhnliche Flichenstrukturen im mikroskopischen Bild zu sehen. Gelbliche Verfir-
bungen dieser Gewebestruktur wiesen auf eine beginnende Mineralisation des Knorpelge-
webes hin. Das chondrale Gewebe iiberzog dabei oftmals kappenartig die
osteotomieseitige Kallusfront (siche Abb. 17). Vollstindig von der Knorpelmatrix umge-
ben waren in unterschiedlicher Menge hypertrophe Chondrozyten zu sehen. Die zart rosa
gefirbten Zellkerne waren in Knorpelhohlen eingebettet und von einer leuchtend griinen
Knorpelkapsel umgeben gut zu erkennen. Sie ordneten sich vereinzelt oder in Form von
Saulenknorpel (sieche Abb. 17 und 18) nahe des Geflechtknochens zumeist an der Kallus-

front an.

97



Ergebnisse

Kortikalis

Abb. 17: Ausschnitt einer Knorpelkappe an der periostalen Kallusfront
(pKa) mit solitiren sowie in Form von Sdulenknorpel angeordneten
hypertrophen Chondrozyten (hCz), umgeben von Knorpelgrundsubstanz
(KGs). (Movat Pentachrom, OPC-Tier)

Abb. 18: Sidulenférmig angeordnete hypertrophe Chondrozyten (Pfeil) im
Bereich des periostalen Kallus. (Movat Pentachrom, OPC-Tier)
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Die Oberfliche des periostalen Kallusgewebes wurde in allen Priparaten von
einer mehrlagigen, zellreichen Schicht unterschiedlicher Breite iiberzogen, die bei stirkerer
VergroBerung als Bindegewebe identifiziert werden konnte. Das Gewebe stellten sich in
Form von blau-violetten Bindegewebsfasern mit Fibroblasten und Fibrozyten dar. Auch
die kallusfreien periostalen Areale wiesen Bindegewebsstrukturen auf. Die Fasern des Ge-
webes zogen sich entlang der Oberfldche des Kallusgewebes sowie der Kortikalisoberfla-

che in Richtung des Osteotomiespaltes.

Die Betrachtung der Schnittpriaparate hinsichtlich der Lokalisation (Reichwei-
te) des periostalen Kallusgewebes ergab, dass dieses in der Gruppe der OPC-Tiere auf late-
raler Seite proximal und distal bis zum thermisch zerstorten Periostbereich, fern des
Osteotomiespaltes, reichte. Medial entwickelte sich der Kallus bei der Hilfte der OPC-Tie-
re bis in die Ndhe des Osteotomiespaltes, bei den verbleibenden Tieren bis an die Grenze
des intakten Periosts. Demgegeniiber war innerhalb der Medium-Gruppe bei allen Tieren
lateral und medial Kallusgewebe nur bis an die Grenze des kauterisierten Periost-Areals
fern des Osteotomiespaltes zu lokalisieren. Neben der unterschiedlichen Reichweite ent-
lang der Kortikalis bestanden ferner Abweichungen beziiglich der Kallusmenge. In der all-
gemeinen Untersuchung aller Priparate wurde festgestellt, dass sich innerhalb von zwei
Wochen p.o., unabhidngig von der Tiergruppe, auf medialer Seite des Knochens etwas
mehr Kallusgewebe entwickelte als lateral. Im Gruppenvergleich wurde iiberdies deutlich,
dass sich in der Versuchsgruppe (OPC), vor allem medial, mehr Kallusgewebe bildete als
in der Kontrollgruppe (Medium). Innerhalb der OPC-Gruppe wurde medial etwas mehr
Geflechtknochen beobachtet als lateral. Der Vergleich zwischen lateralem und medialem
periostalen Kallus in der Medium-Gruppe erbrachte in etwa die gleichen Mengen Geflecht-
knochen auf beiden Seiten. Die genauere Untersuchung des periostalen Kallus in Hinblick
auf die Menge an hyalinem Knorpel zeigte, dass vor allem auf medialer Seite des Kno-
chens in der OPC-Gruppe eine deutlich groBere Menge dieses Gewebetyps vorhanden war
als in der Medium-Gruppe. Auf lateraler Seite erbrachte die Untersuchung in etwas gleiche
Mengen an hyalinem Knorpel in beiden Tiergruppen. Das hyaline Knorpelgewebe wurde
in der OPC-Gruppe sowie auch in der Medium-Gruppe, im lateralen und medialen perios-
talen Bereich, in Form von Knorpelkappen, an der osteotomienahen Kallusfront lokalisiert

(siche Abb. 19).
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(Doppelpfeil) an der proximo-medialen Kortikalis (K 3).
(Movat Pentachrom, OPC-Tier)

Dabei war auffillig, dass die Bildung dieser Knorpelkappen in der Gruppe der OPC-Tiere,
v.a. im medialen Kallusbereich, hdufiger auftrat als in der Medium-Gruppe. Dariiber hin-
aus befand sich bei der Hilfte der OPC-Tiere sowie bei zwei Medium-Tieren die abgerun-
dete Kallusfront nicht in Kontakt mit der periostalen Kortikalis. Sie breitete sich
stattdessen, vor allem medial, unterschiedlich stark nach aufen, in Richtung des umliegen-
den Weichteilgewebes aus (siche Abb. 19). Nahe der Oberfliche des osteotomienahen Kal-
lusrandes waren hypertrophe Chondrozyten in beiden Tiergruppen iiberwiegend solitir
sowie auch in siulenartiger Ausrichtung zu erkennen (siche Abb. 17 und 18). Dabei wiesen
die Tiere der OPC-Gruppe im medialen Bereich mehr hypertrophe Knorpelzellen auf als
die Tiere der Medium-Gruppe. Ein weiterer ausgeprigter Gruppenunterschied bestand in
Bezug auf die Bindegewebsmenge. Diese lag bei den OPC-Tieren im lateralen und media-
len periostalen Kallusbereich sowie auch in der »freien«, deperiostierten Zone nahe des
Osteotomiespaltes etwas iiber der Menge der in der Medium-Gruppe sichtbaren bindege-

webigen Strukturen.
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Lokalisation und Inhalt des Osteotomiespaltes

Bei der Untersuchung war in beiden Tiergruppen mehrheitlich keine Erweite-
rungen des Osteotomiespaltes (OS) feststellbar. Bindegewebe stellte innerhalb der Ver-
suchs- sowie auch der Kontrollgruppe den vorherrschenden Gewebetyp im OS dar. Die
Fasern des Gewebes zogen, ausgehend vom lateralen und medialen periostalen Kallusbe-
reich, in Richtung des OS und fiillten diesen vollstindig aus. Die Menge bzw. Dichte an
Bindegewebe im OS der OPC-Gruppe iiberstieg hier etwas die der Medium-Gruppe. Eben-
so waren in unterschiedlichem Ausmal} GefdB3strukturen anhand von dunkel violett erschei-
nenden Kapillarendothelzellen sowie vereinzelten Gefdlumina innerhalb des
Osteotomiespaltes sichtbar. In der Medium-Gruppe traten hier bei der Mehrheit der Tiere
zahlreiche GefidBstrukturen im OS auf, welche sich im Vergleich dazu in der Gruppe der

OPC-Tiere in geringerem Umfang zeigten.
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4.3 Ergebnisse der histomorphometrischen Auswertung

In die Untersuchung wurden von den nach Safranin Orange/von Kossa geférb-
ten Femur-Schnittpraparaten aus der Versuchsgruppe (OPC) insgesamt sieben Tiere mit je-
weils vier Schnitten einbezogen. Aus der Kontrollgruppe (Medium) wurden insgesamt
sechs Tiere, mit 3x 3 und 3 x4 Schnittpriaparaten ausgewertet. Aus den vier (ggf. drei) Ein-
zelwerten eines Tieres wurde je der Mittelwert bestimmt. Dieser ging in die statistische
Auswertung zur Errechnung des jeweiligen Gruppenmedian ein. Die folgende Ergebnis-

Darstellung basiert mehrheitlich auf den Medianwerten.

4.3.1 Gesamtflichenanalyse

Bei der Analyse der Gesamtfliche [mm?], bestehend aus Kallus und Kortikalis,
ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede (p = 0,23) zwischen der OPC-
Gruppe (19,8 mm?) und der Medium-Gruppe (22,6 mm?). Fiir die weitere Betrachtung der
Ergebnisse ist anzumerken, dass die kortikale Fliche nur in die Analyse der Gesamtfldche
Eingang fand. Bei allen weiteren Untersuchungen wurde sich allein auf die periostale und

endostale Gesamtkallusfliche bezogen.

Der Bereich des Gesamt-Knochengewebes, inklusive der mineralisierten Kno-

chenflidche, war in der OPC-Gruppe mit einem Medianwert von 7,5 mm? kleiner als in der
Medium-Gruppe, welche im Median eine Gesamtknochenfliche von 8,2 mm? aufwies. Die
Anteils-Analyse ergab dem entsprechend in der OPC-Gruppe einen mit 32,4 % an der Ge-
samtfldche kleineren Wert als in der Medium-Gruppe, in welcher 40,8 % der Gesamtfliche
aus Knochengewebe bestand. Weder die absoluten noch relativen Ergebnisse wiesen je-
doch einen signifikanten Gruppenunterschied auf. Gleichermaf3en ohne statistisch relevan-
ten Unterschied war die Differenz der Ergebnisse im Bereich des gesamten

mineralisierten Knochengewebes. In der OPC-Gruppe umfasste dieser im Median

3,3 mm? (15,0 %), innerhalb der Medium-Gruppe machte er eine Fliche von 3,1 mm?

(15,6 %) aus. Der absolute p-Wert (pabs.) lag mit 0,53 und der relative p-Wert (pre.) mit
0,84 iiber der als zuldssig definierten Irrtumswahrscheinlichkeit von p =0,05. Die Differenz

war damit statistisch zuféllig und nicht signifikant.

Die Gesamt-Bindegewebsfliche der OPC-Gruppe stellte sich absolut

(14,9 mm?) und relativ (69,3 %) groBer als die Bindegewebsfliche der Medium-Gruppe
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(10,1 mm? bzw. 59,6 %) dar. Die Differenz der Ergebnisse war dabei nur hinsichtlich der
absoluten Flichen [mm?] statistisch signifikant (pavs. = 0,01). Ein signifikanter Unterschied

im Bereich der relativen Flidchen [%] wurde nicht festgestellt (pre. =0,14).

Die Untersuchung des Gesamt-Knorpelgewebes ergab einen signifikanten Un-

terschied (pabs.rel. = 0,01) zwischen den Tiergruppen zu Gunsten der OPC-Gruppe. Im Me-
dian bildete der Knorpel hier einen Anteil von 0,9 % an der Gesamtfliche, in der Medium-

Gruppe lag lediglich 0,1 % Gesamtknorpelfliche vor.

Die vollstindigen Ergebnisse werden in Tabelle 3 dargestellt. Die diesem Ka-
pitel angefiigte Abb. 20 veranschaulicht die oben genannten prozentualen Ergebnisse gra-
phisch im Gruppenvergleich. In der Darstellung ist dabei noch einmal deutlich zu
erkennen, dass die Tiere der Medium-Gruppe prozentual eine hohere Gesamtknochenfli-
che gegeniiber der OPC-Gruppe aufwiesen, der Anteil [%] an mineralisiertem Knochenge-
webe sich jedoch zwischen den beiden Tiergruppen kaum unterschied. Die OPC-Gruppe
zeigte dagegen im Median insgesamt mehr Bindegewebe und Knorpel [%] im betrachteten
Areal.

Tabelle 3: Ergebnisse der Gesamtfldchenanalyse im Kallus

a. relativer Anteil an der Kallusflache-Gesamt (OPC: n=7, Medium: n=06)
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Abb. 20: Prozentualer Anteil an Knochengewebe (KGW), mineralisiertem
Knochengewebe (mKGW), Bindegewebe (BGW) sowie Knorpelgewebe (KNP) an der
gesamten Kallusfliche. Ein deutlicher Gruppenunterschied zeigte sich im Bezug auf den
prozentualen Anteil an Knorpelgewebe, welcher in der OPC-Gruppe signifikant
(p = 0,01) hoher war als in der Medium-Gruppe. (OPC: n = 7, Medium: n = 6)
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4.3.2 Analyse des endostalen Kallus

Die endostale Gesamtkallusfliiche der OPC-Gruppe lag mit 12,7 mm? nicht si-
gnifikant unter der entsprechenden Fliche der Medium-Gruppe, welche einen Wert von

15,3 mm? aufwies ( siche Tabelle 4).

Bei Betrachtung des Knochengewebes zeigte die OPC-Gruppe eine Flache von

3,5 mm?, die Medium-Gruppe von 6,3 mm?2. Die Berechnung des p-Wertes ergab hier

pabs. = 0,18. Die Anteils-Analyse erbrachte fiir die OPC-Gruppe einen Wert von 26,2 %
Knochengewebe an der endostalen Gesamt-Kallusflache, fiir die Medium-Gruppe 40,9 %

(siche Tabelle 4). Trotz der weiten Ergebnissspanne war der Gruppenunterschied mit

prel. =0,05 nicht statistisch signifikant.

Auch die Analyse des mineralisierten Knochengewebes erbrachte keine deut-

lichen Unterschiede zwischen den Tiergruppen. Der absolute Wert der OPC-Gruppe lag im
Median bei 1,4 mm? an mineralisiertem Knochengewebe, was einem Anteil von 9,0 % an
der endostalen Gesamt-Kallusfldche entsprach. Die Ergebnisse der Medium-Gruppe waren
mit 1,9 mm? mineralisierten Knochens, entsprechend 12,9 % der endostalen Gesamt-Kal-

lusfldche, zwar hoher als die Werte der OPC-Tiere, die Differenz war jedoch bei einem

Wert von pabs. =0,18 bzw. prei. =0,10 nicht statistisch signifikant.

Die Bindegewebsfliche des endostalen Kallus betrug in der OPC-Gruppe zwi-

schen 6,1 mm? und 13,0 mm?2, der Median lag bei 9,6 mm2. Dementsprechend bestanden in
dieser Gruppe 73,8 % des gesamten endostalen Kallus aus Bindegewebe. In der Medium-
Gruppe hingegen ergaben sich zwischen 6,1 mm? und 11,0 mm?, im Median 7,8 mm? Bin-
degewebsfliche, was einem Anteil von 59,1 % an der endostalen Gesamt-Kallusfliche ent-
sprach. (siche Tabelle 4). Trotz der weiten Differenz der Daten unterschieden sich die
Ergebnisse der absoluten und relativen Fldchenberechnung zwischen Versuchs- und Kon-

trollgruppe nicht signifikant (siche Abb. 21).
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Hinsichtlich der analysierten Knorpelfliche ergaben sich im Median keine Un-

terschiede zwischen den Tiergruppen (pPabs. el = 0,95). Sowohl in der OPC- als auch in der
Medium-Gruppe lagen die Ergebnisse bei 0,0 mm? (0,0 %) Knorpelgewebe im endostalen
Kallus.

Die nachfolgende Tabelle 4 beinhaltet alle Ergebnisse der endostalen Kallus-
Analyse, die anschlieBende Graphik (Abb. 21) veranschaulicht den Anteil der verschiede-

nen Gewebetypen an der Gesamtfliche des endostalen Kallus in Prozent.

Tabelle 4: Ergebnisse der Flichenanalyse des endostalen Kallus

6,3 0,2 11,1 0,18
(12,9) (0,6) (17,1) | 0,10
7.8 6,1 11,0 | 0,14
0,0 0,0 0,1 | 095

a. relativer Anteil an der endostalen Kallusfliche-Gesamt (OPC: n=7, Medium: n=6)
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Abb. 21: Anteil an Knochengewebe (KGW), mineralisiertem Knochengewebe
(mKGW), Bindegewebe (BGW) und Knorpelgewebe (KNP) an der endostalen
Kallusfldche in Prozent. (OPC: n = 7, Medium: n = 6)
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4.3.3 Analyse des periostalen Kallus

Im Bezug auf die Gesamtfliche des periostalen Kallus wurden signifikante
Unterschiede zwischen den Tiergruppen festgestellt (p <0,01). Die Gesamtfliche der OPC-
Gruppe war mit 9,2 mm? deutlich groBer als die der Medium-Gruppe, welche einen Wert

von 3,9 mm? aufwies.

Die Knochengewebsfliche umfasste dabei in der OPC-Gruppe zwischen

2,9 mm? und 4,5 mm?2, der Median lag bei 4,1 mm?2. In der Medium-Gruppe reichten die
Werte von 1,2 mm? bis 2,9 mm?, der Median betrug 1,8 mm? (siche Tabelle 5). Obwohl
sich die absoluten Ergebnisse dieser Flichenanalyse mit paps. < 0,01 signifikant voneinan-
der unterschieden, war die Differenz zwischen den Werten der Anteils-Analyse statistisch
zufillig. Mit 43,7 % war der Anteil des Knochengewebes am gesamten periostalen Kallus
in der OPC-Gruppe in etwa identisch mit dem Anteil der Medium-Gruppe, welcher 43,1 %
betrug (siche Abb. 22). Der p-Wert lag hier bei pr. = 0,84. Ein signifikanter Unterschied
zwischen den Tiergruppen bestand demnach in Hinblick auf den Anteil an Knochengewe-

be im periostalen Kallusbereich nicht.

Die Analyse des mineralisierten Knochengewebes ergab einen absoluten Wert

von 2,3 mm? in der OPC-Gruppe und 1,2 mm? in der Medium-Gruppe. Die weite Differenz

der Gruppen-Mediane lies zundchst einen signifikanten Unterschied zwischen Vergleichs-

(OPC) und Kontrollgruppe (Medium) in Richtung der OPC-Tiere erkennen (pavs. < 0,01).
Die Berechnung der Fliachenanteile des Knochengewebes an der gesamten periostalen Kal-
lusflache erbrachte einen Wert von 25,3 % in der OPC-Gruppe gegeniiber 28,3 % in der
Medium-Gruppe (siche Abb. 22). In Hinblick auf den Gruppen-Unterschied zwischen den

relativen Werten konnte hier keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden, der p-

Wert lag mit pr. = 0,37 iiber dem definierten Signifikanzniveau von p=0,05.

Vergleichbare Ergebnisse lieferte die Untersuchung der Bindegewebsfliche im

periostalen Kallus. Auch hier zeigte sich zunéchst ein deutlicher Unterschied zwischen den

Gruppen beziiglich der Absolutwerte. Die Bindegewebsfliche der OPC-Gruppe betrug im

Median 5,4 mm?, die der Medium-Gruppe 2,1 mm?. Bei einem p-Wert von pr1. = 0,01 war
der Unterschied als statistisch signifikant zu bewerten. Die Betrachtung der Ergebnisse der

Anteilsanalyse wies jedoch mit 56,6 % Bindegewebsanteil in der OPC-Gruppe und 57,0 %
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in der Medium-Gruppe keinen signifikanten Unterschied (pabs. = 0,84) zwischen den Tier-

gruppen auf.

Eine bedeutende Abweichung der Versuchsgruppe (OPC) von der Kontroll-

gruppe (Medium) fand sich dagegen hinsichtlich der Knorpelgewebsfliche. Mit einem An-

teil von 4,6 % an der gesamten periostalen Kallusfliche, lagen die Werte der OPC-Gruppe

deutlich tiber denen der Medium-Gruppe, in welcher nur 0,3 % Knorpelgewebsanteil de-

tektiert wurden (siche Tabelle 5). Der ausgepriagte Unterschied zwischen den Tiergruppen

war bei einem p-Wert von paps srel. = 0,01 statistisch signifikant.

In Tabelle 5 werden alle Ergebnisse der periostalen Kallus-Analyse im Uber-

blick dargestellt. Abb. 22 stellt die Anteilsverteilung der unterschiedlichen Gewebetypen

im periostalen Kallus graphisch dar.

Tabelle 5: Ergebnisse der Flachenanalyse des periostalen Kallus.

3 3

1,8 2
1,2 8
|
1 ,0
,0 ,0

(23,4)
2

1
2
(51,6)
0
0,3)

0
(0,0)

[mm?]

(%

2
o)

(48,7) | 0,84
1,92 |<0,01
(32,1) | 0,37
33 | 001
(63,8) | 0,84
0,1 | 0,01
2,9 | 0,01

a. relativer Anteil an der periostalen Kallusfliche-Gesamt (OPC: n=7, Medium: n=6)
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Abb. 22: Prozentualer Anteill an Knochengewebe (KGW), mineralisiertem
Knochengewebe (mKGW), Bindegewebe (BGW) und Knorpelgewebe (KNP) an der
periostalen Kallusfliche. Der prozentuale Anteil an Knorpelgewebe war hierbei in der
OPC-Gruppe gegeniiber der Medium-Gruppe signifikant (p = 0,01) groBer.
(OPC: n =7, Medium: n = 6)
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4.3.4 Kollagen II-Analyse

Die Analyse des Kollagen II wurde anhand jeweils eines Préparates von sieben
Tieren der OPC-Gruppe und acht Tieren der Medium-Gruppe durchgefiihrt und entspre-
chend 3.7.3 (Histomorphometrische Auswertung) ausgewertet. Eine vollstindige Darstel-
lung der Ergebnisse liefert Tabelle 6, die Ergebnisse der Anteilsanalyse werden in Abb. 23

und 24 graphisch veranschaulicht.

