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Einleitung

1 Einleitung

Die Frakturheilung stellt einen der bemerkenswertesten Reparaturmechanismen des Korpers
dar. Es handelt sich dabei um einen komplexen physiologischen Prozess, der ein koordiniertes
Zusammenspiel von zelluldren, biochemischen, nutritiven und mechanischen Vorgéngen
erfordert und dessen Ziel die Wiederherstellung intakten Gewebes darstellt (Voggenreiter,
2009). Im Gegensatz zu vielen anderen Korpergeweben resultiert die Frakturheilung nicht in
der Bildung einer Narbe, sondern in dem funktionellen und strukturellen Ausgangszustand des
Knochens (McKibbin, 1978). Dennoch ist nicht jede Frakturheilung erfolgreich.

Trotz der Fortschritte in der Medizintechnik und Chirurgie sowie stdndig wachsender
Erkenntnisse liber die Mechanismen der Knochenheilung, stellen verzogerte und ausbleibende
Heilungen ein akutes klinisches Problem dar (Voggenreiter, 2009; Garcia et al., 2013).
Ungefidhr 10% aller Frakturen zeigen keinen physiologischen Heilungsprozess (Einhorn et al.,
2015).

Derzeit sind eine Reihe von Storfaktoren bekannt, welche zu einem Ausbleiben der
Knochenheilung fithren kénnen. Unter anderem ist die mechanische Umgebung entscheidend
fiir den Heilungserfolg einer Fraktur (Lienau et al., 2005; Willie et al., 2009; Schwarz & Ott et
al., 2018). Die Osteosynthesetechnik und deren Stabilisationssteifigkeit bestimmen die
vorherrschenden biomechanischen Bedingungen im Frakturspalt und koénnen bei Stérungen zu
Misserfolgen der physiologischen Abldufe in der Frakturheilung fithren (Epari et al., 2007;
Rontgen et al., 2010; Histings et al., 2010).

Der Fixateur externe stellt, durch seine unkomplizierte Anwendung und multiplen
Moglichkeiten der Modifikation des Osteosynthesematerials, in der Forschung ein bedeutendes
System zur Evaluierung der mechanischen Einfliisse auf die molekularen Mechanismen der
Frakturheilung dar (Rontgen et al., 2010).

Als Goldstandard der Versorgung von erschwert oder nichtheilenden Frakturen
(Pseudarthrosen, Non Unions) gilt derzeit die autologe Knochenmarkstransplantation (Hayda
et al., 2006; Nauth et al., 2011; Everding et al., 2019). Autologes Knochenmark ist allerdings
nur begrenzt verfiigbar und mit einer hohen Entnahmemorbiditit beim Spender, sowie mit
Schmerzen, Himatomen und Infektionen assoziiert (Laurie et al., 1984; Jéager et al., 2005;

Boerckel et al., 2011).
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Storungen der Frakturheilungen gehen nicht nur mit anhaltenden Schmerzen und daraus
resultierender sinkender Lebensqualitit der Betroffenen einher, sondern auch mit hohen
okonomischen Kosten (Victoria et al, 2009).

Daher wird auf Grundlage der gegenwiértig untersuchten Mechanismen der Knochenheilung
weiterhin nach effizienten und alternativen Behandlungsansitzen geforscht.

Zum jetzigen Zeitpunkt existieren vielfdltige therapeutische Ansétze auf dem Gebiet der
Knochenheilungsstorung, darunter biomechanische und physikalische Ansétze sowie Konzepte
auf zelluldrer und molekularer Ebene (Einhorn et al., 2015). Insbesondere auf dem Feld der
knocheninduzierenden Wachstumshormone als Alternative zum autologen
Knochenmarkstransplantat hat es in den letzten Jahren zahlreiche Untersuchungen und
experimentelle Studien gegeben (Nauth et al., 2011; Schwarz et al., 2012; Khan et al., 2017).
Ihr positiver Effekt auf die Knochenheilung konnte in diversen préklinischen und klinischen
Studien belegt werden (Wildemann et al., 2011; FaBbender et al., 2014; Jing et al., 2016; Orth
et al., 2017; Khan et al., 2017). Allerdings kommt es aufgrund von friihzeitiger Diffusion,
Absorption von Einzeldosen und zeitlich ungiinstiger Applikation des BMPs derzeit zu
unphysiologisch hohen Dosierungen im klinischen Alltag (FaBBbender et al., 2014). Hieraus
resultiert unter anderem die Bildung ektoper Ossifikationen, die symptomatisch zu
Funktionseinschrdnkungen, Schmerzen und Nervenschiddigungen fiihren und dadurch das
Patientenbefinden nachteilig beeinflussen (Kan et al., 2011).

Aktuelle in vitro Studien mit unterschiedlichen Zelltypen zeigen, dass BMPs durch
mechanische Stimulation eine Regulation erfahren und dabei die BMP-Signaltransduktion in
autokriner oder parakriner Weise beeinflussen (Tenney et al., 2009; Bieler et al., 2009; Huang
etal., 2010).

Die Erforschung des Zusammenspiels von biologischen und mechanischen Stimuli ist somit
von hohem wissenschaftlichen Interesse.

Das iibergreifende Ziel ist dabei die Optimierung der mechanischen Rahmenbedingungen einer
Fraktur, um geringere Mengen des biologischen Stimulus BMP fiir maximale Heilungserfolge
zu nutzen und durch diese Kombination die aus derzeit unphysiologisch hohen Dosen

resultierenden Risiken fir den Patienten deutlich zu reduzieren.
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2 Stand des Wissens

2.1 Biologie des Knochens

Knochengewebe zihlt mit zu den hértesten Geweben des Korpers und dient als Stiitzgertist
sowie Schutz gegeniiber den inneren Organen im Brust- und Beckenbereich, sowie des
Zentralen Nervensystems. Durch die Befestigung von Sehnen und Béndern der Muskeln am
Knochen wird die Lokomotion ermoglicht. Das Knochengewebe erfiillt zusatzlich eine
Stoffwechselfunktion, indem es ein Reservoir fiir Kalzium und Phosphor darstellt. Bei Bedarf
werden die beiden Mineralien freigesetzt und erfiillen eine regulatorische Aufgabe im
Mineralhaushalt des Korpers. Trotz seiner Stabilitdit und enormen Belastbarkeit unterliegt
Knochengewebe zeitlebens adaptiven Umgestaltungsvorgingen und befinden sich
wechselweise in einem Auf-, Ab- und Umbauprozess (Remedios, 1999; Konig & Liebich,
2012). Dieser lebenslange Prozess ist als Remodelling definiert (Noble et al., 2000), welcher
einerseits durch metabolische Stoffwechselleistungen und anderseits durch Anderungen der
physiologischen Druck-, Zug- und Scherkrifte gesteuert wird (Trostle et al., 1996; Konig &
Liebich., 2012).

2.1.1 Makroskopischer Knochenaufbau

Innerhalb des Skelettsystems variieren die einzelnen Knochen hinsichtlich ihrer Gré3e, Form
und Breite. Grundsitzlich differenziert man zwischen langen, kurzen, platten und den
unregelmiBigen Knochen. Zu den platten Knochen zéhlen beispielsweise das Schulterblatt und
das Brustbein. Die Handwurzelknochen gehdren zu den sehr stabilen kurzen Knochen. Die
langen Knochen, welche auch als Rohrenknochen bezeichnet werden, finden sich in den
GliedmaBen. Zu den Réhrenknochen zihlt man unter anderem den Oberschenkelknochen, das
Schien- und das Wadenbein. Diese Knochen besitzen einen charakteristischen Aufbau (Konig
& Liebich, 2012; Buck & Dumanian, 2012). Die Epiphysen stellen die verdickten Enden des
Knochens dar. Die auf die Oberflidche der Gelenke wirkende Belastung wird dadurch auf einen
groBBeren Querschnitt verteilt (Trostle et al., 1996). In den Epiphysen befindet sich die
Substantia spongiosa, ein schwammartiges System aus feinen Knochenbdlkchen (Trabekel).

Die Hohlrdume der Substantia spongiosa sind zeitlebens mit rotem Knochenmark ausgefiillt
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(Konig & Liebich. 2012; Baumgértner, 2015). An die Epiphysen schlie3t sich die Metaphyse
an, welche wihrend der Knochenentwicklung die Epiphysenplatte (Wachstumsfuge) enthélt
und dem Langenwachstum des Knochens dient (Baumgirtner, 2015). Den Mittelteil des
Knochens bildet die Diaphyse (Knochenschaft), welche durch eine starke Knochenwand
begrenzt wird. Die permanent einwirkenden Druck-, Zug — und Scherkréfte fithren zu einer
verstirkten Knochenwand (Substantia compacta) der Diaphyse (Konig & Liebich, 2012).
Somit stellt der schmale Knochenschaft das wichtigste Element fiir die Tragfdhigkeit und
Steifigkeit des Knochens dar (Schweiberer et al., 1999). Die Substantia compacta verjiingt sich
im Bereich der Epiphysen und liegt nur noch diinn der vorherrschenden Substantia spongiosa
auf. Im inneren der Diaphyse ist die Markhohle beherbergt, ein vom Endost ausgekleideter
Hohlraum, der unter anderem Blut- und Lymphgefife, das rote Knochenmark und
hédmotopoetische Zellen einschliet (Remedios, 1999). Mit zunehmendem Alter wird das rote
Knochenmark durch gelbes Knochenmark ersetzt und auch als Fettmark bezeichnet. Die
Markhohle gilt als das bedeutendste Versorgungskompartiment des Knochens. Gleichzeitig ist
sie ein wichtiges biomechanisches Kompartiment, mit einer erstaunlichen Leichtbauweise.
Ohne die Markhohle und die Féhigkeit zur hohen elastischen Verformbarkeit der organischen
Knochenmatrix konnte Rohrenknochen den enormen Belastungen nicht standhalten
(Schweiberer et al., 1999). Das Periost, die duBlere Knochenhaut, besteht aus einer du3eren
Faserschicht (Stratum fibrosum) und einer inneren zellreichen Kambiumschicht (Stratum
cambium) und umgibt flachenhaft ausgebreitet die Knochenoberfliche (Konig & Liebich,
2012). Ausgenommen sind die mit Gelenkknorpel bedeckten Gelenkflichen sowie die
Sesambeine (Simon et al., 2003; Nasu et al., 2015). Das Stratum cambium schlieB3t sensible
Nervenfasern und ein enges Netz von Blut- und Lymphgefd3en zur metabolischen Versorgung
des Knochens ein. Dariiber hinaus ist sie zeitlebens in der Lage Knochengewebe, Knorpel- und
Knochenkallus neu zu bilden, da es sich bei Kambiumzellen um Vorlduferzellen der
knochenbildenden Zellen (Osteoblasten) handelt. Uber Sharpey-Fasern (Kollagenfasern) ist
das Periost straff mit den dufleren Knochenlamellen verbunden (Buck & Dumanian, 2012;
Baumgirtner, 2015). Das Endost liegt der gesamten Markhdhle an und umkleidet die
Spongiosa-Bilkchen (Webb et al, 2000). Es enthdlt Bindegewebestammzellen
(Mesenchymzellen), die sich zu Fibroblasten und Osteoblasten differenzieren konnen.
Aufgrund dieser osteogenen Potenz ist das Endost, genauso wie das Periost, lebenslang zur

Neubildung von Knochengewebe befihigt (Konig & Liebich, 2012; Junqueira et al., 2002).
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2.1.2 Mikroskopische Knochenzusammensetzung

Knochengewebe setzt sich aus Knochenzellen (Osteozyten), die in eine extrazelluldre
Knochenmatrix eingebettet sind, sowie Wasser, Mineralien und Kollagen zusammen. Das
Gewebe besteht zu 65% aus anorganischem Material, zu 20% aus organischem Material und zu
15% aus Lipiden und Wasser (Clarke, 2008).

Das organische Material beinhaltet osteogene Zellen und eine extrazelluldre, organische
Matrix, welche zu 95% aus Kollagen besteht, wobei Kollagenfasern vom Typ I dominieren,
und zu 5% aus Proteoglykanen (Wang et al., 2002; Buck & Dumanian, 2012). Sie dient bei der
Mineralisation des Knochens als Leitstruktur fiir die appositionelle Anlage der kristallinen
Kalziumphosphatverbindung (Hydroxylapatitbildung) (Romanowski et al., 1990; Li et al.,
2006). Das von Osteoblasten gebildete Osteokalzin bindet als Teil der extrazelluldren
Knochenmatrix an das Hydroxylapatit. Weitere Bestandteile der organischen Matrix bilden
Proteoglykane und Glykosaminoglykane, welche gemeinsam die ungeformte Grundsubstanz
(Interzellularsbstanz) des Knochens darstellen (Remedios, 1999). Phospholipide,
Phosphoproteine, Osteonektin, welches funktional die Mineralien des Knochens mit dem
Kollagen verbindet und das Osteopontin, das wiederum die Knochenmineralien mit den Zellen
verbindet, komplettieren die Bestandteile der organischen Matrix (Romanowski et al., 1990).
Die anorganische Matrix besteht hauptséchlich aus Phosphor (50%) und Kalzium (35%) (Webb
et al, 2000), die als kristallines Raumgitter, dem sogenannten Hydroxylapatit, den
Kollagenfasern von auBlen anliegen und von proteoglykanreicher Grundsubstanz umgeben
werden. Die Verbindung des Hydroxylapatits mit den Kollagenfasern bestimmt die Stabilitit
des Knochens (Liebich, 2004). Nach Junqueira et al. (2002) besteht der restliche Anteil der
anorganischen Matrix aus Zitrat, Karbonat, Natrium, Magnesium, Fluor und weiteren
Spurenelementen. Die Knochenmatrix verleiht dem kndchernen Gewebe seine mechanischen
Eigenschaften. Sie bindet auerdem die Knochenzellen und beeinflusst deren Proliferation und
Differenzierung (Schweiberer et al., 1999). Zu diesen sogenannten gewebsspezifischen
Knochenzellen gehoren Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten. Diese sind fiir den Erhalt
und den fortwédhrend ablaufenden Umbauprozess des Knochens verantwortlich (Radasch,
1999).

Osteoblasten gehen aus mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks, Endosts sowie der
Kambiumschicht des Periosts hervor (Yoo et al., 1998; Remedios, 1999; Florencio-Silva et al.,
2015), welche sich zunichst in Vorlduferzellen, den teilungsaktiven Priosteoblasten oder

Osteoprogenitor-Zellen und spéter zu Osteoblasten differenzieren (Owen, 1970; Konig &
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Liebich., 2012). Grundsétzlich unterscheidet man zwischen aktiven und inaktiven Osteoblasten.
Letztere werden als Deckzellen bzw. ,,bone lining cells* bezeichnet und sitzen, nach Abschluss
der Knochenbildung, der neugebildeten Knochenoberfliche als eine Art einschichtiges Epithel
auf. Diese Zellen stellen sich als spindelartig abgeflachte Zellkorper dar (Barnes et al., 1999;
Florencio-Silva et al., 2015). Metabolisch aktive Osteoblasten stellen sich als gro3e (20-30 um),
plumpe, basophile Zellen mit meist rundem Zellkern, sowie zahlreich enthaltenen Organellen
im Zytoplasme dar (Webb et al., 2000, Capulli et al., 2014). Die Osteoblasten produzieren u.a.
wiahrend der desmalen Ossifikation eine unverkalkte Knochenmatrix, das Osteoid. Durch die
anschlieBende Einlagerung von anorganischen Knochenbestandteilen, hauptsidchlich
Kalziumphosphat, wird der Knochen mineralisiert (Konig & Liebich, 2012). Lange Zeit wurde
die Osteoblasten aufihre Funktion der Knochenbildung begrenzt. Dabei handelt es sich um sehr
vielseitige Zellen, die aktiv an der Regulation der Osteoklastenformation und -funktion beteiligt
sind sowie an der Homdostase der blutbildenden Stammzellen. AuBlerdem stellen sie endokrine
Zellen dar, die unter anderem Osteokalzin produzieren (Capulli et al., 2014). Wahrend der
fortschreitenden Mineralisation werden zirka 10% der Osteoblasten vollstidndig von Osteoid
umschlossen (Bonewald, 2002; Remedios, 1999) und differenzieren sich zu Osteozyten
(Florencio-Silva et al., 2015).

Osteozyten sind hoch spezialisierte Osteoblasten, die in Knochengrundsubstanz eingemauert
sind (Noble et al., 2000; Rubinacci et al. 2002). Sie stellen den am héaufigsten vorkommenden
Zelltyp im Knochen dar (Jilka, 2003; Florencio-Silva et al., 2015). Die Osteozyten spielen eine
entscheidende Rolle bei dem Erhalt der knochernen Matrix. Degenerieren die Osteozyten, geht
auch die benachbarte Matrix zugrunde (Junqueira et al., 2002; Florencio-Silva et al., 2015). Sie
sind an der Kalzium- und Phosphorhomdostase beteiligt (Webb et al., 2000), aber nicht zur
Synthese von Knochengrundsubstanz beféhigt (Raggatt et al., 2010). Osteozyten liegen als
stark abgeflachte Zellen in linsenformigen Knochenhohlen (Lakunen) der mineralisierten
Knochenmatrix vor (Noble et al., 2000). Sie verfiigen iiber zahlreiche zytoplasmatische
Fortsdtze (Dendriten), die sie zur Kommunikation mit anderen Osteozyten, aber auch mit
Osteoblasten und Osteoklasten befdhigen (Nijweide et al., 1986; Florencio-Silva et al., 2015).
Uber interzellulare Signale aktivieren sie die Osteoblasten oder die Osteoklasten und iiben
damit Einfluss auf das Remodeling aus (Galli et al., 2010). Die Dendriten verlaufen in
Kanélchen (Canaliculi ossei) innerhalb der Knochenmatrix und transportieren Néihrstoffe und
Ionen aus der extrazelluldren Fliissigkeit in die kndcherne Matrix (Noble et al., 2000).
Funktional gelten Osteozyten als Mechanosensoren. Bei einer mechanischen Beanspruchung

des Knochens gerit die Fliissigkeit im lakuno-kanalikuldren System in Bewegung. Derartige
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mechanische Reize werden von den Osteozyten wahrgenommen und in eine biologische
Antwort iibersetzt (Mechanotransduktion), wie beispielsweise die Synthese von Wirkstoffen,
die in den Knochen- oder Mineralhaushalt eingreifen. Das parakrin sezernierte Sclerostin
(SOST) wirkt hemmend auf die Knochenbildung, wihrend das endokrin sezernierte FGF23
(fibroblast growth factor 23) die renale Phosphatausscheidung erhoht und dadurch den
Mineralhaushalt  beeinflusst. ~ AuBlerdem  synthetisieren die  Osteozyten einen
membrangebundenen Faktor (RANKL), der fiir die Bildung von Osteoklasten erforderlich ist
(Canulli et al., 2014; Liilllmann-Rauch et al., 2015)

Durch Fusion mononukleérer Vorlduferzellen des Knochenmarks entstehen grof3e mehrkernige
Riesenzellen, die knochenabbauenden Osteoklasten (Roodman, 1996; Florencio-Silva et al.,
2015). Die Osteoklastogenese wird u.a. durch RANKL, ein Mitglied der Tumornekrosefaktor
(TNF) Familie, induziert (Crockett et al., 2011; Sigl et al., 2012). Als weiterer Faktor der
Osteoklastenentstehung gilt der Monozytenkolonienstimulierende Faktor (M-CSF) (Florencio-
Silva et al., 2015). Etwa ein Prozent der gesamten Knochenoberflache wird mit Osteoklasten
bedeckt. Sie stellen damit eine sehr kleine Population unter den Knochenzellen dar. Als
terminal differenzierte Zellen betrégt ihre Lebenserwartung nur wenige Tage. Osteoklasten sind
fiir die Knochenresorption verantwortlich (Amling et al., 1996). Aktive Osteoklasten liegen in
den Resorptionslakunen, den sogenannten Howship-Lakunen auf der Knochenoberfliche sowie
in Resorptionstunneln vor, welche infolge ihrer Abbautétigkeit entstanden sind (Remedios,
1999). Wihrend des Remodellings konnen vier unterschiedliche Domidnen der
Osteoklastenmembran beobachtet werden. Die ,,sealing zone® und die ,,ruffled border* stehen
in Kontakt mit der Knochenmatrix (Florencio-Silva et al., 2015). Der Knochenabbau findet an
oberflachenvergroBerten Positionen der Osteoklastenmembran statt. Es handelt sich dabei um
fingerformigen Zellausstiilpungen (Mikrovilli) der Osteoklasten, die ,ruffled border*.
Zwischen dieser gefalteten Zellmembran und der Knochenoberfliche erzeugt der Osteoklast
ein saures Millieu infolge dessen die Hydroxylapatit-Kristalle aus der kollagenen Matrix geldst
werden (Beck, 2003; Crockett et al., 2011). Kollagenasen und Proteasen bauen anschlieend
die zuriickbleibenden kollagenen Fasern ab (Amling et al., 1996). Im Rahmen des
Remodellings baut ein Osteoklast pro Zeitintervall etwa dreimal so viel Knochen ab, wie ein
Osteoblast aufbaut (Liebich, 2004; Schell et al., 2006). Nach erfolgter Knochenresorption 16sen
sich die Osteoklasten von der Knochenoberfliche und heften sich an anderer Stelle wieder an

den Knochen an, um erneut mit der Knochenresorption zu beginnen (Liebich, 2004).
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2.1.3 Osteogenese und Knochenformen

Grundsétzlich wird zwischen zwei Formen des Knochengewebes unterschieden: dem Geflecht-
oder Faserknochen und dem Lamellenknochen (Koénig & Liebich, 2012).

Geflecht- oder Faserknochen stellt entwicklungsgeschichtlich die é&ltere und einfachere
Knochenform dar (Liebich, 2004; Ng et al., 1997). Es handelt sich dabei um ein ungeordnetes
Netz verknocherten Bindegewebes, welches bei jeder Knochenneubildung auftritt (Kénig &
Liebich., 2012; Buck et al.,, 2012). Wihrend der embryonalen Entwicklung angelegter
Geflechtknochen wird nach der Geburt sukzessiv durch Lamellenknochen ersetzt. Es bestehen
nur wenige Ausnahmen, wo Geflechtknochen zeitlebens persistiert. In Ansatzstellen kréftiger
Bénder am kompakten Knochen, an Réndern von Schédelndhten, im Felsenbein um die
Strukturen des Innenohrs herum und in Synostosen bleibt diese Form des Knochengewebes
auch beim Adulten erhalten (Konig & Liebich, 2012; Bucher et al., 1997; Buck & Dumanian,
2012). Geflechtknochen wird zudem an Stellen gebildet, wo iiber lingere Zeit mechanische
Druck- und Zugkrifte das Bindegewebe beanspruchen (Liebich, 2004; Chao, 2003; Buck &
Dumanian, 2012) oder schnell Knochen gebildet werden muss, wie beispielsweise bei der
Frakturheilung (Noble et al., 2000). Er ist reich an Osteozyten, die jedoch typischerweise ohne
erkennbare Ordnung in der kndchernen Matrix verteilt sind (Liebich, 2004). Die geformte
Grundsubstanz wird von einem unregelmédfigen Geflecht von Kollagenfaserbiindeln
durchzogen, verglichen mit dem Lamellenknochen resultiert hieraus eine geringere
biomechanische Stabilitit (Ng et al., 1997) und eine hohere Labilitdt gegeniiber einwirkenden
Kriften (Webb et al., 2000).

Anfangs gebildeter Geflechtknochen wird im Rahmen der Knochenentwicklung durch
permanenten Lamellenknochen ersetzt (Konig & Liebich, 2012) und stellt somit die am
héufigsten auftretende Knochenart im adulten Organismus dar. Im Vergleich zum
Geflechtknochen entsteht er deutlich langsamer und ausschlieBlich im adulten Saugetier (Noble
et al., 2000). Wiahrend im Geflechtknochen die Kollagenfasern unregelmafBig miteinander
verflochten sind, ist die Anordnung der Kollagenfasern des Lamellenknochens geordnet. Die
Substantia spongiosa des Lamellenknochens besitzt streng parallel zur Trabekeloberfldche
angeordnete Kollagenfasern, wiahrend die Substantia compacta vor allem aus konzentrisch um
ein Blutgefd3 angeordnete Kollagenfasern besteht. Die Grundstruktur der Substantia compacta
des Lamellenknochens stellt das Osteon dar, welches nach seinem Entdecker, dem englischen
Anatom Clapton Havers, auch Havers-System genannt wird (Liebich, 2004; Buck & Dumanian,

2012). Nach Remedios (1999) verlaufen die Osteone parallel zur longitudinalen Achse des
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Knochens. Das Zentrum jedes Osteons bildet der mit lockerem Bindegewebe gefiillte
Zentralkanal (Havers-Kanal). Durch ihn ziehen ein zentrales Gefal3, das Havers-Gefall und
vegetative Nerven (Konig & Liebich, 2012; Buck & Dumanian, 2012). Der Zentralkanal wird
von fiinf bis 20 konzentrischen Knochenlamellen (Speziallamellen), bestehend aus kollagenen
Fasern und mineralisierter Knochenmatrix, umgeben (Bucher et al., 1997; Beck, 2003). Die
Kollagenfasern sind spiralférmig und stets gegensinnig angeordnet. Anliegende
Lamellensysteme treten untereinander durch quer zu den Lamellen stehenden Volkmann-
Kanile in Verbindung. Es resultiert ein Lamellenverbund (Weyrauch et al., 1998), der mit dem
Bauprinzip einer Sperrholzplatte mit unterschiedlich gerichteter Holzmaserung verglichen
werden kann (Budras et al., 1996). Dadurch entsteht eine hohe mechanische Festigkeit der
Lamellenknochen. Die Knochenzellen (Osteozyten) liegen zwischen den konzentrisch
geschichteten Lamellen um den Zentralkanal und stehen durch lange, in Knochenkanidlchen
verlaufende, Zytoplasmafortsétze in Verbindung. Auf diese Weise wird der Stofftransport aus
dem Havers-Gefdll zur Knochenmatrix ermoglicht (Konig & Liebich, 2012). Osteone ohne
funktionelle Aufgaben werden abgebaut. Ihre Reststiicke, die sogenannten Schaltlamellen,
liegen zwischen den intakten Osteonen und fiillen die Zwischenrdume aus (Liebich, 2004). Die
einzelnen Osteone sind durch Zementlinien voneinander separiert (Buck & Dumanian, 2012).
Die Zentralgefiafle der Osteone stehen durch die querverlaufenden Volkmann-Gefiaf3e mit der
inneren und dufleren Knochenhaut in Kontakt. Direkt unter dem Periost verlaufende Lamellen,
die nicht einen Zentralkanal, sondern den ganzen Knochen umgeben, sind plattenartig zu einer
dulleren Generallamelle geschichtet. Aus dem Stratum fibrosum strahlen Kollagenfasern
(Sharpey-Fasern) in die Substancia compacta des Knochens ein, die das Periost straff mit dem
Knochen verbinden. Durch die zusdtzliche Verbindung zu den dariiberliegenden
Endabschnitten der Sehnen dienen sie der Kraftiibertragung auf den Knochen. Die innere
Generallamelle stellt dementsprechend die Oberflachenbegrenzung gegeniiber dem Endost dar
(Konig & Liebich. 2012).