Der Anteil des Kollagen II an der Gesamt-Kallusfliche lag mit 2,9 % in der

OPC-Gruppe signifikant (pr. < 0,01) iiber dem prozentualen Anteil der Medium-Gruppe,
welcher nur 0,7 % betrug. Nach Aufgliederung in endostalen und periostalen Kallus

(Abb. 23 und 24) wurde deutlich, dass in der OPC-Gruppe im endostalen Kallus im Medi-

an kein (0,0 %) Kollagen II vorhanden war. In der Gruppe der Medium-Tiere bestanden le-
diglich 0,24 % der endostalen Gesamt-Kallusflache, 0,3 % der medialen und 0,1 % der
lateralen endostalen Kallusfldche aus Typ II Kollagen. Ein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Tiergruppen bestand dabei nicht (siehe Tabelle 6). Der signifikante Gruppenun-

terschied der Gesamt-Kallusfliche begriindete sich im_periostalen Kallus. Hier lag mit

7,3 % (OPC-Gruppe) zu 1,8 % (Medium-Gruppe) der prozentuale Fliachenanteil bei den

OPC-Tiere deutlich und statistisch signifikant (pre. < 0,01) iiber dem der Medium-Tiere.
Dabei fand sich 0,0 % Kollagen II im lateralen periostalen, jedoch 12,0 % im medialen pe-
riostalen Kallusbereich der OPC-Gruppe. Auch innerhalb der Medium-Gruppe konnte mit
0,6 % lateral zu 1,5 % medial ein deutlicher Unterschied zu Gunsten des medialen perios-
talen Kallus detektiert werden (siehe Tabelle 6 und Abb. 24). Die Gruppendifferenz der

prozentualen Kollagen II-Anteile im periostalen medialen Kallusbereich war statistisch si-

gnifikant (pre1. <0,01).

Im Bereich des Osteotomiespaltes zeigte sich weder in der Versuchs-

(OPC), noch in der Kontrollgruppe (Medium) Typ II Kollagen (siehe Tabelle 6, Abb. 23).
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Tabelle 6: Anteil Kollagen II [%] an der jeweils genannten Auswertungsfliche
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Abb. 23: Prozentualer Anteil Kollagen II an der Fliche des Gesamt-Kallus, des
endostalen und periostalen Kallus sowie des Osteotomiespaltes. Deutlich wird der
signifikante Unterschied zu Gunsten der OPC-Gruppe im Gesamt-Kallus (p < 0,01)
sowie im periostalen Kallus (p < 0,01). (OPC: n = 7, Medium: n = 8)
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Abb. 24: Anteil Kollagen II [%] an der Fliche des medialen endostalen Kallus (MeKa),
lateralen endostalen Kallus (LLeKa), medialen periostalen Kallus (MpKa) und lateralen
periostalen Kallus (LpKa). In der Darstellung des medialen periostalen Kallus wird der
im Vergleich hohe Anteil an Typ II Kollagen des Areals sichtbar. Dariiber hinaus
bestand hier ein signifikanter Gruppenunterschied (p < 0,01) in Richtung der OPC-
Gruppe. (OPC: n = 7, Medium: n = §)
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4.4 Ergebnisse der histologischen Auswertung

4.4.1 Osteoklastendichte

Die OD ergab sich aus der Anzahl der Osteoklasten in Bezug auf die kndcher-
ne Fliche des jeweiligen Auswertungsareals (n/mm?) und bezog sich nicht auf die absolu-
ten Zellzahlen. Lichtmikroskopisch ausgewertet wurde, entsprechend Kapitel 3.7.4
(Histologische Auswertung, Anzahl/Dichte aktiver Osteoklasten), jeweils ein TRAP geférb-
tes Schnittpriparat von sieben Tieren der OPC-Gruppe sowie acht Tieren der Medium-
Gruppe. Die im Folgenden angefiihrten Analyse-Ergebnisse basieren auf dem jeweiligen
Median und werden im Anschluss tabellarisch (Tabelle 7) und graphisch (sieche Abb. 25
und 26) dargestellt.

Die Untersuchung der Kallusbereiche ergab, unabhingig von der untersuch-

ten Tiergruppe, eine insgesamt hohere OD im endostalen gegeniiber dem periostalen Kal-

lus. Im endostalen Kallus wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den Tiergruppen

festgestellt. In der Medium-Gruppe lag die Dichte der aktiven Osteoklasten hier mit
54,4/mm? signifikant (p < 0,01) hoher als in der OPC-Gruppe, welche lediglich eine OD
von 23,5/mm? aufwies (siche Tabelle 7 und Abb. 25). Dieser deutliche Unterschied setzte
sich in der nach medial und lateral getrennten Betrachtung des endostalen Kallus fort. Me-
dial zeigten die OPC-Tiere lediglich eine OD von 21,8/mm?2, die Medium-Tiere von
53,1/mm?, hierbei bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den Tiergruppen
(p = 0,03). Lateral wiesen die Tiere der OPC-Gruppe (19,5/mm?) ebenso eine signifikant
geringere OD auf als die Medium-Tiere (64,4/mm?), der p-Wert lag hier bei p<0,01. (siche

Tabelle 7 sowie Abb. 26). Auch im periostalen Kallus wiesen die OPC-Tiere sowohl insge-

samt als auch medial und lateral eine geringere OD als die Medium-Tiere auf (siche Tabel-

le 7, Abb. 25 und 26). Der Unterschied zur Medium-Gruppe war dabei nur insgesamt und

lateral statistisch signifikant (pgesamt = 0,01, prateral = 0,01). Im medialen periostalen Kallus
konnte keine Signifikanz zwischen den Tiergruppen festgestellt werden  (p =0,14). Die
OD war jedoch in diesem Bereich gegeniiber dem lateralen periostalen Kallus innerhalb

beider Gruppen hoher.
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Die Untersuchung der Kortikalis ergab eine insgesamt niedrigere OD bei den

Tieren der OPC-Gruppe (1,4/mm?) gegeniiber den Medium-Tieren (2,3/mm?). Bei einem
p-Wert von 0,28 war dieses Ergebnis jedoch nicht statistisch signifikant (Tabelle 7). Abbil-
dung 25 stellt die kortikalen Ergebnisse graphisch dar.

Tabelle 7: Osteoklastendichte der Kortikalis sowie des end- und periostalen Kallus.

Medium
4,9

54,4 0,01
79,0 0,14
70,1 0,01

(OPC: n=7, Medium: n=38)
a. Die OD ergibt sich aus der Gesamtzahl an Osteoklasten (n) im betrachteten Areal, in
Bezug auf den knochernen Bereich der jeweiligen Auswertungsflache in [mm?].
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Abb. 25: Darstellung der Osteoklastendichte (OD) [n/mm?] im gesamten endostalen und
periostalen Kallus sowie in der Kortikalis. Die OD der Medium-Gruppe lag im
endostalen (p <0,01) und periostalen (p =0,01) Kallus signifikant hoher als in der OPC-
Gruppe. Dariiber hinaus bestand eine hohere OD im endostalen Kallus beider Gruppen

im Vergleich zum periostalen Kallus. (OPC: n=7, Medium: n= 8)
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Abb. 26: Darstellung der Osteoklastendichte [n/mm?] im medialen endostalen Kallus
(MeKa), lateralen endostalen Kallus (LeKa), medialen periostalen Kallus (MpKa) und
lateralen periostalen Kallus (LpKa). Die Medium-Gruppe wies medial (p = 0,03) und
lateral (p < 0,01) im endostalen Kallus, wie auch im lateralen periostalen Kallus

(p = 0,01) eine signifikant hohere Osteoklastendichte auf. (OPC: n = 7, Medium: n = 8)
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4.4.2 GefiBdichte

Wie auch bei der Beurteilung der Osteoklastenanzahl wurde im Anschluss an
die Gefilzdhlung die Dichte der Gefialle bestimmt. (siehe 3.7.4 Histologische Auswertung/
Gefif3zihlung). Die absoluten Gefdfzahlen gingen nicht in die Ergebnisbetrachtung ein.
Zur Auswertung kam bei sieben Tieren der OPC-Gruppe sowie acht Tieren der Medium-
Gruppe jeweils ein a-SMA geférbtes Schnittpriparat. Im gesamten sowie jeweils medialen
und lateralen, end- und periostalen Kallus sowie im Osteotomiespalt wurden dabei die Ge-
samt-Gefiadichte und die darin enthaltene Dichte an kleinen (@ < 40 um) und grofien Ge-
faBen (@ > 40um) erfasst. Die vollstindigen Ergebnisse veranschaulicht Tabelle 8. Die
diesem Kapitel angefiigte Abb. 27 stellt die Verteilung der Gesamt-Gefid3dichten im peri-
ostalen und endostalen Kallusbereich sowie im Osteotomiespalt dar. Die ~ Abb. 28 veran-
schaulicht graphisch die mediale und laterale Verteilung der Gesamt-Gefi3dichte im
endostalen und periostalen Kallus. Bei der Auswertung der Analyseergebnisse ergaben
sich zwischen den Tieren der OPC- und der Medium-Gruppe in keinem der betrachteten
Atreale statistisch signifikante Unterschiede. Alle im Folgenden genannten Differenzen ge-
ben daher nur Tendenzen hinsichtlich einer hoheren/niedrigeren Gefdfdichte zwischen den
beiden Tiergruppen wieder. Die Darstellung der Ergebnisse bezieht sich auf den jeweiligen

Median.

Insgesamt konnte bei der Untersuchung des Gesamtkallus in beiden Gruppen
eine hohere Gefildichte (GD) im periostalen gegeniiber dem endostalen Areal beobachtet
werden (sieche Abb. 27). Dies schloss sowohl kleine (@ < 40 um) als auch grofe Gefilie
(@ > 40 um) ein. Die Dichte kleiner Gefiale lag dabei stets iiber der Dichte groBer Gefile.
Im Vergleich der beiden Tiergruppen waren die Gefid3dichten der Medium-Gruppe allge-
mein hoher, wobei eine weite Streuung der Ergebnisse auffillig war. Eine Ausnahme bil-
dete der laterale periostale Kallus. Wie in Abb. 28 dargestellt und aus Tabelle 8 ersichtlich,
wies in diesem Bereich die OPC-Gruppe in allen Kategorien (Gesamt, @ < 40 um,
@ > 40 um) im Median eine hohere GefiaBdichte gegeniiber den Medium-Tieren auf. Dies
wurde besonders bei den Gefden unter 40 um Durchmesser (OPC: 83,8/mm?,

Medium: 45,1/mm?) erkennbar.
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Bei Betrachtung der Ergebnisse des Osteotomiespaltes musste beriicksichtigt

werden, dass die verhdltnismaBig hohen Gefdfdichten in diesem Bereich darauf basieren,
dass die Bindegewebstliche, auf welche bei der Berechnung Bezug genommen wurde, in
diesem Areal nur gering war. Eine Darstellung der Analyse-Ergebnisse des Osteotomie-
spaltes liefert Abb. 27. In der Gruppe der OPC-Tiere war die Gesamt-GD mit 42,9/mm?
gegeniiber der Medium-Gruppe (61,2/mm?) niedriger. Die statistische Irrtumswahrschein-
lichkeit lag hier mit 5 % (p = 0,05) exakt auf der fiir diese Studie definierten Signifikanz-
grenze. Wie auch bei der Untersuchung des end- und periostalen Kallus {iberwogen im
Bereich des Osteotomiespaltes die kleinen Gefile (@ <40 um) in beiden Gruppen. Die An-
zahl resp. die Dichte der Gefiae unter 40 yum Durchmesser war dabei im Gruppenvergleich
bei den OPC-Tieren (38,1/mm?) geringer als bei den Medium-Tieren (45,0/mm?). Die Dif-
ferenz der Gruppen-Ergebnisse war nicht signifikant, bewegte sich jedoch mit p = 0,05 am
Rande eines statistisch signifikanten Unterschiedes. Auch im Bereich der grolen Gefille
(@ >40 um, Abb.29) ergaben sich in der OPC-Gruppe (4,8/mm?) niedrigere Werte im Ver-
gleich zur Medium-Gruppe (9,9/mm?).
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Tabelle 8: GefiBidichte (GD) [n/mm?] (Gesamt, @ > 40 um, @ < 40um) im peri- und en-

dostalen Kallus sowie im Osteotomiespalt

=
3

=
3

S8 e

=2
\_-Ik W
— —

=
3

8
:

8
:

g
AL

=
3

=
3

g &
Ak

Medium

~

N
\S)

-

-

0
N
03
I
N
=N
51

Medium

~

=R
| = | o

-

-
~

-

-

-

w - o o NN B
=~ o =~ EN| [O8] IS W | =

Medium

a. Bezogen auf die Bindegewebsfliche des jeweiligen Areals (OPC n=7, Medium n=_8)
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Abb. 27: GefdBdichte (GD) des endostalen und periostalen Kallus sowie des
Osteotomiespaltes bezogen auf die jeweilige Bindegewebsfliche in [mm?]. In der
Abbildung wird deutlich, dass die Mediane der jeweiligen Gruppenergebnisse eng
zusammenlagen. Im Bereich des Osteotomiespaltes war ein deutlicher Unterschied der
GD zu Gunsten der Medium-Gruppe festzustellen, welcher sich jedoch als nicht

statistisch signifikant erwies (p=0,05). (OPC: n=7, Medium: n=8)
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Abb. 28: GefiBdichte (GD) des endostalen Kallus getrennt nach medial (MeKa) und
lateral (LeKa) sowie des periostalen Kallus getrennt nach medial (MpKa) und lateral
(LpKa), bezogen auf die jeweilige Bindegewebsfliche in [mm?]. Der Median der
Gefadichte der OPC-Gruppe lag hier einzig im periostalen lateralen Bereich deutlich
iiber dem der Medium-Gruppe. Der analysierte Gruppenunterschied war jedoch mit

p=0,54 nicht statistisch signifikant. (OPC: n=7, Medium: n=8)
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5 Diskussion

5.1 Material und Methoden

5.1.1 Auswahl der Tiere

Im Bereich der zelluldren und molekularen Grundlagenforschung konnen Er-
kenntnisse anhand von rein technologischen Simulationen oder postmortalen humanen Un-
tersuchungen nur schwer erzielt werden. Im Besonderen kann das in vivo sensibel
regulierte und anpassungsfihige Mikromilieu des Knochengewebes hier kaum in seiner
umfassenden Variabilitit nachgestellt werden. Das Tiermodell bietet in diesem Zusammen-
hang die Moglichkeit, authentischerer Untersuchungen von biologischen Prozessen und
moglicher Modulations-Reaktionen in vivo. Die human-experimentelle Wissenschaft un-
terliegt diesbeziiglich zum Einen einem strengeren ethischen Reglement, zum Anderen
sind allgemein giiltige, aussagekréftige Untersuchungen aufgrund oft nur geringer Proban-
denzahlen schwierig und langwierig sowie, gerade im Bereich der Orthopidie, hiufig nur
retrospektiv moglich. Ziel des Tiermodells ist es, Kenntnisse zur Privention, Diagnostik
und Therapie von Erkrankungen in vivo zu sammeln, welche sich auf die humane Situati-
on/Erkrankung weitmdoglichst iibertragen bzw. mit dieser vergleichen lassen. Das deutsche
Tierschutzgesetz (Fassung vom 18.05.2006) schreibt in §9 Nr. 2 dabei vor, dass die Wahl
des geeigneten Versuchstieres, unter Beriicksichtigung der geplanten Studie, hinsichtlich
der sinnesphysiologisch am niedrigsten entwickelten Tierspezies getroffen werden muss.
Zur Durchfithrung der vorliegenden Studie wurde die Ratte als Versuchstier gewédhlt. Sie
entspricht den Kriterien des Gesetzes in diesem Fall. Die Verwendung von Miusen war auf
Grund der geringen Grofle der Femora und damit verbundenen komplizierten und schwie-
rig zu standardisierenden Chirurgie indiskutabel. Uberdies wurde die Ratte bereits in der
Vergangenheit hdufig zur Untersuchung knochenregenerativer Studien erfolgreich einge-
setzt (Harrison et al., 2003; Kokubu et al., 2003), was vergleichende Beobachtungen zulief3
und die Analyse der erfassten Ergebnisse unterstiitzte. Ein weiterer Vorteil der Spezies
liegt in der kostengiinstigen Haltung und unkomplizierten Handhabung der Tiere. Der Ein-
satz groerer Tierzahlen war daher moglich. Dieser Aspekt war in der vorliegenden Studie
von Bedeutung, da sie Teil eines Gesamt-Projektes war, in welchem ebenso das Tiermodell
einer avitalen Knochenheilung etabliert sowie der Einfluss autologer, mesenchymaler

Stammzellen auf die Knochenheilung im aPA-Modell untersucht werden sollte.
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Die Untersuchungen erfolgten dabei jeweils zum Zwei- und Achtwochen-Zeitpunkt. Eine
grof3e Fallzahl war daher notwendig. In Hinblick auf die Studie selbst war es iiberdies von
Vorteil, dass der Knochen in seiner Gesamtheit leicht als Probe gewonnen und verarbeitet
werden konnte. Dies ermdglichte die Auswertung eines die auftretende Gewebereaktionen

weitrdumig umfassenden Areals.

Das osteogene Potenzial des Knochengewebes kleiner Nagetiere ist allgemein
hoher als das des Menschen. Die physiologische Knochenregeneration nimmt hier, beziig-
lich einer kndchernen Uberbriickung des Fraktur-/Osteotomiespaltes, einen Zeitraum von
nur 4 - 6 Wochen (Mensch: mehrere Monate) in Anspruch (Hietaniemi et al., 1995). Patho-
logische Heilungsprozesse sowie auch die hier untersuchte mogliche Induktion der Kno-
chenheilung mittels lokal applizierter, autologer OPCs konnen daher bereits nach kurzer
Zeit erkannt werden. Der Vorteil der zeitnah moglichen Analyse relativiert sich jedoch da-
hingehend, dass eine zeitliche und phasische Einteilung der Knochenheilungsprozesse er-
schwert wird. Die Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen kann so nur vorsichtig
erfolgen. Da es sich bei dem hier durchgefiihrten Projekt jedoch um eine Studie im Rah-
men der Grundlagenforschung auf dem Gebiet der Knochenregeneration handelt, war der
Einsatz der Ratte als Versuchstier zu vertreten. Bei positiven Studienergebnissen kann im
Weiteren eine Spezies (z.B. das Schwein) eingesetzt werden, deren anatomisch-physiologi-
schen Gewebestrukturen denen des Menschen dhnlicher sind. So kann die klinische Rele-
vanz der Ergebnisse untermauert und eine Ubertragbarkeit in den humanmedizinischen

Bereich deutlich unter Beweis gestellt werden.

In der Studie wurden allein minnliche Ratten eingesetzt, um eine hormonelle
Modulation der Knochenheilung durch Ostrogen auszuschlieBen. Die Tiere der Versuchs-
und Kontrollgruppe unterschieden sich weder im Alter noch im Gewicht, was eine identi-
sche und vergleichbare Ausgangssituation gewéhrleistete. Eine Korpermasse von
410 - 460 g wurde angestrebt, da sich die Gefahr einer Materialermiidung des stabilisieren-
den Osteosynthese-Systems mit dem Korpergewicht der Tiere erhoht (Harrison et al.,
2003). Die Haltungsbedingungen sowie auch die grundsitzlichen Behandlungsmethoden
waren, mit Ausnahme der OPC-Applikation, in beiden Tiergruppen identisch und konnten

so keinen falsch positiven Effekt innerhalb der Studie hervorrufen.
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5.1.2 Entnahme, Kultivierung und Pridifferenzierung der MSCs

Gewinnung des Zellmaterials

Zur Gewinnung des autologen, mesenchymalen Zellmaterials wurde zunéchst
jedem Tier der OPC- und Medium-Gruppe Knochenmark aus der Tibia-Markhohle ent-
nommen. Die Knochenmarkentnahme innerhalb der Kontrollgruppe (Medium-Gruppe) er-
folgte zur Standardisierung der Ausgangssituation. Das Aspirat der Medium-Gruppe wurde
unmittelbar nach Entnahme verworfen. Um eine mogliche, die Studie beeinflussende Rei-
zung des femuralen Zielgewebes vor Beginn der Untersuchungen weitgehend zu vermei-
den, wurde das Knochenmark kontralateral, aus der Markhdhle der rechten Tibia, aspiriert.
Die Tibia als Entnahmestelle wurde hier gewéhlt da sie, im Vergleich zum Femur, von ei-
nem Weichteilmantel nur geringer Stirke umgeben ist, was einen raschen und einfachen
chirurgischen Zugriff auf den Knochen ermdéglichte. Der minimal invasive Eingriff war in-
nerhalb weniger Minuten durchzufiihren, so dass hier bedenkenlos eine kontrollierte Inha-
lationsnarkose eingesetzt werden konnte. Bei keinem der Eingriffe traten Komplikationen
auf, die Tiere erwachten wenige Minuten nach Beendigung der Narkose. Sie erholten sich
rasch und zeigten im Verlauf von zwei Wochen keine allgemein-gesundheitliche oder or-
thopéidische Beeintriachtigung. In Voraussicht auf eine nachfolgende Zellexpansion anhand
etablierter Kultivierungs- bzw. Proliferations-Techniken (Chamberlain et al., 2007) war die

Gewinnung einer kleinen Menge (1 ml) Knochenmarks ausreichend.

Anhand der Adhédrenz mesenchymaler Stammzellen am Boden der im Weite-
ren eingesetzten Kunstoffkulturflaschen (Baksh et al., 2004; Beyer-Nardi et al., 2006),
konnten die im Knochenmarks-Aspirat enthaltenden MSCs durch das Auswaschen von
Zellen des hidmatopoetischen Systems mit geeigneter Pufferlosung (PBS) sicher fraktio-

niert und zur weiteren Kultivierung gewonnen werden (Boyan et al., 1999).

Zellexpansion und Pradifferenzierung

Bei dem zur Kultivierung der MSCs eingesetzten a-DMEM + FCS (10 %) han-
delt es sich um eine in der Wissenschaft hdufig und mit Erfolg eingesetzte Medium-Kom-
bination (Jaiswal et al., 1997; Chaudhary et al., 2004). Neben der biochemischen
Zusammensetzung des Mediums wirkt die Mikroumwelt ebenso beeinflussend auf die

Zellkultur (Bianchi et al., 2001). Die aufrecht erhaltenen Umgebungsbedingungen hinsicht-
lich Temperatur (37 °C), Luftfeuchtigkeit (95 %) und CO,-Zufuhr (5 %) sind hierbei zur
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exzessiven Proliferation und Kultivierung mesenchymaler Stammzellen wissenschaftlich
etabliert (vgl. Bruder et al., 1998a; Liu et al., 2007). Die weiterfithrende Differenzierung
der MSCs ex vivo stiitzt sich neben der erndhrenden Komponente des Mediums ebenso auf
die Art und Menge zugesetzter Additiva sowie auf die bestehenden Zelldichte im Kultivie-
rungsbehiltnis (Jaiswal et al., 1997). Unter Einsatz spezifischen, osteogenen Mediums
wird so eine erfolgreiche Pradifferenzierung von MSCs zu OPCs in vitro mdglich (Chen et
al., 2008). Das in dieser Untersuchung sowie in gleicher Zusammensetzung auch bei zahl-
reichen weiteren Studien mit Erfolg zur osteogenen Prédifferenzierung von MSCs in vitro
eingesetzte Medium bestand aus Dexamethason, B-Glycerolphosphat und Ascorbinsédure
(Pittenger et al., 1999; Muraglia et al., 2000; Bianchi et al., 2001, Chamberlain et al.,
2007). Das synthetische Glukokortikoid Dexamethason fordert hierbei die Proliferation der
Zellen. Sowohl Jaiswal und Kollegen (1999) als auch Chaudhary und sein Team (2004) be-
zeichnen es als wesentlichen Zusatz eines osteogenen Mediums. Die Zugabe von B-Glyce-
rolphosphat zur Unterstiitzung der Differenzierungsrate ist ebenso obligat (Bruder et al.,
1998a). Die zugesetzte Ascorbinsidure wirkt als Antioxidans (Chen et al., 2008) ebenso wie
als Co-Faktor bei Hydroxylierung von Aminosiuren (Jaiswal et al., 1997). Da die Zellen
im Laufe ihrer Differenzierung innerhalb weniger Tage von einem anaeroben zur aeroben
Energiegewinnung iibergehen, ist das Additivum wichtige Voraussetzung zur Aufrechter-
haltung der Zellaktivitdt und biochemischen Mikroumwelt (Chen et al., 2008). Um einem
infektidosen Geschehen in Folge Kontamination bei Entnahme und Kultivierung der Zellen
vorzubeugen, wurden dem Differenzierungsmedium iiberdies Antibiotika zugesetzt. Eine
nachteilige Beeinflussung auf die Entwicklung der Zellen durch das eingesetzte Penicillin/
Streptomycin konnte hierbei bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht nachgewiesen werden (Liu et
al., 2007). Neben dem osteogenen Medium ist die Dichte der Zellen in Kultur ebenso be-
deutsam. Um ein vollstdndiges ZusammenflieBen des Zellteppichs (Konfluenz) und damit
verbundene Kontakt-Hemmung der Zellaktivitit (Jaiswal et al., 1997) entgegenzuwirken,
erfolgte bei einer 85 %igen Konfluenz die Passage der Zellen und ihre Trennung in kleine-
re Fraktionen zur weiteren Kultivierung und Pridifferenzierung. Das hierbei zur enzymati-
schen  Dissoziation  eingesetzte = Trypsin  hat  keinen  Einfluss auf die
Differenzierungskapazitit der Zellen (Jaiswal et al., 1997; Pittenger et al. 1999). Hinsicht-
lich einer Verminderung des Entwicklungspotenzials mesenchymaler Stammzellen durch

wiederholtes passagieren (Bianchi et al., 2001) konnten die Untersuchungen von Izdapanah
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und Kollegen (2005) zeigen, dass die osteogene Zelllinie auch nach wiederholter Passage
hierbei nicht wesentlich beeintrichtigt wird. Sie beschreiben ferner eine erfolgreiche osteo-
gene Pridifferenzierung unter den oben beschriebenen Bedingungen in 60 % der Fille.
Erste Differenzierungserfolge konnen bei genannter Zusammensetzung bereits nach acht

Tagen festgestellt werden (Jaiswal et al., 1997).

Die frithe osteogene Andifferenzierung von MSCs lisst sich auf Basis einer
veridnderten Morphologie und gesteigerten Alkalische Phosphatase (AP)-Aktivitit iiberprii-
fen (Chen et al., 2008). Die MSCs zeigten in der vorliegenden Studie in vitro die charakte-
ristische morphologische Verdnderung von einer kubischen zu einer spindeligen Zellform
(D’Ippolito et al., 1999) innerhalb von zwei bis vier Tagen nach Zugabe des osteogenen
Mediums. Ebenso wurde zu diesem Zeitpunkt eine erhohte spezifische Aktivitit der AP er-
mittelt. Beide Faktoren waren hinweisend auf eine osteogene Préadifferenzierung der MSCs
(Jaiswal et al., 1997). Da die morphologische Beurteilung der Zellen allein unter subjekti-
ven Kriterien erfolgte und hier keine sichere, phénotypische Definition existiert (Chamber-
lain et al., 2007), kann jedoch keine gesicherte Aussage beziiglich einer homogenen OPC-
Kultur gemacht werden. Ebenso erscheint eine gesteigerte AP-Aktivitét in der frithen Pha-
se auch bei chondrogen andifferenzierten Zellen (Lian et al., 2003). Charakteristische
OPC-Marker auf Proteinbasis sind zum jetzigen Stand der Wissenschaft kaum vorhanden
und/oder nicht zuverldssig (Choi et al., 2004; Kolf et al., 2007). So scheitert z.B. der An-
satz einer Identifizierung des fiir Osteoblasten spezifischen Oberflachenproteins Stro-1 un-
ter Einsatz monoklonaler Antikorper (Kassem et al., 2004; LeBlanc et al., 2006) an einer
moglichen Kreuzreaktion (Jones et al., 2002). Auch das oftmals als kennzeichnend be-
trachtete nicht-kollagene Matrixprotein Osteopontin zur Identifizierung von Osteoblasten
(Chen et al., 2008) wird in seiner Aussagekraft dadurch reduziert, dass es ebenso bei Syn-
theseaktivitdt hypertropher Knorpelzellen bereits frithzeitig nachgewiesen werden kann
(Lian et al., 2003, Gerstenfeld et al., 1996). Der Nachweis erfolgt dabei anhand der Detek-
tion spezifischer messanger Ribonukleinsidure (mRNA)-Sequenzen durch eine Real Time-
Polymerase-Kettenreaktion (Chamberlain et al., 2007). Chaudary und sein Team (2004) re-
gen an, durch den Zusatz spezifischer Wachstumsfaktoren (z.B. BMP-7) die Proliferation

und determinierte, osteogene Differenzierung zu unterstiitzen und zu sichern.
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In der vorliegenden Studie handelt es sich bei den in vitro aus MSCs pridiffe-
renzierten Zellen auf Grund der eingangs erwihnten charakteristischen, spindeligen Mor-
phologie sowie der detektierten, erhohten AP-Aktivitit wahrscheinlich um determinierte
Osteoprogenitorzellen. Eine Heterogenitdt der Zellkultur kann, entsprechend der Ausfiih-

rungen, hier dennoch nicht zweifelsfrei ausgeschlossen werden.

5.1.3 Modell der atrophen Pseudarthrose

Das gewihlte Tiermodell orientierte sich an den durch Hietaniemi et al. (1995)
und Kokubu et al. (2003) etablierten Modellen einer experimentellen atrophen Pseudar-
throse. Hietaniemi und Kollegen (1995) fiihrten eine Studie zur standardisierten Herstel-
lung einer non-union am Rattenfemur durch, welche Untersuchungen biochemischer
Aspekte der ausbleibenden Knochenheilung ermdglichen sollte. Alle vorangegangenen
Studien wurden vorwiegend hinsichtlich des therapeutischen Effektes elektrischer Hei-
lungsstimulation an hierfiir eigens etablierten Modellen vorgenommen (Hietaniemi et al.,
1995). Auch Kokubu und Kollegen (2003) nutzten den Rattenfemur zur Etablierung eines
non-union Modells, anhand dessen molekulare Faktoren untersucht werden sollten. Die
Osteotomie zur Induktion der aPA erfolgte in der vorliegenden Studie im wesentlich in

Anlehnung an die beiden oben genannten, etablierten Modelle.

Im Fokus der Pathophysiologie atropher Pseudarthrosen steht die biologische
Inaktivitdt des betroffenen Knochengewebes. Die hdufig zur Untersuchung eingesetzten
Distraktions-Frakturen konnen aus diesem Grund nicht als adiquate Modelle einer avitalen
Gewebesituation betrachtet werden (Yoo et al., 1998). Die Fragmentenden bleiben hier,
trotz massivem Schaden, zunichst hinsichtlich (Re-)Vaskularisation und Stammzell-Depot
biologisch integer. Eine aPA entwickelt sich ggf. allein auf Basis der Defektgrofle, welche
das bestehende Heilungspotenzial des Gewebes iiberschreitet (»critical size defect«) (Stiir-
mer, 1996). Durch massive Schiden des Periosts und des Knochenmarks kann eine erlie-
gende Knochenheilung durch gestorte Vaskularisation in Zusammenhang mit einer
nachfolgenden Beeintrachtigung der perivaskuldren Immigration mesenchymaler Stamm-
zellen und/oder Zerstorung des lokalen Stammzell-Depots hervorgerufen werden. Choi und
Mitarbeiter (2004) sehen in der Entnahme des Stammzell-Depots die wichtigste Vorausset-
zung einer aPA-Induktion. Ebenso trigt jedoch eine zerstorte GefdBversorgung in der frii-

hen Phase der Knochenheilung maB3geblich zur Entwicklung einer avitalen Pseudarthrose
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bei (Brownlow et al., 2001; Reed et al., 2003). Sowohl Hietaniemi und Kollegen (1995),
als auch Kokubu und sein Team (2003) wihlten eine thermische Zerstdrung der duBeren
Knochenhaut 2 mm proximal und distal des Osteotomiespaltes, um eine aPA zu induzie-
ren. Die bei Hietaniemi et al. (1995) eingesetzte Marknagelung zur Stabilisierung der Os-
teotomie fithrte neben einer Schidigung des Knochenmarks ebenso zu einer bewusst
provozierten Rotationsinstabilistit. In Folge der stimulierenden, mechano-physikalischen
Reizgebung auf das Gewebe entwickelte sich dabei zunéchst eine hypertrophe Pseudar-
throse. Ein atrophes Erscheinungsbild konnte erst nach einem Jahr dargestellt werden. In
der vorliegenden Studie wurde die dulere Knochenhaut, analog der Modelle Hietaniemis et
al. (1995) und Kokubus et al. (2003), thermisch zerstort sowie iiberdies das Knochenmark
entfernt, um die periostale/endostale Blutversorgung zu unterbinden und gewebestindige
multipotente Stammzellen weitmdglichst zu entnehmen. Es wurde jedoch eine stabile Fixa-
tion der Zusammenhangstrennung angestrebt, da allein der Einfluss der applizierten OPCs
auf die Initiierung der Knochenheilung untersucht werden sollte. Eine bestehende Instabili-
tat fithrt zum Einen iiber die so stimulierte Expression von lokalen Mediatoren und Pros-
taglandinen zu einer Beeinflussung der biochemischen Mikroumwelt (Hietaniemi et al.
1995), zum Anderen zu einer direkten Stimulation der Knochenregeneration durch differie-
rende und stimulierende mechanische/physikalische Belastungsreize (Carter et al., 1998).
Beide Faktoren mussten hier weitgehend ausgeschlossen werden, um eine zuverlédssige
Aussage iiber den alleinigen Einfluss der OPCs zu ermoglichen. Die stabile Versorgung
der Osteotomie war dabei einer erfolgreich zu induzierenden Knochenheilungsstorung
nicht hinderlich. Nach den Untersuchungen von Choi und Kollegen (2004) ist die Entste-

hung einer aPA unabhéngig von einem konstanten Bewegungsreiz.

Um eine stabile Fixation der Zusammenhangstrennung des Knochens innerhalb
der Studie zu erzielen, kam ein unilateraler Fixateur externe (FE) zum Einsatz. Es handelt
sich dabei um eine in human- und tierexperimentellen Studien zur Frakturheilung hiufig
genutzte, unkomplizierte und effektive Technik der rigiden Frakturstabilisierung (Braun et
al., 1999). Um die Steifigkeit des Systems zusétzlich zu erh6hen, wurde ein Pin-Durchmes-
ser von 1,25 mm bei einer Bohrlochweite von 1 mm gewéhlt (Kokubu et al. 2003, Mark et
al., 2003, Harrison et al., 2003). Der FE wurde in dieser Studie einer Intramedullar- oder
Plattenosteosynthese vorgezogen, um die Gefahr einer Beeinflussung des Heilungsgesche-

hens durch direkten Kontakt der Fremdimplantate zu Gewebe, Heilungsmediatoren und
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den eingesetzten Zell-/Medium-Suspensionen weitgehend auszuschlieBen. Ebenso ermog-
lichte die externe Fixation eine sichere Analyse/Beurteilung des endostalen Regenerations-
geschehens. Bei einer Versorgung mittels intramedullarer Fixation wére dies so nicht
moglich gewesen. Dariiber hinaus erschwert eine intramedullare oder auch Platten-Osteo-
synthese die Reproduzierbarkeit des Modells (Mark et al., 2003). Der Abstand des Stabili-
sations-Systems vom zu behandelnden Knochenareal ermoglichte die gezieltere
Platzierung der Zell-/Medium-Suspension in den Osteotomiespalt. Die Entfernung des
Systems zum Knochen konnte dabei anhand der beiden hierzu verwendeten Verbindungs-
balken eines weiteren FE sicher standardisiert werden, wie die radiologischen Aufnahmen
bewiesen. Die Risiken der Technik liegen im Auftreten von Weichteil- und/oder tiefen
Knocheninfektionen mit nachfolgend auftretenden Lysen und Nekrosen im betroffenen
Gewebe durch eine Wechselwirkung mit den eingesetzten Pins (»Pintraktinfektion«) (Br-
adley et al., 1980). Ebenso besteht die Gefahr eines Stabilititsverlustes durch Lockerung
der eingesetzten Drihte und Dislokation der Knochenfragmente (Mark et al. 2003). Bei
den an der Studie beteiligten Tieren waren jedoch weder Materialermiidungen noch Infek-
tionen festzustellen. Radiologisch und auch histologisch waren keine Anzeichen einer hy-
pertrophen Pseudarthrose oder Fragmentverschiebungen binnen beider Gruppen zu
erkennen. Die angestrebte stabile Fixation wurde demnach erreicht. Der histologisch und
histomorphometrisch innerhalb des Osteotomiezone detektierte hohe Bindegewebsanteil
weis auf eine erfolgreiche Induktion einer Knochenheilungsstorung hin (Volpon, 1994;
Hietaniemi et al. 1995; Choi et al., 2004) (siche 4.2.3). Es bleibt jedoch zu beriicksichtigen,
dass die physiologische Knochenheilung bei der Ratte einen Zeitraum von 4-6 Wochen be-
notigt (Hietaniemi et al. 1995). In Anlehnung der humanen Definition einer non-union
kann erst nach Ablauf der als physiologisch zu betrachtenden Heilungszeit in Verbindung
mit morphologischen Charakteristika sicher von einer vollstindig erliegende Knochenhei-
lung gesprochen werden (Schweiberer et al. 1999). In der vorliegenden Studie war daher
nach einer Standzeit der Tiere von nur zwei Wochen die Entwicklung einer manifesten
aPA fraglich. Das Tiermodell der Studie fiihrte jedoch erfolgreich eine Situation herbei,
welche im weiteren Verlauf zu einer atrophen Pseudarthrose fithren konnte. Dies konnte

sowohl histomorphometrisch als auch histologisch bewiesen werden.

Nach Induktion der aPA-Situation wurde den Tieren der OPC-Gruppe zwei

Tage nach Operation eine Suspension aus osteogen pradifferenzierten MSCs resp. OPCs
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und Medium lokal in den Osteotomiespalt injiziert. Um den Einfluss des eingesetzten Sus-
pensionsmittels auf die Knochenheilung dabei auszuschlie3en, erhielten die Tiere der Kon-
trollgruppe ein dquivalentes Gesamt-Volumen des Mediums in den Spalt appliziert. Die
gleiche Vorgehensweise nutzten auch Liu et al. (2007) sowie Shao et al. (2007) fiir ihre
Untersuchungen bei weitgehend identischer Zusammensetzung des Mediums. Die Fiihrung
der Kaniile entlang der Nut des FE unterstiitze eine sichere und genaue Zell-/Medium-Ap-
plikation. Dennoch gestaltete sich die exakte medulldre Platzierung schwer, da die Weite
des Osteotomiespaltes nur gering und die Kontrolle des Kaniilensitzes allein unter manuel-
ler und taktiler Kontrolle erfolgen konnte. Die erfolgreiche Applikation wurde in Vorberei-
tung auf das Projekt mittels einer Injektion von rontgendichtem Kontrastmittel in den

Osteotomiespalt unter Durchleuchtungskontrolle weitmoglichst routiniert.

5.1.4 Probengewinnung und Aufbereitung

Nach zwei Wochen wurden der osteotomierte Femur in Verbund mit dem FE
als Probe von allen Tieren gewonnen. Dieses Vorgehen erleichterte die Entnahme des
Knochens und sicherte iiberdies ein Fortbestehen der Osteotomie-Stabilisierung, so dass
entstandenes Regenerationsgewebe von mechanischen Belastungen resp. ZerreiBungen
verschont werden konnte. Der FE verblieb dabei am Knochen, bis das zur Fixation einge-
setzte Formaldehyd das Gewebe soweit ausgehértet hatte, dass dieser komplikationslos

entfernt werden konnte.

Bei Herstellung der Schnittpriaparate waren wiinschenswerte Serienschnitte in-
nerhalb der erreichten Zielebene nur schwer moglich. Im Falle der in Kunststoff eingebet-
teten, unentkalkten Priparate beeintrachtigten auch nur die geringsten, nicht vollstindig
infiltrierten Gewebeareale die Herstellung eines einheitlichen histologischen Schnittpripa-
rates, so dass zahlreiche Schnitte einer Ebene aufgrund von Zerreiungen verworfen wer-
den mussten. Traten Rupturen der Knochenstruktur in Folge ungeniigender Infiltration
gehiduft auf, mussten die Priparate in MEA wieder aufgelOst und einer erneuten Pré- so-
wie Infiltration unterzogen werden. Die Schneideergebnisse wurden so optimiert. Dennoch
auftretende Risse innerhalb der histologische Priparate wurden anhand der computerge-
stiitzten Analyse erkannt und manuell aus der Auswertung entfernt. Im Falle der in Paraffin
eingebetteten, entkalkten Femora fiihrte die rasche Erwdrmung und damit Erweichung des

Wachsgemisches wihrend des Schneidens zu einem leichten Verschieben der Gewebe-
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strukturen, in dessen Folge auch hier verwertbare Serienschnitte nur erschwert moglich
waren. Die dem entgegengesetzte, wiederholte Kiihlung der Préiparate konnte das Risiko

zwar vermindern, jedoch nicht vollig beseitigen.