Knochengewebe kann auf zwei Arten entstehen. Bei beiden Vorgdngen wird zunéchst
nunreifer Geflechtknochen gebildet, der meist durch ,,reifen* Lamellenknochen ersetzt wird.
Entsteht Knochen ohne knorpelige Zwischenstufe, direkt aus dem mesenchymalen
Bindegewebe, spricht man von intramembrandser oder direkter Ossifikation. Ersetzt knocherne
Matrix die zuvor gebildete Knorpelmatrix, handelt es sich um die enchondrale oder indirekte
Ossifikation (Konig & Liebich., 2012).

Intramembrandse Ossifikation beginnt vielfach in punktférmigen Ossifikationszentren, aus

denen die Verknocherungsprozesse gesteuert werden. Aus mesenchymalen Stammzellen
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entwickeln sich zundchst die teilungsaktiven Osteoprogenitorzellen (Préosteoblasten).
Bevorzugt treten diese in der Kambiumschicht des Periosts und entlang des piméren
Knochenmarks auf (Liebich, 2004) Die Vorlduferzellen differenzieren sich anschlielend zu den
knochenbildenen Osteoblasten, die Kollagenfasern, nicht kollagene Proteine und unverkalkte
Knochenmatrix (Osteoid) produzieren. Infolge der fortlaufenden Osteoidsynthese mauern sich
die Osteoblasten nachfolgend selbst ein (Liebich, 2004; Konig & Liebich, 2012). Das Osteoid
wandelt sich innerhalb weniger Tage durch Mineralisierung in Ossein um. Wéhrend der
Mineralisation ~ werden anorganische = Knochenbestandteile wie Kalziumphosphat,
Kalziumcarbonat, Magnesiumphosphat und Kalziumflourid iiber das Blutgefif3system in das
Osteoid eingelagert. Dieser Prozess wird durch Wachstumshormone und Vitamin-D-
Metaboliten gefordert. Der Beginn der intramembrandsen Ossifikation ist eng mit der
Einsprossung von Blutkapillaren in das Bindegewebe gekniipft, welche zusitzliches
mesochymales Bindegewebe mit sich fithren (Konig &Liebich, 2012).

Die enchondrale Ossifikation basiert auf Grundlage des hyalinen Knorpels, welcher als
Platzhalter und als Ausgangsmaterial fiir das Lingenwachstum des Knochens dient. Aus dem
Mesenchym entwickelt sich ein fetales Knochenvormodell aus Knorpel, das Primordialskelett,
welches abgebaut und allmdhlich durch permanentes Knochengewebe ersetzt wird.
Neugebildetes Knochengewebe, das auf der Grundlage von hyalinem Knorpel basiert, wird
unter chondraler Osteogenese zusammengefasst. Weitergehend unterscheidet man dabei
zwischen perichondraler und enchondraler Ossifikation. Wiahrend der perichondralen
Ossifikation differenzieren sich Osteoprogenitorzellen des Knorpelmantels direkt zu
Osteoblasten. Streng genommen entspricht die perichondrale Ossifikation der
intramembrandsen Ossifikation mit Ausscheidung von Osteoid und anschlieender
Mineralisation. Die fetale perichondrale Ossifikation beginnt in der Mitte der spiteren
Diaphyse des Rohrenknochens (priméres Ossifikationszentrum) und bildet eine diaphysare
Knochenmanschette. Aus dem Knorpelmantel (Perichondrium) entwickelt sich das Periost. Die
diaphysédre Verknocherung setzt sich anschlieend in Richtung der Epiphysen fort. Postnatal
entstehen sekundédren Ossifikationszentren in den Epiphysen. Die eigentliche chondrale
Ossifikation findet im Knorpel statt und wird als enchondrale Ossifikation bezeichnet, welche
fiir das Langenwachstum verantwortlich ist (Konig & Liebich., 2012).

Wie vorab erwihnt, setzt die fetale Umwandlung von Knorpel- in Knochengewebe mittig an
der spiteren Diaphyse des Rohrenknochens ein. Durch perichondrale Ossifikation entsteht um
den Knorpel ein Knochenzylinder, die Knochenmanschette. Der neu entstandene

Knochenmantel hemmt den Stoffwechsel (Eméhrung der Chondrozyten durch Diffusion) des

10
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hyalinen Knorpels, infolgedessen degenerieren die Chondrozyten und die Knorpelmatrix
verkalkt. Gleichzeitig sprossen durch den Knochenmantel Blutgefifie in den Knorpel ein und
mit ihnen gelangen Chondroklasten in die verkalkte Knorpelmatrix. Nachfolgend bauen die
Chondroklasten das Knorpelgewebe ab. In die freigewordenen Réume dringen anschlieSend
Kapillaren mit mesenchymale Stammzellen und Bindegewebe ein und fiillen sie aus. Die
mesenchymalen Stammzellen differenzieren sich zu Osteoblasten, die sich an den Uberresten
der verkalkten Knorpelmatrix ansiedeln und unmineralisierte Knochengrundsubstanz (Osteoid)
synthetisieren (priméres Ossifikationszentrum). Osteoklasten resorbieren zu einem spéteren
Zeitpunkt die mineralisierte Matrix. Durch die stindigen Auf- und Abbauvorginge des
Knochengewebe sentwickelt sich eine knocherne, schwammartige Binnenstruktur die primére
Markhohle. Durch Umwandlung des lockeren Bindegewebes zu hidmoretikuldirem
(blutbildenem) Gewebe differenziert sich die primére Markhohle in ein vielgekammertes
Hohlraumsystem der sekundiren Markhdhle. Dort findet ab einer spéteren fetalen
Entwicklungsphase die Himatopoese (Blutbildung) statt.

Die periostale Knochenmanschette wichst entlang der Diaphyse in Richtung der Epiphysen und
tragt zum Dickenwachstum des Knochens bei. Daher wird sie zum appositionellen Wachstume
gerechnet. (Konig & Liebich, 2012).

Im Bereich der Epiphysenfuge ist die enchondrale Ossifikation besonders ausgeprégt. Zwischen
der Diaphyse und Epiphyse findet die von innen beginnende Verknocherung des hyalinen
Knorpelgewebes statt, welche dem Langenwachstum (interstitielles Wachstum) des Knochens
dient. Es entstehen unterschiedliche Zonen der enchondralen Ossifikation. Innerhalb der
Proliferationszone werden die Chondrozyten durch die ridumliche Begrenzung der
perichondralen Knochenmanschette angeregt sich sdulenartig anzuordnen, parallel dazu
proliferieren die Zellen durch mitotische Teilung. Dadurch verlidngert sich der Knorpel und
erfiillt eine wesentliche Voraussetzung fiir das spédtere Knochenwachstum. Anschlieend
degenerieren in der Resorptionszone die Knorpelzellen unter Wasseraufnahme blasenartig. Die
Chondrozyten bilden vermehrt Kollagen Typ X, welches die Knorpelmatrix verfestigt und
VEGF, das die Blutgefdfie in der nachfolgenden Eréffnungszone zur Angiogenese anregt. Die
Interzellularsubstanz beginnt zu verkalken. In der Er6ffnungszone werden die hypertrophen
Chondrozyten durch Chondroklasten aus ihren Knorpelhdhlen freigesetzt, woraufhin sie zu
Grunde gehen. Anschliefend wachsen in die Knorpelhdhlen Blutkapillaren und
Osteoproginetorzellen ein, die sich zu knochenbildenden Osteoblasten differenzieren. Auf den
verbliebenden Knorpelresten lagern sich Osteoblasten auf, die mit der Bildung von Osteoid

beginnen. Innerhalb der Epiphysenfuge entfernt sich die mitotisch aktive Proliferationszone
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zunehmend von der Er6ffnungszone, was zum interstitiellen Wachstum (Lingenwachstum) des
Knorpels fiihrt. Den Abschluss des Lingenwachstums stellt der Schluss der Epiphysenfuge dar.
Die Féhigkeit zum Dickenwachstum bleibt zeitlebens erhalten (Konig & Liebich, 2012; Buck
& Dumanian, 2012).

2.2 Physiologischer Ablauf der Knochenheilung

In Abhingigkeit von der Elastizitit und der Biegesteifigkeit eines Knochens, ist
Knochengewebe qualifiziert bis zu einem gewissen Mal} einwirkende Kréfte zu absorbieren
(Riter et al.,, 1999). Wird die Elastizitit des Materials durch eine belastungsinduzierte
Spannung im Knochen iiberschritten, erfolgt ein Bruch des Knochens (Autefage, 2000).

Die Frakturheilung ist ein komplexer physiologischer Prozess, der einen koordinierten Ablauf
unter Beteiligung einer Reihe unterschiedlicher Zellen und biochemischen Vorgéngen erfordert
und dessen Ziel die Wiederherstellung von intaktem Knochengewebe darstellt, iiber das
mechanische Last wieder ungehindert tibertragen werden kann (Voggereiter, 2009). Im
Gegensatz zu vielen anderen Geweben endet die Frakturheilung nicht mit der Bildung einer
Narbe, sondern mit einer vollstindigen Rekonstruktion des urspriinglichen Gewebes und
normaler Funktionstiichtigkeit des Knochens (McKibbin, 1978). Laut Voggenreiter (2009)
erfolgt die komplette Wiederherstellung der urspriinglichen Anatomie hiufig nur bei Kindern,
jedoch tritt beim Adulten, im Rahmen des Remodellings, die Wiederherstellung einer
mechanisch stabilen lamelldren Knochenstruktur ein. Der Zusammenschluss der Frakturenden

kann direkt oder indirekt erfolgen (Marsell & Einhorn., 2011).

2.2.1 Primére Frakturheilung

Die primére, direkte Frakturheilung tritt gewdhnlich nicht wihrend des gewdhnlichen Prozesses
der Heilung auf. Sie erfordert vielmehr einen direkten Kontakt der Frakturenden zur exakten
anatomischen Ausrichtung der Frakturenden, was in der Regel eine stabile Fixierung durch ein
geeignetes Osteosyntheseverfahren notwendig macht (Marsell & Einhorn., 2011).

Robert Danis, ein belgischer Chirurg, beschrieb 1949 erstmals die fehlende Kallusbildung
zwischen zwei Knochenfragmenten unter rigider Fixation. Bezugnehmend auf die direkte
Bildung von Knochen ohne Bildung von mechanisch relevanten periostealen oder endostealen

Kallus, benannte er diese Form von Heilung auch primire Frakturheilung (Griffon, 2005).
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Selbst unter optimalen Umstinden wird aber nie eine komplette Deckungsgleichheit der
Frakturenden erzielt, sodass immer Spaltrdumen existieren und den Prozess der
Knochenbildung beeinflussen (Schenk et al., 1994). Abhdngig von der Nihe der der
Frakturenden zueinander, wird bei der direkten Frakturheilung daher nochmals zwischen
Kontaktheilung und Spaltheilung unterschieden (Griffon, 2005).

Betrdgt der Abstand der Knochenenden weniger als 0,01 mm, wird die Frakturheilung als
sogenannte Kontaktheilung bezeichnet (Shapiro,1988; Marsell & Einhorn., 2011). Unter diesen
Umstédnden verhindert der direkte Fldchenkontakt der Kortikalis das Eindringen von
Blutgefiaen und Gewebe in den Frakturspalt (Willenegger et al., 1971). Nachfolgend bilden
sich an den Osteonen, welche unmittelbar an der Frakturlinie liegen, sogenannte ,,cutting
cones®, an deren Spitze sich kegelformig formierte Osteoklasten befinden (Marsell & Einhorn,
2011). Die knochenresorbierenden Zellen untertunneln longitudinal von beiden Seiten die
Frakturregion und bilden ein neues Havers’sches System (Voggenreiter, 2009). Das
wiederhergestellte System erlaubt die Einwanderung von Blutgefd3en, die von Endothelzellen
und perivaskuliren mesenchymalen Zellen begleitet werden, welche sich zu
Osteogrogenitorzellen und dann zu Osteoblasten differenzieren. Die Osteoblasten
synthetisieren anschlieBen Osteoid in den Knochenkanal (Griffon, 2005). Die Kontaktheilung
resultiert somit aus der direkten Umwandlung der {iberbriickenden Osteone in
Lamellenknochen ohne die Bildung von periostealem Kallusgewebe (Marsell & Einhorn,
2011).

Betrégt der Spalt zwischen den Frakturenden weniger als 800 um bis 1 mm, erfolgt eine weitere
Form der direkten Frakturheilung, die sogenannte Spaltheilung. Anders als bei der
Kontaktheilung, tritt hier der Zusammenschluss der Frakturenden nicht simultan mit dem
Havers-Remodelling auf, sondern vollzieht sich in separat fortlaufenden Schritten (Griffon,
2005). Zunéchst sprossen Kapillaren aus dem Endost und Periost in den interfragmentéren Spalt
der Fraktur ein (Shapiro, 1988). Osteoprogenitorzellen begleiten die transversal einsprossenden
Kapillaren und differenzieren sich zu Osteoblasten, welche Geflechtknochen synthetisieren.
Dies geschieht zunéchst senkrecht zur Langsachse des Knochens. Nach drei bis acht Wochen
ist der Frakturspalt vollstindig mit Geflechtknochen {iberbriickt, jedoch aufgrund seiner
Architektur mechanisch nicht voll belastbar (Griffon, 2005). Der zweite Schritt der
Spaltheilung erfolgt entsprechend der vorab erwidhnten Kontaktheilung (Marsell & Einhorn,
2011). Ausgehend von neu entstandenen Osteonen im Frakturspalt und den Osteonen der
intakten Knochenenden entstehen erneut cutting cones. Im Rahmen des Havers-Remodelling

formen Osteoklasten longitudinale Resorptionsgéinge, die durch einwandernde Osteoblasten
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mit Lamellenknochen gefiillt werden. Sukzessiv entsteht longitudinal ausgerichteter
Lamellenknochen, durch den die anatomische und mechanische Integritit des Knochens
wiederhergestellt wird (Griffon, 2005; Shapiro, 1988). Die Spaltheilung verlduft ebenfalls ohne
endostale oder periostale Kallusbildung und Resorption der Knochenenden (Stiirmer, 1996;
Marsell & Einhorn, 2011). Laut Voggenreiter (2009) tritt die direkte Frakturheilung jedoch
seltener auf, da es bei der Mehrzahl der Frakturbehandlungen zu mehr oder weniger stark
ausgeprigten Bewegungen im Frakturspalt kommt. Folglich heilen die meisten Knochenbriiche

durch die indirekte bzw. sekundére Frakturheilung (Buck & Dumanian, 2012).

2.2.2 Sekundére Frakturheilung

Die sekundire, indirekte Frakturheilung stellt eine Kombination aus intramembrandser und
enchondraler Knochenneubildung dar (Marsell & Einhorn, 2011). Sie wird charakterisiert
durch die Bildung von Ersatzgewebe (Knorpel- und Bindegewebe), welches im weiteren
Verlauf durch Gefechtknochen (knocherner Kallus) und spdter durch lamelléres
Knochengewebe ersetzt wird (Chao et al., 2003; Marsell & Einhorn, 2011). Entscheidend fiir
die indirekte Knochenneubildung ist eine Spaltbreite von mehr als einem Millimeter und
Mikrobewegungen im Frakturbereich. Durch konservative Behandlungsmethoden oder flexible
Osteosyntheseverfahren, wie der Fixateur externe oder eine Marknagelung, kommt es im
Frakturbereich zu Mikrobewegungen, welche die sekundére Frakturheilung mit Kallusbildung
bedingen und somit die hdufigste Form der Knochenheilung darstellt (Voggenreiter, 2009). Bis
zu einem bestimmten Grad induzieren Mikrobewegungen eine vermehrte Kallusbildung, treten
allerdings zu starke Krifte auf, kommt es zu einer verzogerten Heilung (Marsell & Einhorn,
2011). Je nach Bildungsort wird zwischen periostalem, endostalem und intrakortikalem Kallus
unterschieden (Perren, 1992). Periostaler Kallus wird zunidchst im Rahmen der
intramembrandsen Ossifikation ohne knorpelige Zwischenstufe in einiger Entfernung zum
Frakturspalt gebildet (McKibbin, 1978). In Richtung der Fraktur an Umfang zunehmend, wird
im Zuge der enchondralen Ossifikation Knorpel gebildet, der verkalkt und anschlieBend durch
mineralisiertes Knochengewebe ersetzt wird (Einhorn, 1998). Im Bereich der Markhohle
iiberbriickt der endostale Kallus die einzelnen Knochenfragmente. Er tritt in einem deutlich
geringeren Umfang als der periostale Kallus auf und ist insgesamt instabiler. Der intrakortikale
Kallus stellt die kortikale Einheit wieder her (Perren, 1992). Die sekundére Frakturheilung lduft
in mehreren teilweise simultan ablaufenden Phasen ab, die sich gegenseitig beeinflussen und

wie folgt zusammengefasst werden:
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1. Inflammatorische Reaktion mit Himatombildung,
2. Phase der Kallusbildung und
3. Remodelling (Marsell & Einhorn, 2011).

Abhidngig von den jeweiligen Autoren, wird die Phase der Kallusbildung nochmals
untergliedert in eine Phase der weichen Kallusbildung, gefolgt von der Phase der Bildung des
harten Kallus.

Kallus bezeichnet das sich verfestigende Gewebe, welches aus Granulationsgewebe sowie vom
Periost und Endost gebildet wird (Jerosch et al., 2002). Nicht zuletzt nehmen deshalb das
Periost, umliegendes Binde- und Muskelgewebe sowie das Markraumgewebe bei dieser Form

der Frakturheilung, eine wichtige Rolle ein (Voggenreiter, 2009).

Inflammatorische Reaktion mit Himatombildung
Die inflammatorische Phase beginnt unmittelbar nach dem Bruch des Knochens (Griffon,

2005). Sie erreicht ihren Hohepunkt wéhrend der ersten 24 Stunden und ist nach sieben Tagen
abgeschlossen (Marsell & Einhorn, 2011). Frakturbedingt kommt es zum Zerreilen der
Blutgefille des Knochens, Periosts und umliegenden Weichgewebes, infolge dessen eine
Hamatombildung im Knochenspalt resultiert (Webb et al., 2000). Durch Kontraktion der
Blutgefafle und beginnende Gerinnung wird der Blutverlust nachfolgend minimiert und fiihrt
zu einer Ischdmie des Knochengewebes (Griffon, 2005). Die Unterbrechung der
Blutversorgung und die hieraus resultierende Schiadigung des Knochengewebes haben zur
Folge, dass die Frakturenden nekrotisch werden und die Osteozyten infolge von
Thrombosierung entstandenen Sauerstoff- und Nahrstoffmangels absterben (Webb et al., 2000).
Der initial verminderte Sauerstoffgehalt und der niedrige pH-Wert, das nekrotische Gewebe
und die traumatisch bedingten Gewebeteile des Periosts, der Kortikalis, des Endosts und
Knochenmarks sowie des umgebenden Weichteilgewebes 16sen eine inflammatorische
Reaktion aus (Jerosch et al., 2002; Ruschke et al., 2012). Als Folge dessen werden
proinflammatorischen  Entziindungsmediatoren, wie Tumornekrosefaktor-o (TNF-a),
Interleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-11 und IL-18 im Frakturgebiet freigesetzt. Sie aktivieren
proteolytische Enzymkaskaden, rekrutieren Entziindungszellen und verstirken dadurch die
Entziindungsreaktion (Marsell & Einhorn, 2011) und férdern die Koagulation des Blutes
(Remedios, 1999). IL-1 und IL-6 sind besonders wichtig in der Frakturheilung. Das von
Makrophagen produzierte IL-1 induziert die Bildung von IL-6 in den Osteoblasten, fordert die

Produktion des primdren knorpeligen Kallus und die Angiogenese. IL-6 stimuliert die
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Angiogenese, die Produktion des Endothelwachstumsfaktors VEGF (Vascular endothelial
growth factor) und die Differenzierung von Osteoblasten und Osteoklasten (Marsell & Einhorn,
2011). IL-6 wirkt sowohl pro- als auch antiinflammatorisch. Innerhalb der ersten Stunden nach
der Fraktur induziert IL-6 die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und natiirlichen
Killerzellen. Zusétzlich induziert IL-6 aber auch 16sliche Rezeptoren fiir IL-1 und TNF-o und
hemmt somit diese proinflammatorischen Zytokine (Lenz et al., 2007). Im Zuge der
Entziindungsreaktion kommt es zu einer Vasodilatation, welche die Migration weiterer
hiamatopoetischen Stammzellen aus dem Endothel und den Blutgefdfien fordert (Braun et al.,
1996), sowie zu einer verbesserten Sauerstoffversorgung der vorhandenen ortsstandigen Zellen
fithrt. Endothelzellen aus den umgebenen Blutgefilen, in erster Linie aus dem Periost, bilden
Kapillarendothel, welches in das Hamatom einsprosst. Dabei wird das Ausmall der
Angiogenese maligeblich durch Gewebshypoxie, niedrigem pH-Wert und die
Wachstumsfaktoren bestimmt (Jerosch et al., 2002). Durch die Unterversorgung der
Osteoblasten und Osteozyten mit Sauerstoft aktiviert der Hypoxie-induzierte Faktor (HIF-I)
zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren die Expression spezieller Gene, welche die
Sauerstoffversorgung regulieren sollen. Unter anderem beeinflusst HIF-I die Bildung neuer
BlutgefiBe iiber eine Steigerung der VEGF-Expression in den Osteoblasten (Wang et al., 2007,
Song et al., 2017). Die Wiederherstellung der Durchblutung in dieser frithen Phase der
Frakturheilung ist essentiell um die Frakturzone optimal mit Zellen, Néhrstoffen und
Mediatoren zu versorgen (Schmidt-Bleek et al., 2012). Die ersten Zellen, die im Rahmen der
Entziindungsreaktion in den Frakturspalt eindringen, sind kurzlebige neutrophile Granulozyten
(Chung et al., 2006), die fiir die Bekdmpfung eingedrungener Bakterien verantwortlich sind
(Trostle et al., 1996). Die neutrophilen Granulozyten sekretieren verschiede Chemokine, unter
anderem CC-Chemokin-Ligand-2 (CCL2), welches die Migration von Monozyten induziert
(Bastian et al., 2011). Die Monozyten differenzieren sich anschlieBend zu Makrophagen, die
mit den nachfolgend einwandernden Lymphozyten, Gewebereste und Bakterien eliminieren
(Trostle et al, 1996). Den Gewebsmakrophagen kommt eine zentrale Rolle in der
Frakturheilung zu, indem sie eine Vielzahl biochemisch aktiver Substanzen wie die
Wachstumsfaktoren PDGF, TGF-B, FGF und IGF, extrazellulire Matrixproteine, sowie
chemotaktische Faktoren und proteolytische Enzyme sezernieren (Gerstenfeld et al., 2003). Des
Weiteren erfolgt die Migration von mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark,
welche u.a. die Vorlduferzellen der Osteoblasten darstellen (McKibbin, 1978).

Das Frakturhdmatom besitzt angiogene und osteogene Eigenschaften, die essentiell fiir eine

erfolgreiche Frakturheilung sind (Schell et al., 2017). Die Revaskularisierung verlduft iiber
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zwei molekulare Signalwege, den Angiopoietin- und VEGF- abhingigen Signalweg.
Angiopoietin fordert die Bildung von BlutgefdB3en, wohingegen VEGF die Geféfineubildung
und die Proliferation von Endothelzellen stimuliert (Marsell & Einhorn, 2011). In der Endphase
der Inflammation wandern, durch Mediatoren angelockte Fibroblasten in das Frakturhdmatom
ein und beginnen mit der Kollagensynthese, wodurch das Hdmatom ziigig reorganisiert wird

und ein temporédrer Kallus aus Granulationsgewebe die Bruchzone ausfiillt (McKibbin, 1978).

Weich- und Hartkallusbildung

Die Phase des weichen Kallus bricht ein paar Tage vor Beendigung der inflammatorischen
Phase an und dauert ungeféhr drei Wochen (Griffon, 2005). Im Frakturhdmatom enthaltene
Makrophagen beginnen mit dem Abbau der Fibrinfiden, wéhrend die Osteoklasten das
nekrotische Knochengewebe der Frakturenden entfernen (Remedios, 1999). Sukzessive wird
das Hédmatom durch Granulationsgewebe, welches aus Entziindungszellen, Fibroblasten und
Kollagenfasern besteht, ersetzt (Griffon, 2005). Neben der weiterhin verstirkten
Vaskularisation stellt die Proliferation und Differenzierung pluripotenter mesenchymaler
Zellen zu Fibroblasten, Chondroblasten oder Osteoblasten ein charakteristisches Merkmal der
Kallusbildungsphase dar (Sfeir et al., 2005). Man unterscheidet drei Lokalisationen, in denen
es zur Kallusbildung kommen kann: der endostale, intrakortikale und periostale Raum. Der
endostale Raum befindet im Léangsschnitt zwischen der Kortikalis im Markraum, der
intrakortikale Raum entsteht durch die Zusammenhangstrennung (Osteotomie) der Kortikalis,
wohingegen sich der periostale Raum aullerhalb der uspriinglichen Kortikalis befindet. Der
endostale und Intrakortikale Raum sind knochern begrenzt, was die KallusgroBe limitiert.
Dadurch fillt der periostale Kallus naturgemd am grofiten aus, da das umgebene
Muskelgewebe ausweichen kann (Ellinghaus et al., 2011). Die Kallusbildung beginnt in der
Peripherie. Im Rahmen der intramembrandsen Ossifikation startet in den frakturspaltfernen
Regionen die periostale, direkte Knochenbildung (Claes et al., 1999), indem Osteoblasten der
Kambiumschicht ein Gerlist aus Geflechtknochen bilden (Webb et al., 2000). Die im
Frakturspalt vorherrschenden interfragmentéren Bewegungen reduzieren die Einsprossung neu
gebildeter Kapillaren in den endostalen Raum, was wiederum zu einer niedrigen
Sauerstoffskonzentration fiihrt (Claes et al., 1999). Aus einer niedrigen Sauerstoffspannung
resultiert die Bildung von Knorpelgewebe, wohingegen Osteoblasten eine hohere
Sauerstoffspannung bevorzugen (Remedios, 1999). Niedrige Sauerstoffspannung, spérliche
Vaskularisation, Wachstumsfaktoren und interfragmentéire Bewegung pradestinieren fiir die

Bildung eines knorpeligen Kallus innerhalb des Frakturspaltes (Griffon, 2005). Je flexibler eine
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Fraktur fixiert ist, desto grofer sind die vorherrschenden interfragmentiren Bewegungen,
wodurch eine vermehrte Knorpelbildung bedingt ist. Verglichen mit rigideren
Osteosyntheseverfahren fiihrt dies zu einer verzogerten Frakturheilung (Epari et al., 2006). In
Richtung Frakturenden herrscht aufgrund intrakortikal einsprossender Blutgefdf3e des Periosts
eine hohere Sauerstoffspannung, weshalb sich hier Granulationsgewebe bildet, welches
nachfolgend in den Weichkallus (Knorpel) umgebaut wird (Palmer et al., 1992; Griffon, 2005).
Die Phase des weichen Kallus endet, wenn die Frakturenden iiber Knorpel verbunden sind.
Jedoch hat der weiche Kallus noch keine ausreichende mechanische Stabilitit um eine
vollstdndige Stabilisierung der Fraktur zu erreichen. Durch die Einlagerung von Kalksalzen
wird das knorpelige Kallusgewebe zunehmend verhirtet. Hierzu muss der hyaline Knorpel
jedoch eine kritische Masse aufweisen, bevor er zu kalzifizieren beginnt (Voggenreiter, 2009).
Der Beginn der Kalzifikation leitet die Phase des harten Kallus ein.

In der zweiten Woche nach Beginn der Frakturheilung iiberdeckt ein groer Knorpelkallus den
Frakturspalt. Im Rahmen der enchondralen Ossifikation beginnt nun die Kalzifikation des
Knorpelgewebes (Sfeir et al., 2005). Beginnend an den Frakturenden erfolgt die Kalzifikation
des weichen Kallus und setzt sich bis in das Zentrum der Fraktur fort (Griffon, 2005). Im
Rahmen der fortschreitenden Knochenregeneration wird nachfolgend der primire weiche
Knorpelkallus resorbiert und durch einen harten, kndchernen Kallus (Geflechtknochen) ersetzt
(Marsell & Einhorn., 2011). Dieser Prozess geht von den im weichen Kallus verorteten
hypertrophen Chondrozyten aus (Webb et al., 2000) und &hnelt stark den Vorgéngen an der
Epiphysenplatte (Sfeir et al., 2005). In Vorbereitung auf die Matrixkalzifikation sezernieren die
hypertrophen Chondrozyten aus ihren interzellulédren Vesikeln Proteasen und Phosphatasen in
die extrazellulire = Matrix (Voggenreiter, 2009). Die Proteasen degradieren
Glykosaminoglykane, da grole Mengen dieser sauren Polysaccharide bewiesenermallen die
Mineralisation hemmen (Sfeir et al., 2005). Die Phosphatasen fiithren zu einer Degradation von
Matrixphosphodiestern und somit zur Freisetzung von Phosphationen, welche anschlieBend mit
Kalziumionen prézipitieren (Voggenreiter, 2009). Die Chondrozyten werden nachfolgend von
der mineralisierten knorpeligen Matrix eingeschlossen und gehen in Apoptose {iber
(Gerstenfeld et al., 2003). Im Zuge der voranschreitenden Verkalkung erfihrt der Kallus eine
zunehmende Rigiditdt, welche eine interne Immobilitdt der Fraktur bedingt. Osteoklasten
bilden Resorptionskanéle in die Kapillaren und Osteoblasten einwandern kénnen. Die von den
angrenzenden Knochen ausgehende Kapillaren dringen in den kalzifizierten Kallus ein,
infolgedessen die Sauerstoffspannung anwéchst (Sfeir et al., 2005). Zeitgleich erfolgt die

Invasion von multinukleédren Osteoklasten in das Kallusgewebe. Wihrend die Osteoklasten das
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kalzifizierte Gewebe abbauen, senden sie Signalstoffe aus, die weitere Blutgefifle anziehen.
Infolgedessen dringen perivaskuldre mesenchymale Stammzellen in den verkalkten Knorpel
ein, welche sich nachfolgen in Osteoprogenitorzellen und anschlieBend in Osteoblasten
differenzieren (Voggenreiter, 2009). In Verkndcherungszonen der verkalkten Knorpelmatrix
liegen entlang der nutritiven Gefdfle Osteoblasten, die Osteoid ablagern, welches nachfolgend
mineralisiert und die Bildung von Geflechtknochen bedingen (Jerosch et al., 2002). Mit
Fortschreiten der Mineralisation und somit Bildung des Hartkallus erfolgt eine Fusion der
Frakturenden. Strukturell unterscheidet sich der neu gebildete Knochen allerdings von der
urspriinglichen Form des Knochens (Griffon, 2005), da er sich architektonisch entlang der
nutritiven Gefdlle ausgerichtet hat und eine mechanisch-belastungsabhéngige Orientierung
vermissen ldsst (Braun et al.,, 1996). Des Weiteren ist Gefflechtknochen vergleichsweise
schwach mineralisiert, enthilt wenig Hydroxyapatit. Dennoch hat der beschadigte Knochen zu
diesem Zeitpunkt genug Festigkeit und Stabilitdt zuriickgewonnen, dass er eine leichte
mechanische Belastung toleriert (Griffon, 2005). Der Hartkallusphase schlief8t sich die Phase
des Remodellings an (Sfeir et al., 2005).

Remodelling

Die finale Phase der Frakturheilung ist charakterisiert durch die anatomische und funktionelle
Wiederherstellung des Knochens, wodurch er seine optimale Funktion und Festigkeit
zuriickerlangt. Dieser Prozess verlduft sehr langsam und kann beim Menschen mehre Jahre in
Anspruch nehmen (Griffon, 2005). Wéhrend der Remodelling Phase wird der Geflechtknochen
durch lamelldren Knochen ersetzt und {iberschiissiger Kallus resorbiert (Sfeir et al., 2005). Im
Rahmen des Remodellings wird aus Osteoklasten, Osteoblasten und Blutgefilien eine
temporére anatomische Struktur, die sogenannte basic multicellular units (BMU), gebildet. Da
die Lebensspanne der Osteoklasten zeitlich begrenzt ist, miissen stdndig neue Progenitorzellen
aus dem Gefallsystem migrieren um das Fortbestehen der BMUs zu sichern. Die einwandernden
Progenitorzellen differenzieren sich u.a. zu Osteoklasten, wovon einige sich zum vorderen
Bereich der BMU gruppieren (Jilka, 2003). Strukturell entsprechen sie den bei der direkten
Frakturheilung erwihnten cutting cones. Ihre Spitze wird durch eine aus Osteoklasten formierte
Gruppe charakterisiert, wihrend eine Reihe von Osteoblasten ihre Nachhut bilden (Hernandez,
1999; Taylor, 2007). Die BMUs koppeln somit die Knochenresorption mit der
Knochenformation und ermdglichen daher eine beschleunigte Durchbauung beschidigter
Knochenareale. Die BMUs bewegen sich in Tunneln durch den Knochen, entfernen altes

Knochenmaterial und ersetzen es durch neuen Knochen und formen dabei ein Osteon. (Jilka,
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2003; Taylor, 2007). Die Balance zwischen osteoklastischer Resorption und osteoblastischer
Ablagerung wird von Wolffs Transformationsgesetz bestimmt, welches besagt, dass sich die
duBere Form und innere Struktur des Knochens stéindig an die mechanische Beanspruchung
anpasst. Des Weiteren wird der Umbau durch Piezoelektrizitit reguliert, ein Phdnomen durch
das elektrische Polarisation erzeugt wird, wenn ein Festkorper durch Druckkraft elastisch
verformt wird. Eine auf den Knochen einwirkende Axiallast erzeugt einerseits eine
elektropositive konvexe Oberfliche, an der osteoklastische Aktivitit dominiert. Die
entgegengesetzt konkave elektonegative Oberfldchen assoziiert man mit einer Steigerung der
osteoblastischen Aktivitit (Griffon, 2005). Somit bestimmt die mechanische Belastung,
aufgrund ihres Einflusses auf die Aktivitit der osteogenen Zellen, im Wesentlichen die Form
des neu gebildeten Knochens. Das Ziel der der Remodelling Phase ist der schrittweise Umbau
von Gefecht- in Lamellenknochen sowie die Wiederherstellung der Knochenmarkshdhle
(Marsell & Einhorn, 2011), so dass ein optimal an Belastung adaptierter Knochen hervorgeht
(Griffin, 2005).

2.3 Komplikationen der Frakturheilung

Das Ziel jeder Knochenbruchbehandlung ist die moglichst schnelle und anatomische exakte
Wiederherstellung eines verletzten Abschnittes des Bewegungsapparates (Voggenreiter, 2009).
Dies setzt eine komplikationsfreie Knochenheilung voraus, jedoch zeigen etwa 10% aller
Frakturen keinen physiologischen Heilungsprozess (Einhorn et al., 2015). Trotz stindig
wachsender Erkenntnisse {iber die Mechanismen der Knochenheilung, stellen verzégerte oder
ausbleibende Heilung immer noch ein klinisches Problem dar (Garcia et al., 2013). Es sind eine
Reihe von Storfaktoren bekannt, welche zu einem Ausbleiben der Knochenheilung fiihren
konnen. Man unterscheidet dabei patientenbezogene und frakturbezogene Storfaktoren, sowie
mechanische und biologische Faktoren (Voggenreiter, 2009). Der systemische Status des
Patienten stellt einen wichtigen Einfluss auf die Knochenheilung dar. Der Erndhrungszustand
(Voggenreiter, 2009), die Genetik (Mannigrasso et al., 2008), Begleiterkrankungen wie
Diabetes mellitus (Garcia et al., 2013), sowie das Alter und Geschlecht des Patienten (Metha et
al., 2011; Ode et al., 2014) iiben einen wichtigen Einfluss auf die Knochenheilung aus. Die Art
der Fraktur (offen vs. geschlossene Fraktur) und die Art und GroBe der Krafteinwirkung
(Voggenreiter, 2009), Weichteilschiden (Claes et al., 2006), GefaBverletzungen (Lu et al.,
2007), sowie Verletzungen des Periosts und Endosts (Dickson et al., 2008) stellen
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frakturbezogene Parameter dar und nehmen ihrerseits Einfluss auf den Heilungsprozess.
Infektionen als Folge offener Frakturen oder als Komplikation operativer Frakturbehandlung
bedingen ebenfalls eine verzdgerte oder ausbleibende Heilung (Audige et al., 2005). Auch
pharmakologische Faktoren haben eine negative Auswirkung auf die Knochenbruchheilung. So
konnte gezeigt werden, dass durch Heparine, nichtsteroidale Antiphlogistika oder bestimmte
Antibiotika die = Knochenheilung verzogert wird (Voggenreiter, 2009). Die
Osteosynthesetechnik und deren Stabilisationssteifigkeit konnen ebenfalls zu einer Storung der
physiologischen Abldufe der Frakturheilung fithren (Histing et al., 2010). Des Weiteren ist die
mechanische Umgebung entscheidend fiir das Heilungsergebnis einer Knochenfraktur (Lienau
et al., 2005; Mora et al., 2000; Willie et al., 2009). Fiir die vorherrschenden biomechanischen
Bedingungen im Frakturspalt ist die Fixationssteifigkeit entscheidend (Schell et al., 2005; Epari
et al., 2007; Rontgen et al., 2010). Die Fixationssteifigkeit kann in Axial-, Torsions-, Biege-
und Schersteifigkeit unterteilt werden (Duda et al., 2000). Die Steifigkeit eines
Osteosynthesesystems variiert aufgrund unterschiedlicher Parameter. Laut Claes und
Mitarbeitern (2000) erhoht eine nah am Knochen angebrachter Fixationsbalken die Steifigkeit
des Systems, da die Moglichkeit des Durchbiegens der Schrauben dadurch minimiert wird. Die
Steigerung der Anzahl an Schanzschrauben bzw. der Pins und die Erhohung des
Schraubendurchmessers bedingen gleichermalflen eine hohere Steifigkeit der Fixation, wie auch
die Materialeigenschaften einzelner Komponenten (Duda et al., 2000). In Studien konnte
gezeigt werden, das Titanium-Pins im Vergleich mit einer Variante aus Edelstahl desselben
Designs eine signifikant niedrigere axiale Steifigkeit erzielten (Strube et al., 2008; Willie et al.,
2009). Grundsétzlich reduzieren rigide Osteosyntheseverfahren interfragmentére Bewegungen,
wihrend flexiblere Varianten eine grolere Bewegung der Frakturenden zulassen (Goodship,
1992). Klein und Mitarbeiter (2003) brachten den interfragmentiren Bewegungsspielraum in
der Initialphase der Knochenheilung mit der resultierenden Kallusgréfie und dessen Qualitdt in
Zusammenhang. Im Vergleich mit einer rigide fixierten Versuchsgruppe, respektive einem
geringen Bewegungsspielraum der Frakturenden, erzielte die Vergleichsgruppe mit der
groBeren interfragmentéren Bewegung einen Kallus kleineren Durchmessers, aber hoherer
Stabilitdt. GroBe interfragmentére Bewegung bedingt einen groeren Kallus. Trotz erheblichen
Kallusumfangs kann die knocherne Spaltiiberbriickung ausbleiben und der Kallus nicht
mechanisch belastbar sein (Claes et al., 2000). Insbesondere Scherkriafte scheinen einen
negativen Einfluss auf den Heilungsverlauf auszuiiben (Augat et al., 2003). Die GréBe des
Frakturspaltes stellt einen weiteren Parameter dar, der den physiologischen Heilungsprozess

beeinflussen kann. Mit zunehmendem Abstand der Frakturenden zueinander verzégert sich die
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Kallustiberbriickung (Claes et al., 2000). Laut Wolf und Mitarbeiter (1989) erzielen Frakturen
mit einer Spanne von 0,2 — 1 mm bessere Heilungsergebnisse als Frakturen, deren Defekt grofier
als 2 mm ist. Beispielsweise im Tiermodell der Ratte fiihrt ein segmentaler Smm-Femurdefekt
bei weiblichen Tieren zu einer ausbleibenden Heilung (Metha et al., 2011). Die Blutversorgung
im Kallusgewebe beeinflusst zusdtzlich den Heilungsverlauf. Treten in der frilhen Phase der
Kallusbildung starke interfragmentédre Bewegungen auf, bedingt dies eine Ruptur der kleineren
Kapillaren, infolgedessen es zu einer verringerten Sauerstoffkonzentration bzw. Hypoxie und
somit zu einer pathologischen Zunahme an fibrindsen Bindegewebe im Frakturspalt kommt
(Claes et al., 2002).

Aufgrund dieser multiplen Parameter, welche die Knochenheilung beeinflussen, resultieren
verzogerte und ausbleibende Heilung als Storungen der Frakturheilung (Voggenreiter, 2009).
Ist ein Knochenbruch nach vier bis sechs Monaten nicht verheilt, spricht Voggenreiter (2009)
von einer verzdgerten Heilung. Laut Marsch (1998) stellt der Stillstand der periostalen Antwort
bevor die Fraktur {iberbriickt wurde, den Zeitpunkt der verzdgerten Heilung dar, wéahrend
Garcia und Mitarbeitern (2013) die Meinung vertreten, dass eine verzogerte Heilung (delayed
healing) nicht einfach zu definieren ist, da die Knochenheilung einen kontinuierlichen Prozess
darstellt. Beginnend mit der Formation eines weichen Kallus, gefolgt von der harten
Kallusformation, welche zu einer kndchernen Uberbriickung der Knochenfragmente fiihrt und
durch das Remodelling komplettiert wird, kann jede dieser Phasen durch mehrere Faktoren
beeinflusst werden. Aufgrund der multiplen Parameter, die die Knochenheilung beeinflussen,
ist die Nennung spezifischer Zeitpunkte nicht geeignet um eine verzogerte Heilung zu
definieren. Vielmehr sollte sie als verzogerte kndcherne Spaltiiberbriickung im Vergleich mit
einer addquaten Kontrollgruppe definiert werden (Garcia et al., 2013).

Beziiglich der ausbleibenden Heilung existieren in der Fachliteratur ebenfalls verschiedene
Angaben hinsichtlich der Definition des Zeitpunktes, ab dem man von einer sogenannten non-
union bzw. Pseudarthrose sprechen kann. Laut Voggenreiter (2009) spricht man von einer
ausbleibenden Heilung, wenn der Bruch nach mehr als sechs Monaten nicht verheilt ist. In
Anlehnung an den sechsmonatigen Zeitraum definieren Garcia und Mitarbeiter (2013) eine
fehlende knocherne Konsolidierung der Fraktur nach mehr als 15 Wochen im Tiermodell der
Ratte als non-union. March (1998) definiert die ausbleibende Heilung als Stillstand der
periostalen und endostalen Antwort ohne Uberbriickung. Mathon et al. kamen 1998 zu der
Erkenntnis, dass diaphysére Defekte, deren GroB3e den 1,4-fachen Durchmesser iiberschreiten,
nicht heilungsfahig sind. Diese Defekte, die wihrend der Lebenszeit eines Individuums nicht

fahig zu einer spontanen Heilung sind, werden auch als critical size defects (CSDs) definiert
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(Schmitz et al., 1986). Das Ausbleiben einer Frakturheilung wird auch als Falschgelenkbildung
(Pseudarthrose) bezeichnet (Voggenreiter, 2009). Als Ursache fiir die unzureichende kndcherne
Uberbriickung des Frakturspaltes gelten die fehlende GefdBversorgung und die damit
einhergehende Knochennekrose, eine inaddquate Stabilitit oder zu frithe Instabilitit oder der
mangelnde Kontakt der Frakturenden (Stirmer, 1996). Klinisch werden eine
schmerzbedingter Nichtgebrauch der betroffenen GliedmaBe und eine dadurch bedingte
Muskelatrophie und Gelenksteifigkeit beobachtet (Nunamaker et al., 1985). Radiologisch
konnen zwei verschiedene Formen von Pseudarthrosen unterschieden werden. Wéhrend die
hypertrophe Pseudarthrose durch einen ausgeprigten Kallus mit persistieredem Frakturspalt
und enchondrale Knochenbildung an den Frakturenden charakterisiert ist, stellt sich die atrophe
Pseudarthrose durch eine Sklerosierung des Knochenmarkskanals und spérliche oder
ausbleibende Kallusbildung dar (Garcia et al., 2013).

Storungen der Frakturheilungen gehen nicht nur mit anhaltenden Schmerzen und daraus
resultierender sinkender Lebensqualitit der Betroffenen einher, sondern auch mit hohen
O0konomischen Kosten (Victoria et al, 2009). Knochenheilung hat fiinf Hauptanforderungen:
biomechanische Stabilitéit, Osteoprogenitorzellen, ein Leitgeriist fiir neue Knochenformation
(osteokonduktive Strukturen), Vaskularisation und einen Wachstumsfaktor, das sogenannte
»diamond concept” (Giannoudis et al., 2007; Giannoudis et al., 2008; Schmidmaier &
Moghaddam, 2015). Als Goldstandard der Versorgung von Pseudarthrosen gilt derzeit die
autologe Knochenmarkstransplantation aus dem hinteren Beckenkammknochen (Hayda et al.,
2006; Nauth et al, 2011). Das Autotransplantat hat osteogene, osteoinduktive und
osteokonduktive Eigenschaften. Durch die Rekrutierung von mesenchymalen Stammzellen und
deren Beeinflussung durch BMPs ist autologes Knochenmark in der Lage die
Knochenneubildung anzuregen. Zudem besitzt das Autotransplantat Materialeigenschaften,
welche eine Leitstruktur (Matrix) fiir die Osteoneogenese liefern (Tuchman et al., 2016).
Autologes Knochenmark ist allerdings nur begrenzt verfligbar und mit einer hohen
Entnahmemorbiditit, Schmerzen, Himatomen und mdéglichen Infektionen assoziiert (Laurie et
al., 1984; Jager et al., 2005; Boerckel el al., 2011; Moghaddam et al., 2015). Allotransplantate
von fremden Spendern erhéhen wiederum das Risiko von Immunreaktionen und Infektionen
durch das Einbringen von ko&rperfremdem Material. Allotransplantate dienen als
osteokonduktives Geriist (Griffon, 2005; Moghaddam et al., 2015). Auf Grundlage der
gegenwirtig untersuchten Mechanismen der Knochenheilung wird weiterhin nach effizienten
und alternativen Behandlungsansitzen geforscht. Zum jetzigen Zeitpunkt existieren vielfaltige

therapeutische Ansétze auf dem Gebiet der Knochenheilungsstérung, darunter biomechanische
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und physikalische Ansétze sowie Konzepte auf zelluldrer und molekularer Ebene (Einhorn et
al., 2015). Anhand der Eigenschaften zur Unterstiitzung der Knochenregeneration erfolgt eine
grobe Einteilung in drei Klassen: osteogene, osteokonduktive und osteoinduktive Substanzen
zur Knochenheilung. Wie vorab erwéhnt, verfiigt autologes Knochenmark iiber osteogene
Eigenschaften, da es lebende Osteogrogenitorzellen enthélt. Gleichzeitig besitzt es aber auch
osteoinduktive und osteokonduktive Féhigkeiten. Calciumsulfate, Calciumphosphate, Allo-
und Xenotransplantate sowie keramisches Material dienen als Leitgeriist fiir neue
Knochenformation. Osteoinduktive Substanzen zeichnen sich durch ihre Fahigkeit die
Knochenneubildung anzuregen aus und schliefen Wnt-Proteine und BMPs ein (Buza &
Einhorn, 2016). Insbesondere auf dem Feld der Wachstumshormone als Alternative zum
autologen Knochenmarkstransplantat hat es in den letzten Jahren zahlreiche Untersuchungen

und experimentelle Studien gegeben (Nauth et al., 2011).

2.4 Biologische Stimulation

2.4.1 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren stellen eine Reihe von Polypeptiden dar, denen eine entscheidende Rolle
in der embryonalen Gewebedifferenzierung und der Signaliibertagung zwischen verschiedenen
Zellen zukommt (Kiibler, 2000). Funktionell sind sie an der Regulierung der
Zelldifferenzierung, -proliferation und -migration sowie der Koordination der
Gewebeanordnung beteiligt (Ruschke et al., 2012).

Mitte der 60er Jahre entdeckte der amerikanische Chirurg Marshall R. Urist, dass muskulér
implantierter, demineralisieter, allogener Knochen im Muskelgewebe diverser Tiermodelle zu
einer Knochenneubildung fiihrte (Urist, 1965). 1971 gelang es Urist und seiner Arbeitsgruppe
aus Knochengewebe ein heterogenes Proteingemisch zu extrahieren, welches aufgrund seiner
knochenbildenden Eigenschaften bone morphogenetic protein genannt wurde (Urist & Strates,
1971). Heutzutage werden BMPs aufgrund ihrer multiplen Einfliisse auf den Korper auch gerne
als body morphogenetic proteins libersetzt (Wagner et al., 2010). Wozney und Mitarbeitern
gelang es 1988 durch weiteren enzymatischen Abbau und nachfolgender
Aminosduresequenzierung die Proteine BMP-1 bis 3 zu klonieren (Wozney et al., 1988). Im

Rahmen weiterfithrender Studien erfolgte die Klonierung weiterer BMPs, so dass mittlerweile
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ungefihr 25-30 BMPs aus verschiedenen Gewebearten isoliert und kloniert wurden (Wagner et
al., 2010; Ruschke et al., 2012; Schmidt-Bleek et al., 2016).

Strukturell handelt es sich bei den BMPs um Proteine, welche aus zwei identischen
Peptidstringen aufgebaut sind (Mundy et al., 2007). Durch Abspaltung ihrer jeweiligen
Propeptidsequenz entsteht das biologisch aktive Protein. Mit Ausnahme von BMP-1, welches
mit Prokollagen-C-Proteinase identisch ist, weisen alle BMPs in ihrem C-terminalen Ende
sieben konservierte Cysteinreste auf und werden daher zur Proteinfamilie des
Wachstumstfaktors transforming growth factor B (TGF-8) gezihlt. Zu den weiteren Mitgliedern
der TGF-B-Familie gehoren unter anderem Activin und Inhibin. Die growth differentiation
factors (GDFs) zdhlen ebenfalls zu der BMP-Familie (Kiibler, 2000). Aufgrund ihres
molekularen Aufbaus werden die BMPs in drei Unterklassen eingeteilt. BMP-2 und -4 sind
Mitglieder der ersten Unterklasse. BMP-5, -6, -7 und -8 gliedern sich in die zweite Unterklasse
ein und BMP-3 stellt den Vertreter der dritten Unterklasse dar (Wozney, 2002). Hinsichtlich
der Expression, der Rezeptoraffinitit, der Gewebeverfiigbarkeit und ihrer Funktion bestehen
deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen BMPs. Bei der embryonalen Differenzierung
von Geweben und Organen spielen die BMPs eine entscheidende Rolle (Kiibler, 2000). BMP-
2, -3, -4, -6 und -7 sind nachweislich an der embryonalen Skelettentwicklung beteiligt, wobei
die einzelnen BMPs zum Teil zu unterschiedlichen Zeitpunkten in verschiedenen
Skelettabschnitten exprimiert werden, sodass davon ausgegangen werden kann, dass einzelne
BMPs unterschiedliche Steuerfunktionen wihrend der Embryogenese besitzen (Wozney et al.,
1993). In verschiedenen Studien wurde die Mitwirkung verschiedener BMPs an der
Entwicklung von Lunge, Niere, Darm, Auge und des zentralen Nervensystems dargestellt
(Vukicevic et al., 1994; Dudley et al., 1995, Wang et al., 2014). Wie bereits erwéhnt, besitzen
einige BMPs knochenbildende Eigenschaften. Sie sind fiir die Differenzierung von
pluripotenten, perivaskuldr lokalisierten Mesenchymalzellen in Knorpel- und Knochenbildende
Zellen verantwortlich (Ruschke et al., 2012). Thre biologische Aktivitdt entfalten die BMPs
durch die Bindung an Oberflichenrezeptoren der Zielzelle, beispielsweise an Mesenchymzellen
(Kiibler, 2000). Hierbei handelt es sich um membrangebundene Serin/Threonin-Kinase
Rezeptoren des Typs I und Typs I (Mundy et al., 2007; Ruschke et al., 2012). Grundsétzlich
unterteilt man die beiden Rezeptoren in jeweils drei Untergruppen. Zu den Typ [-Rezeptoren
zdhlen u. a. der Typ I Activin Rezeptor (ActR-I) und die BMP Rezeptoren Typ I A und B
(BMPR-IA und BMPR-IB). Der Typ Il BMP Rezeptor (BMPR-II) und die Activin Rezeptoren
Typ IIA und Typ IIB (ActR-IIA und ActR-IIB) sind Beispiele fiir Mitglieder der Typ II-
Rezeptoren (Ehrlich et al., 2012; Garcia de Vinuesa et al., 2016). Diese Rezeptoren haben
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unterschiedliche Bindungsaffinititen fiir BMP-Liganden und sind verantwortlich fiir die
einzelnen Funktionen der BMPs (Mundy et al., 2007). Im Detail bindet BMP zunéchst an einen
Typ II-Rezeptor, der nachfolgend den Typ I-Rezeptor phosphoryliert, woraus die Bildung eines
heteromerischer Rezeptorkomplexes resultiert. Dieser Komplex phosphoryliert seinerseits
intrazelluldre Proteine, die sogenannten Smad 1/5/8 (de la Pefia et al., 1995; Mundy et al., 2007;
Ruschke et al, 2012). Nach der Phosphorylierung werden die Smads vom Rezeptorkomplex
freigesetzt, rekrutieren einen allgemeinen Mittler (Smad 4) und bilden einen nukledren
Translokationskomplex, welcher in den Zellkern transportiert wird. Dort aktiviert er spezifische
Smad-Signalwege (Mundy et al., 2007; Ruschke et al, 2012). Die negative Regulation des
BMP-Signalwegs durch intrazelluldre Regulatoren, wie beispielsweise Smad 6, beeinflusst die
Wirkung von BMP im Skelettsystem ebenso wie die extrazelluliren Antagonisten (Yanagita,
2005). Diese extrazelluldren Polypeptide binden direkt an das BMP-Molekiil und verhindern
dadurch die Bindung von BMP an seine Rezeptoren. Sie besitzen die gleiche
Cysteinknotenstruktur wie TGF-8 und die BMPs. Basierend auf der Grof3e des Cysteinknotens
werden die BMP-Antagonisten in drei Gruppen eingeteilt. Noggin und Chordin bilden die erste
Gruppe, Twisted gastrulation (Tsg) die zweite Gruppe. Die DNA Familie, bestehend aus
Gremlin, PRDC, Coco, Cer 1, Dan und Sclerostin (SOST), stellt die Vertreter der dritten
Gruppe dar (Avsian-Kretchmer et al., 2004). Noggin blockiert die BMP-Aktivitit in
undifferenzierten und differenzierten Osteoblasten durch Hemmung der Osteoblastogenese
(Devlin et al., 2003), wahrend Chordin eine Rolle bei der Osteoblastenfunktion und
Chondrozytenreifung spielt (Tardif et al., 2006). Diverse in vitro Studien an verschiedenen
Zelltypen belegen, dass BMPs durch mechanische Stimulation eine Regulation erfahren und
dabei die BMP-Signaltransduktion in autokriner oder parakriner Weise beeinflussen (Tenney
et al., 2009; Bieler et al., 2009; Huang et al., 2010; Kopf et al., 2012). Zusétzlich zu der
mechanischen Stimulation stellen intrazelluldre Proteine, Antagonisten oder andere
Wachstumsfaktoren ein strenges Kontrollsystem iiber die einzelnen Schritte der BMP-
Signalkaskade dar (Sieber et al., 2009). Die in der Knochenmatrix lokalisierten BMP-2, -4
sowie -7 weisen osteoinduktive Eigenschaften auf (Chen et al., 2016). Ihr positiver Effekt auf
die Knochenheilung konnte in verschieden Versuchstieren und insbesondere auch in der Ratte
belegt werden (Wildemann et al., 2011; Falbender et al., 2014). Die stirksten induktiven
Eigenschaften besitzen BMP-2 und BMP-7 (Schmidmaier & Moghaddam, 2015). Die
osteoinduktive Wirksamkeit von BMP-4 betrigt nur ungefihr die Hélfte derjenigen von BMP-
2 (Kiibler, 2000). Wie bereits erwahnt sind BMP-2 und BMP-7 die bisher am besten erforschten

Mitglieder der Bone morphogenetic proteins. Aufgrund ihrer hohen Osteoinduktivitit sind sie
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derzeit die einzigen Wachstumsfaktoren, die fiir die klinische Anwendung (Orthopédie und
Unfallchirurgie) am Stiitz- und Bewegungsapparat zugelassen sind (Wildemann et al., 2011).
BMP-7 (OP-1; Osigraft®) ist fiir die Behandlung von traumatisch bedingten Tibiafrakturen mit
Pseudarthrosebildung, die seit mindestens 9 Monaten besteht und eine Vorbehandlung mit
einem Autotransplantat fehlschlug, zugelassen. Rekombinates, humanes BMP-2 (thBMP-2;
INFUSE®) ist fiir die Fusion von Wirbelkdrpern (Wirbelsdulenversteifung) und die
Behandlung von offenen Tibiafrakturen zugelassen (Zhu et al., 2004; Axelrad et al., 2009;
Wildemann et al., 2011; Lyon et al., 2013; Schmidmaier & Moghaddam, 2015; Schmidt-Bleek
etal., 2016).