Zur Unterscheidung der mineralisierten und nicht-mineralisierten Anteile wur-
den die unentkalkten Prdparate der Subgruppe I zunichst nach Safranin Orange/Lichtgriin
gefirbt. Dabei ergab sich jedoch das Problem einer auch nach wiederholten Firbeversu-
chen innerhalb der Gruppe nur inhomogenen Anfirbung des Knorpelgewebes. Aus diesem
Grund wurden die Knorpelareale anhand von Safranin Orange/von Kossa (SvK) gefarbten
Priparaten ausgewertet. Binnen der computergestiitzten Analyse musste der Knorpel dabei
manuell eingezeichnet werden, was die sonst objektiven Analyse-Ergebnisse subjektivier-
te. Es wurden daher vier Schnitte pro Tier zur histomorphometrischen Auswertung heran-
gezogen und der Mittelwert gebildet, um Messfehler zu minimieren. In diesem
Zusammenhang wurde dariiber hinaus auch die immunhistologische Kollagen II-Firbung
der entkalkten Priparate (Subgruppe II) herangezogen. Die Kollagen II-Analyse diente pri-
mér als Marker der friihen Knorpelbildung, wurde jedoch iiberdies eingesetzt, da die Knor-
pelanteile der femoralen Kortikalis von Tier zu Tier erheblich variierten. Sie ermdglichte
eine zusdtzliche, histomorphometrische Absicherung der in der SvK-Analyse erhobenen
Ergebnisse hinsichtlich des neu entstandenen Knorpelgewebe-Anteils. Die Anfirbung der
histologischen Prdparate nach Movat Pentachrom in Subgruppe I erlaubte eine farben-
prachtige Unterscheidung von knochernen und nicht-kndchernen Gewebeanteilen. Dies
verbesserte eine diffizile Gewebeanalyse innerhalb der deskriptiv histologischen Auswer-
tung. Uberdies war es zur Berechnung der Dichte von Osteoklasten und GefiBen sowie des
prozentualen Kollagen II-Anteils notwendig, die zu dem jeweiligen Tier gehdrigen, ent-
sprechenden bindegewebigen und kndchernen Bezugsflichen genau zu ermitteln. Die SvK
gefirbten Préparate der Subgruppe II konnten daher hier nicht verwendet werden, da es

sich nicht um die gleichen Tiere handelte.
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5.1.5 Auswertung

Die Hohe der ROI wurden so gewdhlt, dass sich die Auswirkungen der vorge-
nommene Osteotomie sowie der OPC-Injektion, welche innerhalb des Areals durchgefiihrt
wurden, deutlich zeigten. Eventuell auftretende Gewebereaktionen im Bereich der Pin-
Verankerung im Knochen waren nicht Gegenstand der Studie und wurden daher nicht in
die ROI mit eingeschlossen. Die Breite des Auswertungsareals wurde von Tier zu Tier so
festgelegt, dass sie alle in ihrer Ausdehnung individuell erscheinenden Strukturverinderun-
gen resp. das gesamte entstandene weiche Kallusgewebe zuverlédssig einschloss. Gestiitzt
wurde die Wahl des Gesamt-Auswertungsgebietes durch eine vorhergehende lichtmikro-

skopische Betrachtung der gefirbten Priparate.

Histomorphometrie

Innerhalb der computergestiitzten Bildanalyse wurde die Hohe der ROI durch
das Programm festgelegt, die Breite wurde individuell entsprechend der maximalen Aus-
dehnung des entwickelten Gesamt-Kallus manuell definiert. Eine Validierung der histo-
morphometrisch erfassten absoluten Einzelergebnisse [mm?] konnte in den so
tierspezifisch unterschiedlich groen ROIs anhand der objektivierenden prozentualen An-

teilsberechnung zufriedenstellend erreicht werden.

Der Vorteil der computergestiitzten Untersuchung lag in einer weitgehend ob-
jektiven, weil automatisierten Beurteilung der zur Auswertung vorliegenden Préiparate. Das
Prinzip der individuell an die jeweiligen Farbungen anzupassenden Programme besteht da-
bei in einer moglichen Detektion und Kategorisierung bestimmter Gewebetypen bzw. -fla-
chen anhand unterschiedlicher Farbpixel. Im Fall der Safranin Orange/von Kossa (SvK)
gefirbten Priparate ergab sich dabei folgende Problematik: Zum Einen erschienen die
Ubergange des kndchernen Gewebes zu nicht-mineralisierten Anteilen (Bindegewebe) oft-
mals in einer tief dunkelroten Farbe, welche das Programm irrtiimlich als mineralisiert ein-
ordnete, zum Anderen war eine exakte Festlegung der Hartkallusgrenzen am kortikalen
Ubergang, aufgrund der identischen, schwarzen Anfirbung beider Gewebe-Bereiche, nur
schwer moglich. Um diese individuellen Fehlerquellen in der Datenverarbeitung zu mini-
mieren, wurde eine begleitende mikroskopisch-histologische Kontrolle vorgenommen, an-
hand derer eine manuelle Korrektur durchgefithrt wurde. Ebenso mussten durch die

Herstellung der Schnittpriparate aufgetretene Artefakte als solche erkannt, histologisch
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tiberpriift und manuell aus der computerisierten Auswertung entfernt werden. Wenngleich
zur Minimierung der Fehlerquelle geeignet, musste die subjektive histologische Beurtei-
lung beider Aspekte innerhalb der computergestiitzten Auswertung dennoch als subjekti-
vierendes Kriterium bei Betrachtung der Ergebnisse beriicksichtigt werden. Die
Auswertung von vier SvK-Schnittpriparaten pro Tier sowie die Ermittlung des Mittelwer-
tes aus den vorliegenden Ergebnissen konnte die Fehlerquelle zwar unterstiitzend minimie-

ren, jedoch nicht vollstindig ausschlieBen.

Um histomorphometrisch eine objektiv vergleichbare Beurteilung der unter-
schiedlichen, detektierten Gewebeflichen des Gesamt-Kallus durchfiihren zu kénnen, wur-
den die ermittelten absoluten Flachen [mm?] der verschiedenen Gewebetypen innerhalb der
SvK-, Kollagen II- sowie auch Movat Pentachrom-Auswertung, mit der jeweiligen Ge-
samtfldche in Bezug gesetzt und so deren prozentualer Anteil ermittelt. Die alleinige Beur-
teilung der Absolutflichen hitten hier zu falschen Gruppenaussagen fithren kdnnen. Der
auftretende tierindividuelle Unterschied binnen der absoluten Gesamtflichen [mm?] konnte
durch das Errechnen der entsprechenden prozentualen Anteile als subjektivierendes Krite-

rium jedoch weitgehend ausgeschlossen werden.

Histologie
Deskriptive Histologie

Die Ergebnisse der deskriptiven Histologie stehen in Auftreten und Auspri-
gung allein auf Basis einer subjektiven Beurteilung durch die Untersucherin. So wurde
auch der Rahmen der zu untersuchenden Gesichtspunkte hier durch die untersuchende Per-
son selbst festgelegt. Die histologische Analyse der Movat Pentachrom gefirbten Préparate
diente innerhalb sowie auch zwischen den Tiergruppen einer vergleichenden, allgemeinen
Ubersicht auftretender Gewebeanteile sowie deren Lokalisation und Ausbreitung. Ebenso
wurde die genaue Identifikation und Gewebeposition auftretender Zelltypen ermdglicht.
Die als rein subjektiv zu betrachtenden Ergebnisse der deskriptiven Analyse konnte den-
noch unterstiitzend und iiberpriifend zu den histomorphometrisch erfassten Werten hinzu-

gezogen werden.
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Gefdf- und Osteoklastenzihlung
Da zur Berechnung der Gefid3- und Osteoklastendichte [n/mm?] die innerhalb
der histomorphometrischen Untersuchung ermittelten Bindegewebs- resp. Knochenflidchen
herangezogenen wurden, erfolgten die Zdhlungen analog in den fiir die computergestiitzte

Analyse festgelegten Sub-ROls.

Die zur Zihlung der Gefile eingesetzte immunhistochemische Firbetechnik
lieB das als Antigen wirkende a-Smooth Muscle Actin der glatten Gefdmuskulatur leuch-
tend rot erscheinen, die Kapillaren waren so optisch eindeutig im Gewebe zu identifizieren.
Allein in der frithen angiogenen Entwicklungsphase, in welcher neugebildete Endothelzel-
len den Hauptbestandteil der Gefid3e bilden, ist eine eindeutige Anfirbung nicht zu errei-
chen (Schiebler, 1986). Die in diesem Fall aufgrund noch nicht ausreichend entwickelter
glatter Muskulatur teilweise nur schwache Farbgebung, erschwerte die Auszidhlung. Eben-
so wurde vereinzelt glatte Muskulatur nicht angefarbter Kapillargefd3e im histologischen
Bild erkennbar. Individuelle Unterschiede konnten daher nicht sicher ausgeschlossen und
mussten bei Betrachtung der Ergebnisse beriicksichtigt werden. Anhand eingescannter Pri-
parate wurde die Zahlung manuell vorgenommen und mit Hilfe eines Bildverarbeitungs-
programmes bereits erfasste Strukturen farblich markiert. So konnte eine Mehrfachzihlung

vermieden und die Genauigkeit der Ergebnisse erhoht werden.

Die enzymhistochemische Farbung der Tartrat-resistenten, sauren Phosphatase
(TRAP) ermoglichte die Darstellung und Ziahlung der aktiven Osteoklasten durch deren in-
tensive, rosa Anfiarbung (Schell et al., 2006). Dabei ergaben sich Unterschiede in der Farb-
sattigung einzelner Osteoklasten innerhalb der Pridparate sowie zwischen den einzelnen
Schnitten. Dies resultierte wahrscheinlich aus einer unterschiedlich starken Aktivitét des
detektierten Enzyms. Ebenso wurden die Knochenpriparate vor Herstellung der histologi-
schen Schnitte in 60 °C heilem Paraffin infiltiert. Die Gefahr einer Beeintrichtigung oder
Denaturierung des hitzelabilen Enzyms war hierbei gegeben. Das Umwickeln der Femora
mit Gaze bei Infiltration verminderte das Risiko, konnte es jedoch nicht vollsténdig beseiti-
gen. Die unterschiedliche Stirke des Textils und damit verbundene differierende Tempera-
turen am Knochen erkldren hier wahrscheinlich die variierende Anfirbung der
Osteoklasten innerhalb eines Priparates. Von Nachteil war in der Auswertung, dass sich
die knocherne Bezugsflichen zur Dichtebestimmung [n/mm?] nicht nach mineralisiertem

und nicht-mineralisiertem Anteil exakt unterscheiden liesen, da sie an den jeweils tierspe-
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zifischen entkalkten Paraffin-Préparaten vorgenommen werden mussten (siche Histomor-

phometrie).

Die Osteoklastenzdhlung erfolgte zur klaren Darstellung der Zellen lichtmikro-
skopisch bei einer 20fachen VergroBerung. Aufgrund der enormen Gro3e des Datenpakets
beim Einscannen der Priparate musste hier auf eine unterstiitzende digitale Bildverarbei-
tung, wie sie innerhalb der Gefdazédhlung moglich war, verzichtet werden. Um individuelle
Fehlerquellen durch eine wiederholte Zihlung einzelner Zellen und die leichte Verschieb-
lichkeit der eingesetzten ROI-Schablone dennoch zu minimieren, wurde jedes Préparat
dreifach gezéhlt und der Mittelwert zur Berechnung der Osteoklastenanzahl pro Quadrat-

millimeter herangezogen.
5.2 Ergebnisse der Studie

5.2.1 Operationsverlauf und Tierkontrolle

Die Osteotomie verlief bei allen Tieren komplikationslos. Einige Minuten nach
dem Eingriff gelangten die Tiere zu Bewusstsein, verhielten sich munter und medizinisch
unauffillig. Die osteotomierte Gliedmalle wurde wenige Stunden nach der Operation von
allen Tieren wieder belastet, auch nach Abklingen der Schmerzmedikation. Es konnten im
Verlauf der Tierkontrollen in beiden Tiergruppen keine Anzeichen einer bestehenden In-
fektion festgestellt werden. Die Gewichtsabnahme der Tiere erklért sich wahrscheinlich
durch den mit der Operation verbundenen Stress. Der Korper reagiert auf seine
physische/psychische Unversehrtheit angreifenden Reize dabei durch eine gesteigerte
Sympathikusaktivitdt, welche u.a. zu verminderten Verdauungsvorgingen fiihrt und so die
Energieversorgung des Organismus beeintrichtigt (Liebich et al., 1999). Die Kontrollgrup-
pe wies hier ein geringeres Korpergewicht gegeniiber der OPC-Gruppe auf. Die Stoffwech-
selleistung resp. der Energiebedarf erhohte sich in Folge des Gewebeschadens durch
Osteotomie und damit verbundenen, beginnenden Reparationsprozessen des Organismus
(Hulth, 1989; Frost, 1989b). Der im Verhiltnis verminderte Erndhrungszustand der Medi-
um-Tiere fiihrte dadurch wahrscheinlich zu einer Beeintriachtigung der Thermoregulation,

somit zu niedrigeren Korpertemperaturen in dieser Gruppe.

Die Frage nach der gesteigerten Stress-Situation innerhalb der Medium-Gruppe

lasst sich dabei nicht eindeutig kldren. Da die beiden Tiergruppen zwar nach identischer
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Vorgehensweise, jedoch nicht in einem identischen Zeitraum operiert wurden, kdnnte es
sich um ein Resultat zusétzlichen Stress auslosender Faktoren, durch z.B. haltungsbeding-

te, unterschiedliche Umwelteinfliisse handeln.

5.2.2 Radiologie

Zwei Wochen nach Osteotomie war der Osteotomiespalt (OS) in beiden Grup-
pen gleichermallen noch deutlich zu erkennen. Es wurde weder eine Erweiterungen des OS
noch Dislokationen der Fragmentenden festgestellt. Eine rontgendichte Uberbriickung des
Spaltes lag bei keinem der Tiere vor, war jedoch zu dieser frithen Phase der Heilung auch
nicht zu erwarten. Wolkige Verschattungen im periostalen medialen und lateralen Kortika-
lisverlauf auBerhalb der deperiostierten Zone waren hinweisend auf eine beginnenden Ge-
flechtknochenformation bzw. Mineralisierung, konnten jedoch radiologisch zu diesem
frithen Zeitpunkt nicht eindeutig diagnostiziert werden. Im endostalen Areal waren in kei-
ner der beiden Gruppen Verschattungen sichtbar, welche auf eine beginnende kndcherne
Kallusbildung hinweisen konnten. Charakteristika einer vorliegenden atrophen Pseudar-
throse konnten demnach hinsichtlich ausbleibenden Uberbriickung und Persistenz des OS
sowie einer fehlende eindeutigen Kallusentwicklung innerhalb der periostalen und endosta-
len Osteotomie-Zone verzeichnet werden (vgl. Hietaniemi et al., 1995; Josten et al., 1996).
Da jedoch bei allen Tieren beider Gruppen zu dem frithen Untersuchungszeitpunkt von
zwel Wochen nach Osteotomie weder eine Erweiterung des OS, noch Abrundungen der
Fragmentenden (Volpon et al., 1984, Braun et al., 1999) sichtbar waren, konnte im Rah-
men der radiologischen Untersuchung lediglich der Hinweis auf die vermutliche Entwick-
lung einer aPA, jedoch nicht auf deren Manifestation formuliert werden. Ebenso wiesen
die rontgendichten Verschattungen auf neu gebildete Strukturen innerhalb einer beginnen-
den Regeneration des Knochens auBlerhalb des beeintrichtigten Gewebes hin, blieben je-

doch an dieser Stelle ohne Beweiskraft.

5.2.3 Histomorphometrie und Histologie

Innerhalb der Studie war zwei Wochen nach lokaler Applikation der autologen,
osteogen pridifferenzierten Stammzellen (OPCs) in den Osteotomiespalt ein Einfluss der
OPCs in Form einer Initiierung der Knochenheilung feststellbar. Die ermittelten Effekte
entsprachen dabei dennoch weder in ihrer Art noch in ihrer Ausprigung den erwarteten Er-

gebnissen der Studie.
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Kallusgewebe entwickelte sich in beiden Tiergruppen endostal und periostal.
Der knocherne Anteil des Kallus entstand dabei jedoch mehrheitlich fern des Osteotomie-
spaltes, abseits der zur Induktion einer aPA-Situation chirurgisch manipulierten Knochena-
reale. Er bildete sich somit nahezu ausschlieBlich in Bereichen erhaltener Gewebe-
Vitalitit. Die duflere Knochenhaut hob sich im Verlauf der periostalen Kallusentwicklung
dabei charakteristisch mantelformig (Webb et al., 2000; Ito et al., 2000) von der Kortikalis
ab. Allein periostal medial konnte in der OPC-Gruppe auch innerhalb der unmittelbaren
Osteotomiezone, im deperiostierten Areal, knorpeliges Kallusgewebe histologisch darge-
stellt und histomorphometrisch detektieren werden. Ein Kontakt mit der Kortikalis bestand
dabei dennoch nur bis an die Grenze des intakten Periosts. Im deperiostierten Bereich hob
sich der entstandene Kallus erkennbar in Richtung des umliegenden Weichteilgewebes ab.
Die Hilfte der OPC-Tiere zeigte dabei eine knorpelige Kallusentwicklung bis in die Nédhe
des Osteotomiespaltes. Entsprechend des radiologischen Bildes kam es dennoch in keiner
der beiden Tiergruppen zu einer endostalen und/oder periostalen Uberbriickung der Frag-
mentenden durch den entstandenen Kallus. Die anhand der histomorphometrischen Analy-
se bestimmten Flichen des endostalen Kallus entsprachen sich zwischen den Tiergruppen
weitgehend. Die Betrachtung des periostalen Kallus erbrachte zunéchst histologisch, unge-
achtet der Tiergruppe, eine grolere Menge auf medialer Seite des Knochens gegeniiber der
Lateralen. Der Gruppenvergleich verdeutlichte, dass sich iiberdies die Flache des periosta-
len Kallus in der OPC-Gruppe deutlich groBer als in der Medium-Gruppe darstellte. Diese
innerhalb der Histologie als subjektiv zu betrachtende Feststellung konnte anhand der hi-
stomorphometrischen Untersuchung objektivierend bewiesen werden. Die OPC-Tiere zeig-
ten hier eine signifikant (p < 0,01) groBere periostale Kallus-Gesamtfliche gegeniiber der
Medium-Gruppe. Der histologische Gruppenvergleich zeigte iiberdies, dass sich bei den
OPC-Tieren v.a. medial periostal mehr Kallus entwickelte als bei den Medium-Tieren. Im
lateralen Bereich hingegen waren die Mengen periostalen Kallusgewebes beider Gruppen

gleich.

In Hinblick auf die in der vorliegenden Studie angestrebte Situation einer mas-
siv beeintrichtigten Knochenheilung bei stark eingeschrinkter Bioaktivitit des Gewebes
lassen die genannten Ergebnisse ein erfolgreich vermindertes osteoregeneratives Potenzial
im unmittelbaren Bereich der Osteotomie des Knochens (Osteotomiezone) erkennen. Bei

erhaltener Vitalitit des Knochengewebes ist die endostale und periostale Kallusentwick-
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lung ein charakteristisches, zeitiges Phinomen innerhalb der sekundéiren Knochenheilung
(Frost, 1989b; Hietaniemi et al., 1996), welches ebenso im Falle einer Osteotomie in Er-
scheinung tritt (Carter et al., 1998). Die Entwicklung von Kallusgewebe beschrinkte sich
jedoch innerhalb der Studie mehrheitlich auf osteotomiespaltferne Areale. Sie verlief somit
jenseits der gezielt chirurgisch zerstorten, funktionell an der Knochenregeneration beteilig-
ten Einheiten Periost und Knochenmark (Schweiberer et al., 1999) in biologisch weitge-
hend integeren Gewebebereichen. Dies weist auf die erfolgreiche Induktion einer Stérung
der Knochenheilung im manipulierten und folglich biologisch stark beeintrachtigten Kno-

chenareal der Osteotomiezone hin.