2.4.2 Bone morphogenetic protein- 2 (BMP-2)

1988 isolierten und sequenzierten Wozney und Mitarbeiter das BMP-2 Protein. Sein Genlocus
ist auf dem Chromosom 20 lokalisiert (Reddi, 2001). Mesenchymale Zellen, Chondroblasten
und Osteoblasten stellen u. a. die Expressionszellen von BMP-2 dar (Bostrom et al., 1995). Im
Rahmen der intramembrandsen Ossifikation sind die osteoblastiren Vorlduferzellen fiir die
BMP-Expression verantwortlich, wohingegen den chondralen Vorlduferzellen und den
hypertrophen Chondrozyten die stirkste BMP-Expression wihrend der enchondralen
Ossifikation zukommt (Bostrom, 1998). BMP-2 nimmt eine herausragende Stellung in der
Frakturheilung ein. Unter anderem ist es essentiell fiir die Initiation der Frakturheilung
(Ruschke et al., 2012). Es ist bekannt, dass genetisch verdnderten Méusen, die kein BMP-2
bilden konnen, die Fahigkeit zur erfolgreichen Frakturheilung fehlt. Obwohl BMP-4 und BMP-
7 in den BMP-2 defizienten Mausen vorhanden waren, konnten die spezifischen Aufgaben des
BMP-2 nicht kompensiert werden, da es sich bei BMP-2 um einen notwendigen endogenen
Mediator in der Frakturheilung handelt (Tsuji et al., 2006). In der ersten Phase der
Frakturheilung, unmittelbar nach dem Trauma, zeigt sich erstmalig ein Peak der BMP-2
Expression und wird anschlieBend im Rahmen des Umbaus von Knorpel in Geflechtsknochen
erneut hochreguliert. Erst wéhrend der Bildung des Lamellenknochens erfolgt eine
Runterregulierung der BMP-Expression, nichtsdestotrotz kann BMP-2 wihrend aller Phasen
der Frakturheilung detektiert werden (Cho et al., 2002; Ruschke et al., 2012). So stimuliert
BMP-2 beispielsweise die VEGF-Expression und induziert dadurch die Angiogenese (Carano
et al., 2003; Ruschke et al., 2012). Wahrend der enchondralen Ossifikation ist BMP-2 fiir die
Rekrutierung von Osteoprogenitorzellen aus dem Periost verantwortlich, sowie fiir die

Aktivierung und Differenzierung der chondrogenen und osteogenen Zelllinie (Ruschke et al.,
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2012). BMP-2 induziert die Differenzierung der mesenchymalen Zellen in Osteoblasten, die
ihrerseits ebenfalls BMP-2 sezernieren (Schmokel et al., 2004). Des Weiteren stimuliert BMP-
2 die Proliferation von Chondrozyten und Osteoblasten (Kloss et al., 2004) und fordert die
Chemotaxis der osteoblastéiren und monozytéren Zellen (Cunningham et al., 1992).

Vom Zeitpunkt der Entdeckung der BMPs bis zum Ende der 80er Jahre wurde die BMPs aus
Tierknochen und humanen Knochen extrahiert. Jedoch waren bereits fiir die Gewinnung
kleinster Mengen mehrere Kilogramm Knochen nétig (Wang et al., 1988), da die natiirliche
Gewebekonzentration der BMPs duferst gering ist (Kiibler, 2000). Nachdem Wozney 1988 die
Herstellung aktiver, rekombinanter, humaner BMPs (thBMPs) gelang, besteht die Moglichkeit
BMPs in grofleren Mengen industriell herzustellen. Im Falle von BMP-2 wird dieses Protein
meist in Hamsterovarzellen (CHO-Zellen) oder in einem bakteriellen System (E. coli)
exprimiert und von diesen in reifer, dimerer Form in das Kulturmedium sezerniert (Kiibler,
2000). Die lokal wirksamen Wachstumsfaktoren unterliegen im Organismus ohne ein
geeignetes Trigermaterial einem schnellen Abbau. In diversen Studien wurden deshalb
unterschiedliche Materialien erprobt, die eine gleichméBige Freisetzung des BMPs am
Wirkungsort erlauben und somit einen positiven Effekt auf die Frakturheilung ausiiben
(Bouxsein et al., 2001; Boerckel & Kolambkar et al., 2011). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
ein absorbierendes Kollagenvlies (Lysostypt®) verwendet, welches mit dem geldsten thBMP-
2 benetzt und intraoperativ appliziert wurde. Vereinzelt wurde ektope Ossifikation als
moglicher Nachteil der BMP-Applikation erwidhnt (Wysocki et al., 2007; Axelrad et al., 2008).
Diese Komplikation kann symptomatisch zu Funktionseinschrdnkungen, Schmerzen und
Nervenschddigungen fithren und dadurch das Patientenbefinden stark beeintrachtigen (Akbar
etal, 2007; Kan et al., 2011). Mit Blick auf die Therapie kritischer Knochendefekte sind daher
in vivo Studien zum Einsatz von BMP-2 fortwéhrend von besonderem Interesse (Wildemann et
al., 2011; Preininger et al., 2012; Bodalia et al., 2016). Ein besonderes Augenmerk liegt derzeit
auf der Reduktion unphysiologisch hoher Dosen an BMP-2. Vorherige Studien haben bereits
belegt, dass auch geringere Mengen an Wachstumshormonen zu einer erfolgreichen
Knochenheilung fiihren (Boerckel & Kolambkar et al., 2011; Glatt et al., 2016; Schmidt-Bleek
et al., 2016). Unterstiitzend findenden zahlreiche Studien zur Mechanobiologie statt, um den
Einfluss mechanischer Stimulation auf Knochenzellen und Wachstumsfaktoren sowie deren
biochemischen Reaktionen zu erforschen (Schwarz et al., 2012; Giorgi et al., 2016; Glatt et al.,
2017).
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2.5 Mechanische Stimulation

Neben der biologischen Stimulation ist die mechanische Umgebung mitentscheidend fiir den
Heilungserfolg einer Knochenfraktur (Lienau et al.,, 2005; Willie et al, 2009). Die
Osteosynthesetechnik und deren Stabilisationssteifigkeit bestimmen die vorherrschenden
biomechanischen Bedingungen im Frakturspalt und konnen bei Stérungen zu Misserfolgen der
physiologischen Abldufe in der Frakturheilung fiihren (Epari et al., 2007; Rontgen et al., 2010;
Histings et al., 2010).

2.5.1 Osteosynthesen

Unter einer Osteosynthese versteht man die operative Stabilisierung einer Fraktur mithilfe eines
Implantats. Ziel der Osteosynthese ist es, die Frakturenden mit geringstmdglichen Schmerzen
und Aufwand zu fixieren und zu stabilisieren, bis die Fraktur zeitnah verheilt ist und somit eine
schnellstmogliche Riickkehr zu den Aktivitdten des tdglichen Lebens zu ermoglichen. Zur
Behandlung von Frakturen stehen folgende Verfahren zur Verfiigung.

Die Verschraubung stellt eine hédufig verwendete Behandlungsmethode dar, durch die die
Knochenfragmente mit einer oder mehrerer Schrauben fixiert werden. Die
Schraubenosteosynthese wird bei Frakturen angewendet, bei denen eine Kompression auf die
Fraktur ausgeiibt werden muss, um so das korrekte Repositionsergebnis zu stabilisieren und
eine sekundére Dislokation durch Muskelzug zu vermeiden. In der Literatur werden Nerven-
GefaB3- und Sehnenverletzungen nachteilig beschrieben (Illian et al., 2013).

Mittels einer Plattenosteosynthese werden Knochenbriiche durch industriell vorgefertigte
Platten unter Zuhilfenahme von Schrauben fixiert. Diese Methode bietet groBe Stabilitidt und
ist daher bei zahlreichen Frakturtypen einsetzbar. Dennoch ist diese Methode mit Infektionen
und Wundheilungsstorungen assoziiert (Vallier et al., 2012).

Die Kirschner-Draht-Stabilisierung wurde bereits 1920 von Dr. Martin Kirschner entwickelt
und wird bis heute eingesetzt. Es werden hierbei Drihte aus Edelstahl oder Titan mit einer
Starke von 0,5-3 mm verwendet. Die Driahte werden transkutan eingebracht und erfassen die
Knochenfragmente punktuell. Bei diesem Verfahren werden die Knochenfragmente nur
adaptiert, aber keine Kompression auf die Fraktur ausgeiibt. Insgesamt stellt diese

Frakturversorgung ein risikoarmes Verfahren dar, aber die Frakturen sind nicht
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belastungsstabil, was eine zusétzliche Ruhigstellung im Gips erforderlich macht (Illian et al.,
2013).

Bei der Marknagelung wird ein langer Nagel in den Markraum eingebracht, wodurch eine
intramedulldre Frakturstabilisierung erreicht wird. Es bestehen mogliche Risiken bei der
Verwendung von Markndgeln. Durch das Aufbohren des Knochenkanals besteht die Gefahr
einer Fettembolie. Des Weiteren kann die endostale Durchblutung durch den Marknagel
beeintrichtigt werden. Das Hauptrisiko liegt allerdings bei Rotationsfehlstellungen (Puloski et
al., 2004; Hiesterman et al., 2011).

Der Fixateur externe stabilisiert Knochenbriiche mittels einer auerhalb des Korpers liegender
Stabilisierungsstruktur. Hierbei wird der Bruchspalt lediglich mit einem extrakorporalen
Rahmen {iberbriickt, da im eigentlichen Frakturbereich kein direkt knochenverbindendes
Material angewendet wird. (Hirner et al., 2008; Illian et al., 2013) Im Rahmen dieser Arbeit
wurde zur Frakturstabilisierung ein Fixateur externe (RatExFix) der RISystem AG verwendet.
Auf die Vor- und Nachteile dieses Systems im Tiermodell der Ratte wird nachfolgend nidher

eingegangen.

2.5.2 Fixateur externe

Die mechanische Umgebung einer Knochenfraktur ist entscheidend fiir deren Heilung (Huang
et al, 2010). Daher hat die klinische Medizin grofles Interesse durch verdnderbare
Fixationsstabilitét, eine verbesserte Knochenheilung zu erreichen (Glatt & Matthys, 2014).
Durch den Einsatz eines Osteosynthesesystems besteht die Moglichkeit die Frakturenden zu
reponieren und anschlieBend zu fixieren. Ziel dessen ist die fiir die Knochenheilung notwendige
Stabilisierung der Fraktur. Der Fixateur externe stellt ein stabiles Fixationssystem dar, welches
aber durchaus noch Mikrobewegungen der Knochenfragmente ermoglicht (Griffon, 2005). Die
Versorgung von offenen Fakturen stellt eine typische Indikation fiir einen externen Fixateur
dar, da er im Vergleich zum intramedulldren Nagel eine gute Rotationsstabilitét bietet (Rontgen
etal., 2010). Eine weitere Indikation des Fixateurs externe stellt die Stabilisation geschlossener
Frakturen mit einer hochgradigen Weichteilverletzung oder ein Kompartmentsyndrom dar
(Watson, 2015). Ein Fixateur externe beinhaltet perkutanen transkortikalen Pins, welche die
Knochensegmente fixieren. Die aus dem Wundgebiet herausragenden Enden der Pins werden
mittels eines dulleren Rahmens verbunden, der die Position der Pins aufrechterhilt. Der externe
Rahmen kann linear oder zirkulér sein (Lewis et al., 2001; Palmer, 2012). Der Ringfixateur, ein

durch den russischen Orthopéden Gawriil Abramowitsch Ilizarov eingefiihrtes Fixateursystem
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findet hiufig bei Tibiafrakturen seinen Einsatz, wihrend bei Femurfrakturen hiufiger lineare
Systeme benutzt werden (Rontgen et al., 2010). Des Weiteren unterscheidet man zwischen der
mono- oder bilateralen Positionierung der Pins, respektive Pins die einseitig am Knochen fixiert
werden oder die Verwendung von Pins, die auf beiden Seiten der Extremitét verankert werden.
Hinsichtlich der Rahmenkonfiguration wird zwischen der uni- und biplanarer Montage
unterschieden. Bei der uniplanaren Konfiguration befindet sich der Rahmen in nur einer Ebene,
wihrend bei der biplanaren Montage der Rahmen in mehr als einer Ebene liegt (Lewis et al.,
2001, Palmer, 2012).

Die Wahl des externen Fixationstyps hingt von der Lokalisation und Komplexitat der Fraktur
ab (Watson, 2015). Die mechanische Charakteristik bzw. die finale Stabilitdt des externen
Fixateurs kann iiber multiple Einflussmoglichkeiten modifiziert werden. Die Anzahl der Pins,
sowie deren Materialeigenschaften und Durchmesser beeinflussen die Rigiditdt gleichermafBen
wie der Abstand der Pins zueinander. Die Einfliisse beziiglich des Verbindungsbalkens
inkludieren die Anzahl, Lénge, Dicke und das Balkenmaterial, sowie der Abstand der
Knochenoberfliche zum Fixateurbalken dem sogenannten Offset (Glatt et al., 2012). Laut
Willie und Mitarbeitern (2009) bestimmt die Anderung des Offsets am effektivsten die
Fixationssteifigkeit. Mit zunehmendem Abstand der Knochenoberfldche zum Fixateurbalken
nimmt die axiale Steifigkeit des Osteosynthesesystems ab. Bei einer Verdopplung des Offsets
von 7,5 mm auf 15 mm nimmt die axiale Steifigkeit unproportional ab. 7,5 mm bedeuten 243%
der axialen Steifigkeit im Vergleich zum hoheren Offset von 15 mm (Strube et al., 2008). Dies
limitiert den Einsatz dieses Systems bei starker Weichteilabdeckung oder Schwellungen der
GliedmaBle (Palmer, 2012). Ein gravierender Nachteil dieser Form von Fixation ist die
sogenannte Pintrack-Infektion entlang des Pins. Durch den Eintrag von Bakterien aus dem
dufleren Umfeld in den Pinkanal entsteht eine schwerwiegende Osteomyelitis. Infolge dieser
moglichen Komplikation kommt es zu einer Lockerung der Pins und einer daraus resultierenden
Instabilitdt der Knochenfragmente, welches einen Revisionseingriff ndtig macht. Daher stellen
die sorgfiltige tigliche Reinigung und Pflege der Pinaustrittsstellen eine essentielle Aufgabe
der postoperativen Behandlung dar (Palmer, 2012; Watson, 2015). Nachteilig bleibt auch die
von den Patienten empfundene Einschrinkung der Lebensqualitit (Runkel et al., 1999).
Dennoch stellt der Fixateur externe ein zeitgemifBes und gingiges Osteosyntheseverfahren dar.
Es kommt besonders bei polytraumatisierten Patienten zum Einsatz (Schmickal et al., 1999;
Illian et al., 2013; Poenaru et al., 2015). Vorteilhaft ist die frakturferne Anbringung des
Systems, wodurch die Heilungsprozesse nicht beeinflusst werden und die GefaBBversorgung

geschont wird (Rontgen et al., 2010). Aufgrund seiner Modulbauweise stellt der Fixateur
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externe ein sehr variables biomechanisches System dar (Lewis et al., 2001; Palmer, 2012).
Durch seine einfache Handhabung und die vielfiltigen Mdglichkeiten der Modifikation des
Osteosynthesematerials stellt der Fixateur externe in der Forschung ein bedeutendes System
zur Evaluierung der mechanischen Einfliisse auf die molekularen Mechanismen der
Frakturheilung dar (Rontgen et al., 2010).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein externer Fixateur (RatExFix) der RISystem AG verwendet.
Der Vorteil dieses Systems liegt in der Variabilitit der unterschiedlichen Verbindungselemente
(Balken) aus PEEK, wodurch eine Modulation der mechanischen Stimulation moglich ist (Glatt
et al., 2012). Der Fixateur externe wird durch vier Pins mit einer Titaniumlegierung sowie
einem Offset von 6mm parallel zum Knochen befestigt. Durch die reduzierte Infektionsinzidenz
der verwendeten Materialien, finden Polyetheretherketon und titanlegierte Alluminium-Pins
bereits Anwendung in der humane Implantatorthopédie (Glatt & Matthys, 2014). Durch das
RatExFix-System kann aufgrund der variierenden Verbindungsbalken, u.a. die
Mechanosensivitit der unterschiedlichen Heilungsphasen besser erforscht werden sowie eine

standardisierte Stabilisation ermdglicht werden (Glatt et al., 2012).

2.6. Zielsetzung und Hypothese der Arbeit

Trotz des herausragenden Heilungspotentials von Knochengewebe gibt es noch zahlreiche
klinische Situationen, in denen es zu einer gestdrten Knochenheilung kommt. Der Patient
erfahrt dabei oft eine erhebliche Einschrankung seiner Lebensqualitit.

Verschiedene préklinische und klinische Studien haben die signifikante Rolle von endogenem
BMP-2 wihrend der Knochenheilung demonstriert (Wildemann et al., 2011; Faflbender et al.,
2014; Jing et al., 2016).

Neben der biologischen Stimulation ist die mechanische Umgebung mitentscheidend fiir den
Heilungserfolg einer Knochenfraktur (Lineau et al., 2005; Willie et al., 2009). Selbst die BMP-
Signalkaskade kann direkt, ohne die Sekretion eines autokrinen Liganden, durch
Mechanotransduktion reguliert werden (Kopf et al., 2014). Experimentelle in vivo Studien
zeigen, dass eine flexible Fixation von Frakturenden in einer verldngerten chondralen Phase
und verzogerter Knochenformation resultiert (Mark et al., 2004; Epari et al., 2013), wéihrend
eine rigidere Fixation einen qualitativ besseren Kallus induziert (Claes et al., 2009a). Jedoch

bendtigt die erfolgreiche Knochenheilung zusitzlich stimulierende interfragmentére
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Bewegungen (Glatt et al., 2016; Claes, 2017). Der Konsens fiir einen maximalen

Heilungserfolg einer Fraktur scheint somit in einer semi-rigiden Fixation zu liegen.

Das iibergreifende Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Erforschung der kombinierten
Stimulation unter variierenden mechanischen Rahmenbedingungen und gleichbleibender
BMP-2-Menge auf die Defektheilung. Anhand mikrocomputertomographischer und
biomechanischer Untersuchungen soll ermittelt werden, inwiefern die Fixationssteifigkeit die

biologische Stimulation der Knochenheilung beeinflusst.

Diese Arbeit basiert auf folgender Hypothese:
Die BMP-2- stimulierte Defektheilung ist mechano-sensitiv, weshalb eine Fixation der

Defektenden mittels einer semi-rigiden Steifigkeit zu einer qualitativ besseren Knochenheilung

(Defektiiberbriickung) fiihrt, als eine rigide oder flexible Fixation.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden 32 weibliche Sprague Dawley Ratten in einem Alter von 12 Wochen
und einem Gewicht von 240 — 320 g verwendet. Die Tiere wurden aus dem Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Deutschland bezogen. Wéhrend des gesamten Versuchszeitraumes
erfolgte die Haltung der am Versuch beteiligten Tiere in der Forschungseinrichtung
experimentelle Medizin (FEM) der Charité, Campus Virchow Klinikum, Berlin, Deutschland.
Die Genehmigung zur Durchfiihrung der Versuchsreihe wurde vom Landesamt fiir Gesundheit

und Soziales, LaGeSo; Berlin (Genehmigungsnummer G 0248/11) erteilt.

3.1.1 Haltung

Nach der Finstallung in der Forschungseinrichtung experimentelle Medizin der Charité,
Campus Virchow Klinikum, wurden die Tiere zundchst fiir mindestens sieben Tage in Gruppen
von fiinf Ratten pro Makrolonkéfig (Typ IV) mit erhdhtem Deckel und einer Bodenfldche von
1800 cm? sowie einer Hohe von 19 cm gehalten. Dieser Zeitraum diente den Tieren zur
Akklimatisierung. Zur Forderung des Wohlbefindens erhielten die Tiere Enrichment in Form
einer Plastikhdhle, ungebleichter Zellstoff als Nestmaterial und Nagehdlzer fiir Labortiere aus
Espenholz (ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland). Das Raumklima im
Versuchstierstall wurde durch eine Klima- und Beliiftungsanlage reguliert, so dass eine
konstante Temperatur von 20 -22 ° C und eine relative Luftfeuchtigkeit von 60 -70%
vorherrschten. Zusitzlich waren die Tiere einem kiinstlichen Tag/Nacht Rhythmus von jeweils
12 Stunden unterworfen. Als Nahrung erhielten sie Alleinfuttermittel fiir Mause und Ratten
(ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) ad libitum. Trinkwasser stand den Ratten in
Form einer Wasserflasche ebenfalls jederzeit zur Verfiigung. Nach dem operativen Eingriff
wurden die Tiere zunéchst fiir 24 Stunden einzeln in einem 18 cm hohen Makrolonkifig (Typ
IIT) mit erhohtem Deckel und einer Bodenfliche von 810 cm? untergebracht, um ein
gegenseitiges Belecken der frischen Operationswunde zu vermeiden und somit das Risiko einer
Wundinfektion zu verringern. Am Folgetag wurden jeweils zwei Tiere in einem Typ III

Makrolonkéfig mit erhohtem Deckel vergesellschaftet und bis zum Versuchsende in
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Paarhaltung und Sichtkontakt zu den benachbarten Kéfigen gehalten. Als Enrichment erhielten
sie Nestmaterial und Nageholzer. In den Kéfigen diente Lignocel® Hygienic Animal Bedding
(J.Rettenmaier & S6hne GmbH & Co. KG, Rosenberg, Deutschland) als Einstreu. Die Kéfige
wurden téglich durch die Tierpfleger auf grobe Verschmutzungen kontrolliert und wdchentlich

gewechselt.

3.1.2 Einteilung der Versuchsgruppen

Die 32 Versuchstiere wurden randomisiert in vier Gruppen eingeteilt, welche sich hinsichtlich
der Steifigkeit des Fixateurs (mechanische Stimulation), dem Einsatz von rhBMP-2
(biologische Stimulation) und der GroBle des Osteotomiespalts unterschieden (Tab.1). Die
Tieranzahl pro Gruppe betrug acht Ratten. Drei Versuchsgruppen wurde ein Smm kritischer
Defekt gesetzt und intraoperativ ein Kollagenvlies (Lyostypt®, B. Braun, Melsungen,
Deutschland) mit einer definierten Menge (5pug) an thBMP-2 appliziert. Der Smm breite
Defektspalt reprisentiert in diesem Versuch ein reproduzierbares atrophes non-union-Modell
(Metha et al., 2011). Die Fixierung des Smm Knochendefekts erfolgte mittels RatExFix™
(RISystem, Davos, Schweiz), wobei verschieden steife Fixateurbalken verwendet wurden. Die
Tiere der ersten Gruppe erhielten einen rigiden Fixateurbalken, definiert als 100% Steifigkeit.
Die semi-rigide Gruppe wurde mit einem Balken des Fixateurs versorgt, der 40% der rigiden
Steifigkeit entsprach. Entsprechend wurde die dritte Gruppe mit der flexiblen Variante von 10%
Steifigkeit behandelt. Der vierten Gruppe wurde dagegen eine 1mm Osteotomie zur Stimulation
der unkritischen, normalen Heilung gesetzt und mit einem rigiden Fixateurbalken stabilisiert
(Kontrollgruppe). Bei alle vier Gruppen wurde an Tag 10, 21 und 42 postoperativ ein in vivo-
Mikrocomputertomographie-Scan durchgefiihrt. Nach 42-tigiger Standzeit wurden alle Tiere
euthanasiert und der linke, osteotomierte Femur, inklusive des angebrachten Fixateurs externe,
entnommen. Zusétzlich wurden randomisiert acht Tieren das rechte, intakte Os femoris
entnommen, welche die Kontralaterale-Gruppe bildeten. Diese Gruppe bildete die Stabilitét
eines intakten Knochens ab. AnschlieBend durchliefen sdmtliche Proben eine biomechanische

in vitro Testung.
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Tab.1: Ubersicht zur Gruppeneinteilung.

Gruppe Osteotomie- | Fixateur- rhBMP-2 | Anzahl | Methode | Zeitpunkte
spalt steifigkeit der
Tiere
Flexibel 5 mm 10% Sug 8 Mikro- 10,21,42d
CT
BMT 42d
Semi-rigide | Smm 40% Spg 8 Mikro- | 10,21, 42d
CT
BMT 42d
Rigide Smm 100% Sug 8 Mikro- | 10,21, 42d
CT
BMT 42d
Kontrolle Imm 100% - 8 Mikro- 10, 21, 42d
CT
BMT 42d
Kontralateral | - - - (8) BMT 42d

3.2 Operation

3.2.1 Fixateur externe

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Fixateursystem RatExFix™ der Firma RISystems (Davos,
Schweiz) verwendet (Abb.1).

Das System besteht aus einem Polyetheretherketon (PEEK) Verbindungselement (Balken) und
vier Pins mit einer Titaniumlegierung. Der Kunststoffbalken des Fixateurs externe ist 16,5 mm
lang, 5,1 mm breit und besitzt eine Hohe von 2,5 mm. Zwischen den inneren Pins variiert die
Dicke des Balkens, aufgrund der unterschiedlichen Steifigkeit, die das Material besitzen soll
(Abb. 2). Der als rigide (100% Steifigkeit) definierte Balken besitzt eine durchgehende Hohe
von 2,5 mm. Die semi-rigide Kunststoffvariante, die 40% der Steifigkeit des rigiden
Verbindungselements darstellt, hat eine Hohe von 1,7 mm. Der flexible Balken entspricht mittig
einer Hohe von 0,75 mm. Die mittige Aussparung des Fixateurbalkens besitzt eine Linge von
8,1 mm und eine Breite von 1,5 mm. Jedes Verbindungselement besitzt vier runde

Aussparungen, in denen die Pins verankert werden. Die Pins haben eine Lénge von 12,8 mm
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und einen Durchmesser von 1 mm. Der Abstand zwischen den &ufleren Pins betrdgt 15 mm und

zwischen den beiden inneren Pins 10 mm.

Abb. 1: Fixateursystem (Aufsicht) - Abb. 2: Kunststoff — Verbindungselemente
Verbindungselement von oben nach unten 100%, (Seitenansicht), von links nach rechts 10%, 40%
40% und 10% Steifigkeit sowie vier Pins mit und 100% Steifigkeit.

Titaniumlegierung.

3.2.2 Osteotomie

Zur Gewichtserfassung wurden die Tiere zunéchst in einer Plastikschiissel auf einer Feinwaage
(Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland) gewogen. Zu leichte oder zu schwere Tiere, die
das Zielgewicht von 240-320 g nicht erreicht oder {iberschritten hatten, wurden von der
Operation ausgeschlossen. Anschliefend wurden die Ratten in einen Beutel, welcher aus einem
gefalteten Stofflaken bestand, gesetzt. Darin erhielten sie 0,4 ml einer intraperitonealen
Injektionsnarkose, welche aus 60 mg/kg KGW Ketaminhydrochlorid (Ketamin ®, Actavis
Deutschland GmbH & Co. KG, Miinchen, Deutschland) und 0,3 mg/kg KGW Medetomidin
(Dormitor®, Pfizer, Karlsruhe, Deutschland) bestand. Nach Eintritt der Narkose wurden die
Tiere auf einen fahrbaren OP-Beitisch gelegt. Als Schutz der Kornea vor Austrocknung wurde
ihnen prophylaktisch Bepanthen® Augen- und Nasensalbe (Bayer Vital, Leverkusen,
Deutschland) auf beide Hornhdute aufgetragen. AnschlieBend wurden die Tiere am Schwanz
mittels eines wasserfesten Stiftes durch Anbringen von Ringen in unterschiedlichen Farben
fortlaufend nummeriert. Die Ratten erhielten auBerdem ein Antibiotikum zur
Infektionsprophylaxe. 60 mg/kg KGW Clindamycin® (Ratiopharm, Ulm, Deutschland)
wurden den Versuchstieren subkutan in den Nacken appliziert. Fiir eine intra- und postoperative
Analgesie erhielten sie, wenige Minuten vor dem Hautschnitt, 20 mg/kg KGW Tramal®
(Griinenthal GmbH, Aachen, Deutschland) ebenfalls subkutan in den Nackenbereich.

37



Material und Methoden

Samtliche Applikationen und das Gewicht der Tiere wurden mit Angabe der Uhrzeit im OP-
Protokoll festgehalten. Zur weiteren praoperativen Versorgung wurden die Ratten auf die rechte
Korperseite gelagert und einer grof3flachigen Rasur mittels einer Schermaschine (Aesculap®
Favorita Il GT 104, Aesculap Suhl GmbH, Suhl, Deutschland) im Bereich des linken Ober- und
Unterschenkels, sowie des Bauches und Riickens bis zum Rippenbogen unterzogen. Der
Zwischenzehenreflex zur Feststellung einer vollstindigen Analgesie wurde getestet. War dieser
nicht mehr vorhanden, wurde das freigeschorene Operationsfeld groBfldchig mit Braunoderm®
(B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) desinfiziert und die Tiere in rechter Brust-
Seitenlage auf eine Warmeplatte (37°C) des steril vorbereiteten Operationstischs gelegt. Die
Gel-Wiarmeplatte (Extraanfertigung der Charité), welche die Tiere vor Unterkiihlung wihrend
der Operation bewahren sollte, befand sich unter einem sterilen Instrumententischbezug
(Shanghai International Trading Corp. GmbH, Hamburg, Deutschland). AnschlieSend wurden
die Ratten mit einem sterilen, selbstklebenden Abdecktuch (Foliodrape®, Paul Hartmann AG,
Heidenheim, Deutschland) abgedeckt, sodass sich nur noch die linke Hintergliedmalle im
Operationsfeld befand. Mit einem Skalpell (Klinge Nr. 21, Feather Safety Razor Co., LTD.,
Osaka, Japan) wurde ein lateraler Hautschnitt iiber die gesamte Lénge des Femurs durchgefiihrt
und die subkutane Hautfaszie vorsichtig durchtrennt. Zwischen dem Musculus gluteus
superficialis und dem Musculus biceps femoris wurde mit einer Schere stumpf bis zur
Freilegung des Femurs pripariert. Nachfolgend wurde das Weichteilgewebe mit zwei stumpfen
Wundhaken zuriickgehalten, um Verletzungen der Strukturen wihrend des Bohrens zu
verhindern. Mit einem Handbohrer (@ 0,79 mm, RISystem, Davos, Schweiz) wurde zunéchst,
im Bereich der Metaphyse das distale (&duBere) Bohrloch unikortikal, senkrecht zur
Knochenachse gesetzt. Das dabei entstandene Knochenmehl wurde, wie auch bei den folgenden
Bohrlochern, durch einen sterilen, mit isotonischer Kochsalzlésung (NaCl 0,9%, B.Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) benetzten Prépariertupfer (6x6cm, Fuhrmann
GmbH, Bovingen, Deutschland) aus dem Operationsfeld entfernt. Es folgte die bikortikale
Einbringung des distalen Pins (P1) mittels Handbohrfutters (Abb. 3). Der Fixateurbalken wurde
zuvor am Pin befestigt und diente im Folgenden als Bohrfiihrhilfe fiir die weiteren drei
Bohrlocher. Die Bohrung fiir P4, dem proximalen (dueren) Pin wurde unter adspektorischer
Kontrolle, parallel zum distalen Pin (P1), sowie senkrecht zur Knochenachse des Os femoris
vorgenommen und anschlieend bikortikal verankert. Die beiden inneren Pins (P2 und P3)
wurden ebenfalls parallel und bikortikal versenkt (Abb. 4). Zur Vorbereitung der Osteotomie
wurde die Muskulatur im Osteotomiebereich, zwischen P2 und P3, vorsichtig vom Os femoris

abprépariert. Im Anschluss wurde eine Sdgeschablone (RISystem, Davos, Schweiz) auf dem
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Fixateurbalken angebracht, die einen standardisierten, mittigen Smm Spalt gewihrleisten sollte.
Die doppelte Durchtrennung der Diaphyse erfolgte unter Verwendung einer oszillierenden Sége
(Implantmed SI — 923 Dentalchirurgiegeridt mit Sigehandstiick S-8 R und Ségeblatt R-20
reziprok, W&H Deutschland GmbH, Laufen, Deutschland) und stdndiger Kiihlung durch
sterile, isotonische Kochsalzlosung (NaCl 0,9%, B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) (Abb. 5). Der entstandene Knochenzylinder (Abb. 6) wurde unter Zuhilfenahme
einer sterilen Pinzette geborgen. Knochen- und Gewebedetritus wurde durch erneutes Spiilen
mit steriler, isotonischer Kochsalzlosung entfernt. AnschlieBend wurde der Smm breite
Osteotomiespalt (Abb. 7) mit einem resorbierbaren Kollagenvlies (Lyostipt®, B.Braun
Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland) gefiillt (Abb. 8). Dieses Kollagenvlies diente als
Tragermaterial fiir 5 pg thBMP-2 (Prof. Walter Sebald, Universitdt Wiirzburg, Deutschland
gelost in 4mM HCL), welches mittels einer manuellen Pipette (Eppendorf Research® plus,
Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling, Deutschland), unmittelbar vor der
Implantation auf das Vlies pipettiert wurde. Als Kontrollgruppe, die eine ungestorte, normale
Heilung représentierte, wurde mithilfe der Sdgeschablone ein 1mm Osteotomiespalt gesetzt.
Nachdem eventuelle Blutungen gestillt wurden, wurde die Faszie durch eine fortlaufende Naht
mit einem resorbierbaren Faden (3-0 Vicryl®, Ethicon, Norderstedt, Deutschland)
verschlossen. Fiir die Einzelknopthefte des Hautverschluss wurde ein nicht resorbierbares
Nahtmaterial (3-0 Prolene®, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) verwendet. Des Weiteren
wurde fiir den Schutz der Operationswunde ein transparenter Sprithverband (OPSITE® Spray,
Smith & Nephew Medical Limited, London, England) aufgetragen. Die Dauer des operativen
Eingriffs betrug etwa 60 Minuten. Nach dem Wundschluss erfolgte die Anfertigung von
Rontgenaufnahmen des osteotomierten Os femoris bei einer Strahlenhérte von 30 kV und einer
Belichtungszeit von 10 s, auf der der korrekte Sitz des Fixateurs externe begutachtet wurde
(Abb. 9). Zur Beendigung der Narkose erhielten die operierten Tiere intramuskuldr die
fiinffache Menge der Medetomidin-Dosis Atipamezol (Antisedan®, Orion Corporation, Espoo,
Finnland). AnschlieBend wurden die Tiere in Brust- Bauchlage auf eine Zellstoffunterlage, die
dem Aspirationsschutz vor der Einstreu diente, in ihren Kéfig gelegt und wéhrend der
Aufwachphase unter warmender Infrarotlichtbestrahlung (150 W, 230V, Koninklijke Philips
N. V., Amsterdam, Niederlande) gehalten. Nach etwa zwei Stunden postoperativer
Uberwachung waren die Tiere wach und belasteten das operierte Bein vorsichtig. Zu diesem
Zeitpunkt wurden sie zuriick in den Versuchstierstall gebracht. Fiir eine weiterfithrende
Analgesie erhielten die Ratten in den ersten fiinf postoperativen Tage 25mg/l Tramal® Tropfen

(Griinenthal GmbH, Aachen, Deutschland) tiber das Trinkwasser.
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Abb. 3: Bikortikale Einbringung des distalen Pins Abb. 4: Einbringen von P2 mit Handbohrfutter.
(P1), mit aufgesetztem Fixateurbalken als
Bohfiihrhilfe fiir die weiteren Pins.

Abb. 5: Setzen der 5 mm Osteotomie mithilfe der
Sageschablone.

Abb. 7: Darstellund des Smm Osteotomiespaltes. Abb. §: Eingerachtes Kollagenvlies im

Osteotomiespalt.
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3.2.3 Nachsorge

In den ersten beiden Tagen nach der Osteotomie wurden die Tiere zweimal tiglich streng nach
einem Untersuchungsprotokoll begutachtet. Es wurde speziell auf verdnderte Korperhaltung,
Augentrénen, Isolation, reduziertem Bewegungsdrang, Piloerektion und der Trinkmenge der
Ratten geachtet und dokumentiert. Die Beurteilung erfolgte nach einem festgelegten
Punktesystem. War keine Verdnderung priasent, wurden null Punkte vergeben. War eine
moderate Schmerzreaktion beobachtbar, wurde dies mit einem Punkt bewertet. Bei
ausgepréagten Symptomen erfolgte eine Vergabe von zwei Punkten. Anschlieend wurde ein
Gesamtscore ermittelt. War eine Ratte auffdllig, erhielt sie intramuskuldr zusétzlich 7mg/kg
KGW Tramal® (Griinenthal GmbH, Aachen, Deutschland). Die Beurteilung der Wund- und
Pinverhéltnisse erfolgte tiglich. Eventuell vorhandene Verkrustungen wurden mit einer sterilen
Pinzette entfernt und die Wunde mit Braunoderm® (B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) desinfiziert. Auf Anzeichen einer lokalen Infektion, vor allem im Bereich der
Pins, sowie umgebene Gewebeschwellungen, wurde besonders geachtet. Die
Gewichtserfassung erfolgte wochentlich, wie unter 3.2.2 beschrieben. Alle erhobenen Befunde

und Messwerte wurden in einem Projektbuch, sowie einer elektronischen Datenbank erfasst.

3.3 Radiologische Untersuchungen

3.3.1 Konventionelles Rontgen

Die Tiere wurden, wie beschrieben, unmittelbar nach der Osteotomie, sowie 10, 21 und 42 Tage
postoperativ zeitgleich im Rahmen der in vivo-Mikro-CT Untersuchung gerdntgt. Das Rontgen
erfolgte am narkotisierten Tier, wie unter 3.2.2 beschrieben, und diente einerseits der Kontrolle
des Heilungsverlaufs sowie andererseits der Feststellung eines Ausbrechens der Pins oder
starke osteolytische Verdanderungen der Knochensubstanz, was zum sofortigen Ausschluss der
Tiere aus dem Versuch gefiihrt hitte, um ein unndtiges Leiden zu verhindern. Je Versuchstier
entstand eine laterale Aufnahme, wobei die Ratte in Bauchlage positioniert, und das linke,

osteotomierte Hinterbein abduziert wurde. Die Aufnahmen entstanden mit Hilfe des
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Rontgenapparates (Faxitron®, Faxitron x-Ray Corporation, Illinois, USA) in der
Forschungseinrichtung experimentelle Medizin der Charit¢ (Campus Virchow Klinikum,
Berlin, Deutschland). Die Rontgenfilme (Kodak Direct View CR Cassette, Carestream Health
Inc., New York, USA) wurden bei 30 kV und 10 s belichtet. Zwischen der Strahlungsquelle

und der Rontgenplatte bestand ein Abstand von 33 cm.
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Abb. 9: Postoperative Rontgenaufnahme zur Begutachtung der Osteosynthese (Fixateur externe). Die vier Pins
sind bikortikal, parallel zueinander und senkrecht zur Knochenachse des Os femoris verankert. Der Leerraum des
Defekts (Smm) wird durch glatte Kortikalisenden begrenzt.

3.3.2 Mikrocomputertomographie (Mikro-CT)

Am 10., 21. und 42. Tag postoperativ durchliefen die Versuchstiere eine in vivo-Mikro-CT
Scan. Dazu wurde der Mikrocomputertomograph viva CT 40 (Scanco Medical AG,
Briittisellen, Schweiz) der FEM der Charité, Campus Virchow Klinikum verwendet, und diente
der detaillierten, dreidimensionalen Darstellung der Kallusentwicklung, sowie des Grades der
Osteotomiespaltiiberbriickung im zeitlichen Verlauf. Als ein invasives, nicht destruktives
Verfahren stellt die in vivo-Mikro-CT Analyse eine exzellente Untersuchungsmethode dar,
welche die Proben fiir weiterfiihrende Untersuchungen, in diesem Fall die biomechanische
Testung, erhélt (Bouxsein et al., 2010). Die Scans wurden mit einer Schichtdicke von 35 um,

einer Spannung von 55 kV und einer Stromstdrke von 145 pA durchgefiihrt. Im Rahmen der
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Untersuchung wurden die Tiere mittels Injektionsnarkose, bestehend aus 0,3 mg/kg KGW
Medetomidin  (Dormitor®, Pfizer, Karlsruhe, Deutschland) und 60 mgkg KGW
Ketaminhydrochlorid (Ketamin®, Actavis Deutschland GmbH & Co. KG, Miinchen,
Deutschland) intraperitoneal narkotisiert (Vorgehen wie in 3.2.2 beschrieben). Als Prophylaxe
der Kornea vor Austrocknung, erfolgte die Versorgung beider Hornhdute mit Bepanthen®
Augen- und Nasensalbe (Bayer Vital, Leverkusen, Deutschland). AnschlieBend wurde zur
aktuellen Befundung der Fixateuranlage ein Rontgenbild, wie in 3.3.1 beschrieben, angefertigt.
In schriger Seitenlage wurden die Ratten in ein Probenbett des Mikrocomputertomographen
positioniert (Abb. 10). Zum Schutz des Gerites vor Urinausscheidung der narkotisierten Ratten
erfolgte die Bettung der Tiere auf einer Papierunterlage. AnschlieBend wurde in den Spalt des
Fixateurbalkens ein speziell angefertigter Abstandshalter (Abb. 11) eingefiihrt, dessen anderes
Endstiick mit dem Probenbett verbunden wurde (Abb. 12). Der Abstand zwischen dem
Probenbett und dem Fixateur externe betrug somit standardisiert 1,5 cm. Um die Tiere vor
eventuellen Verletzungen wihrend der Untersuchung zu bewahren, wurden der Kopf, Thorax,
die HintergliedmaBen sowie der Schwanz mittels Leukoplast® (BSN medical GmbH,
Hamburg, Deutschland) fixiert. Im Anschluss wurden die Ratten, inklusive Probenbett, mit dem
Schwanz voran in den Mikrocomputertomographen geschoben und die Ladeluke des Gerits
verschlossen. Wahrend der Untersuchung konnten die Tiere durch ein Sichtfenster beobachtet
werden, wodurch die Moglichkeit eines Abbruchs des Scanvorgangs, bei einem eventuellen
Erwachen oder einer anderen Notfallsituation, jederzeit moglich gewesen wire. Am Computer
wurde zundchst ein Scout-View angefertigt. Dies ist ein Rontgeniibersichtsbild, welches zur
Bestimmung der Scanregion (VOI, Volume of Interest) dient. AnschlieBend wurden die
Referenzlinien positioniert, sodass sich der gesamte Osteotomiespalt, sowie beide
Osteotomieenden des Os femoris im Scanbereich befanden. Die VOI umfasste dabei
standardisiert 212 Slices (7400 pm). Nach einem Kontrollblick auf die narkotisierten Tiere
wurde die Messung gestartet. Die Scannummern der Messungen wurde im Laborbuch, sowie
in einer elektronischen Datenbank festgehalten. Nach etwa 15 Minuten war der Scan beendet
und die Tiere wurden, mitsamt des Probenbetts, aus dem Mikrocomputertomographen
entnommen. AnschlieBend erfolgte die Bettung der Ratten auf Zellstoff im Kifig. Zur
Vermeidung einer Hypothermie erhielten sie bis zum Ende der Aufwachphase eine
Infrarotlichtbestrahlung (150 W, 230V, Koninklijke Philips N. V., Amsterdam, Niederlande).
Mindestens 45 Minuten nach der Narkoseeinleitung erhielten die Tiere intramuskulér die

fiinffache Menge der Medetomidin-Dosis Atipamezol (Antisedan®, Orion Corporation, Espoo,
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Finnland) als Antidot. Nach einer einstiindigen Beobachtungsphase konnten die Tiere aktiv

und wach in die Tierhaltung gebracht werden.

Abb. 10: Mikro-CT-Probenbett mit fixierter Ratte.

Abb. 11: Abstandshalter

Abb. 12: Standardisierte Positionierung von
Fixateurbalken zum Probenbett iiber einen
Abstandshalter.
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3.4 Euthanasie und Probenentnahme

3.4.1 Euthanasie

Nach einer 42-tdgigen Standzeit erfolgte die Euthanasie der Versuchstiere. Im Anschluss an die
planmaéBige in vivo-Mikro-CT Kontrolle am 42. postoperativen Tag wurden die Ratten in tiefer
Narkose durch eine intrakardiale Injektion von 10 ml 7,45% igem Kaliumchlorid (B.Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) euthanasiert. Die Lokalisation des Herzens wurde
mittels Daumens und Zeigefingers palpiert und zur Sicherung der kardialen Positionierung der
sterilen Einmalkaniile (Sterican® Standardkaniile Nr. 1, @ 0,90 x 40 mm, B.Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland) erfolgte zunichst die Aspiration von Blut und anschlieend die
vollstandige Injektion von Kaliumchlorid. Innerhalb weniger Sekunden post injectionem trat
der Tod ein. Durch Sichtkontrolle der Atmung, optische Inspektion der Retinadurchblutung und

palpatorische Uberpriifung des Herzstillstandes wurde die Diagnose gesichert.

3.4.2 Probenentnahme und Aufbereitung

Unmittelbar nach Feststellung des Todes erfolgte die Entnahme der osteotomierten Ossa
femora der hinteren, linken GliedmaBen, inklusive der externen Fixateure und des umgebenen
Weichteilgewebes (acht Tieren wurden zusitzlich das rechte, intakte Os femoris entnommen).
Um Beschiddigungen des Kallusgewebes vorzubeugen, wurde darauf geachtet, dass nur
minimale Zug-, Druck- oder Scherkréfte auf den Femur wirken konnten. Nach Enthdutung der
linken Hintergliedmale erfolgte die Exartikulation des Kniegelenks. Hierzu wurde zunichst
das Ligamentum patellae und anschlieBend der intra- und subartikulire Sehnen- und
Bandapparat des Kniegelenks (Art. genus) durchtrennt. Es folgte die Praparation Richtung
Hiiftgelenk (4rt. coxae), wobei die oberflichliche und tiefe Muskulatur der Beckengliedmale
durchtrennt und anschlieBend der Femurkopf aus der Beckenpfanne exartikuliert wurde. Im
Anschluss wurde, unter Schonung der Kallusregion, das am Femur verbliebene Muskelpaket
vorsichtig abprépariert. Die isolierten Knochen wurden unverziiglich in ein verschlossenes
Schraubglas mit Fixierlosung tiberfiihrt und mit der entsprechenden Tiernummer versehen. Bei
der Fixierlosung handelte es sich um 4% ige gepufferte Formaldehyd — Losung fiir
Laborzwecke (Herbeta Arzneimittel, Berlin, Deutschland). Sie diente dazu den postmortalen

Zerfall zu verlangsamen und die Probe fiir die spéteren Untersuchungen zu erhalten. Um eine
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optimale Durchtrankung der Proben mit der Fixierldsung zu gewihrleisten, wurden die
Schraubgléser (inklusive der darin enthaltenen Knochenpriparate) auf einen GroBschiittler
(Laboshake®, Gerhardt GmbH & Co. KG, Konigswinter, Deutschland) im histologischen
Kunststofflabor des Julius Wolff Instituts gestellt. Nach 48 Stunden Fixierzeit wurden die
Knochen in ein leeres Glasgefa iiberfiihrt und anschlieend fiir 30 Minuten unter flieBendem
Leitungswasser gewéssert um die Fixierlosung zu entfernen. Danach wurden die Priparate fiir
weitere 24 Stunden in einem mit PBS (Phosphatpufferlésung pH 7,2, Waldeck GmbH & Co.
KG@G, Division Chroma, Miinster, Deutschland und Aqua dest. Im Verhiltnis 1:10) gefiillten,
verschlossenen Schraubglas zuriick auf den Schiittler gestellt. Am Folgetag wurde der Fixateur
externe mittels eines Handbohrfutters entfernt. AnschlieBend wurden die Knochenpréparate
einzeln, in einem mit der jeweiligen Tiernummer versehenen, sterilen 15 ml Falcon™ — Tube

(BD Diagnostics, Franklin Lakes, USA) bei — 80° C eingelagert.

3.5 Biomechanische in vitro Testung

Fiir die biomechanische Testung wurden die Knochen zunéchst aufgetaut. Dafiir wurden die
Proben fiir etwa 20 Minuten in einem Falcon™ - Tube in ein Glasgefil mit warmem
Leitungswasser gestellt. Danach erfolgte die Einbettung der aufgetauten Priparate unter dem
Laborabzug. Zu Beginn wurden die Knochen am Femurkopf mithilfe von einer Klemme der
speziellen Haltekonstruktion (Spezialherstellung der Charité) fixiert (Abb. 13). Drei rotierbare
Gelenke der Konstruktion ermdglichten es, die distale Epiphyse lotrecht und zentriert in einem
Metalltopfchen auszurichten. AnschlieBend wurde die Einbetttiefe justiert. Nachfolgend wurde
der Kunststoff angeriihrt. Hierbei wurde ein Zwei — Komponenten — System verwendet. Nach
dem Vorlegen von 1,5 ml der fliissigen Phase (Technovit® Universal Liquid, Heraeus Kulzer
GmbH, Wehrheim, Deutschland) in einen Plastikbehilter wurde die pulvrige Komponente
(Technovit® 3040, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) mit einem Metallstab
eingeriihrt, bis das Gemisch fadenartig vom Riihrstab tropfte. Um ein Aufquellen wéhrend der
Polymerisation zu vermeiden, musste die Masse moglichst fest und ohne Lufteinschliisse sein.
Mittels einer 10 ml Spritze (Injekt® solo, B.Braun, Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
wurde anschlieBend der Kunststoff in das zuvor eingefettete Metalltopfchen iiberfiihrt. Das
Einfetten der Topfchen mit PTFE — Paste (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland) ermdglichte das spétere Entfernen des ausgehérteten Polymethylacrylats aus dem
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Metallgefd3. Wéhrend der Aushértung wurde der Knochen zum Schutz vor Austrocknung mit
einer PBS befeuchteten Mullkompresse (Gazin® Lohmann & Rauscher GmbH & Co. KG,
Neuwied, Deutschland) umwickelt. Nach etwa 15 Minuten war die Aushirtung des Kunststofts
abgeschlossen (Abb. 14). Im Anschluss wurde die Klemme der Haltekonstruktion geldst und
das Topfchen fiir die proximale Epiphyse mittels eines Stegs (Spezialanfertigung der Charité)
befestigt. Der Steg wurde hierfiir in die dafiir vorgesehene Aussparung der Topfchen
eingelassen und mit zwei kleinen Gewindeschrauben an den Metalltopfchen angebracht (Abb.
15). Die Lénge des Stegs betrug 5,2 cm und sicherte einen standardisierten Abstand der beiden
Topfe zueinander von 1,8 cm. AnschlieBend wurde die Konstruktion in einen
Metallschraubstock (Spezialanfertigung der Charité) eingesetzt (Abb. 16). Erneut wurde ein
Technovit® - Gemisch, wie vorhergehend beschrieben, angeriihrt und mittels einer 10 ml
Spritze in das zweite, zuvor mit PTFE — Paste eingefettete Topfchen gegeben. Nach weiteren
15 Minuten wurde der eingebettete Knochen, inklusive Topfchen — Steg — Konstruktion, aus
dem Metallschraubstock entfernt. Die folgende Torsionstestung wurde am ElectroForce®
TestBench System (BOSE GmbH, Friedrichsdorf, Deutschland) des Biomechaniklabors im
Julius Wolff Institut (Berlin, Deutschland) durchgefiihrt. Nachdem alle Krifte, die auf die Probe
wirken konnen, manuell am zur Torsionsmachine dazugehdrigen Computer, auf null tariert
wurden, erfolgte das Einsetzen der Knochenprobe parallel zur Rotationsachse in die Maschine
(Abb. 17) und eine erneute manuelle Entlastung. Die Vorkraft, das Drehmoment und der
Winkel wurden im Messprotokoll dokumentiert. Im Anschluss wurde der Steg entfernt und die
Messung gestartet. Die Knochenprobe wurde kontinuierlich mit einer axialen Vorlast von 0,3
Newton belastet, um die bei der Torsionstestung auftretenden Zugbelastungen, welche aus der
Verkiirzung der Probe resultieren, zu minimieren. Nach Erreichen der notwendigen Vorlast
startete die eigentliche Messung. Im Verlauf wurde das untere Topfchen, folglich der untere,
distale Bereich des Knochens, kontinuierlich mit 0,54 °/s verdreht. Jede Sekunde erfolgte die
Erfassung des Torsionsmoments und des Winkels, welche in einem Diagramm in Relation zur
Zeitachse, am Computer graphisch dargestellt wurden. Die Beendigung der Messung erfolgte
manuell, wenn anhand eines deutlichen Abfalls des Torsionsmoments und eines akustischen
Knacklauts von einer Fraktur des Femurs ausgegangen wurde. Anschlieend wurde die
getestete Probe aus der Maschine entfernt (Abb. 18). Die gewonnenen Rohdaten wurden zur
weiteren Aufbereitung in eine Excel -Tabelle importiert und in einer elektronischen Datenbank

gespeichert.
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Abb. 13: Haltekonstruktion zur lotrechten Abb. 14: Einbettung der distalen Epiphyse

und zentrierten Ausrichtung der Probe im im ausgehirteten Kunststoff.
Metalltopfchen.

s

AbD. 15: Anbringen des Stegs zur Sicherung Abb. 16: Metallschraubstock zur Fixierung
eines standardisierten Abstands (1,8 cm) der der Position wihrend der Einbettung der
Metalltopfchen zueinander. proximalen Epiphyse.
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Abb. 17: Positionierung der Knochenprobe parallel
zur Rotationsachse der Testmaschine.