Die Zusammensetzung des Kallus bestand bei den Versuchs- und den Kontroll-
tieren iiberwiegend aus Bindegewebe sowie (Geflecht-)Knochengewebe und hyalinem
Knorpel. Dies entsprach einer zum Zweiwochen-Zeitpunkt erwarteten Gewebekombination
des Kallus im vitalen Knochenbereich (vgl. Boyan et al. 1999; Hietaniemi et al., 1996).
Der knocherne Anteil des Kallus entwickelte sich dabei iiber physiologische desmale so-
wie enchondrale Ossifikation und stellte sich in Form einer fiir Geflechtknochen charakte-

ristischen, ungerichteten Bélkchenstruktur (Einhorn, 2005) dar.

Entsprechend der frithen Phase einer aPA-Situation wies der Osteotomiespalt
beider Gruppen keine sichtbaren resorptiven Randverdnderungen oder Erweiterungen auf.
Die histologisch erkennbaren, leichten Verluste scharfer kortikaler Kanten in beiden Tier-
gruppen sind angesichts der hier nur einzeln zu lokalisierenden Osteoklasten auf bei Her-
stellung der histologischen Prdparate entstandene Schneide-Artefakte zuriickzufiihren. Die
Kallusentwicklung im endostalen, ungeschidigten Knochenareal ging vorwiegend von den
histologisch durch hdmoretikuldres Gewebe gekennzeichneten vitalen Strukturen des Kno-
chenmarks aus und erfolgte iiber desmale und in geringem Maf3e auch enchondrale Kno-
chenneubildung (vgl. Boyan et al., 1999). Syntheseaktive Osteoblasten sowie wenige
Matrix produzierende Knorpelzellen konnten hier mikroskopisch gesehen werden. Ebenso
besaBlen periostal die an der Heilung maBgeblich beteiligten Strukturen der dufleren Kno-
chenhaut (Yoo et al., 1998, Saris et al., 1999) abseits des deperiostierten Osteotomieberei-
ches die biologische Kapazitit iiber desmale und enchondrale Ossifikation Kallusgewebe
aufzubauen. Osteoblastensdume an der Oberflidche des periostalen Kallus sowie innerhalb
der Kavernen des hier entstandenen Geflechtknochens weisen dabei v.a. auf desmale Kno-

chenneubildung hin. Das hyaline Knorpelgewebe des Kallus sowie die stellenweise histo-
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logisch aufzufindende beginnende Kalzifizierung der Knorpelmatrix kennzeichnen eine

parallele Entwicklung via enchondraler Osteogenese (vgl. Braun et al., 1996; Lane, 1998).

Die Entwicklung von Kallusgewebestrukturen im medialen periostalen Areal
der OPC-Gruppe, welche iiber die Grenze des erhaltenen, vitalen Periostbereiches hinaus
und iiberdies bei der Hélfte der OPC-Tiere bis in die Nihe des Osteotomiespaltes reichte,
ist hier hinweisend auf einen erfolgten osteoinduktiven Einfluss der transplantierten OPCs.
Zwar waren die Gewebereaktionen insgesamt innerhalb beider Tiergruppen periostal medi-
al stirker als lateral, aber im Vergleich in der Versuchsgruppe noch deutlich ausgeprégter
als in der Kontrollgruppe, was fiir die Abhédngigkeit des Phinomens von den applizierten

OPC:s spricht.

Der auffilligen, allgemein gesteigerten Gewebeentwicklung im medialen Be-
reich liegt vermutlich eine erhohte biologische Aktivitit dieses Areals zugrunde, da wih-
rend der Durchfiihrung der Osteotomie das mediale Gewebe wahrscheinlich einer weniger
starken Beeintrichtigung gegeniiber dem lateralen Knochen- und umliegenden Weichteil-
gewebe unterlag. Der laterale Zugang bei Operation sowie die iiberwiegend von lateral
durchgefithrten Manipulationen bedeuteten hier eine gegeniiber der medialen Seite hohere
mechanische und strukturelle Belastung sowie funktionelle Beeintrichtigung. In deren Fol-
ge wurde das regenerative Potenzial auch auBerhalb der Osteotomiezone mdoglicherweise
lateral etwas vermindert. Die im lateralen periostalen Areal auftretenden, gleich grofen
Kallusflichen in beiden Tiergruppen entkréfteten den sich medial periostal darstellenden
Einfluss der OPCs in Form stirkerer Kallusentwicklung nicht. Vielmehr war in Kontex
dessen zundchst die Lokalisation der applizierten Vorlduferzellen zu hinterfragen. Die Si-
cherung einer angestrebten medulldren Zell-Injektion wurde im wesentlichen anhand der
Fiihrung der Kaniile unter palpatorischer Kontrolle sowie taktil-sensorischer Erfassung des
Osteotomiespaltes mit der Kaniilenspitze durchgefiihrt. Aufgrund der geringen Weite des
Osteotomiespaltes und dem ebenso kleinen Gesamt-Durchmessers des Rattenfemurs kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die OPCs auch in den periostalen Bereich appliziert
wurden, hierbei vornehmlich auf medialer Seite. Die Position der Tiere in linker Seitenlage
wihrend der Zell-Medium-Injektion konnte iiberdies in Hinblick auf das technische Vorge-
hen sowie einwirkenden Gravitationskrifte eine verstirkte, mediale Lokalisation der OPCs
bewirkt haben. Die geringe Viskositit der Suspension begiinstigte unter Umstidnden hier

ebenso eine Dislokation der enthaltenen OPCs via Diffusion.
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Die quantitative Flachenanalyse des medulldr entstandenen Gewebes zeigte,
dass die endostale Osteotomiezone binnen beider Tiergruppen mehrheitlich mit bindege-
webigen Strukturen (ca. 60-70 %) ausgefiillt war. Endostal blieb folglich in der Versuchs-
gruppe im unmittelbaren Bereich der Osteotomiezone, dem angestrebten Ort der OPC-
Applikation, eine im Besonderen erwartete, zellinduzierte Knochenheilung oder auch os-
teokonduktive Gewebedifferenzierung innerhalb der ausgedehnten bindegewebigen Struk-
turen ginzlich aus. Der Anteil detektierten Knochengewebes und mineralisierten
Knochengewebes beschriankte sich endostal allein auf osteotomiespaltferne Kallusbereiche.
Die histomorphometrischen und histologischen Ergebnisse der (mineralisierten) Knochen-
und Bindegewebsflichen entsprachen dabei denen der mit zellfreiem Medium versorgten
Kontrollgruppe. Histomorphometrisch detektierte Anteile hyalinen Knorpelgewebes lagen
endostal in beiden Tiergruppen im Median bei 0 %. Die Kollagen II-Analyse unterstiitzte
die hier erhaltenen Ergebnisse. Ebenso wies keine der beiden Tiergruppen im Median Kol-
lagen II positive Gewebeanteile resp. Knorpelgewebe unmittelbar im Osteotomiespalt auf
(0 %). Den genannten Ergebnissen entsprechend dominierte das entstandene Fasergewebe
den Osteotomiespalt in beiden Tiergruppen, was auf die Entwicklung von reparativem Er-
satzgewebe an Stelle von regenerativen Gewebereaktionen und somit einem endostal aus-
bleibenden Einfluss der OPCs auf die Knochenheilung hinweist. Die Gewebeanalyse lief3
hier vielmehr iiberwiegend morphologische Charakteristika einer sich entwickelnden aPA,
in Form von fibros-bindegewebigen Strukturen im Osteotomiespalt, erkennen (vgl. Vol-
pon, 1994; Hietaniemi et al., 1995; Boyan et al., 1999). Sowohl in der OPC-Gruppe als
auch in der Medium-Gruppe wurde iiberdies histologisch eine senkrecht zur Knochenachse
verlaufende Abdichtung des Markraumes durch kndchernes Kallusgewebe bei allen Tieren
sichtbar. Der vordergriindig zu einer verbesserten interkortikalen Stabilitdt beitragende
Vorgang einer medulliren Markraumabdichtung durch knochernes Kallusgewebe (Brigt-
hon et al., 1984) kann jedoch ebenso, im Zusammenhang mit der endostal ausbleibenden
osteogenen Organisation des Bindegewebes, Hinweis auf die fortschreitende Ausbildung

einer aPA im klassischen Sinne eines Fehlgelenkes sein.

Auch im periostalen Bereich dominierten bindegewebige Strukturen im deperi-
ostierten Bereich beider Tiergruppen sowie entlang der Oberfliche des entstandenen peri-
ostalen kndchernen Kallus. Bindegewebe stellte hier wie auch endostal mit einem Anteil

von jeweils mehr als 50 % den hauptsidchlichen Gewebetyp innerhalb der analysierten
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Kallusflachen dar. Auch hinsichtlich der detektierten periostalen Kallusflaichen-Anteile an
Knochengewebe und mineralisiertem Knochengewebe lieen sich prozentual keine deutli-
chen Unterschiede zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe feststellen. Der Knorpelfla-
chen-Anteil des periostalen Kallus war hingegen in der OPC-Gruppe gegeniiber der
Medium-Gruppe signifikant groBer (p = 0,01). Uberdies bestand eine statistische Signifi-
kanz im medialen periostalen Areal (p < 0,01) bei Auswertung der Kollagen II-Analyse.
Hier reagierte in der OPC-Gruppe im Median 12 % des untersuchten Kallusgewebes posi-
tiv auf Kollagen II-Antigenstrukturen, dem gegeniiber nur 1,5 % des Kallus der Medium-
Gruppe. Das histologische Bild bestitigte die Verhiltnisse. Im lateralen periostalen Kallus
konnten hingegen in keiner der beiden Gruppen nennenswerte Anteile an Knorpelgewebe
bzw. Kollagen II detektiert werden. Der in der OPC-Gruppe im periostalen medialen Kal-
lusbereich ermittelte Knorpel lokalisierte sich dabei vorwiegend in Form von Knorpelkap-
pen an der osteotomieseitigen Kallusfront. Die Knorpelmatrix wies hier Anzeichen einer
beginnenden Kalzifizierung auf. Auch in der Medium-Gruppe zeigten sich die beschriebe-
nen Knorpelkappen, jedoch entsprechend der nur geringen Knorpelanteile weit weniger
ausgepragt. Das Gewebe der Kontrollgruppe stellte sich an der Front des Kallus iiberwie-

gend fibrotisch dar.

Bei einheitlicher Zusammensetzung unterschied sich das Kallusgewebe der
beiden Tiergruppen demnach allein innerhalb der medialen periostalen Osteotomiezone be-
ziiglich einer verbesserten Kallusqualitit sowie einer stirkeren Ausdehnung und Reichwei-
te des Kallus in Richtung des Osteotomiespaltes. Hinweisend auf eine hochwertigere
Qualitdt des medialen periostalen Kallus der OPC-Gruppe war dabei, bei weitgehend iden-
tischer Quantitit an (mineralisiertem) Knochengewebe und Bindegewebe, der statistisch si-
gnifikant hohere Anteil des Kallus an hyalinem Knorpelgewebe. Die stirkere Entwicklung
von chondrogenem Gewebe in der OPC-Gruppe, sowie dessen histologisch sichtbare, be-
ginnende Kalzifizierung, wies dabei auf eine Initiierung der sekundiren Knochenheilung
durch den Einfluss der osteogenen Vorlduferzellen im Sinne enchondraler Ossifikation
(Lane, 1998; Liebich, 1999) hin. Der erfasste Einfluss der OPCs muss hierbei dennoch in-
nerhalb dieser Studie unter Beriicksichtigung der applizierten osteogen vordifferenzierten
Zellen und der in vivo folgenden vornehmlich chondrogenen statt vermuteten osteogenen
Gewebedifferenzierung in seiner Art als unerwartet bezeichnet werden. Ebenso unvermutet

war das in der lateralen periostalen und endostalen Osteotomiezone, dem Ort der ange-
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strebten Zell-Applikation, vollstandige Ausbleibenden einer kndchernen oder entsprechend
der erfassten Ergebnisse ggf. auch knorpeligen Gewebeentwicklung nach Transplantation

der OPCs.

Im Rahmen einer Ursachenanalyse soll hier zunichst die Aktivitét, so wie auch
die Uberlebensrate der applizierten OPCs diskutiert und analysiert werden. In Verbindung
mit dem natiirlichen Zellmetabolismus sowie dem umgebende Mikromilieu ist eine Inakti-
vitdt oder Degeneration der Osteoprogenitorzellen dabei nicht auszuschlieBen. In neueren
Untersuchungen wurde bewiesen, dass der Sauerstoffbedarf osteogen pridifferenzierter
Zellen deutlich hoher ist als der von MSCs (Chen et al., 2008). Chen und sein Team (2008)
konnten zeigen, dass die Aktivitit der Mitochondrien im Verlauf der Differenzierung nach-
weisbar ansteigt. Die Zelldifferenzierung bedarf im Falle einer Fraktur/Osteotomie eines
gesteigerten Stoffwechsels (Hulth, 1989). Der Metabolismus der Stamm- resp. Vorldufer-
zellen wechselt entsprechend von einer anaeroben Energiegewinnung durch Glykolyse auf
die energetisch effizientere oxidative Phophorylierung (Chen et al., 2008). Die vaskulire
Versorgung der Stammzellen zur Aufrechterhaltung ihres Metabolismus und Gewihrleis-
tung einer ausreichenden Erndhrung geht dabei physiologischer Weise sowohl von der
Kambiumschicht des Periosts als auch vom Knochenmark aus (Cancedda et al., 2003).
Beide Strukturen wurden innerhalb der Studie proximal und distal der Osteotomie gezielt
zerstort, eine ausreichende Sauerstoff- sowie Néhrstoffversorgung fehlte daher in der in-
itialen Phase nach Zellapplikation. Uberdies steigt in Folge des verinderten Metabolismus
die Konzentration, durch den anaeroben Stoffwechsel freigesetzter, freier Radikale inner-
halb der Zellen bereits zwei Tage nach Beginn einer osteogenen Differenzierung. Zu einer
gesteigerten Produktion ausgleichender Antioxidativa kommt es jedoch zunéchst nicht. Da-
neben ist die Konzentration freier Radikale bei geschiddigtem Periost allgemein erhoht
(Schaser et al., 2003). Bei zusitzlich aufgetretener mangelhafter Sauerstoffversorgung ent-
stand in der vorliegenden Studie durch zellmetabolische Prozesse so wahrscheinlich ein
Milieu, welches die Aktivitdt resp. weitere Differenzierung der osteogenen Zellen hemmen
konnte (Chen et al., 2008). Zudem erfolgte die Applikation der Zell-Medium-Suspension
zwei Tage post operationem in die inflammatorische Phase der Knochenheilung. Dies be-
deutete ein saures Mikromilieu, welches die Zellen moglicherweise zusétzlich negativ be-

einflusste.
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In Folge einer massiv beeintrichtigten und erschwerten Energiegewinnung, in
Kombination mit einer biochemisch suboptimalen Mikroumwelt, ist neben einer vermin-
derten Zell-Aktivitat auch die Degeneration (Bianchi et al., 2001; Chen et al., 2008) der ap-
plizierten osteogenen Vorlduferzellen in der Studie nicht auszuschlieBen. Vornehmlich vor
dem Hintergrund der in der Versuchsgruppe fehlenden endostalen Entwicklung hyalinen
Knorpelgewebes und/oder Knochengewebes im unmittelbaren Bereich des Osteotomie-
spaltes ist die Degeneration der Osteoprogenitorzellen bei pathophysiologischer Analyse
der Ergebnisse als wahrscheinliche Ursache zu beriicksichtigen. Unterstiitzt wird dies
durch die Tatsache, dass sich die Gewebeverhiltnisse in der Versuchsgruppe im Bereich
der Osteotomiezone des Markraums weder in ihrer Art, noch in ihrer Ausprigung von den
Gegebenheiten in der Kontrollgruppe unterschieden. In beiden Tiergruppen wurde in die-
sem Areal ausschlieBlich fibrotisches Gewebe ohne erkennbare Anzeichen fortschreitender
osteokonduktiver Gewebedifferenzierung lokalisiert. Qualitative und/oder quantitativ si-
gnifikante Unterschiede des ausschlieBlich osteotomiespaltfern entstandenen Kallus konn-
ten ebenso in der OPC-Gruppe gegeniiber der allein mit Kultivierungs-Medium

behandelten Tiere endostal nicht festgestellt werden.

Das innerhalb der OPC-Gruppe bei der Hilfte der Tiere auftretende, mediale
periostale Kallusgewebe iiber den deperiostierten Bereich hinaus, ebenso wie der hier si-
gnifikant hohere Anteil an Knorpelgewebe, war dennoch hinweisend auf eine erfolgreiche
Initilerung der Knochenheilung in Folge des Einflusses der osteogen prédifferenzierten
Zellen. Entgegen der vorangegangenen Erwartungen erfolgte diese hier jedoch allein im
Rahmen enchondraler Knochenregeneration. Eine direkte osteogene Gewebedifferenzie-
rung konnte nur in Bereichen biologisch intakter, funktioneller Knochenstrukturen iiber
desmale Ossifikation, jedoch nicht in den chirurgisch manipulierten Periost- und Knochen-

mark-Arealen, gesehen werden.

In Zusammenhang mit der vermehrten chondrogenen Gewebedifferenzierung
nach Applikation der osteogenen Vorldufer war auch der Erfolg der in vitro (Pré-)Differen-
zierung genauer zu analysieren. Neuere Studienergebnisse weisen hierbei darauf hin, dass
eine mogliche Pradifferenzierung von MSCs in determinierte, unipotente Progenitorzellen
anhand der heute gingigen Methoden der Differenzierung und Kultivierung dennoch vor-
sichtig bewertet werden muss (Baksh et al., 2004; Beyer-Nardi, 2006; Kolf et al., 2007). Es

kann zum jetzigen Stand der Wissenschaft nicht ausgeschlossen werden, dass sich, wenn
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auch im Rahmen einer Hierarchie, zunidchst multipotente Vorldauferzellen entwickeln, wel-
che erst spiter resp. innerhalb dieser Studie in vivo, terminal ausdifferenzieren (Kassem et
al., 2004). Yoo et al. (1998) und auch Muraglia und Kollegen (2000) gehen von der ex
vivo Entwicklung osteo-chondrogener Progenitorzellen in 60 - 80 % der Fille aus. Dass es
sich bei den hier applizierten Zellen um bipotente, osteo-chondrogene Vorlduferzellen han-
delte, kann nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Zweifelsfreie Kenntnisse iiber die
Differenzierung von Vorlduferzellen in vivo sind nach den Ausfithrungen von Jones und
Kollegen (2002) nur selten exakt und sehr schwer zu erfassen. Die Forschungsergebnisse
von Pittenger und Kollegen (1999), Bianchi et al. (2001) sowie auch Izdapanah und seinem
Team (2005) weisen jedoch darauf hin, dass etwa 60 % der MSCs, welche aus dem Kno-
chenmark in osteogenem Medium kultiviert wurden, sich in vivo erfolgreich zu reifen Os-

teoblasten differenzierten.

Bei erfolgreicher osteogener Priadifferenzierung wire die in der Studie periostal
auftretende, chondrogene Zellentwicklung vornehmlich auf Basis perivaskuldr immigrie-
render oder ortstindiger multipotenter MSCs aus vitalen Gewebebereichen der Kambium-
schicht des Periosts sowie eventuell des Knochenmarks erfolgt. Diese MSCs dienen
wihrend der Knochenheilung als vornehmliches Stammzell-Depot (Einhorn, 2005). Die
perivaskuldre Migration war jedoch als alleinige Ursache der vermehrten Knorpelentwick-
lung in der vorliegenden Studie auf Grund der Zerstorung beider Strukturen und der damit
verbundenen Devaskularisation bei chirurgischer Induktion der aPA-Situation zunéichst als
unwahrscheinlich zu betrachten (vgl. Reed et al., 2003). Eine Differenzierung dennoch ver-
bliebener, ortstindiger multipotenter Stammzellen (Schweiberer et al., 1999) zu Knorpel-
zellen kann zwar nicht ausgeschlossen werden, jedoch auf Grund der priagnant hoheren
Menge an Knorpelgewebe in der OPC-Gruppe ebenso nicht allein fiir die chondrogene
Zellentwicklung verantwortlich sein. Folglich muss die signifikant stirkere Entwicklung
von Knorpelgewebe in der Versuchsgruppe, wenngleich in ihrer Art unerwartet, in Zusam-

menhang mit einem erfolgten Einfluss der lokal applizierten Osteoprogenitorzellen stehen.