Abb. 18: Frakturierte Probe (Kontralaterale) nach
Beendigung der Torsionstestung.
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3.6 Auswertung der Rohdaten

3.6.1 Deskriptive rontgenologische Auswertung

Die Rontgenbilder der Zeitpunkte Osteotomie, sowie nach 10, 21 und 42 postoperativen Tagen
wurden zur Auswertung herangezogen. Spezielle Beachtung fanden die Osteotomieenden
hinsichtlich einer eventuellen Dislokation der Kortizes, die Entwicklung von endostalem und

periostalem Kallus und die Breite des Osteotomiespaltes.

3.6.2 Mikrocomputertomographische Auswertung

Die Auswertung der in vivo-Mikro-CT Bilder erfolgte anhand des Evaluierungsprogramms der
viva CT 40 Software. Zunichst wurde der gesamte Scan begutachtet, um ihn auf eventuelle
Artefakte zu tiberpriifen. Danach wurde eine standardisierte Volume of Interest (VOI) definiert,
in der nachfolgend stets die gleiche Anzahl an Slices ausgewertet werden konnte. Im Rahmen
dieser Untersuchung wurde eine VOI von 212 Slices mit je 35 pm Schichtdicke definiert.
Hieraus ergab sich eine VOI von ~ 7400 pm. Die Position der VOI wurde {iber den Mittelpunkt
der Osteotomie berechnet. Zunichst erfolgte die manuelle Bestimmung eines Startpunktes.
Definitionsgemi3 handelte es sich um das erste Schnittbild in dem die Kortikalis eréffnet
erschien und somit den Beginn des Defekts markiert (Abb. 19). AnschlieBend wurde manuell
der Endpunkt ausgewéhlt, an dem sich die Kortikalis erstmalig als intakt darstellte und das Ende
des Defekts abbildet (Abb. 20). Die Ermittlung des Mittelpunktes erfolgte rechnerisch, indem
der Startpunkt vom Endpunkt subtrahiert wurde und das Ergebnis anschlieBend durch 2
dividiert wurde. Zur Bestimmung des absoluten Mittelpunktes wurde der Mittelpunkt zum
Startpunkt addiert. Vom absoluten Mittelpunkt ausgehend, wurden standardisiert 106
Schnittbilder in Richtung Scananfang und 105 Slices in Richtung Scanende als VOI deklariert.
Die Berechnung der VOI erfolgte mit Microsoft Excel. Im Anschluss wurde das Global Object
konturiert. Dabei handelt es sich um die Region der 212 Schnittebenen, die in die Berechnung
eingingen. Mittels Freihandbearbeitung wurde zunéchst, entgegen des Uhrzeigersinns, die
Konturen des kalzifizierten und mineralisierten Kallus eingezeichnet und als Global Object
»Kallus* gespeichert. Danach erfolgte die Konturierung der Kortikalis im Uhrzeigersinn (Abb.
21), welche ebenfalls gespeichert wurde (Global Object ,,Kortikalis®). Die Zeichenrichtung

spielte dabei eine entscheidende Rolle, da alle im Uhrzeigersinn gezeichneten Konturen als
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Leerflache deklariert wurden und somit nicht in die spétere Berechnung eingingen. Alleinig die
entgegen des Uhrzeigersinns gezeichneten Konturen wurden zur nachfolgenden Berechnung
herangezogen, wodurch eine ausschlieBliche Erfassung des Kallus ermoglicht wurde.

Im weiteren Verlauf wurden die beiden Global Objects fusioniert (Abb. 22) und die Evaluierung
bei einem Schwellenwert (Threshold) von 318 pHA/cm? gestartet.

Bei der Imm Kontrollgruppe wurde eine VOI von 29 Slices definiert (~ 1000 pm).

Folgende vom Computer erhobene Daten wurden ausgewertet:

Total Volume (TV): Totales Kallusvolumen bzw. Gesamtkallusvolumen der gesamten VOI in
[mm?], dabei beinhaltet TV sowohl BV, als auch Lakunen und das Knochenmarksgewebe
Bone Volume (BV): Mineralisiertes Knochenvolumen und kalzifizierter Knorpel in [mm?]
Bone Volume Fraction (BV/TV): Anteil an mineralisiertem Knochen im Gesamtkalluvolumen
in [mm?/mm?]

Tissue mineral density of bone (TMD): Dichte des mineralisierten Gewebes inklusive
kalzifizierten Knorpels in [mgHA/cm?]

Tissue mineral content of bone (TMC): Mineralisierter Inhalt, bezogen auf BV in [mgHA],
dieser Wert wird erhoben durch die Multiplikation von BV und TMD, sowie nachfolgender
Division durch 1000

Die Ergebnisse wurden tabellarisch in Microsoft Excel festgehalten und zur weiteren
Bearbeitung in einer elektronischen Datenbank gespeichert. Zusétzlich wurden, mittels der
Mikro-CT Software, 3D- Bilder des Kallus angefertigt, die eine deskriptive Kallusanalyse

ermoglichten.
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Abb. 19: Dreidimensionale Darstellung im in Abb. 20: Dreidimensionale Darstellung im
vivo-Mikro-CT (Evaluierungsprogramm), in vivo-Mikro-CT (Evaluierungsprogramm),
Defektbeginn mit gedffneter Kortikalis Defektende mit geschlossener Kortikalis
(hellgrau). (hellgrau).
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Abb. 21: Dreidimensionale Darstellung im in Abb. 22: Dreidimensionale Darstellung im in

vivo-Mikro-CT (Evaluierungsprogramm), vivo-Mikro-CT (Evaluierungsprogramm),

Global Object ,,Kortikalis“, Konturierung fusioniertes Global Objekt, ,,Kortikalis*

(griin) der Kortikalis im Uhrzeigersinn. (innere, griine Konturierung) und ,,Kallus*

(4uBere, griine Kontur; entgegen des
Uhrzeigersinns gezeichnet).
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3.6.3 Biomechanische Auswertung

Zu Beginn der biomechanischen Auswertung wurde aus den in Microsoft Excel (Microsoft
Corporation, Redmond, USA) tabellarisch dargestellten Rohdaten ein Diagramm erstellt.
Erhoben wurde das maximale Drehmoment [Nmm] und die Steifigkeit
(Torsionsmoment/Winkeldnderung) [Nmm/°]. Auf der Abszisse wurde die Winkeldnderung
aufgetragen und das Torsionsmoment fand auf der Ordinate Platz. Mit Hilfe einer an den
Graphen angelegten Ausgleichsgeraden wurde die Steigung der Kurve bestimmt (Abb. 23). Die
Steigung [m = yb — Ya / Xb - Xa] der Kurve gab die Steifigkeit des Knochens an, welche per
Definition den Widerstand eines Korpers gegen Verformung durch eine Kraft oder ein
Drehmoment darstellt. Das maximale Drehmoment wurde vom hochsten Messwert des
Graphen abgeleitet und prisentierte die maximale Kraft, die zum Knochenbruch fiihrte. Die

erhobenen Daten wurden in einer elektronischen Datenbank festgehalten.

Torsionsmoment [Nmm] / Winkeldnderung [°] \ ——Moment —— Steifigkeit
4
0 L

—_ 0 -

£ r

€ ¥

Z 0—

< r

£ 0| ———

(<] L

2, \

-2,0 0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0
Winkel [°]

Abb. 23: Biomechanische Auswertung von Steifigkeit (lila) und maximalem Drehmoment (blau) im
Diagramm. Anlegen der Ausgleichsgeraden an den Graphen um die Steifigkeit zu ermitteln.
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3.6.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Datenverarbeitungsprogrammes SPSS
Statistics 22 (IBM Corporation, Armonk, USA). In tabellarischer Form wurden der Median-
und der Mittelwert, sowie die Standardabweichung und die Perzentilen als beschreibende
Statistik dargestellt und in einer elektronischen Datenbank gesichert. AnschlieBend wurden die
verschiedenen Steifigkeiten des externen Fixateurs (10%, 40%, 100%) an den jeweiligen
Zeitpunkten (Tag 10, 21 und 42) fiir alle zu testenden Parameter mittels Shapiro-Wilk-Test auf
Normalverteilung {liberpriift. Zum Vergleich der voneinander unabhéngigen Versuchsgruppen
hinsichtlich ihrer verschiedenen Parameter wie Steifigkeit des externen Fixateurs,
OsteotomiespaltgroBe und FEinsatzes von rhBMP-2, wurde der Mann-Whitney- U-Test
(nichtparametischer Zweistichprobentest) herangezogen, wenn keine Normalverteilung der
betrachteten Parameter vorlag. Fiir die abhingigen Stichproben (Messwerte einer
Steifigkeitsgruppe zu unterschiedlichen Zeitpunkten) und fehlender Normalverteilung, wurde
der Wilcoxon-Test (nichtparametischer Zweistichprobentest) verwendet. Lag eine
Normalverteilung vor wurde der Zweistichproben-t-Test, zum Vergleich der Mittelwerte
herangezogen. Bei den unabhéngigen Stichproben wurde ein ungepaarter t-Test verwendet, die
Auswertung der abhingigen Stichproben erfolgte mittels eines gepaarten t-Tests. Zur Korrektur
des Signifikanzniveaus wurde die Benjamini-Hochberg-Prozedur herangezogen. Eine
Irrtumswarscheinlichkeit von o = 0,05 wurde angenommen, weshalb das Signifikanzniveau bei
5% festgelegt wurde. Die Ergebnisse wurden ebenfalls in Form einer Tabelle festgehalten und
in einer elektronischen Datenbank gespeichert. Die graphische Darstellung der
biomechanischen Daten erfolgte in Form von Boxplots (Abb. 24), welche als schematische
Darstellung einer Haufigkeitsverteilung dienten. Ein Boxplot gibt die Lage und die Verteilung
der Werte einer Variablen an. Er besteht aus einer Box und zwei Whiskern, den Strichen
aullerhalb der Box. Die Box spannt sich von der 25%-Perzentile bis zur 75%-Perzentile auf.
Somit stellt die untere Begrenzung der Box das 25% Perzentil dar, die obere Eingrenzung die
75% Perzentile. Innerhalb des durch die Box umgrenzten Bereichs liegen die mittleren 50% der
Werte. Der Median kennzeichnet die 50% Perzentile und wird durch eine horizontale, schwarze
Linie dargestellt. Die Whisker schlielen sich oben und unten an der Box an, bis zum Minimum
bzw. Maximum der Datenreihe. Sie umfassen maximal die eineinhalbfache Boxenbreite. Das
Ende der Whisker bezeichnet ein kurzer Querstrich, der den kleinsten, respektive den grofiten
Wert reprisentiert, jedoch ohne die Ausreiler und Extremwerte einzuschlieBen. Ausreiler

werden als eine Kreisstruktur dargestellt. Sie kennzeichnen die Werte, die innerhalb einer
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Spanne von der eineinhalbfachen bis dreifachen Boxenlédnge von der 25% Perzentile bzw. vom
75% Perzentil entfernt liegen. Mehr als die dreifache Boxenlidnge oberhalb, respektive
unterhalb der Begrenzung der Box entfernte Werte, werden als Extremwerte betitelt, welche in
Form eines Sternes dargestellt werden. Die Darstellung der mikrocomputertomographischen
Daten erfolgte in Form von Séulendiagrammen inklusive Fehlerbalken. Die Graphiken wurden

ebenfalls in einer elektronischen Datenbank hinterlegt.

grofiter Wert —» —— 3
. «— % > 50% der Werte
Perzentile
mittlere M(Zdian B y,
50% der — 0% N
Werte Perzentile
~ « 25y
o > 50% der Werte
Perzentile
Whisker —>
kleinster —» —— /
Wert

Abb. 24: Boxplot (Modifiziert nach Martens, 2014).
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4 Ergebnisse

Es konnte mehrfach gezeigt werden, dass die mechanische Umgebung, welche aus der
Stabilisationssteifigkeit resultiert, entscheidend fiir den Heilungserfolg einer Knochenfraktur
ist (Willie et al., 2009; Histings et al., 2010; Bartnikowski et al., 2017; Claes, 2017). Ebenso ist
der stimulierende Effekt von BMP-2 auf die Knochenheilung in verschiedenen Studien belegt
worden (Nauth et al., 2011; Wildemann et al., 2011). Die Fragestellung, welchen Einfluss die
kombinierte Stimulation (biologisch und mechanisch) auf den Heilungsverlauf eines kritischen
Defekts hat, ist dagegen nur wenig untersucht worden (Schwarz & Wulsten et al., 2013; Glatt
et al., 2012; Boerkel et al., 2011). Im Rahmen dessen untersuchte die vorliegende Arbeit den
Einfluss unterschiedlicher Steifigkeiten in Kombination mit einer niedrigen BMP-2-Dosis auf
die Defektheilung im Pseudarthrosemodell der Ratte. Auf Grundlage von in vivo
mikrocomputertomographischen Untersuchungen und in vitro biomechanischen Testungen

wurden die nachfolgenden Ergebnisse erhoben.

Von den anfinglich 32 Sprague Dawley Ratten gingen 21 Versuchstiere in die
mikrocomputertomographische in vivo-Auswertung ein. Aufgrund von postoperativer
Hypoventilation, spontanem  Versterben, infektiosen Druckstellen, osteolytischer
Veranderungen der Knochensubstanz sowie zernagter Kunststoffbalken des Fixationsystems
schieden 11 Versuchstiere vorzeitig aus der Studie aus. Entsprechend gingen auch 21 Tiere in
die Auswertung der biomechanischen in vitro-Testung ein, plus sieben intakte Ossa femori der

kontralateralen Versuchsgruppe (Tab. 2).
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Tab. 2: Ubersicht iiber die Untersuchungsmethoden und finale Anzahl an Versuchstieren.

Untersuchungsmethode / Zeitpunkte
Gruppe

in vivo Mikro-CT BMT

Tag 10 Tag 21 Tag 42 Tag 42
Flexibel n=>5 n=>5 n=>5 n=>5
Semi-rigide n==6 n==6 n=06 n=06
Rigide n=>5 n=>5 n=>5 n=>5
Kontrolle n=>5 n=>5 n=>5 n=>5
Kontralateral - - - n=7

4.1 Konventionelles Rontgen

Zur Kontrolle des Heilungsverlaufs wurden unmittelbar nach dem Setzen der Osteotomien,
sowie nach 10, 21 und 42 Tagen, postoperative Rontgenaufnahmen der operierten Gliedmale
angefertigt. Unabhéngig von der Gruppenzugehdrigkeit waren postoperativ bei allen Tieren der
Smm breite, respektive der Imm breite Osteotomiespalt deutlich erkennbar. Der Spalt stellte
sich durch eine glatte, scharfkantige Begrenzung der Kortikalisenden und einem
dazwischenliegenden Leerraum dar. An Tag 10 waren bei den rhBMP-2 behandelten Gruppen
dezente rontgendichte Verschattungen im periostalen und endostalen Defektbereich sichtbar,
die auf den Beginn einer Knochenneubildung hinwiesen, jedoch zu keiner kndchernen
Uberbriickung fiihrten. In der Kontrollgruppe lie sich der Imm Spalt nur undeutlich darstellen,
sodass kein Einblick in den endostalen Spaltbereich moglich war. Eine moderate, periostale
Knochenneubildung war in dieser Gruppe erkennbar. Nach 21 Tagen zeigten alle thBMP-2-
behandelten Versuchstiere periostal und endostal deutliche rontgendichte Verschattungen, die
den Defekt komplett ausfiillten und somit eine Defektiiberbriickung. Auffillig war zum einen,
dass in der flexiblen Gruppe mehrere Versuchstiere deutlich mehr endostale rontgendichte
Verschattungen aufwiesen als die rigideren Gruppen. Zum anderen zeigten zwei Versuchstiere
in der semi-rigiden Gruppe einen nicht rontgendichten Defektbereich. In der 1 mm

Kontrollgruppe waren zu diesem Zeitpunkt deutliche rontgendichte, periostale
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Wolkenbildungen beobachtbar. Alle drei Gruppen zeigten nach 42 Tagen eine vollstindige
knocherne Uberbriickung des Smm-Spaltes, was sich in der flexiblen Gruppe rontgenologisch
als umfangreiche, deutlich homogene Verschattung darstellte. Die semi-rigide Gruppe liel3 eine
schirfer begrenzte Verschattung erkennen, wéhrend sich in der rigiden Gruppe endostal die
Verschattungen dagegen groftenteils wolkig darstellten. Die Kontrollgruppe présentierte sich

rontgenologisch als {iberwiegend periostal tiberbriickt.

4.2 Mikrocomputertomographie (Mikro-CT)

Aus der rigiden (100% Steifigkeit), flexiblen (10% Steifigkeit) und aus der Kontrollgruppe
(Modell fiir die physiologische Heilung, 1mm Spaltgrofie) gingen jeweils fiinf Tiere und aus
der semi-rigiden (40% Steifigkeit) sechs Tiere in die mikrocomputertomographische
Auswertung ein. Jede der vier Versuchsgruppen durchlief dreimal im Zeitverlauf von 42 Tagen
einen in vivo- Mikro-CT-Scan (Tag 10, 21 und 42 postoperativ). Eine statistische Analyse zur
Ermittlung potentieller Signifikanzen erfolgte sowohl im Zeitverlauf innerhalb einer Gruppe

als auch im Gruppenvergleich zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten.

4.2.1 Flexible Gruppe im Zeitverlauf 10, 21 und 42 Tage postoperativ

Tab. 3: Quantitative in vivo-Mikro-CT Ergebnisse der flexiblen Gruppe im Zeitverlauf 10, 21 und 42 Tage;
Werte angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung.

Parameter/Zeitpunkt | Tag 10 Tag 21 Tag 42

n=>5 n=>5 n=>5
TV 22,66+ 19,52 126,15+26,53 135,36+18,07
[mm?*]
BV 5,21+3,47 75,391+26,87 120,74+9,78
[mm*]
BV /TV 0,2910,10 0,5940,12 0,90+0,07
[mm®/mm?]
TMD 628,261+110,28 564,60+26,26 743,94+55,13
[mg HA/cm?]
T™C 3,05+1,75 4291+16,24 89,56+6,09
[mg HA]

Das mineralisierte Kallusvolumen (BV) verzeichnete einen kontinuierlichen Anstieg im
gesamten Zeitverlauf, was mit der stetigen Zunahme an periostaler und endostaler

Knochenneubildung korrelierte. Am 21. Tag war der kalzifizierte und mineralisierte Kallus
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signifikant grofler als an Tag 10 (p = 0,005). Anhand der deskriptiven Mikro-CT-Analyse
stellten sich drei von fiinf Versuchstieren komplett periostal tiberbriickt dar (Abb. 32), wéhrend
die restlichen zwei Tiere zumindest zapfenartig periostal iiberbriickt erschienen. Die enorme
Zunahme von BV von Tag 10 zu Tag 21 geht einher mit einem signifikanten Anstieg an TMC
im selben Zeitfenster (p = 0,004) (Abb. 30). An Tag 42 stellte sich das Knochenvolumen
signifikant groBer als an Tag 10 (p = 0,003) und als an Tag 21 (p = 0,019) dar. Auch der Inhalt
des mineralisierten Gewebes (TMC) in der flexiblen Gruppe nahm stetig wahrend des gesamten
Zeitverlaufs zu. Zwischen Tag 21 und 42 bestand ein signifikanter Anstieg (p = 0,003), ebenso
wie im Vergleich zwischen Tag 10 und 42 (p = 0,003). An Tag 42 zeigten alle fiinf
Versuchstiere der flexiblen Gruppe eine vergleichbare Entwicklung, der Defektspalt erschien
periostal und endostal vollstdndig liberbriickt (Abb. 33).

In der flexiblen Gruppe nahm das Gesamtvolumen (TV) im Zeitverlauf kontinuierlich zu,
sowohl an Tag 21 (p = 0,002), als auch an Tag 42 (p = 0,002) war es signifikant groBer als an
Tag 10, allerdings war die Zunahme von Tag 21 zu Tag 42 nicht mehr signifikant (Abb. 26).
Des Weiteren lief} sich im Verlauf eine signifikante Zunahme zu allen Zeitpunkten des Anteils
von mineralisiertem Kallusvolumen im Gesamtkallusvolumen (BV/TV) feststellen. Zwischen
den Untersuchungszeitpunkten Tag 10 und Tag 21 zeigte sich eine signifikante Zunahme (p =
0,035), ebenso wie an Tag 10 zu Tag 42 (p = 0,003) und Tag 21 zu Tag 42 (p = 0,008).
Zudem war eine signifikante Zunahme der Dichte des mineralisierten Gewebes (TMD) an Tag

21 zu Tag 42 zu erfassen (p = 0,003), wihrend TMD an Tag 10 zu Tag 21 abnahm (Tab. 3).

4.2.2 Semi-rigide Gruppe im Zeitverlauf 10, 21 und 42 Tage postoperativ

Tab. 4: Quantitative in vivo-Mikro-CT Ergebnisse der semi-rigiden Gruppe im Zeitverlauf 10, 21 und 42 Tage;
Werte angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung.

Parameter/Zeitpunkt | Tag 10 Tag 21 Tag 42

n=>6 n=6 n=>6
TV 72,814+54,33 107,09+26,08 96,85+18,92
[mm’]
BV 10,26+7,89 67,00+£29,37 69,15+£22,45
[mm’]
BV/TV 0,24+0,19 0,61+0,10 0,70+0,13
[mm®/mm?]
T™MD 515,444+36,28 602,46+39,65 777,42+47,48
[mg HA/cm?]
T™C 5,07+3,72 40,04+16,91 53,01%+15,06
[mg HA]
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Das Knochenvolumen (BV) zeigte eine signifikante Zunahme von Tag 10 zu Tag 21 (p =0,047)
und Tag 10 zu Tag 42 (p = 0,003), aber nicht zwischen Tag 21 und Tag 42 (Abb. 27).
Wihrend des Zeitverlaufs nahm der Inhalt des mineralisierten Gewebes (TMC) kontinuierlich
zu. Sowohl an Tag 21 (p = 0,031) als auch an Tag 42 (p = 0,003), war der Inhalt signifikant
grofer als an Tag 10. An Tag 42 konnte man zudem einen signifikanten Zuwachs des Inhalts
im Vergleich zum 21. Tag feststellen (p = 0,031). Alle sechs Versuchstiere zeigte an Tag 10
reichlich periostale Knochenneubildung, wobei drei der Tiere mit einer herausragenden Menge
hervorstachen (Abb. 31). Daher iiberraschte es nicht, dass alle Scans der deskriptiven Mikro-
CT-Analyse an Tag 21 periostal tiberbriickt erschienen. Auffillig war auch die beginnende
Markhohlenneubildung bei zwei Tieren, was sich durch einen spérlich gefiillten endostalen
Defektspalt darstellte (Abb. 32).

Zwischen dem 10. und dem 21.Tag lieB sich eine Zunahme des Gesamtkallusvolumens (TV)
verzeichnen, die jedoch nicht signifikant war. Interessanterweise nahm TV im Verlauf von Tag
21 zu Tag 42 ab (Tab. 4). Hierbei korrelieren die quantitativen Daten mit der deskriptiven
Analyse des Mikro-CTs. Drei der sechs Versuchstiere zeigten an Tag 42 eine scharf
abgegrenzte Kortikalisneubildung neben einer neugebildeten Markhohle (Abb. 33). Insgesamt
stiitzt dies die positive Entwicklung der semi-rigiden Gruppe {iber den gesamten
Heilungsverlauf.

Der Anteil an mineralisiertem Kallusvolumen im Gesamtkallusvolumen (BV/TV) zeigte eine
signifikante Zunahme an Tag 10 zu Tag 21 (p = 0,024) und Tag 42 (p = 0,047), aber nicht mehr
an Tag 21 zu Tag 42 (Abb. 28).

Die Dichte des mineralisierten Gewebes (TMD) nahm im Zeitverlauf signifikant zu. Die
Signifikanz zwischen dem 10. und 21. Tag betrug p = 0,029. Am 42. Tag war die Dichte
signifikant groBer als nach 10 (p = 0,002) und nach 21 Tagen (p = 0,002).
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4.2.3 Rigide Gruppe im Zeitverlauf 10, 21 und 42 Tage postoperativ

Tab. 5: Quantitative in vivo-Mikro-CT Ergebnisse der rigiden Gruppe im Zeitverlauf 10 ,21 und 42 Tage; Werte
angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung.

Parameter/Zeitpunkt | Tag 10 Tag 21 Tag 42

n=3>5 n=>5 n=3>5
TV 71,04+46,91 118,07+10,66 113,25+18,71
[mm’]
BV 5,74+3,05 72,70£12,11 81,34+16,78
[mm®]
BV/TV 0,16+0,16 0,61+0,06 0,7240,08
[mm®/mm?]
TMD 587,09+158,18 601,76+27,93 753,79128,49
[mg HA/cm?]
T™C 3,39+1,97 43,6016,26 61,11+11,84
[mg HAJ

Im Zeitverlauf der rigiden Gruppe lieB sich ein signifikanter Zuwachs des mineralisierten
Kallusvolumens (BV) verzeichnen. Im Vergleich von Tag 10 zu Tag 21 und Tag 42 zeigten
beide Zeitpunkte eine deutliche Zunahme an kalzifiziertem und mineralisiertem Kallusgewebe
(beide p = 0,002). Dies korrespondierte mit der signifikanten Zunahme des Inhalts von
mineralisiertem Gewebe (TMC) im gesamten Zeitverlauf und wurde von der offensichtlichen
Zunahme an mineralisiertem Kallusvolumen in der deskriptiven Mikro-CT-Analyse gestiitzt.
Von Tag 10 zu Tag 21 sowie zu Tag 42 zeigte TMC ebenfalls eine deutliche Steigerung (beide
p =0,002). Von Tag 21 zu Tag 42 ergab sich gleichfalls ein signifikanter Anstieg fiir TMC (p
=0,011).