Die terminale in vivo Differenzierung multipotenter Stammzellen ist dabei ein
durch molekulare Gewebefaktoren empfindlich stimulierter und regulierter Prozess (Brow-
nlow et al., 2001; Lind et. al., 2001). Der essentielle osteoinduktive Einfluss zahlreicher
Wachstumsfaktoren (z.B. TGF-, BMPs), Zytokine sowie nicht-kollagener Matrixproteine

(z.B. Osteokalzin, Osteopontin) im Verlauf osteoregenerativer Knochenprozesse wird in
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der Literatur mehrfach beschrieben und anhaltend erforscht (Bruder et al., 1998b; Lind et
al., 2001; Chaudhary et al., 2004; Chamberlain et al., 2007). Die Differenzierung der Zel-
len des Knochens erfolgt ebenso autoregulativ in Abhingigkeit von 16slichen Faktoren,
welche sie selbst synthetisieren und in ihre unmittelbare extrazelluldre Matrix abgeben
(Jaiswal et al., 1997; Pittenger et al., 1999). Es wird deutlich, dass eine molekulare Signal-
gebung von Seiten der umliegenden Zell-/Gewebestrukturen fiir die Entwicklung von Pro-
genitorzellen entlang determinierter Zelllinien in vivo fiir eine erfolgreiche
Knochenregeneration von herausragender Bedeutung ist (Brownlow et al., 2001; Kassem
et al., 2004). Bei im Rahmen dieser Studie als wahrscheinlich zu erachtender Degeneration
der endostal platzierten OPCs konnte das Phinomen der ermittelten induzierten Knochen-
heilung im Studien-Modell so auch auf einer molekularen Signal-Transduktion durch frei-
werdende extra- und/oder intrazelluldre Matrixbestandteile basieren (Gerstenfeld et al.,
1996; Chamberlain et al., 2007). Eine daraus resultierende Gewebereaktion ist dennoch nur
dann moglich, wenn sich Akzeptoren im Gewebe befinden, welche auf die gegeben Reize
addquat reagieren konnen. Die Mehrheit der ortsstindigen Stammzellen und deren perios-
talen/perivaskuldren Migrationswege wurden jedoch in der vorliegenden Studie bewusst
zerstort. Entsprechende, zelluldre Donatoren fehlten somit innerhalb der unmittelbaren Os-
teotomiezone, worauf das vollstindige Ausbleiben osteoregenerativer Prozesse in diesem
Bereich zuriickzufiihren ist. Mogliche reagierende Empfinger befanden sich demnach al-
lein periostal, hier v.a. medial, in der OPC-Gruppe, da es in diesem Bereich zu einer signi-
fikant stirkeren Gewebeneubildung auch im thermisch geschidigten Areal kam. Auf eine
medial im Besonderen mogliche Lokalisation der applizierten Progenitorzellen wurde be-

reits hingewiesen.

Der sich mehrheitlich in Form von prominenten Knorpelkappen darstellende
signifikant hohere Anteil chondralen Kallusgewebes, war medial in der OPC-Gruppe histo-
logisch deutlich sichtbar entlang der Bindegewebs-Faserschicht ausgerichtet. Diese verlief
mehrlagig an der Oberfliche des kortiko-parallelen Kallus im intakten Knochenbereich so-
wie dariiber hinaus, in Richtung des Osteotomiespaltes. Bei Betrachtung der Ergebnisse ist
daher ein Einfluss des hier lokalisierten Periosts bzw. dessen rekonstruktiver Strukturen in
der Osteotomiezone innerhalb der erfassten Gewebereaktionen denkbar. Die Strukturfasern
des Bindegewebes und deren Verlauf deuten hier zum Einen auf eine beginnende Periost-

rekonstruktion hin, zum Anderen auf eine strukturelle Funktion der Wiederherstellung der
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duBeren Knochenhaut als Leitstruktur der auftretenden Kallusentwicklung im geschidigten
Periostbereich (O Driscoll et al., 2001). Das Periost und dessen Rekonstruktion nimmt bei
Zusammenhangstrennung des Knochens wihrend der Regeneration eine strukturelle und
funktionelle Sonderstellung ein (Volpon, 1994; Remedios, 1999). Die Kambiumschicht der
duBeren Knochenhaut stellt innerhalb dessen gleichermal3en die Versorgung der geschidig-
ten Vaskularisation des Gewebes wieder her und dient als Depot multipotenter Stammzel-
len (Braun et al., 1996; Ito et al., 2000, O Driscoll et al., 2001). Deren Proliferation und
Differenzierung zu Knorpel und/oder Knochenzellen stellt eine der tragenden Sdulen der
Knochenregeneration dar (Carter et al., 1998; Bianchi et al., 2001). Saris und Kollegen
(1999) kultivierten Periostproben des Kaninchen-Femurs unter unterschiedlichen mechani-
schen bzw. hydrostatischen Druckverhiltnissen, um eine Aussage iiber die Differenzierung
der enthaltenen, multipotenten Vorlduferzellen treffen zu konnen. Das Team konnte dabei
feststellen, dass es sich bei den in der Kambiumschicht des Periost lokalisierten Zellen vor-
nehmlich um bipotente, osteo-chondrogene Vorldufer handelt, welche unter steigendem
hydrostatischen Druck eine erhohte chondrogene Proliferations-Kapazitit zeigten. Auch
Ito und Kollegen (2000) kamen zu diesem Ergebnis. Ferner findet chondrogene Zelldiffe-
renzierung an Orten verminderter vaskuldrer Gewebeversorgung resp. erniedrigtem Sauer-
stoffgehalt statt (Caplan, 1991). Beziiglich der Vaskularisation wiesen die analysierten
Priparate der OPC-Tiere im periostalen medialen Bereich eine geringere Gefa3dichte resp.
Sauerstoffversorgung gegeniiber dem lateralen Areal auf. Ebenso lag insgesamt medial die
GefaB3dichte niedriger als in der Medium-Gruppe, signifikant war der Gruppenunterschied
jedoch nicht. Entsprechend zeigte sich in der OPC-Gruppe medial eine markant stirkere
chondrogene Gewebedifferenzierung in Folge der verminderten Sauerstoffversorgung
(Carter et al., 1998) gegeniiber dem lateralen Areal. Dies war sowohl innerhalb der OPC-
Gruppe als auch im Vergleich zur Medium-Gruppe zu erkennen. In der Kontrollgruppe
entwickelte sich im medialen Bereich durch die verbesserte Sauerstoffversorgung weniger
Knorpelgewebe. Im lateralen periostalen Knochenareal wies die OPC-Gruppe jedoch trotz
der auch gegeniiber der Medium-Gruppe erhohten Gefiddichte keine vermehrte osteogene
Gewebedifferenzierung auf. Wie auch Saris et al. (1999) postuliert das Forschungsteam um
Claes (1999), dass, in Abhingigkeit der Hohe auftretender lokaler mechanischer Krifte
und hydrostatischen Drucks, die Differenzierung von mesenchymalen Vorlduferzellen im

Kallusgewebe empfindlich beeinflusst werden kann. Ein hoher hydrostatischer Druck und
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vermehrte mechanische Belastung fithren zur Chondrogenese. Ein ansteigender hydrostati-
scher Druck wurde innerhalb der genannten Studien (Claes et al., 1999b; Saris et al., 1999)
durch mechanische Bewegung erzeugt. Ahnliche, wenn auch nur geringgradig verinderte,
mechano-physikalische Verhiltnisse entstanden u. U. in der vorliegenden Studie bedingt
durch die unilaterale Fixation. Der Ausloser der vermehrten medialen Gewebereaktion
konnte dem zur Folge hier ebenso die unterschiedliche mechanische Belastung und damit
verbundene biologische Reizgebung auf das Gewebes aufgrund des genutzten Stabilisati-
onssystems sein (vgl. Choi et al., 2004). Die unilaterale, externe Fixation fiihrte im media-
len Bereich, kontralateral der Pin-Verankerung, zu einer gegeniiber dem lateralen Areal
moglicherweise leicht erhohten Beweglichkeit. Ein damit verbundener, geringgradig ge-
steigerter hydrostatischer Druck konnte die mediale Knorpelgewebebildung hier zusétzlich
getriggert haben (vgl. Hietaniemi et al., 1996; Carter et al., 1998). Hinweise darauf zeigten
sich bereits in der allgemeinen Ubersichtsbetrachtung in der groBeren Menge entstandenen
knorpeligen Kallusgewebes medial. Der Grund liegt hier moglicherweise in der im media-
len periostalen Bereich insgesamt niedrigeren Gefdf3dichte resp. Sauerstoffversorgung, in
Verbindung mit einer durch leicht abweichende mechanische/physikalische Belastungsver-
héltnisse zusdtzlich stimulierten Gewebereaktion, auch in Hinblick auf die periostalen Re-
konstruktionsvorgdnge. Unterstiitzt wird diese Theorie durch die Anordnung der innerhalb
der Studie in der OPC-Gruppe in groler Menge detektierten, hypertrophen Chondrozyten.
Das fiir die frithe Osteogenese langer Rohrenknochen charakteristische Phdnomen der
»Sdulenknorpel«-Bildung wird u.a. durch einwirkende Zug-/Druckkrifte ausgeldst (siehe
2.1.4). Das eine sdulenformige Organisation hypertropher Chondrozyten im mikroskopi-
schen Bild vornehmlich an der osteotomieseitigen Front der medialen, periostalen Knor-
pelkappen gesehen werden konnte, untermauerte die Wahrscheinlichkeit der medial in
etwas stirkerer Form auftretenden mechano-physikalischen Belastung des Knochengewe-
bes. Das Gewebe wies medial zusitzlich eine im Verhiltnis groBere Bioaktivitét auf als la-
teral (s.0.). Der dargestellte Einfluss des Periosts und die damit verbundene chondrogene
Gewebeneubildung, welche allein auf medialer Seite des Knochens stattfand, erkldren sich
wahrscheinlich iiber beide genannten Aspekte. Dass die Entwicklung von Kallusgewebe
dabei nur bei der Hilfte der OPC-Tiere bis nahe an den Osteotomiespalt heranreichte, ist
hier moglicherweise in bestehenden individuellen Schwankungen beziiglich Belastung und

erhaltender Gewebevitalitit sowie innerhalb des technischen Applikationserfolges begriin-
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det. Es bleibt jedoch zu beachten, dass sich im ausgewerteten medialen periostalen Kno-
chenareal gegeniiber dem lateralen Bereich dennoch in beiden Tiergruppen mehr Knorpel-
gewebe bei sich weitgehend entsprechenden niedrigen Gefifdichten entwickelte. Uberdies
wurde innerhalb des Modells durch das eingesetzte Fixationssystem und die standardisierte
Operationstechnik eine zwischen den Tiergruppen vergleichbare Stabilisation der Osteoto-
mie erreicht. Die ermittelte, signifikant stirkere Knorpelentwicklung binnen der Versuchs-
gruppe kann demnach nicht alleinige Ursache einer mechano-physikalischen
Gewebestimulation und verminderten Sauerstoffversorgung sein, sondern muss ferner in

Verbindung mit den applizierten OPCs stehen.

Neben einer molekularen Signalgebung durch die eventuell degenerierten
OPCs bzw. bei Zerfall der Zellen freiwerdenden stimulierenden, bioaktiven Faktoren lag
der vermehrten medialen periostalen Knorpelentwicklung der Versuchsgruppe iiberdies
wahrscheinlich eine weitere unterstiitzende Komponente auf Basis der periostalen Rekon-

struktion zu Grunde.

Es besteht ein deutlicher funktioneller Zusammenhang zwischen dem Stratum
fibrosum des Periost und der Zell-Proliferation und -Differenzierung innerhalb der Kambi-
umschicht (Saris et al., 1999; Ito et al., 2000). Saris und sein Team postulieren, dass Zellen
der Faserschicht, induziert iiber mechanische Einfliisse/steigende hydrostatische Druckver-
héltnisse, Wachstumsfaktoren freisetzen, welche die Progenitorzellen des Stratum cambi-
um mittels interzelluldrer, molekularer Signal-Transduktion zur Differenzierung anregen.
Diese innerhalb des Stratum fibrosum synthetisierten und exprimierten bioaktiven Fakto-
ren (TGF-B1, Insulinlike Growth Factor-1, Differenzierungs-Faktor-5), bewirken iiberwie-
gend chondrogene Zelldifferenzierung (Saris et al., 1999; O Driscoll et al., 2001). Eine
Trennung des Periosts von der kortikalen Verbindung, wie sie auch in der vorliegenden
Studie bestand, ist dabei zusétzlicher Induktions- und Stimulations-Reiz der Proliferations-
und Differenzierungsprozesse (Saris et al.,1999). Untersuchungen zur periostalen Rekon-
struktion und deren Einfluss auf die Heilung im Falle einer Zusammenhangstrennung des
Knochens zeigten, dass eine vollstindige Wiederherstellung der dufleren Knochenhaut kei-
ne Voraussetzung fiir eine fortwihrende Regeneration des Gewebes ist (Ito et al., 2000).
Vielmehr wurde kenntlich, dass bei Restauration der du3eren Knochenhaut im Verlauf der
Heilung zunichst, und innerhalb der Knochenheilung in einer sehr frithen Phase, die zellar-

me Faserschicht rekonstruiert wird. Hierbei dient das parallel bereits entstehende Kallusge-
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webe im Weiteren als strukturelle und funktionelle Stiitze einer vollstindigen Regeneration
der Kambiumschicht (Ito et al., 2000). Eine determinierte zeitliche Abfolge hinsichtlich ei-
ner periostalen Rekonstruktion mit anschlieBender Geweberegeneration kann dabei kaum
exakt definiert werden (Ito et al., 2000). Es handelt sich hierbei vielmehr um fiir den ge-
samten Knochenheilungsprozess charakteristische zeitlich vernetzte und sich iiberschnei-
dende Vorginge. Im vorliegenden Studien-Modell wies der Faserverlauf des gerade in der
OPC-Gruppe in groBer Menge detektierten, fibrotischen Gewebes auf die beginnende Wie-
derherstellung des Stratum fibrosum der duB3eren Knochenhaut hin. Das histologische Bild
zeigte eine mehrlagige Faserschicht, die, ausgehend von der Oberfliche des periostalen
Kallus, in die deperiostierte Osteotomiezone einzog. Der entstehende Kallus an der osteo-
tomieseitigen Front richtete sich sichtbar entlang dieses Faserverlaufs aus. Ito und Kolle-
gen (2000) sprechen von einer charakteristisch in Richtung des Stratum fibrosum
ausgerichteten chondrogenen Gewebe-Neubildung, was die Theorie einer Beteiligung der
periostalen Rekonstruktion und zusétzliche Stimulation der heilungsinduzierenden Vorgén-

ge dieser Studie unterstiitzt.

Die medial periostal prignanten hyalinen Knorpelkappen des osteotomieseiti-
gen Kallusgewebes in der OPC-Gruppe sowie deren abaxiale Ausrichtung entwickelte sich
somit wahrscheinlich in Anlehnung der beschriebenen periostalen Rekonstruktion. Denk-
bar ist hier die Kombination einer molekularen Signal-Transduktion der applizierten, dege-
nerierten OPCs, unterstiitzt durch die Faserschicht des Periosts und der schnellst moglich
angestrebten Rekonstruktion der zerstdrten Knochenhaut zur Wiederherstellung einer
strukturellen/funktionellen Integritit, hinsichtlich Vaskularisation und Stammzellen-Depot.
Die Immigration der benétigten vitalen Stammzellen in das Gewebe erfolgte hierbei vor-
aussichtlich perivaskulér aus der verbliebenen, intakten bzw. sich rekonstruierenden Kam-
biumschicht des Periosts. Der im periostalen Bereich in beiden Tiergruppen
immunhistologisch detektierte hohere Anteil an Gefid3strukturen unterstiitzte dies ebenso
wie die durch Saris et al.(1999), Devine und Kollegen (2002) und auch Chamberlain et al.
(2007) beschriebene Migrations-Fahigkeit lokaler multipotenter Stammzellen in den Be-
reich geschadigten Gewebes. In der lateralen periostalen Osteotomiezone, mit hier gegen-
tiber der medialen Seite insgesamt erhohten Gefiddichten, entwickelte sich jedoch im
Median kein Knorpelgewebe und ein im Verhiltnis geringerer Anteil Kallusgewebe. Dies

steht wahrscheinlich in Zusammenhang mit der Lokalisation der OPCs nach Applikation.
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Eine Platzierung der Zellen endostal oder medial periostal war hierbei, wie bereits disku-
tiert, wahrscheinlicher. Dariiber hinaus wies das mediale Knochenareal gegeniiber der late-
ralen Seite eine im Verhidltnis erhohte Gewebevitalitit auf (s.0.), was die
Wiederherstellungsprozesse der dueren Knochenhaut wahrscheinlich hier wesentlich un-

terstiitzte.

Der osteoinduktive Einfluss der lokal applizierten OPCs auf die aPA-Situation
zeigte sich vornehmlich durch das Erscheinen nach Art enchondraler Osteogenese entwi-
ckelten Regenerationsgewebes innerhalb der medialen periostalen Osteotomiezone. Der
Studienerfolg stellte sich folglich beziiglich der medulliren Transplantation osteogen pri-
differenzierter Stammzellen in einer unerwarteten Art und lokalen Ausprigung ein. Vor al-
lem die Ergebnisse im endostalen Areal des Knochens weisen hier gegeniiber dem
periostal erfassten Einfluss der untersuchten zelluldren Behandlung auf die Knochenhei-

lung nicht den erwarteten Erfolg auf.

Eine erwartete Knochenformation mittels zellinduzierter, direkter osteogener
Gewebedifferenzierung in der OPC-Gruppe konnte innerhalb der Studie nicht eindeutig be-
wiesen werden. Das detektierte (mineralisierte) Knochengewebe des endostalen/periostalen
Kallus der Versuchsgruppe unterschied sich im histomorphometrisch bestimmten Gesamt-
Flachenanteil nicht statistisch signifikant von dem der Kontrolltiere. Den ungerichteten
Geflechtknochenstrukturen des entwickelten Kallus liegt hier die Beteiligung der innerhalb
der Studie abseits des deperiostierten Osteotomiebereiches ungeschéddigten Strukturen des
Periosts sowie des Knochenmarks zugrunde. Das biologische Potenzial des Knochengewe-
bes blieb hier erhalten und besall so die Fihigkeit iiber desmale und/oder enchondrale Os-
sifikation Kallusgewebe aufzubauen (vgl. Yoo et al., 1998, Saris et al., 1999). Im Areal der
thermisch zerstorten funktionellen Knochenstrukturen war hingegen in beiden Tiergruppen

endostal/periostal keine Entwicklung von mineralisiertem, osteogenen Gewebe feststellbar.
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Gemif der Lokalisation des mineralisierten Anteils an Kallusgewebe zeigten
sich resorptionsaktive Osteoklasten vornehmlich ausserhalb der direkten Osteotomiezone,
unmittelbar am Geflechtknochen. Die Osteoklastendichte (OD) war dabei innerhalb beider
Tiergruppen insgesamt endostal/periostal hoch. Das vermehrte Auftreten der Zellen inner-
halb des Knochenheilungsprozesses weist periostal bereits nach zwei Wochen auf einen
beginnenden Ersatz des primitiven Geflechtknochen durch Lamellenknochen sowie eine
anfingliche Wiederherstellung der Knochenkontur, gemidf3 der »Remodeling«-Phase se-
kundirer Frakturheilung hin (Cruess et al., 1975; Frost, 1989a, Schell et al., 2006). Im en-
dostalen Areal wurde ebenso in Versuch- und Kontrollgruppe generell eine hohe
Osteoklastendichte (OD) detektiert, welche insgesamt hoher als im periostalen Auswer-
tungsbereich war. Das vermehrt endostale Auftreten von Osteoklasten ist hier in Hinblick
auf knochenresorptive Prozesse ein erwartetes Phdnomen, da die strukturelle, rasche Re-
konstruktion des Markraums im Verlauf der Knochenheilung als wichtige Voraussetzung
fiir eine fortschreitende und erfolgreiche Wiederherstellung der physiologischen, zentrifu-
galen Gefil- resp. Sauerstoff- und Néhrstoffversorgung des Knochengewebes gilt (Braun
et al., 1996; Brinker, 1997). Neben den energetischen Aspekten wird so die perivaskulire
Immigration mesenchymaler Stammzellen aus dem Depot des Knochenmarks als einer der
Schliisselprozesse der Geweberegeneration wesentlich verbessert und unterstiitzt (Carter et
al., 1998; Reed et al., 2002). Die Aktivitdt von Osteoklasten steht in direkter Verbindung
mit einem unmittelbaren Kontakt zu mineralisiertem Gewebe (Bonewald et al., 2007). Das
die OPC-Gruppe hierbei endostal eine signifikant geringere (p < 0,01) OD aufwies, steht
zum Finen in Zusammenhang mit dem in diesem Bereich prozentual, wenn auch nicht si-
gnifikant (p = 0,10), geringeren Anteil mineralisierten Knochengewebes (9 %) gegeniiber
der Kontrollgruppe (12,9 %). Ferner ist die signifikant erniedrigte OD der OPC-Gruppe
moglicherweise auch darin begriindet, dass die Osteoklasten bei reduzierter Aktivitit in
Folge der energetisch suboptimalen Sauerstoffversorgung des Gewebes nicht eindeutig an-
gefdrbt wurden und so in der Auszdhlung nicht erfasst werden konnten. Die endostale
Dichte an Sauerstoff liefernden Gefdlen war insgesamt geringer als im periostalen Bereich
und iiberdies in der OPC-Gruppe kleiner als in der Kontrollgruppe. Die damit verbundene,
eingeschrinkte endostale energetische Versorgung fiihrte hier wahrscheinlich zu einer ge-
ringen Aktivitdt der Osteoklasten. Die zur Auszdhlung der Zellen genutzte TRAP-Fiarbung

erbringt jedoch nur bei bestehender Zellaktivitét ein positives Ergebnis.
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Die fehlende osteoregenerative Organisation des Bindegewebes, welches die
endostale Osteotomiezone vollstindig ausfiillte, war in Verbindung mit einer gleichzeitig
insgesamt hohen endostal detektierten Gefddichte (GD) resp. energetischen Versorgung
sowie den hier lokal applizierten OPCs in der Versuchsgruppe zunéchst iiberraschend. Es
muss jedoch beriicksichtigt werden, dass die Dichte der vaskuldren Strukturen in Bezug
auf die hier enthaltene (Bindegewebs-)Fliche ermittelt wurde. Die hohen Werte der Be-
rechnung resultieren aus der kleinen Gesamt-Fliche, auf die Bezug genommen wurde. Die
detektierten Gefdlle stammten dabei vermutlich vornehmlich aus der kompensatorischen

Angiogenese von Seiten des umliegenden Weichteilgewebes.

In der Studie konnte, wie bereits angesprochen, anhand der Analyse der GD in
beiden Tiergruppen eine hohere Dichte, v.a. kleiner Gefdeinsprossungen im periostalen
gegeniiber dem endostalen Bereich in beiden Tiergruppen ermittelt werden. Neben einer
zentripetalen Vaskularisation, ausgehend vom Periost (Braun et al., 1996), ist bei massiven
Schiadigungen der duflerer Knochenhaut und des Markraums/Knochenmarks, wie sie in
dieser Studie vorlag, ebenso eine kompensatorische GefidBeinsprossung ausgehend vom
umliegenden Weichteilgewebe dokumentiert (Reed et al., 2003). Diese ausgleichende und
so das Gewebe erhaltende, periphere Versorgung unterstiitzt eine Initiierung der Knochen-
heilung (Brownlow et al, 2001; Schaser et al., 2003). Die bei der Auswertung ermittelte,
insgesamt hoheren GD im periostalen Areal resultiert wahrscheinlich aus einer Kombinati-
on beider oben genannter Aspekte. Die Gefi3strukturen blieben bis an die Front des intak-
ten Periosts unbeschéddigt und waren so zu einer addquaten Reaktion und Teilnahme am
physiologischen Knochenheilungsprozess (Carter et al. 1998) fihig. Signifikante Unter-
schiede der GD zeigten sich zwischen den beiden Tiergruppen nicht. In Hinblick auf das
aPA-Modell beeinflussten die applizierten OPCs folglich die Angiogenese resp. (Re-)Vas-

kularisation des Osteotomiebereiches nicht.

Uber die oben bereits diskutierten Ergebnisse/Gewebestrukturen hinaus zeigten
sich bei Auswertung der Studie histologische Phiinomene, welche so im Vorfeld der Uber-
legungen in keinster Weise vermutet wurden. Zunédchst waren unmittelbar angrenzend an
die proximale und distale endostale Osteotomiezone Uberreste eines Osteotomie-Hima-
toms im mikroskopischen Bild erkennbar, welche sich zwischen den Tiergruppen weder im
Auftreten noch ihrer Ausdehnung unterschieden. Vereinzelt zeigten sich hier histologisch

degenerierende Erythrozyten und Lymphozyten sowie Zelldetritus. Die sich darstellenden
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Hiamatomreste zum Zweiwochen-Zeitpunkt bei gleichzeitig bereits aufgetretener kndcher-
ner Kallusentwicklung periostal und endostal erschweren zum Einen die genaue zeitliche
Einordnung der vorliegenden Heilungsprozesse in eine der physiologischen Regenerations-
phasen des Knochengewebes (siche 2.2.2), zum Anderen unterstiitzen sie jedoch auch das

Bild einer massiv verminderten biologischen Gewebeaktivitdt innerhalb der aPA-Situation.

In seiner Art vollkommen unerwartet zeigte sich bei drei Tieren der OPC-
Gruppe sowie auch zwei Medium-Tieren innerhalb der endostalen Osteotomiezone eine
bullose Struktur, welche den Markraum in diesem Bereich beherrschte. Sie erstreckte sich
iber die gesamte Breite des Knochenmarkshohle von der medialen zur lateralen endostalen
Kortikalis bzw. den dortigen Osteotomieenden. Im Inneren der endostalen Blase konnten
vereinzelt Erythrozyten sowie Lymphozyten in der mikroskopischen VergroBerung gese-
hen werden. Hinweise auf die applizierten OPCs oder den Einfluss der Zellen auf die Ent-
stehung der endostalen Struktur fanden sich jedoch histologisch nicht. Dieses innerhalb der
Studie vollkommen unerwartete Phinomen einer endostalen bulldsen Struktur steht nicht
in Verbindung mit einer biologische Reaktion des Gewebes auf die injizierten Zellen oder
das verwendete Medium. Die enthaltenen, nur vereinzelt in Erscheinung tretenden Lym-
phozyten sprechen gegen eine inflammatorische Reaktion. Bei den lokalisierten einzelnen
roten Blutkorperchen handelte es sich vermutlich um versprengte, dislozierte Zellen des
Osteotomiehdmatoms. Das eingesetzte Medium erwies sich in identischer Zusammenset-
zung bereits in zahlreichen wissenschaftlichen Studien (z.B. Shao et al., 2007) als biolo-
gisch inert und kann demnach hier ebenso nicht fiir die Entwicklung der bulldsen Struktur
verantwortlich sein. Die Ursache bleibt unklar, basiert jedoch, da sie sich in beiden Tier-

gruppen zeigte, wahrscheinlich auf der Technik der Suspensions-Applikation.

Ebenso unerwartet wie die Blasenstruktur im endostalen Areal wurden intra-
kortikal griinliche, homogene Strukturen sichtbar. Sie zeigten sich histologisch in den Mo-
vat Pentachrom geférbten Priparaten und traten analog dazu in den Kollagen II geférbten
Schnittpriparaten in einer rosa-roten Anfdrbung in Erscheinung. Beide Farbgebungen wa-
ren innerhalb der genutzten Farbemethoden spezifisch fiir Knorpelstrukturen. Sie traten in
beiden Tiergruppen gleichermallen in Erscheinung und standen daher nicht in Kontext mit
den applizierten OPCs. Histologisch aufféllig war eine scheinbar lakunére Formgebung der
homogen geférbten Bereiche sowie teilweise darin aufzufindende osteozytire oder chon-

droblastire Zellstrukturen. Die UnregelméBigkeiten der kortikalen Struktur traten {iberdies
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ebenso in gruppenfremden Femurpridparaten von Ratten auf, welche innerhalb eines diese
Studie einschlieBenden Projektes angefertigt wurden. Die dort untersuchten Tiere erhielten
eine Suspension aus autologen mesenchymalen Stammzellen und Kulturmedium lokal in
den Osteotomiespalt des identischen aPA-Modells. Um einen Zusammenhang mit den
durchgefiihrten Manipulationen und Behandlungstechniken des Knochenheilungs-Modells
auszuschlieBen, wurden daher vergleichend Knochenpréiparate herangezogen, welche au-
Berhalb des vorliegenden Projektes angefertigt worden waren. Bei diesen Priparaten han-
delte es sich um Probeschnitte bzw. -farbungen (Movat-Pentachrom) von unbehandelten
Knochenproben oder solchen, die einer Untersuchung zur physiologischen Knochenhei-
lung unterstanden. Die untersuchten Ratten-Femora und -Tibiae wiesen innerhalb der Kor-
tikalis ebenso homogene griinliche Strukturen in vergleichbarer Menge und Ausdehnung
auf. Es handelt sich daher also wahrscheinlich um ein allgemeines, rattenspezifisches Phé-
nomen. Auch nach eingehender Recherche konnten hierzu keine Aufzeichnungen gefunden
werden. Harrison et al. (2003) beschreiben zwar ein lebenslanges Wachstums der Rohren-
knochen bei der Ratte, mit charakteristischen Um- und Abbauvorgéingen, geben aber keine
Hinweise auf eine mogliche Erkldrung der ermittelten intrakortikalen Strukturen. Eine ein-
deutige Erlduterung des Phinomens kann hier nicht erfolgen. Auch in Hinblick auf die teil-
weise innerhalb des Gefiiges sichtbaren osteozyten- und chondroblasten-dhnlichen
Zellstrukturen handelt es sich wahrscheinlich um eine physiologische Erscheinung in Zu-
sammenhang mit chondrogener Matrixsynthese, wie sie innerhalb von Knochenum- und
-aufbauprozessen charakteristischer Weise auftritt. Um jedoch eine gesicherte Definition
und ebenso Aussage iiber die strukturelle und funktionelle Bedeutung zu erlauben, bedarf

es weiterer wissenschaftlicher Untersuchungen.

5.2.4 Vergleich mit anderen Studien

Die vorliegende Studie entstand im Rahmen eines Gesamtprojektes, in wel-
chem auch der Einsatz autologer in vitro expandierter, jedoch nicht pradifferenzierter
MSCs zur Therapie der erliegenden Knochenheilung im identischen Tiermodell unter-
sucht wurde (MSC-Studie). Die Anzahl der applizierten MSCs sowie der Applikationszeit-
punkt waren ebenso dquivalent wie die hier verwendeten Materialien und Methoden. In der
genannten Studie konnte zum Zweiwochen-Zeitpunkt kein klinisch relevanter Einfluss der
MSCs auf die Knochenheilung festgestellt werden (Peters, 2008). Auch nach der lokalen

Applikation der MSCs in den Osteotomiespalt wurde endostal und periostal die Entwick-
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lung von Kallusgewebe mikroskopisch-histologisch erkennbar und histomorphometrisch
detektiert. Der Kallus lokalisierte sich dabei entgegen der vorliegenden OPC-Studie jedoch
hier in Versuchs-(MSC-Gruppe) und Kontrollgruppe allein fern des Osteotomiespaltes, im
vitalen Gewebeareal. Das periostale Kallusgewebe erreichte, anders als in der vorliegenden
Studie, das thermisch zerstorte Periostareal binnen der Versuchsgruppe nicht, was auf
einen verbesserten Einfluss der applizierten OPCs gegeniiber der MSCs hinweist. In Bezug
auf die Zusammensetzung des Kallusgewebes entsprachen die Ergebnisse der MSC-Studie
in ihrer Art den Ergebnissen der vorliegenden OPC-Studie weitgehend. Die endostale Os-
teotomiezone war auch bei den mit MSCs behandelten Tieren vollstindig mit Bindege-
websstrukturen ausgefiillt, welche keine osteokonduktiven Prozesse erkennen lieBen
(Peters, 2008). Der im endostalen Bereich ausbleibende Effekt der applizierten Zellen
konnte so entsprechend der vorliegenden Studie auch innerhalb der MSC-Studie festge-
stellt werden. Es zeigte sich ferner innerhalb der MSC-Studie dquivalent zur vorliegenden
OPC-Studie eine vermehrte periostale Kallusentwicklung im medialen Knochenareal, wel-
che auch hier auf eine verbesserte Bioaktivitit des medialen Knochenareals gegeniiber dem
lateralen Bereich zuriickgefiihrt wurde (Peter, 2008). Uberdies wurde periostal medial
ebenso eine stirkere, chondrogene Ausdifferenzierung der MSCs binnen der Versuchs-
gruppe (MSC-Gruppe) gegeniiber den Kontrolltieren ermittelt. Signifikant waren die Er-
gebnisse der MSC-Studie im Gegensatz zu der vorliegenden Studie jedoch nicht. Die
vermehrte Differenzierung von Knorpelgewebe in der MSC-Studie resultierte hier wahr-
scheinlich aus dem chondrogenen Entwicklungs-Stimulus auf die multipotenten MSCs, in
Folge verminderter Gefd3- resp. Sauerstoffversorgung (siehe 5.2.3) (Caplan, 1991; Peters,
2008). Der periostale mediale Kallus der OPC-Tiere zeigte sowohl in Bezug auf die Knor-
pelflichen-Anteile (OPC-Gruppe: 4,6 %, MSC-Gruppe: 2,4 %), als auch in Hinblick auf
den Anteil an Kollagen II (OPC-Gruppe: 12,0 %, MSC-Gruppe: 2,7 %) im Vergleich der
Studienergebnisse deutlich hohere Werte als binnen der MSC-Tiere von Peters (2008) de-
tektiert wurden. Die Versuchsgruppe der OPC-Studie wies ferner medial auch innerhalb
der deperiostierten Osteotomiezone Kallusgewebe auf, welches sich iiberdies weiter in
Richtung des Osteotomiespaltes ausdehnte als in der MSC-Gruppe/-Studie. In Verbindung
mit dem quantitativ hohere Anteil [%)] sich bereits kalzifizierendem hyalinem Knorpelge-
webes gegeniiber der MSC-Gruppe ist dies hinweisend auf eine erfolgreiche Initiierung der

Knochenheilung nach Art enchondraler Ossifikation durch den Einsatz der OPCs (siehe
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5.2.3). Bei identischer Ausgangssituation kann daher auf Basis der genannten Ergebnisse
zwei Wochen nach Osteotomie von einem Einfluss der injizierten OPCs auf die Knochen-
heilung gesprochen werden, welcher nach Applikation der MSCs im identischen Studien-

modell und Zeitrahmen weitgehend ausblieb.

Um den Vorteil des Einsatzes von in vitro priadifferenzierten OPCs gegeniiber
MSC:s hier eindeutig unter Beweis zu stellen, bedarf es dennoch genaueren Untersuchun-
gen in Hinblick auf die weitere zeitliche und strukturelle Regeneration des Knochengewe-
bes im identischen Tiermodell. Entsprechende Studien zum Einfluss von autologen MSCs
und in vitro vordifferenzierten OPCs innerhalb eines Zeitraumes von acht Wochen werden

derzeit im Centrum fiir muskuloskeletale Chirurgie (CMSC)/Charité Berlin durchgefiihrt.

Eine Gegeniiberstellung der gegebenen Studie mit weiteren vergleichbaren Stu-
dien kann hier kaum vorgenommen werden, da bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Untersu-
chungen zum Einfluss von autologen in vitro vordifferenzierten Osteoprogenitorzellen auf
eine Initiierung der Knochenheilung in einer aPA-Situation durchgefiihrt wurden. Abge-
schlossene Studien zum Einsatz von OPCs in der osteoregenerativen Medizin standen
bisher vor allem in Zusammenhang mit moglichen Therapieansidtzen auf dem Gebiet der
chirurgischen Knochendistraktion und segmentalen Knochendefekten kritischer Grof3e
(»critical size defects«) (Takushima et al., 1998; Tsubota et al., 1999; Srouji et al., 2005;
Schliephake et al., 2005; Shao et al., 2007). Wie bereits erwédhnt, konnen diese jedoch nicht
zu einer addquaten Gegeniiberstellung herangezogen werden, da sich das Knochengewebe
bei Vorliegen der genannten Defekte primér in einem biologisch aktiven Status befindet
(Kokubu et al., 2003). Sowohl im Falle einer Distraktions- als auch einer Segmentalfraktur
erscheinen die Fragmentenden vaskularisiert, und das physiologische Stammzell-Depot
bleibt weitgehend unversehrt. In Abhingigkeit der Defektweite ist hier allenfalls die Ent-
wicklung von hypertrophen Pseudarthrosen zu beobachten. Der Knochen besitzt weiterhin
das Potenzial zur Autoregeneration. Der avitale Gewebestatus einer aPA entsteht in dieser
Situation gegebenenfalls allein durch das Uberschreiten der osteogenen Regenerationska-
pazitit des Gewebes, in deren Folge dessen biologische Aktivitit erliegt. Im vorliegenden
Studienmodell bestand jedoch bereits initial eine massiv geschidigte, annihernd avitale

Gewebesituation.
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Dennoch konnten die erfolgten Studien im Gesamtresultat unter Beweis stellen,
dass der Einsatz von OPCs zur Stimulation der Knochenheilung zu einer zeitlich verbesser-
ten und extensiveren Knochenformation fiihrt (Takamine et al., 2002; Shao et al., 2007)
und ferner die Qualitidt des entstehenden Kallus, wie auch in der vorliegenden Untersu-
chung, deutlich erh6ht wird (Tsubota et al., 1999). Hervorzuheben ist dabei die Studie von
Shao et al. (2007). Das Team untersuchte den Einfluss in vitro vordifferenzierter OPCs
nach lokaler Applikation in den Spalt einer mandibuldren Distraktionsfraktur beim Kanin-
chen. Die Kultivierung und osteogene Prédifferenzierung der MSCs entsprach in Technik
sowie qualitativer Zusammensetzung der genutzten Medien der vorliegenden Studie. Fer-
ner erhielt die Kontrollgruppe hier ebenfalls allein Kultivierungsmedium in den Distrakti-
onsspalt und auch das Applikations-Volumen der Zell-/Medium-Suspension war identisch.
Entsprechend der hier dargelegten Untersuchung entwickelte sich der Kallus innerhalb der
Versuchsgruppe in grolerer Menge und war gegeniiber den Kontrolltieren von verbesserter
Qualitit. Bereits zum Zweiwochen-Zeitpunkt konnte hier eine signifikant hohere Minerali-
sationsdichte des Kallusgewebes in der Versuchs- gegeniiber der Kontrollgruppe ermittelt
werden. Takamine et al. (2002) nutzten iiberdies erfolgreich das bereits angesprochene
Kollagen-Gel als Trigermaterial, um eine Diffusion der OPCs in das umliegende Gewebe
zu verhindern und erzielten gegeniiber einer Zell-Medium-Kombination verbesserte osteo-
konduktive Ergebnisse. Auch Srouji et al. (2005) konnten durch den Einsatz eines mit
OPCs beladenen Hydrogel-Geriistet in eine Segmental-Fraktur dquivalent positive Ergeb-

nisse erreichen.

5.2.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Hypothese der Studie konnte durch die histologischen und histomorpho-
metrischen Untersuchungen bestitigt und bewiesen werden. Wenngleich nicht im Sinne er-
warteter, vornehmlich endostaler, direkter osteokonduktiver Effekte, lief3 sich dennoch in
Zusammenhang mit den lokal applizierten autologen OPCs eine Initiierung der Knochen-
heilung in der atrophen Pseudarthrose-Situation via enchondraler Ossifikation im periosta-

len Knochenareal unter Beweis stellen.

Ob die durch die lokale Applikation autologer in vitro pradifferenzierter OPCs
in dieser Studie induzierte Knochenheilung bei bestehender aPA-Situation im weiteren

zeitlichen Verlauf zu einer abgeschlossen Heilung des Knochens fithren wird, kann zum
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untersuchten Zweiwochen-Zeitpunkt nicht sicher vorausgesagt werden. Reicht die Menge
bei Zelldegeneration freigesetzten bioaktiven Faktoren, um die induzierte Knochenheilung
so lange zu triggern, dass eine zur vollstdndigen Knochenregeneration ausreichende Revas-
kularisierung zur adiquaten Versorgung und perivaskuldren Zell-Immigration des geschi-
digten Gewebes periostal und endostal fortschreiten kann, tritt moglicherweise im
Weiteren eine Heilung auf. Ist dies nicht der Fall, wird das entstandene neu gebildete Ge-
webe mit hoher Wahrscheinlichkeit degenerieren und eine aPA des Knochens in Erschei-
nung treten. Die Vaskularisation als Basis energetischer Gewebeversorgung und
Migrationsweg weiterer, zur Gewebeneubildung wesentlicher, multipotenter Stammzellen
ist unverzichtbarer Bestandteil einer Wiederherstellung der vollstindigen Integritit des
Knochens (Schweiberer et al., 1999). Fortschreitende Regenerationsprozesse sind dement-
sprechend stark abhéngig von einer progressiv fortschreitenden Revaskularisierung des Os-
teotomieareals. Dass diese Mdoglichkeit hier besteht, wird durch die Forschungsergebnisse
von Reed et al. (2003) untermauert. Deren Untersuchungen konnten beweisen, dass sich im
Falle einer aPA die Vaskularisation innerhalb eines Zeitraums von acht Wochen den bei

physiologischer Knochenheilung auftretenden GefdBverhiltnissen weitgehend angleicht.