Ebenso lieB sich von Tag 10 zu Tag 21 eine nicht signifikante Zunahme des
Gesamtkallusvolumens (TV) verzeichnen, welches jedoch zu Tag 42 wieder abfiel (Tab. 5).
Statistisch signifikante Unterschiede traten hierbei nicht auf. Im Mikro-CT-Scan von Tag 10
war deutlich periostale Kallusbildung in allen Versuchstieren darstellbar, die sich zu Tag 21
noch verstérkte. So erstreckte sich an Tag 21 das Gesamtkallusvolumen der rigiden Gruppe auf
den periostalen und endostalen Raum und tiberbriickte bei allen Tieren den Defektspalt. Leichte
Tendenzen zur Markhohlenneubildung waren wiederum bei zwei Tieren erkennbar. Der Abfall
der quantitativen Werte von Tag 21 zu Tag 42 geht einher mit der fortschreitenden Neubildung
der Markhohle, welche in der deskriptiven Analyse darstellbar war (Abb. 33).

Der prozentuale Anteil von mineralisiertem Knochengewebe am Gesamtkallusvolumen

(BV/TV) der rigiden Gruppe nahm stetig zu. Im Zeitverlauf von Tag 10 zu Tag 21 (p = 0,006)

61



Ergebnisse

und zu Tag 42 (p = 0,003) war eine signifikante Zunahme erkennbar. Analog dazu bestand auch
zwischen Tag 21 und Tag 42 eine signifikante Zunahme von BV/TV (p = 0,021).

Die Dichte des mineralisierten Gewebes (TMD), ein Marker der Knochenreifung, nahm im
Zeitverlauf konstant zu, jedoch zeigte sich hinsichtlich dieses Parameters, ausschlielich im

Vergleich zwischen Tag 21 und Tag 42 eine signifikante Zunahme (p = 0,003; Abb. 29).

4.2.4 Kontrollgruppe im Zeitverlauf 10, 21 und 42 Tage postoperativ

Tab. 6: Quantitative in vivo-Mikro-CT Ergebnisse der Kontrollgruppe (1mm-Osteotomie) im Zeitverlauf 10, 21
und 42 Tage; Werte angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung.

Parameter/Zeitpunkt | Tag 10 Tag 21 Tag 42
n=3>5 n=>5 n=3>5

TV 7,29+2,07 15,19+6,29 22,84+4,37

[mm?*]

BV 3,40+1,12 6,91+2,99 18,451+6,68

[mm”*]

BV/TV 0,48+0,13 0,46+0,10 0,80+0,17

[mm?®/mm?]

TMD 649,46+144,36 592,29424,71 745,20+41,97

[mg HA/cm®]

T™C 2,29+41,22 4,11+£1,86 13,88+5,46

[mg HA]

Das mineralisierte Kallusvolumen (BV) nahm gleichermallen wie TMC im Zeitverlauf zu. Von
Tag 10 zu Tag 21 nahm sowohl der mineralisierte Kallus als auch der Inhalt des mineralisierten
Gewebes (TMC) zu. Von Tag 21 zu Tag 42 fand erneut eine deutliche Zunahme an
Knochenvolumen (BV) wund Mineralgehalt des Knochens (TMC) statt. Das
Gesamtkallusvolumen (TV) erfuhr ebenfalls eine anfianglich erhebliche Steigerung von Tag 10
auf Tag 21, gefolgt von einer konstanten Zunahme zu Tag 42. Der prozentuale Anteil von
mineralisiertem Knochengewebe am Gesamtkallusvolumen (BV/TV) und die Dichte des
mineralisierten Gewebes (TMD) waren unverdndert von Tag 10 zu Tag 21, erfuhren danach
aber eine wesentliche Zunahme zwischen Tag 21 und Tag 42 (Tab. 6). An Tag 10 war bei allen
fiinf Tiere der Kontrollgruppe eine méfige endostale Knochenneubildung erkennbar. Zwei
Versuchstiere zeigten am folgenden Untersuchungszeitpunkt (Tag 21) eine endostale
Uberbriickung. An Tag 42 erzielten nur zwei Tiere der Kontrollgruppe eine vollstindige
knocherne Uberbriickung, wihrend drei weitere endostal, aber nicht periostal vollstindig

uberbriickt waren.
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Kontrollgruppe (1mm)

Tag 10

Tag 21

Tag 42

Abb. 25: Dreidimensionale Darstellung der Kallusbildung im in vivo-Mikro-CT, Kontrollgruppe im
Zeitverlauf, Tag 10,21 und 42 (von oben nach unten), Frontalansicht (rechts) und Schnittbild (links),
SkalamafBstab Imm. Die Helligkeitsverteilung der Voxel gibt den Mineralisationsgrad des neu gebildeten
Knochens im Defektbereich an. Hierbei stellt sich ein niedriger Grad an Mineralisation (Defektspalt)
dunkel dar, wihrend sich ein hoher Mineralisationsgrad (kortikaler Knochen) hell darstellt. Der Defekt ist
endostal, aber nicht vollstindig periostal {iberbriickt.

63



Ergebnisse

200 -
**
*%
150 -
ﬂE -
=
> 100+
[
50 -
Tag 10 21 42 10 21 42 10 21 42

rigide semi-rigide flexibel

Abb. 26: In vivo-Mikro-CT-Ergebnisse des Gesamtkallusvolumens (TV) der Versuchsgruppen an Tag 10, 21
und 42 postoperativ (Signifikanzen im Zeitverlauf, *p < 0,05).
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Abb. 27: In vivo-Mikro-CT-Ergebnisse des mineralisierten Kallusvolumens (BV) der Versuchsgruppen an Tag
10, 21 und 42 postoperativ (Signifikanzen im Zeitverlauf, *p < 0,05).
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Abb. 28: In vivo-Mikro-CT-Ergebnisse des Anteils an mineralisiertem Kallusvolumens im
Gesamtkallusvolumen (BV/TV) der Versuchsgruppen an Tag 10, 21 und 42 postoperativ (Signifikanzen im
Zeitverlauf, *p < 0,05).
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Abb. 29: In vivo-Mikro-CT-Ergebnisse der Dichte des mineralisierten Gewebes (TMD) der Versuchsgruppen an
Tag 10, 21 und 42 postoperativ (Signifikanzen im Zeitverlauf, *p <0,05).
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Abb. 30: In vivo-Mikro-CT-Ergebnisse des Inhaltes des mineralisierten Gewebes (TMC) der Versuchsgruppen
an Tag 10, 21 und 42 postoperativ (Signifikanzen im Zeitverlauf, *p < 0,05).
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4.2.5 Versuchsgruppen im Vergleich an Tag 10 postoperativ

Tab. 7: Quantitative in vivo-Mikro-CT-Ergebnisse der Versuchsgruppen an Tag 10 postoperativ, Flexibel, Semi-
rigide, Rigide und Kontrollgruppe; Werte angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung.

Parameter/Gruppe | Flexibel Semi-rigide Rigide Kontrolle
n=>5 n==o6 n=>5 n=>5

TV 22,66+ 19,52 72,81+54,33 71,041+46,91 7,29+2,07

[mm?*]

BV 5,2143,47 10,26+7,89 5,74%+3,05 3,40%1,12

[mm”*]

BV/TV 0,30%0,10 0,2440,20 0,16£0,16 0,48+0,13

[mm®/mm?]

TMD 628,26+110,28 | 515,44+36,28 | 587,09+158,18 | 649,46+144,36

[mg HA/cm?]

T™C 3,05+1,75 5,07+3,72 3,39+£1,97 2,29+1,22

[mg HA]

An Tag 10 présentierte die semi-rigide Gruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen einen
deutlich groBeren Wert hinsichtlich des mineralisierten Knochengewebes (BV), der jedoch
nicht signifikant gegeniiber den anderen Gruppen war. Interessanterweise zeigten die flexible
und die rigide Gruppe sehr dhnliche Werte (Tab. 7). Dennoch lieferte die dreidimensionale
Darstellung des Heilungsverlaufs im kritischen Defekt ein dhnliches Erscheinungsbild in allen
drei Versuchsgruppen. Unabhingig von der mechanischen Stimulation (Steifigkeit des
Fixateurbalkens), war am 10. postoperativen Tag im Defektbereich hauptséchlich periostales,
mineralisiertes Kallusgewebe moderat vorhanden, welches jedoch nicht in einer
Defektiiberbriickung resultierte. Tendenziell lieB die semi-rigiden Gruppe das hdchste
Knochenvolumen (BV) erkennen (Abb. 31).

Die semi- rigiden Gruppe zeigte ebenfalls den hochsten TMC-Wert, der jedoch auch hier nicht
signifikant war.

Zum selben Zeitpunkt gab es keine signifikanten Unterschiede bzgl. des Gesamtkallusvolumens
(TV) in den Versuchsgruppen, wobei die flexible Gruppe den geringsten Wert vorwies.

Der prozentuale Anteil von mineralisiertem Kallusgewebe im Gesamtkallusvolumen (BV/TV)
nahm in den Versuchsgruppen (5 mm- Defektbereich) mit steigender Steifigkeit des Fixateurs
ab. Signifikante Unterschiede konnten nicht verzeichnet werden.

Hinsichtlich der Dichte des mineralisierten Gewebes (TMD) wies die flexible Gruppe einen
nicht-signifikant hoheren Wert als die semi- rigide und rigide Gruppe auf.

69



Ergebnisse

Die Parameterwerte der Kontrollgruppe wurden tabellarisch aufgefiihrt. Aufgrund der
differenten Defektbreite und BMP-2-Behandlung war die Gruppe gegeniiber den restlichen
Versuchsgruppen nicht statistisch vergleichbar, weshalb auch im Folgenden nicht weiter auf

die Kontrollgruppe eingegangen wurde.
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Abb. 31: Dreidimensionale Darstellung der Kallusbildung im in vivo-Mikro-CT, Versuchsgruppen im Vergleich
an Tag 10, flexible, semi-rigide, rigide Gruppe (von oben nach unten), Frontalansicht (rechts) und Schnittbild
(links), SkalamaBstab Imm. Die Helligkeitsverteilung der Voxel gibt den Mineralisationsgrad des neu gebildeten
Knochens im Defektbereich an. Hierbei stellt sich ein niedriger Grad an Mineralisation (Defektspalt) dunkel dar,
wihrend sich ein hoher Mineralisationsgrad (kortikaler Knochen) hell darstellt. In allen Versuchsgruppen ist
mineralisiertes Kallusvolumen vorhanden, aber keine Defektiiberbriickung.
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Zusammenfassend lieB sich im Vergleich der Versuchsgruppen an Tag 10 noch keine
knocherne Defektiiberbriickung darstellen, allerdings zeigten sich bereits hauptsidchlich
periostale Knochenneubildungen im Defektbereich aller drei Gruppen. Die semi-rigide Gruppe
stach mit dem vergleichbar hochsten Grad an Mineralisation im iz vivo-Mikro-CT hervor (Abb.
31), welches mit den deutlich groeren Werten in BV und TMC korrelierte (Tab. 7). Die
flexible Gruppe wies diesbeziiglich den geringsten Wert an Gesamtkallusvolumen (TV) auf,
was sich in einer minimal geringfiigigeren Knochenneubildung im in vivo-Mikro-CT unter den

drei Gruppen widerspiegelte.

4.2.6 Versuchsgruppen im Vergleich an Tag 21 postoperativ

Tab. 8: Quantitative in vivo-Mikro-CT-Ergebnisse der Versuchsgruppen an Tag 21 postoperativ, Flexibel, Semi-
rigide, Rigide und Kontrollgruppe; Werte angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung.

Parameter/Gruppe | Flexibel Semi-rigide Rigide Kontrolle
n=3>5 n=06 n=35 n=>5

TV 126,15426,53 | 107,09426,08 | 118,07+10,66 | 15,1946,29

[mm*]

BV 75,39426,87 67,01+£29,37 72,70£12,11 6,91+2,99

[mm”*]

BV/TV 0,59+0,12 0,61+0,10 0,61+0,07 0,4610,10

[mm?/mm?]

TMD 564,61+26,26 | 602,46+39,65 | 601,76+27,93 | 592,304+24,71

[mg HA/cm®]

T™C 42,91+16,24 40,04+16,91 43,5746,26 4,11+£1,86

[mg HA]

An Tag 21 zeigte sich in der dreidimensionalen Darstellung des in vivo-Mikro-CTs ein mit
Knochengewebe gefiillter Defektspalt in allen Versuchsgruppen. Erneut stellten sich die rigide
und semi-rigide Gruppe mit einem &dhnlichen Erscheinungsbild dar. Im in vivo-Mikro-CT
erschienen die drei Gruppen als periostal tiberbriickt (Abb. 32), auch wenn die flexible Gruppe
ein deutlich unregelmifBigeres Erscheinungsbild als die beiden anderen Versuchsgruppen
préasentierte. Wahrend diese Gruppe im Schnittbild deutlich mehr endostales und intrakortikales
Knochengewebe aufwies, zeigten die rigide und semi-rigide Gruppe wesentlich weniger
mineralisierten Kallus im endostalen Defektbereich. Bemerkenswerterweise fielen zu diesem
Zeitpunkt je zwei Tiere der rigiden und semi-rigiden Gruppe durch beginnende

Markhdhlenneubildung auf. Die flexible Gruppe prisentierte einen dhnlichen Wert an
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Knochenvolumen (BV) wie die semi-rigide und rigide Gruppe, wobei sie an Tag 10 noch den
kleinsten BV-Wert gezeigt hatte.

Die drei Versuchsgruppe zeigte an Tag 21 vergleichbare TMC-Werte (Tab. 8). Zum selben
Zeitpunkt wiesen alle Gruppe ebenfalls ein &hnliches Gesamtkallusvolumen (TV) auf.
Interessanterweise zeigte die semi-rigide Gruppe im in vivo-Mikro-CT die deutlichste
Markhdohlenneubildung, welche durch wenig endostales Knochengewebe gekennzeichnet war
(Abb. 32).

Hinsichtlich des Anteils an mineralisiertem Kallusvolumens bezogen auf das
Gesamtkallusvolumen (BV/TV), zeigten die drei Versuchsgruppen erneut gleichwertige
Mittelwerte.

Analog dazu zeigten die semi-rigide und die rigide Gruppe auch dhnliche TMD- Werte,

wihrend die flexible Gruppe an Tag 21 einen nicht-signifikant geringeren TMD-Wert vorwies.
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Abb. 32: Dreidimensionale Darstellung der Kallusbildung im in vivo-Mikro-CT, Versuchsgruppen im Vergleich
an Tag 21, flexible, semi-rigide, rigide Gruppe (von oben nach unten), Frontalansicht (rechts) und Schnittbild
(links), SkalamafBstab Imm. Die Helligkeitsverteilung der Voxel gibt den Mineralisationsgrad des neu gebildeten
Knochens im Defektbereich an. Hierbei stellt sich ein niedriger Grad an Mineralisation dunkel dar, wihrend sich
ein hoher Mineralisationsgrad (Knochengewebe) hell darstellt. Kndcherne Defektiiberbriickung in allen
Versuchsgruppen. Die semi-rigide und rigide Gruppe zeigen beginnende Markhdhlenneubildung.
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Zusammenfassend zeigte sich an Tag 21 eine knocherne Defektiiberbriickung in allen drei
Versuchsgruppen. Unterschiede zwischen der flexiblen Gruppe und den beiden steiferen
Gruppen stellten sich vor allem im Erscheinungsbild des Kallus dar. In der flexiblen Gruppe
war der Defekt ungleichmifBig mit knochernen Kallusgewebe ausgefiillt (Abb. 32), wihrend
die semi-rigide Gruppe weniger mineralisiertes Gewebe im Defekt vorwies. Die rigide Gruppe
zeigte ein dhnliches Erscheinungsbild des Defektkallus wie die semi-rigide Gruppe. Zu diesem
Zeitpunkt wiesen alle Versuchsgruppen éhnliche TV-, BV-, BV/TV-und TMC-Werte auf (Tab.
8).

4.2.7 Versuchsgruppen im Vergleich an Tag 42 postoperativ

Tab. 9: Quantitative in vivo-Mikro-CT-Ergebnisse der Versuchsgruppen an Tag 42 postoperativ, Flexibel, Semi-
rigide, Rigide und Kontrollgruppe; Werte angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung.

Parameter/Gruppe | Flexibel Semi-rigide Rigide Kontrolle
n=>5 n==o6 n=>5 n=>5

TV 135,36+18,07 | 96,85+18,92 113,25+18,72 | 22,84+4,37

[mm*]

BV 120,74%9,78 69,15+22,45 81,35+16,78 18,45+6,68

[mm”*]

BV/TV 0,90+0,07 0,70%0,13 0,7210,08 0,80+0,17

[mm?/mm?]

TMD 743,944+55,13 | 777,42+47,48 | 753,794+28,49 | 745,20+41,97

[mg HA/cm®]

T™C 89,56+6,09 53,01£15,06 61,11+11,84 13,8845,46

[mg HA]

Beziiglich des mineralisierten Kallusvolumens (BV), zeigte die flexible Gruppe an Tag 42
signifikant mehr Knochenvolumen als die semi-rigide (p = 0,003) und die rigide Gruppe (p =
0,003). Des Weiteren wies die rigide Gruppe mehr BV als die semi-rigide Gruppe auf, jedoch
ohne Signifikanz. In gleicher Weise zeigte die flexible Gruppe auch signifikant mehr Inhalt
mineralisierten Gewebes (TMC) als die semi-rigide (p = 0,002) und die rigide Gruppe (p =
0,002). Auch hier lag der TMC-Wert der rigiden Gruppe iiber dem Wert der semi-rigiden
Gruppe, erneut ohne statistische Signifikanz.

Die flexible Gruppe zeigte an Tag 42 gegeniiber der semi-rigiden Gruppe ein signifikant
groBeres Gesamtkallusvolumen (TV, p = 0,024), jedoch nicht gegeniiber der rigiden Gruppe.
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Hinsichtlich des Anteils an mineralisiertem Kallusvolumen bezogen auf das
Gesamtkallusvolumen (BV/TV) lieferte die flexible Gruppe, gegeniiber der semi-rigiden (p =
0,008) und der rigiden Gruppe (p = 0,008) einen signifikant héheren Wert. Im
dreidimensionalen Schnittbild an Tag 42 stellte sich die flexible Gruppe auch mit exzessiv mehr
endostalem Knochengewebe im Defektspalt dar. Dagegen war in den steifer fixierten Gruppen
(semi-rigide und rigide) eine kompakte Kortikalis und die Wiederherstellung der Markhohle
darstellbar, jedoch erneut mit einem vergleichbaren Erscheinungsbild. Der Knochendefekt war
in allen Versuchsgruppen iiberbriickt (Abb. 33).

Zu diesem Zeitpunkt lieferte die flexible Gruppe den kleinsten TMD-Wert im
Gruppenvergleich. Die semi-rigide Gruppe wies den grofiten Dichtewert an mineralisiertem
Gewebe auf, jedoch ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Versuchsgruppen (Tab. 9).
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Abb. 33: Dreidimensionale Darstellung der Kallusbildung im in vivo-Mikro-CT, Versuchsgruppen im Vergleich
an Tag 21, flexible, semi-rigide, rigide Gruppe (von oben nach unten), Frontalansicht (rechts) und Schnittbild
(links), SkalamaBstab Imm. Die Helligkeitsverteilung der Voxel gibt den Mineralisationsgrad des neu gebildeten
Knochens im Defektbereich an. Hierbei stellt sich ein niedriger Grad an Mineralisation dunkel dar, wihrend sich
ein hoher Mineralisationsgrad hell darstellt. Der Knochendefekt ist in allen Versuchsgruppen iiberbriickt. Die
semi-rigide und rigide Versuchsgruppe zeigen eine kompakte Kortikalis und die Wiederherstellung der
Markhdhle, wahrend der Defektspalt der flexiblen Versuchsgruppe mit endostalem Knochengewebe gefiillt ist.
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Zusammenfassend zeigte an Tag 42 die flexible Gruppe den gréBten BV-, TV-und TMC-Wert
unter den Versuchsgruppen, was sich in einem mit Knochengewebe gefiillten Defekt dullerte.
Im Gegensatz dazu lieen die beiden steiferen Gruppen, vor allem die semi-rigide Gruppe, eine
Reifung des Knochengewebes erkennen, die mit einer Wiederherstellung des Markraumes,

einem kleineren TV- und BV-Wert sowie einem erhohten TMD-Wert einherging (Tab. 9).

4.3 Biomechanische in vitro-Testung

Aus der semi-rigiden Gruppe gingen alle sechs Tiere in die biomechanische in vitro-Testung
ein. Bei jeweils einem Tier der rigiden und der flexiblen Gruppe war keine Defektiiberbriickung
erfolgt, weshalb aus diesen Gruppen nur jeweils fiinf Tiere in die Auswertung eingingen. Alle
fiinf Tiere der Kontrollgruppe (1mm Osteotomiespalt, 100% Steifigkeit, ohne BMP-2) konnten
biomechanisch ausgewertet werden. Zusitzlich sind sieben intakte Ossa femora

(Kontralaterale) der operierten Versuchstiere in die Auswertung eingegangen.

Tab. 10: Ergebnisse der biomechanischen in vitro-Testung, Flexibel, Semi-rigide, Rigide, Kontrollgruppe und
Kontralaterale, Werte werden als Mittelwerte + Standardabweichung, (Mediane) aufgefiihrt.

Parameter/ | Flexibel Semi-rigide Rigide Kontrolle Kontralateral
Gruppe n=>5 n==6 n=>5 n=>5 n="7
Maximales | 239,14+ 96,04 | 264,274+66,29 | 310,54+44,55 | 222,50+105,53 | 105,47+35,93
Dreh- (263,30) (250,05) (295,40) (218,90) (111,00)
moment

[Nmm]

Steifigkeit | 38,00+27,75 | 43,33+10,33 | 40,00+15,81 | 34,00+24,08 17,14+7,56
[Nmm/°] (30,00) (40,00) (40,00) (20,00) (20,00)
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Abb. 34: Biomechanische in vitro-Testung der Versuchsgruppen an Tag 42 postoperativ. Im Gruppenvergleich
ergaben sich keine Signifikanzen hinsichtlich des Drehmoments.

Hinsichtlich des maximalen Drehmoments wies die rigide Gruppe den grofiten Wert auf,
gefolgt von der semi-rigiden Gruppe. Die flexible Gruppe hatte von allen drei Versuchsgruppen
das kleinste Drehmoment (Tab. 10). Es ergaben sich keinerlei Signifikanzen zwischen den
Versuchsgruppen (Abb. 34). Das Drehmoment der Kontrollgruppe zeigte einen geringeren
Wert als alle drei Versuchsgruppen. Die Gruppe der Kontralateralen zeigten den kleinsten Wert
der Versuchsreihe (Tab. 10).

In Anbetracht der kleinen Gruppenstirke wurden zusétzlich die Medianwerte betrachtet, da
diese Werte unempfindlicher gegeniiber Extremwerten sind. Die rigide Gruppe wies erneut den
groBten Wert auf, allerdings zeigte hierbei die flexible Gruppe einen groBeren Medianwert als
die semi-rigide Gruppe. Die Kontrollgruppe hatte einen deutlich kleineren Mittelwert als die
drei Versuchsgruppen, gefolgt von der der Gruppe der Kontralateralen, die den kleinsten

Medianwert aufwies (Tab. 10).
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Abb. 35: Biomechanische in vitro-Testung der Versuchsgruppen an Tag 42 postoperativ. Beziiglich der
Steifigkeit ergeben sich im Gruppenvergleich keine signifikanten Unterschiede.

Die semi-rigide Gruppe und die rigide Versuchsgruppe wiesen einen vergleichbaren
Steifigkeitswert auf. Die flexible Gruppe lieferte einen minimal kleineren Wert der ermittelten
Steifigkeit (Tab. 10). Beziiglich der Steifigkeit ergaben sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede (Abb. 35). Auch die Kallussteifigkeiten der Kontrollgruppe wies einen geringen
Wert auf. Die Gruppe der Kontalateralen lieferten die kleinste Steifigkeit der Versuchsreihe.
Bei der Betrachtung der Medianwerte wiesen die rigiden und semi-rigiden Versuchsgruppe
einen identischen Wert beziiglich der Steifigkeit auf (Tab. 10; Abb. 35). Die flexible Gruppe
zeigte einen deutlich kleineren Steifigkeitswert, gefolgt von der Kontroll- und der
Kontralateralen Gruppe, welche einen gleichen Medianwert aufwiesen (Tab. 10).

In der deskriptiven Analyse lieen sich vereinzelt Refrakturen im Bereich der Defektzone unter

semi-rigider und rigider Fixation erkennen. Uberwiegend war jedoch eine Schrigfraktur, die
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auch intakten Knochen einschloss, beobachtbar. Hingegen erfolgte in der flexiblen Gruppe der

Bruch beinahe ausschlie3lich in der Osteotomiezone.

4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.4.1 Konventionelles Rontgen

Rontgenologisch  zeigte sich an Tag 10 in allen Versuchsgruppen beginnende
Knochenneubildung, jedoch keine kndcherne Uberbriickung des Defektspalts. Nach 21 Tagen
waren nun in allen Gruppen ein periostal und endostal ausgefiillter Osteotomiespalt darstellbar
(Defektiiberbriickung). Bemerkenswert war die enorme Menge an knochernen Kallusgewebe
der flexiblen Gruppe und die beginnende Wiederherstellung der Markhohle bei zwei
Versuchstieren der semi-rigiden Gruppe. Alle drei Versuchsgruppen waren an Tag 42
vollstdndig knochern iiberbriickt. Wahrend die semi-rigide Gruppe zu diesem Zeitpunkt bereits
schirfer begrenzte Verschattungen mit Markhohlenneubildung abbildeten, stellten sich die
endostalen Verschattungen groBtenteils wolkig dar. Die Kontrollgruppe war an Tag 42

iiberwiegend periostal {iberbriickt.

4.4.2 Mikrocomputertomographie (Mikro-CT)

Zeitverlauf

Bei Betrachtung des Zeitverlaufs der flexiblen Gruppe zeigte sich eine signifikante Zunahme
des totalen (TV) und des mineralisierten Kallusvolumens (BV) sowie des Mineralgehalts
(TMC) von Tag 10 zu Tag 21. Im Verlauf von Tag 21 zu Tag 42 nahmen BV und TMC
weiterhin signifikan zu, wihrend TV nur mafig zunahm und keine Signifikanz mehr zeigte.
Der Anstieg an BV, TMC und TV lassen eine stetige Knochenneubildung mit einem damit
verbundenen grofen Kallus vermuten, der sich in einem Zeitraum von 42 Tagen postoperativ
ausbildete. An Tag 10 zeigten alle Versuchstiere der Gruppe eine moderate periostale
Knochenneubildung, nachfolgend stellten sich drei von fiinf Versuchstieren an Tag 21 als
komplett periostal {iberbriickt dar, wéhrend die restlichen zwei Tiere zumindest zapfenartig
periostal liberbriickt erschienen. An Tag 42 zeigten alle fiinf Versuchstiere der flexiblen Gruppe

eine vergleichbare Entwicklung des Heilungsverlaufs, wobei sich der Defektspalt periostal und
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endostal vollstindig tiberbriickt darstellte (Abb. 33). Analog dazu nahm auch der Anteil von
mineralisierten Kallusvolumen im totalen Kallusvolumen (BV/TV) signifikant zu. Die
Ausnahme stellte die Dichte des mineralisierten Gewebes (TMD) dar. Hier war an Tag 10 ein
groBerer Wert als an Tag 21 zu verzeichnen, wihrend TMD an Tag 42 hoher als an Tag 10 und
21 war (Tab. 3).