Uberdies wiire eine weiter fortschreitende Heilung im Modell ebenso durch die
hier auftretende hypertrophen Chondrozyten moglich. Nach wissenschaftlichen Erkennt-
nissen geht von hypertrophen Chondrozyten, welche in der OPC-Gruppe in deutlich groBe-
rer Menge auftreten, eine osteogene Signalgebung aus. Wihrend der Entwicklung von
Knorpelgewebe, bzw. dessen Abbau, und Aufbau von Knochengewebe nimmt die Ent-
wicklungsstufe der hypertrophen Chondrozyten maBigeblichen Anteil. Die Knorpelzellen
proliferieren zunichst und richten sich interfragmentér aus, um in der frithen Phase der
Heilung eine anfingliche Stabilitit zu gewéhren. Dabei synthetisieren sie Knorpelgrund-
substanz sowie spezifische Matrix-Proteine (z.B. AP, Kollagen Typ X) und hypertrophie-
ren in Folge der stetig vermindert moglichen Versorgung via Diffusion. In diesem Stadium
sind sie iiber die Expression von knochenspezifischen Signalproteinen, zunichst Osteopon-
tin, spéiter auch Osteokalzin und Bone-Sialo-Protein, an der Matrix-Mineralisation sowie
Rekrutierung von Osteoblasten beteiligt (Lian et al., 1993; Gerstenfeld et al., 1996). So in-
itileren sie im Rahmen der enchondralen Ossifikation die Knochenregeneration (Roach,
1992; Carter et al. 1998). Die Expression der knochenspezifischen Signalproteine wurde

bislang nur in vitro untersucht. Auf Basis einer maB3geblichen Beteiligung von hypertro-
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phen Chondrozyten an der Knochenformation untersuchten Stringer et al. (2007) das os-
teoinduktive Potenzial immortalisierter, humaner hypertropher Chondrozyten sowie auch
das deren zellfreier extrazelluliren Matrix. Sie detektieren dabei molekulare Signale reifer
sowie hypertropher Chondrozyten, welche ex vivo die Differenzierung aus dem humanem
Knochenmark fraktionierter MSCs zu Osteoblasten induzierten. Applizierte, zellfreie Ma-
trixbestandteile der hypertrophen Chondrozyten fiihrten in vivo im Ratten-Modell zu einer

Knochenformation (Stringer et al., 2007).

Zunichst bleibt zu untersuchen, ob in vivo die Synthese der oben genannten Si-
gnal-Proteine durch hypertrophe Chondrozyten auch eine alleinige, gezielte Stimulation
und Induktion von osteogenen Vorlduferzellen ermoglicht. In diesem Fall wire eine fort-
schreitende Heilung in der vorliegenden Studie, in Verbindung mit der zu erwartenden vor-
anschreitenden Revaskularisierung (Reed et al., 2003) sowie dargestellter Bio(re)aktivitt
der Periostrekonstruktion (Saris et al., 1999; Ito et al., 2000) denkbar. Uberdies konnte hier
ebenso eine wiederholte lokale Applikation von OPCs zu einer weiterfithrenden Knochen-

regeneration beitragen.

Eine Applikation der OPCs zu einem spéteren Zeitpunkt hétte eine Degenerati-
on voraussichtlich vermindern oder génzlich verhindert konnen und so moglicherweise zu
einem verbesserten osteoregenerativen Einfluss der Progenitorzellen gefiihrt. Bei Gewihr-
leistung des aeroben Zellmetabolismus durch die progressive Revaskularisierung der aPA
(Reed et al., 2003) sowie Vorliegen eines, auerhalb der Entziindungsphase bestehenden
basischerem Mikromilieus wire eine Degeneration der Zellen wahrscheinlich nicht erfolgt.
Die OPCs hitten somit osteogen ausdifferenzieren konnen und die Knochenformation
moglicherweise in entsprechend hoherem Mafe stimuliert und verbessert. Der optimale
Applikationszeitpunkt ist jedoch abhéngig von biochemischen und biologischen Verhilt-
nissen im Fraktur-/Osteotomie-Gewebe sowie auch an die Wirkungsdauer innerhalb des
Frakturgebietes freigesetzter, molekularer Signale gebunden. Der optimale zeitliche Appli-
kations-Rahmen ist wissenschaftlich noch undefiniert und kann nur durch weiterfithrende
Grundlagenforschung eruiert werden. Ebenso wesentlich ist es, weitere Kenntnisse iiber
benotigte und spezifische Wachstumsfaktoren und Adhisionsmolekiile sowie Matrix-Zu-
sammensetzungen in Verbindung mit deren Wirkungsmechanismen zu sammeln (Bianchi
et al., 2001), um den Differenzierungsweg der Zellen in vivo besser verstehen, vorhersagen

und so therapeutisch nutzen zu kdnnen.
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6 Zusammenfassung

Diaphysdre atrophe Pseudarthrosen weisen oftmals ungiinstige biologische
Ausgangsbedingungen zur Heilung auf. Der Grund liegt in einer hédufig erheblich beein-
trachtigten vaskulidren Versorgung des Knochengewebes in Folge des vorangegangenen
Traumas (Kasperczyk et al., 1996). Eine Heilung des Knochens kann in dieser Situation
nur nach chirurgischer Intervention erreicht werden (Gebauer et al., 2005). Der derzeitige
»Goldstandard« der Behandlung besteht in einer stabilisierenden Osteosynthese in Kombi-
nation mit allogener/autologer Spongiosa-Transplantation (Braun et al., 1996). Die Thera-
pie fiihrt jedoch oftmals nur nach wiederholten Eingriffen zum Erfolg. Neben hohen sozio-
okonomischen Kosten bedeutet dies vor allem eine lange Rekonvaleszenz fiir den betroffe-
nen Patienten, welche mit erheblichen physischen sowie nicht selten auch psychischen Be-
lastungen verbunden ist. Dariiber hinaus sind wiederholt erforderliche Operationen stets
mit einem erhohten Risiko, besonders fiir gesundheitlich vorbelastete Personen, verbunden.
Der Erforschung alternativer, minimal invasiver Therapiemethoden gestorter Knochenhei-
lung gilt daher die besondere wissenschaftliche Aufmerksamkeit. Der Einsatz mesenchy-
maler Stammzellen (MSCs) wird in diesem Zusammenhang praktisch, ethisch und
immunologisch als unbedenklich angesehen (Rauner et al., 2007) und stellt somit einen
hoffnungsvollen Ansatz im Bereich minimal invasiver osteoregenerativer Medizin dar
(Izadpanah et al., 2005). Innerhalb der vorliegenden Studie wurde der Einsatz autologer os-
teogen pradifferenzierter mesenchymaler Stammzellen auf die Knochenheilung untersucht.
Die Zielsetzung der Studie bestand in einer Untersuchung des Einflusses der daraus resul-
tierenden Osteoprogenitorzellen (OPCs) auf die Osteoregeneration bei massiv verminderter

Bioaktivitit des Knochengewebes, wie sie im Falle einer atrophen Pseudarthrose vorliegt.

Zur Durchfiithrung der Studie wurden 32 ménnliche, adulte Ratten randomisiert
in zwei gleichgroBe Gruppen (Versuchsgruppe, Kontrollgruppe) eingeteilt. Allen Tieren
wurde Knochenmark aus der Tibia entnommen. Aus dem Aspirat der Versuchsgruppe wur-
den MSCs fraktioniert, in vitro expandiert und zu osteogenen Vorlduferzellen (OPCs) pri-
differenziert. Im Anschluss erfolgte die standardisierte Osteotomie des Femurs in der
Diaphysenmitte bei allen Tieren, welche mittels unilateralem Fixateur extern stabilisiert
wurde. Zur Induktion einer atrophen Pseudarthrose-Situation erfolgte die thermische Zer-
storung des Periosts 2 mm proximal und distal des Osteotomiespaltes sowie die Entnahme

des Knochenmarks im Bereich der Osteotomie. Zwei Tage post operationem (p.o.) wurde
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den Tieren der Versuchsgruppe perkutan eine Suspension bestehend aus ca. 2 x 10° autolo-
gen OPCs/0,1 ml Expansionsmedium lokal in den Osteotomiespalt appliziert (OPC-Grup-
pe). Den Kontrolltieren wurde allein ein dquivalentes Volumen des Expansionsmediums
lokal injiziert (Medium-Gruppe). Am Tag der Osteotomie sowie auch im Rahmen einer
wochentlich vorgenommenen Wundkontrolle wurden radiologische Aufnahmen angefer-
tigt. Zwei Wochen p.o. wurden die Femora aller Tiere gewonnen und histologischen, histo-
morphometrischen sowie immunhistologischen Untersuchungen unterzogen. Die
radiologische und histologische Auswertung lie eine erfolgreich induzierte Verzogerung
der Knochenheilung nach Art einer beginnenden atrophen Pseudarthrose erkennen. Die
Untersuchungen erbrachten im Weiteren eine signifikant groere Fliache periostalen Kal-
lusgewebes [%] binnen der OPC-Gruppe sowie innerhalb dessen einen ebenso signifikant
groleren Anteil hyalinen Knorpelgewebes [%] im medialen periostalen Knochenareal der
Versuchsgruppe gegeniiber der Kontrollgruppe. Die detektierten Anteile (mineralisierten)

Knochen- und Bindegewebes entsprachen sich hingegen zwischen den Gruppen.

Anhand der ermittelten Ergebnisse konnte durch die lokale Applikation autolo-
ger osteogen vordifferenzierter Zellen in den Spalt einer Osteotomie bei massiv beeintrich-
tigter Vitalitit des Knochengewebes zwei Wochen nach Transplantation der OPCs eine
Stimulation der Knochenregeneration festgestellt werden. Der Einfluss der Zellen be-
schrinkte sich dabei jedoch auf das mediale periostale Knochenareal und erfolgte aus-
schlieBlich nach Art beginnender enchondraler Ossifikation. Dariiber hinaus deutete sich
eine Beteiligung des sich rekonstruierenden Periosts am ermittelten Effekt der OPCs an.
Die Applikation der Zell-Medium-Suspension zu einem spéteren Zeitpunkt und/oder auch
eine wiederholte Injektion der OPCs in Verbindung mit dem Einsatz eines viskdseren Sus-
pensions-Mediums konnten hier zur Optimierung des osteokonduktiven Stimulus beitra-

gen.
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7 Summary

The impact of autologeous mesenchymal stem cells predifferentiated into the

osteogenic lineage on bone healing in a rodent atrophic non-union model

Diaphyseal atrophic non-unions often show biologically disadvantageous con-
ditions for healing. An insufficient vascular supply of the fractured bone as a result of a
preceding trauma is considered the main course (Kasperczyk et al., 1996). In such a situati-
on, bone regeneration cannot be achieved without surgical intervention (Gebauer et al.,
2005). The current »golden standard« for treatment is to provide a stabilizing osteosynthe-
sis in combination with transplantation of autologous/allogen spongiosa (Braun et al.,
1996). However, this kind of therapy does not always guarantee healing. Beside high so-
cio-economic costs, a failure in bone healing is associated with a prolonged recovery time
and therefore patient suffering. Moreover repeated surgical interventions may be a risk fac-
tor, especially for medically compromised patients. Therefore, over the past years medical
science has focused on minimally invasive methods for treatment of delayed and non-uni-
ons. In this context, the use of mesenchymal stem cells (MSCs) is considered to be practi-
cally, ethically and immunologically inoffensive (Rauner et al., 2007). Thus MSCs
represent a promising approach for minimally invasive therapies to enhance bone regenera-
tion (Izdapanah et al., 2005). The present study analyzed the influence of autologous MSCs
predifferentiated into the osteogenic lineage in vitro on bone healing. The aim of this study
was to examine the therapeutic potential of locally transplanted autologous osteoprogenitor

cells (OPCs) in a biologically unreactive fracture situation.

Therefore, 32 male adult Sprague Dawley™ rats were randomly devided into
two groups, each 16 animals (experimental group, control group). All animals received a
tibial bone marrow aspiration. Isolated MSCs were cultured in vitro and predifferentiated
into the osteogenic lineage. In all animals, a standardized midshaft osteotomy of the femur
diaphysis was performed and stabilized with a monolateral external fixator. An atrophic
non-union was induced by thermal destruction of the periosteum 2 mm proximally and dis-
tally to the osteotomy gap and bone marrow removal. Two days after surgery, the experi-
mental group received a percutaneous injection of approximately 2 x 10° OPCs/0,1ml

expansion medium into the osteotomy gap, whilst the control group was treated with an
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equivalent volume of pure expansion medium. X-rays were taken directly postoperatively
as well as at one and two weeks after surgery. After two weeks, the femora of all animals
were explanted and processed for histological/histomorphometrical and immunohistoche-
mical analysis. Radiological and histological examination demonstrated a delay in bone he-
aling. By histomorphometrical analysis, a significantly higher area of the periosteal callus
and a higher fraction of cartilage in the periosteal callus at the medial side was found in the
experimental compared to the control group. However, there was no difference in the frac-

tion of (mineralized) bone and connective tissue between both groups.

The present study demonstrates that percutaneously injected autologous OPCs
slightly improved the healing of an atrophic non-union. But, the effect was limited to an in-
cipient endochondral ossification in the periosteal callus on the medial side. The results
further illustrate a participation of the beginning reconstruction of the periosteum in the ef-
fect of the OPCs. Application of OPCs at a later time point after osteotomy or re-injection
of the cells, combined with a more viscous suspension medium, might lead to a more pro-

nounced osteogenic effect.
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Anhang

Fiarbeprotokolle der histologischen Schnitte

Histomorphologische Fiarbungen

Kombinierte Safranin Orange/von Kossa Féirbung

Fdarbeprotokoll:

1.

8.

9.

Entplasten der Schnittpréparate und Verbringen in
a) absteigende Alkoholreihe (Ethanol): 100- 96- 80- 70%

b) Aqua dest.

. Farben in 3%iger Silbernitratlosung

. Spiilen mit Aqua dest.

. Reduzieren in Natrium-Formaldehylosung
. Wissern mit Leitungswasser

. Natriumthiosulfat 5%

. Wissern mit Leitungswasser

Spiilen in Aqua dest.

Farben in Saffranin—Orange

10. Spiilen in Aqua dest.

11. Entwéssern durch verbringen in:

a) 2x 96% Ethanol

b) 2x 100% Ethanol

12. Verbringen in Xylol

13. Eindecken mit Vitro-Clud®

je 2 Min.
2 Min.

5 Min.

3 x kurz
2 Min.
10 Min.
5 Min.
10 Min.
kurz

8 Min.

kurz

je 2 Min.

2 x 5Min.
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Movat Pentachrom-Fdrbung

Fdrbeprotokoll:

1. Entparaffinieren der Schnittpriparate und Verbringen in
a) absteigende Alkoholreihe (Ethanol): 100- 96- 80- 70%
b) Aqua dest.

1. Farben in Alcianblau-Losung (8GX, Fa. Sigma-Aldrich,
Chemie GmbH, Steinheim/Deutschland)

2. Spiilen in Leitungswasser

3. Stabilisieren in alkalischem Alkohol (180 ml 96 % Ethanol
auf 10 ml 25 % Ammoniak)
(Merck,Darmstadt/Deutschland)

4. Spiilen in Aqua dest.

5. Kernfirbung mit Weigerts Eisenhdmatoxilin
(Eisenhdmatoxilin A und B im Verhiltnis 1: 1)
(Waldeck GmbH, Dicision Chroma®,
Miinster/Deutschland)

6. Spiilen in Aqua dest.

7. Wissern mit Leitungswasser

8. Fiarben mit Brilliant-Croceinsidurefuchsin
(Brilliant-Crocein R, Waldeck GmbH,
Miinster/Deutschland)

9. Spiilen mit 0,5%iger Essigsidure

10. Differenzieren in 5 % Phosphormolybdinséure

(Fa. Sigma Aldrich, Seelze/Deutschland)

11. Unter Bewegung mit 0,5%iger Essigsédure spiilen

je 2 Min.

2 Min.

10 Min.

5 Min.

60 Min.

kurz

10 Min.
kurz

15 Min.

10-15 Min.

kurz

5 Min.

2 Min.
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12. Dehydrieren in 100% Ethanol

13. Féarben mit Saffron du Gatinais
(Waldeck GmbH, Miinster/Deutschland)

14. Auswaschen in 100% Ethanol

15. Xylol

16. Eindecken mit Vitro-Clud®

3x 3 Min.

60 Min.

3x 3 Min.

kurz
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Enzymhistochemische Fiarbung

TRAP - Firbung

Herstellungsprotokoll der Gebrauchslosungen.:

TRAP-Puffer (pH 5):

3,28 g Natrium-Acetat (Fa. Merck, Darmstadt/Deutschland)
46 g Natrium-Tartrat (Fa. Merck, Darmstadt/Deutschland)

Einstellen des pH-Wertes mit einem pH-Meter (inoLab®, pH Level 1,
WTW, Weilheim/Deutschland)

TRAP-Férbelosung:

40 mg Naphtol AS-Mix Phophat (N 5000, Fa. Siegma-Aldrich, Steinheim/
Deutschland)

240 mg Fast Red Violett LB Salt (F 3381, Fa. Siegma-Aldrich, Steinheim/
Deutschland)

4 ml Dimethylfornamid (D 4551, Fa. Siegma-Aldrich,
Steinheim/Deutschland)

2 ml Triton X (Fa. Siegma-Aldrich, Steinheim/Deutschland)

Firbeprotokoll:

1. Entparaffinieren der Schnittpréparate und verbringen in

absteigende Alkoholreihe (2 x 100-, 96-, 80-, 70 %) je 2 Min.
2. Spiilen in TRAP-Puffer 10 Min.
3. Inkubation in TRAP-Firbelosung bei 37°C 284d.
4. Spiilen in Aqua dest. kurz

5. Kerngegenfirbung mit Methylgriin
(CERTISTAIN®, Merck, Darmstadt/Deutschland) 8-10 x eintauchen
6. Spiilen in Aqua dest. kurz

7. Eindecken mit Vitro-Clud®
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Immunhistochemische Firbungen

a-Smooth Muscle Actin (a-SMA)

Vorbehandlung: keine

Verdiinnung des Primdr-AK: 1:100
Kollagen I1

Vorbehandlung: Hyaluronidase: 4 Stunden

Pepsin (0,1 %) 40 Minuten

Verdiinnung des Primdr-AK: 1:100

Fdrbeprotokoll:

1. Entparaffinieren der Schnittpraparate und verbringen in
a) absteigende Alkoholreihe (Ethanol): 100- 96- 80- 70% je 2 Min.
b) Aqua dest. 2 Min.
2. Spiilen in Puffer (pH 7,4)

(Aqua dest. und Phosphatpuffer-Losung, 9:1)

(Fa. Waldeck GmbH, Miinster/Deutschland) 2x 5 Min.
3. Falls erforderlich, zur Demaskierung der Antigene,

mit Hyaluronidase u./o. Pepsin inkubieren (37 °C)

und spiilen mit Puffer 2x 5 Min.
4. Inkubation mit Normalserum

(Vector® Laboratories, Burlingame/USA)

bei Raumtemperatur 20 Min.
5. Inkubation mit dem Primérantikorper

(Biologo, Kronshagen/Deutschland) bei 4 °C iiber Nacht

6. Spiilen in Puffer 2x 5 Min.
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7. Inkubation mit biotinyliertem Sekundérantikdrper

(Vector® Laboratories, Burlingame/USA),

bei Raumtemperatur 30 Min.
8. Spiilen in Puffer 2 x5 Min.
9. Inkubation mit Avidin-Biotin-Komplex

(Alkaline Phosphatase Standard Kit AK 5000,

Vector ® Laboratories, Burlingame/USA)

bei Raumtemperatur 50 Min.
10. Spiilen in Puffer 2 x5 Min.
11. Inkubation in Chromogen-Puffer (pH 8,2) 2x 5 Min.

12. Inkubation mit AP-Substrat

(Vector ® Red Alkaline Phosphatase Substrat Kit 1,

Burlingame/USA), mikroskopische Uberwachung

der Farbreaktion (Axioskop, Zeiss, Jena/Deutschland) 5 x 30 Min.
13. Spiilen in Puffer kurz
14. Spiilen in Aqua dest. kurz

15. Kerngegenfarbung mit

a) Himalaun (Merck, Darmstadt/Deutschland) 4-6 x eintauchen
b) Spiilen in Aqua dest. kurz
c) Spiilen in Leitungswasser 1-2 Min.

16. Aufsteigende Alkoholreihe
(70-, 80-,96-,2 x 100 %) je 1 Min. max.
17. Entparaffinieren in Xylol 2 x5 Min.

18. Eindecken mit Vitro-Clud®
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