In der semi-rigiden Gruppe zeigte sich an Tag 10 zu Tag 21 ebenfalls eine Zunahme von BV,
TMC und TV, die jedoch nur fiir BV und TMC signifikant ausfiel (Tab. 4). Interessanterweise
war die Zunahme von BV zu Tag 42 nur méBig und nicht mehr signifikant, wihrend TMC und
TMD von Tag 21 zu Tag 42 signifikant zunahmen. Des Weiteren nahm das
Gesamtkallusvolumen (TV) von Tag 21 zu Tag 42 ab. Alle sechs Versuchstiere zeigte an Tag
10 reichlich periostale Knochenneubildung, wobei drei der Tiere mit einer herausragenden
Menge hervorstachen (Abb. 31). Daher iiberraschte es nicht, dass alle Scans der Mikro-CT-
Analyse an Tag 21 periostal iiberbriickt waren. Auffillig war auch die beginnende
Markhdohlenneubildung bei zwei Tieren, was sich durch einen spérlich gefiillten endostalen
Defektspalt darstellte (Abb. 32). An Tag 42 zeigte noch ein drittes Versuchstier eine
neugebildete Markhohle neben einer scharf abgegrenzte Kortikalisneubildung (Abb. 33),
wihrend die restlichen Tiere eine noch méBig gefiillten endostalen Defektbereich aufwiesen.
Insgesamt lassen die midfige Zunahme an BV, die Abnahme an TV, der signifikante Anstieg
an TMD und die Wiederherstellung der Markhdhle an Tag 42 eine Knochenreifung vermuten.
Das statistische Analyse der rigiden Gruppe stellte ebenso eine signifikante Zunahme fiir BV
und TMC von Tag 10 zu Tag 21 fest, wahrend die Zunahme des Gesamtkallusvolumens (TV)
nicht signifikant ausfiel. Zudem zeigte sich das Gesamtkallusvolumen an Tag 42 kleiner als an
Tag 21. Allerdings nahmen BV, TMC und TMD an Tag 21 zu Tag 42 signifikant zu. An Tag
10 war deutlich periostale Knochenneubildung in allen Versuchstieren darstellbar, die sich zu
Tag 21 noch verstédrkte. So erstreckte sich an Tag 21 das Gesamtkallusvolumen der rigiden
Gruppe auf den periostalen und endostalen Raum und iiberbriickte bei allen Tieren den
Defektspalt. Leichte Tendenzen zur Markhohlenneubildung waren wiederum bei zwei Tieren
erkennbar. Der Abfall der quantitativen Werte von TV (Tag 21 zu Tag 42) geht einher mit der
fortschreitenden Neubildung der Markhohle, welche in der deskriptiven Analyse an Tag 42 bei
zwei Versuchstieren darstellbar war (Abb. 33). Die kombinierten Ergebnisse lassen eine
Ubergangssituation fiir die rigide Gruppe vermuten. Die signifikante Zunahme von BV und
TMC zwischen Tag 21 und 42 deuten auf eine fortschreitende Knochenneubildung hin,

wihrend die signifikante Zunahme von TMD sowie der Abfall von TV auf bereits ablaufende
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Remodellingprozesse schlielen lassen, ebenso wie die im endostalen Defektbereich erkennbare
Resorption (Wiederherstellung des Markraumes).

Die Kontrollgruppe, welche eine physiologische Heilung simulierte, zeigte eine Zunahme des
mineralisierten ~ Kallusvolumens  (BV), mineralisierten  Inhalts (TMC) sowie
Gesamtkallusvolumens (TV). Der prozentuale Anteil von mineralisiertem Knochengewebe am
Gesamtkallusvolumen (BV/TV) und die Dichte des mineralisierten Gewebes (TMD) nahmen
interessanterweise von Tag 10 zu Tag 21 ab, erfuhren danach aber eine deutliche Zunahme
zwischen Tag 21 und Tag 42 (Tab. 6). An Tag 10 stellten alle fiinf Tiere der Kontrollgruppe
méfBige endostale Knochenneubildung dar. Zwei Versuchstiere zeigten am folgenden
Untersuchungszeitpunkt (Tag 21) eine endostale Uberbriickung. An Tag 42 erzielten nur zwei
Tiere der Kontrollgruppe eine vollstindige kndcherne Uberbriickung, wihrend drei weitere

endostal, aber nicht periostal {iberbriickt waren.

Gruppenvergleich

Zum 10-Tageszeitpunkt zeigte die semi-rigide Gruppe ein groBBeres Gesamtkallus- (TV) und
Knochenvolumen (BV) sowie auch ein grofleres TMC im Vergleich zu den anderen
Versuchsgruppen, welche jedoch nicht signifikant waren. In der dreidimensionalen Darstellung
lieferten daher alle drei Versuchsgruppen ein #hnliches Erscheinungsbild beziiglich der
Initialheilung mit moderat periostaler Knochenneubildung, die jedoch in keiner
Defektiiberbriickung resultierte. Dennoch liel die semi-rigiden Gruppe tendenziell den
hochsten Grad an Mineralisation erkennen (Abb. 31). Auch der geringste Wert der flexiblen
Gruppe beziiglich des Gesamtkallusvolumens spiegelte sich in der dreidimensionalen
Darstellung des Heilungsverlaufs wider.

An Tag 21 zeigten sich gleichwertige TV-, BV-und TMC-Werte in den drei Versuchsgruppen.
Zu diesem Zeitpunkt stellte sich der Kallus der flexiblen Gruppe unregelméBig dar und war
endostal mit verkalktem, mineralisiertem Kallusgewebe angereichert (Abb. 32).
Interessanterweise zeigte sich im endostalen Defektbereich der semi-rigiden Gruppe wenig
mineralisiertes Gewebe. In der rigiden Gruppe lieB sich ein ausgefiillter Defektbereich
darstellen, der in einer endostalen und periostalen Uberbriickung resultierte. Tendenzen einer
beginnenden Resorption waren vereinzelt zu erkennen. Die semi-rigide und flexible
Versuchsgruppen waren zu diesem Zeitpunkt ebenfalls kndchern iiberbriickt.

An Tag 42 zeigte die flexible Gruppe signifikant grolere Werte fiir TV, BV, BV/TV und TMC,
wihrend die semi-rigide Gruppe diesbeziiglich die kleinsten Werte aufwies. Dies machte sich

durch einen mit mineralisiertem Knochengewebe gefiillten Defekt in der flexiblen Gruppe
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deutlich, wihrend die beiden steiferen Gruppen bereits Resorptionsvorginge mit
Wiederherstellung der Markhohle erkennen lieBen (Abb. 33). Beziiglich der Dichte des
mineralisierten Gewebes (TMD), als Marker fiir die Knochenreifung, zeigte die semi-rigide
Gruppe den grofiten Wert und die flexible Gruppe den kleinsten Wert, jedoch ohne Signifikanz.
Die rigide Gruppe zeigte wie die semi-rigide Gruppe eine Abnahme des Gesamtkallusvolumens
(TV) sowie geringere BV-und TMC-Werte als die flexible Gruppe, jedoch auch einen kleineren
TMD-Wert als die semi-rigide Gruppe (Tab. 9).

4.4.3 Biomechanische in vitro-Testung

Hinsichtlich der Mittelwerte zeigte die semi-rigide Gruppe die nicht signifikant hochste
Steifigkeit, lag aber beziiglich des maximalen Drehmoments zwischen der rigiden und flexiblen
Gruppe. Diesbeziiglich wies die rigide Gruppe das grofite maximal aufgewendete Drehmoment
bis zum Torsionsbruch der Ossa femora auf. Hingegen zeigte die flexible Gruppe tendenziell
die geringste Steifigkeit und das kleinste maximale Drehmoment unter den Steifigkeitsgruppen,
jedoch ohne Signifikanzen.

Bei Betrachtung der Medianwerte zeigten die rigide und semi-rigide Versuchsgruppe eine
identische Steifigkeit, wahrend die flexible Gruppe den geringsten Medianwert aufwies.
Beziiglich des maximalen Drehmoments zeigte die rigide Versuchsgruppe den grofiten Wert,
gefolg von der flexiblen Gruppe. Die semi-rigide Gruppe zeigte das geringste maximale

Drehmoment.
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5 Diskussion

Derzeit zeigen ungefahr 10% aller Frakturen keinen physiologischen Heilungsverlauf (Garcia
et al., 2013; Einhorn et al., 2015). Dass die mechanische Umgebung, welche durch die
Stabilisationssteifigkeit bestimmt wird, entscheidend fiir den Heilungserfolg einer
Knochenfraktur ist und dass BMP-2 einen positiven Effekt auf die Knochenheilung besitzt, sind
bekannte Fakten (Willie et al., 2009; Histings et al., 2010; Nauth et al., 2011; Wildemann et al.,
2011; Bartnikowski et al., 2017; Claes, 2017). Ebenso ist die Interaktion zwischen BMP- und
Mechanotransduktionssignalwegen belegt (Kopf et al., 2012). Allerdings beeintrachtigt der
klinische Gebrauch von supraphysiologischen Dosen an BMP-2 den Heilungsverlauf und
bedeutet mogliche Nebenwirkungen fiir die zu behandelnden Patienten (Kan et al., 2011;
FaBlbender et al., 2014).

Aufgrund dessen untersuchte die vorliegende  Arbeit auf Grundlage von
mikrocomputertomographischen und biomechanischen Untersuchungen die Interaktion von
biologischer (BMP-2) und mechanischen Stimulation (drei wunterschiedliche externe
Fixationssteifigkeiten) auf die Defektheilung im Pseudarthrosemodell der Ratte.

Um den kombinierten Effekt auf die Knochenheilung zu verstehen, erhielten alle Versuchstiere
(Sprague Dawley Ratten) einen kritischen 5 mm-Defekt, welcher durch einen externen Fixateur
stabilisiert wurde. Es wurden drei unterschiedliche Fixationssteifigkeiten verwendet (flexibel,
semi-rigide und rigide). Additional erfolgte bei allen Versuchstieren die Einbringung eines mit
5 pg BMP-2 beladenen Kollagenschwamms. Die Knochenheilung der einzelnen
Versuchsgruppen wurde zu drei definierten Zeitpunkten (10, 21 und 42 Tage)
mikrocomputertomographisch  untereinander verglichen. AnschlieBend erfolgte ein
biomechanischer Vergleich. Der Versuch wurde begleitet von einer rigide fixierten 1 mm-
Kontrollgruppe, welche die physiologische Heilung darstellte. Aus Griinden des Tierschutzes
wurde auf eine zusitzliche Negativkontrolle verzichtet, da anderen in vivo Studien bereits
belegen, dass ein kritischer 5 mm-Defekt bei weblichen Tieren in einer ausbleibenden Heilung

resultiert (Metha et al., 2011; Schwarz & Wulsten et al., 2013).
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5.1 Material und Methoden

5.1.1 Wahl des Tiermodells

Grundsitzlich ist die Analyse des humanen Heilungsgeschehens anzustreben. Diese ist jedoch
aus ethischen Griinden nur sehr eingeschrinkt moglich. Zusétzlich schrinken nicht einheitliche,
beeinflussende Parameter, wie Alter, Geschlecht und eventuell vorhandene Erkrankungen, die
Vergleichbarkeit stark ein. (Calori et al., 2011). Daher ist die Verwendung von geeigneten
Tiermodellen stark in den Vordergrund der osteologischen Forschung getreten. Klare Vorteile
der Tiermodelle liegen in ihrer Standardisierung (Ellinghaus et al., 2011). Jedoch miissen bei
der Wahl des Modells speziesbedingte Unterschiede in Knochen und Heilungsprozess kritisch
berticksichtigt werden (Reichert et al., 2009). Beziiglich der Knochenzusammensetzung sind
der Hund und das Schwein von allen Versuchstieren dem Menschen am dhnlichsten, wahrend
die Ratte am starksten abweicht (Aerssens et al., 1998). Der Hund ist dem Menschen auch in
der Knochenstruktur am dhnlichsten. Seine Lamellenknochen bestehen iiberwiegend aus
Sekundirosteonen, wohingegen das Schaf hauptséchlich Primérosteone besitzt und Kleinnager
eher plexiforme Knochenstrukturen aufweisen. Jedoch besitzt der Hund eine sehr niedrige
ethische Akzeptanz als Versuchstier (Peric et al., 2015). Trotz abweichender Knochenstruktur
wird das Schaf hiufig fiir Studien zur Frakturheilung herangezogen, da es eine vergleichbare
Knochendimension und Heilungszeit aufweist (Eitel et al., 1981; Claes, 2017). Thre Popularitét
in der Forschung verdanken die Kleinnager dem Umstand, dass sie in grofer Zahl preiswert
verfligbar und problemlos zu halten sind. Thre Heilungszeit ist sehr kurz, was die
Versuchskosten gering hélt (Ellinghaus et al., 2011). Des Weiteren verlangt das deutsche
Tierschutzgesetz die Wahl der Spezies mit den geringsten sensorischen Funktionen zur
Beantwortung der wissenschaftlichen Fragestellung (TierSchG, 2017).

Im Rahmen dieser Studie wurde die Sprague Dawley Ratte als Versuchstier ausgewdhlt. Als
am weitesten verbreitete Tierspezies, die im Forschungsgebiet der Knochenheilung eingesetzt
wird (O’ Loughlin et al., 2008), stellt das Rattenmodell sicher, dass gewonnene Erkenntnisse
nachvollziehbar und in den wissenschaftlichen Kontext einordenbar sind. Das Modell der Ratte
ist schon hdufig in der Literatur zur Knochenheilung beschrieben worden und birgt damit
Potential fiir bessere Prognosen klinischer Resultate (Peric et al., 2015). Das Rattenmodell
besitzt eine hervorragende Aussagekraft iiber die Medikamentenwirksamkeit und Sicherheit fiir

den Menschen. Die Knochenzellen (Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten) der Ratten
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besitzen dhnliche Rezeptoren wie humane Knochenzellen. Daher reagieren diese auch auf eine
Medikamentengabe analog zum menschlichen Knochen (Jee & Yao, 2001). Jedoch sollte
beachtet werden, dass auch hier unterschiedliche, beeinflussende Parameter zum Tragen
kommen konnen, welche die gewonnenen Erkenntnisse anderer Studien nicht in jeder Hinsicht
vergleichbar machen.

Die haufig verwendeten Ratten-Subspezies Sprague Dawley und Wistar weisen eine leicht
unterschiedliche Anatomie der Femora auf, was die Vergleichbarkeit von Studien mit
andersartigen Subspezies limitiert (Jager, Sager et al., 2005a).

Ferner wurden weibliche Sprague Dawley Ratten fiir die vorliegende Arbeit verwendet, da ein
kritischer 5Smm Defekt bei ihnen in einer ausbleibenden Heilung resultiert, wihrend ménnliche
Sprague Dawley Ratten dagegen eine verzogerte Heilung im gleichen Untersuchungszeitraum
zeigten (Metha et al.,, 2011). Die Weibchen wurden im Rahmen dieser Arbeit fiir das
reproduzierbare atrophische Pseudarthrosemodell verwendet.

Das biologische Alter bestimmt im Allgemeinen wesentliche Charakteristika der
Knochenheilung, die bei juvenilen Tieren deutlich schneller abléduft als bei Adulten (Meyer et
al., 2001; Histing et al., 2011). Zum Zeitpunkt der Operation waren die Versuchstiere im
Durchschnitt 12 Wochen alt und waren ausgewachsen.

Grundsétzlich sollte jedoch beachtet werden, dass Tiere aufgrund anderer Knochenstruktur und
-belastung, vielleicht aber auch aufgrund eines anderen postoperativen Verhaltens, beziiglich
der Knochenheilung vom Menschen abweichen konnen (Ellinghaus et al., 2011) und die im
Tierexperiment gewonnenen Erkenntnisse nicht gleichwertig auf die humane Situation
iibertragen werden konnen.

Die fiir diese Studie ausgewédhlten Versuchstiere entsprachen untereinander in Rasse, Alter,
Geschlecht und Gewicht. Es erfolgte eine randomisierte Einteilung in die vier Versuchsgruppen
(Flexibel, Semi-rigide, Rigide und Kontrollgruppe). Alle Tiere erfuhren dieselben pré- und
postoperativen Haltungsbedingungen. Die Operationsmethode und die Standzeit der Tiere
waren identisch. Somit konnte eine standardisierte Versuchsdurchfiihrung bestmdoglich
gewihrleistet werden. Lediglich die Steifigkeit des verwendeten Fixationssystems, die GroB3e
des Osteotomiespaltes und die Behandlung mit BMP-2 variierten gemél des geplanten
Versuchaufbaus (Tab. 1; Kontrollgruppe: Imm Osteotomie, kein BMP-2).

Von 32 Versuchstieren gingen 21Tiere in die Auswertung der Studie ein. Diese Ausfallquote
wurde durch diverse Komplikationen verursacht. Ein Tier verstarb postoperativ aufgrund einer
Hypoventilation. Nach einer Standzeit von einer Woche zeigten drei Versuchstiere infektiose

Druckstellen, welche durch die Ecken des Fixateurbalkens entstanden waren. Zur Vermeidung
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unotiger Schmerzen schieden diese drei Tiere vorzeitig aus dem Versuch aus und wurden
euthanasiert. Ein Tier verstarb spontan. Sechs weitere Versuchstiere schieden aufgrund

zernagter Kunstoffbalken des Fixationssystems vorzeitig aus der Studie aus.

5.1.2 Operation

In Tiermodellen der Knochenheilung wird die Fraktur teilweise durch eine Osteotomie
simuliert, da diese kontrollierter und somit auch standardisierter erzeugt werden kann
(Ellinghaus et al., 2011). Die Osteotomie unterscheidet sich allerdings in vielerlei Hinsicht von
einer Fraktur. Das im Rahmen der Studie durchgefiihrten Operationsverfahren ist ein etabliertes
und vielfach erfolgreich durchgefiihrtes Verfahren (Metha et al., 2011; Schwarz & Wulsten et
al., 2013). Es erfolgte die standardisierte, laterale Freilegung des linken Os femoris durch die
stumpfe Priparation zwischen dem Musculus gluteus superficialis und dem Musculus biceps
femoris. Selbst unter den schonenden Bedingungen der Operation erfiahrt das Weichteilgewebe
nicht unerhebliche Irritationen, weshalb praventives Spiilen mit isotonischer Kochsalzldsung
wihrend des Sigens das angrenzende Gewebe vor thermischen Schiden schiitzen sollte. Wie
bereits erwéhnt, spielen die Weichteilsituation und die Blutversorgung im Frakturbereich eine
wichtige Rolle fiir die Knochenheilung (Claes et al., 2006; Schmidt-Bleek et al., 2012). Vor der
Erzeugung der die Fraktur simulierenden Osteotomie erfolgte die Anbringung des Fixateurs
externe. Die vorgefertigten Pinlocher im Kunststoffbalken gewihrleisteten ebenso eine
standardisierte Anbringung wie die einheitlichen Pins und das standardisierte Vorgehen der
Tierdrztin. Mogliche Scherkrifte, die iiblicherweise auf eine spontane Fraktur einwirken,
wurden somit unterbunden. Nachfolgend wurde ein kritischer Knochendefekt (CSD) von fiinf
Millimetern GroBe erzeugt, welcher aufgrund der Verwendung einer -einheitlichen
Sdgeschablone und Sége als standardisiert gilt. Wahrend die Frakturenden nach einer Fraktur
in der Regel eine raue Oberfliche aufweisen, stellen sich die gegeniiberstehenden
Knochenenden nach einer Osteotomie glatt und exakt parallel zueinander dar.

Wie vorab erwéhnt, erfolgten die Operationen stets nach einem standardisierten Verfahren und
wurden von der selben Tierdrztin (Dr. med. vet. Tanja Schmidt) durchgefiihrt. Die Operationen
der Versuchstiere verliefen groftenteils komplikationslos. Ein Versuchstier verstarb wihrend
der Aufwachphase aufgrund einer Hypoventilation.

Aufgrund der hohen Standardisierung und damit verbunden Reproduzierbarkeit, sowie der
besseren Einordnung in den wissenschaftlichen Kontext, wurde im Rahmen dieser Studie die

Osteotomie einer mechanischen Fraktur vorgezogen.
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5.1.3 Fixateur externe

Zur Stabilisierung des Osteotomiemodells wurde in dieser Arbeit ein unilateraler Fixateur
externe (RatExFix) der Firma RISystem verwendet. Dieses Osteosynthesesystems bietet eine
gute biomechanische Standardisierbarkeit und Reproduzierbarkeit (Glatt et al., 2014), zudem
erlaubt es die Untersuchung der Knochenheilung unter mechanisch kontrollierter flexibler,
semi-rigider und rigider Fixation (Claes et al., 2009; Willie et al., 2009). Des Weiteren stellt
der Fixateur externe im Bereich der Veterindr- und Humanmedizin eine gebrduchliche
Osteosynthesetechnik dar.

Die Verwendung eines externen Fixateurs bietet weitere deutliche Vorteile. Vorrangig im
Rahmen dieser Arbeit ist die implantatfreie Defektzone zu nennen, die die Platzierung des mit
BMP-2 beladenen Kollagenschwamms ermoglichte, was die Verwendung von Marknédgeln
grundsétzlich ausschlieBt. Folglich konnte neben der periostalen zusétzlich die endostale
Knochenheilung analysiert werden.

Dartiiber hinaus wurde durch die Fokussierung auf radiologische Verlaufskontrollen in dieser
Arbeit eine Fixierung bendétigt, die keine Verfilschungen (Artefakte) durch das verwendete
Material auf die ROI zulieB. Durch die Verwendung des Polyetheretherketon (PEEK)
Verbindungsbalkens des RatExFix-Systems mit geringer Rontgendichte liel sich dieses
Vorhaben optimal umsetzen. Kritisch anzumerken sei, dass sechs Ratten den Kunststoffbalken
zernagten und deshalb vorzeitig aus dem Versuch ausscheiden mussten. Dies war die
Hauptursache fiir die erhebliche Ausfallquote wéhrend der Studie. RISystems reagierte auf
diese Problematik mit der Entwicklung einer Leichtmetallabdeckung fiir die
Verbindungselemente, die den Kunststoffbalken vor den Nagern wihrend des Versuchs
schiitzte.

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Fixationsmodell ermdglichte eine reduntante

Reproduzierbarkeit bei allen Versuchstieren.

5.1.4 Mikrocomputertomographie (Mikro-CT)

Bei Untersuchungen zur Verlaufskontrolle der Knochenheilung stellt die radiologische
Auswertung den aktuellen Goldstandard dar (Rohrbach et al., 2013). Diese Methode ist nicht
destruktiv und erhélt, im Gegensatz zur Histologie, die Knochenprédparate fiir weitere

Untersuchungen (Bouxsein et al., 2010), hier im Speziellen fiir die biomechanische Testung.
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In der vorliegenden Arbeit wurde der Mikrocomputertomograph viva CT 40 (Scanco Medical
AG, Briittisellen, Schweiz) verwendet und diente der detaillierten, dreidimensionalen
Darstellung der Kallusentwicklung, sowie des Grades der Osteotomieiiberbriickung im
zeitlichen Verlauf. Die im Rahmen der in vivo-Untersuchung angewandte Einzelschnittdicke
betrug 35 wm, da eine hohere Auflosung die Narkosedauer der Tiere verldngert hétte.

Als VOI wurden standardisiert 212 Slices (~ 7400 pum) definiert, die den gesamten Defektspalt
inkludierte. Dies bot die Mdglichkeit, die gesamte Kallusstruktur dreidimensional zu erfassen
und nach unterschiedlichen Ansdtzen zu analysieren.

Mikro-CT-Untersuchungen in experimentellen Kleintiermodellen sind prinzipiell gut etabliert,
jedoch gibt es bestimmte Punkte, die einer kritischen Diskussion bediirfen. An erster Stelle steht
das nicht einheitliche Verfahren der Grenzwertbestimmung (Thresholding) (Chang et al.,
2013). Zur Bestimmung des Grenzwertes sind mehre Verfahren in der Fachliteratur beschrieben
(Miiller et al., 1998; Burghardt et al., 2007; Buie et al., 2007; Freeman et al., 2009). Das am
Haufigsten genutzte Verfahren stellt die Anwendung eines sogenannten ,.fixed global
threshold* dar. Hierbei wird ein einziger, zuvor ermittelter Grenzwert fiir sémtliche Messungen
genutzt (Miiller et al., 1997). Im Hinblick auf die Vergleichbarkeit mit anderen Studien sollte
beachtet werden, dass unterschiedliche Arbeiten individuelle Grenzwerte verwenden, was als
nachteilig beziiglich der Ubereinstimmung der erhobenen Ergebnisse bewertet werden kann.
Die fiir die Auswertung notwendige manuelle Konturierung (Freihandbearbeitung) der Kallus-
und Kortikalisstrukturen stellt eine zusétzliche mdgliche Fehlerquelle und Einschrankung der
Vergleichbarkeit dar. Wie unter Material und Methoden beschrieben, wurde zunichst manuell,
teilweise computerassistiert, fiir jeden Scan die duBlere Kallus- und innere Knochenkontur
begrenzt. Die VOI jedes Scans umfasste 212 Schnittbilder. Hierbei sind individuelle
Interpretationen der Strukturen und dadurch eventuell abweichend eingezeichnete Konturen
nicht auszuschlieBen. Um subjektive Abweichungen innerhalb des Projekts zu minimieren,
wurden die Mikro-CT-Datenerhebung ausschlielich von der Verfasserin der vorliegenden
Arbeit vorgenommen.

Zusammenfassend stellt die Mikrocomputertomographanalyse der Knochenheilung im
zeitlichen Verlauf die priorisierte Methodik dar. Allerdings sind die erhobenen Ergebnisse stark
von der Verfahrenstechnik und der auswertenden Person abhéngig, welches beim Vergleich

von Studienergebnissen generell beriicksichtigt werden sollte.
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5.1.5 Biomechanische Testung

Um Aussagen iiber die Qualitét, die mechanischen Eigenschaften sowie die Belastungsgrenzen
von Knochen zu erhalten, sind biomechanische Testverfahren seit geraumer Zeit das Mittel der
Wahl (Sharir et al., 2008). Die mechanischen Eigenschaften sind abhéngig vom verwendeten
Material sowie der Morphologie und Geometrie der zu testenden Probe (Radasch, 1999). Daher
wurde in der vorliegenden Arbeit auf eine standardisierte Einbettung, wie unter Material und
Methoden beschrieben, geachtet. Der angebrachte Steg sicherte die standardisierte Einhaltung
der freien Knochenldnge zwischen den Einbettungstopfchen. Die Fixierung der Knochen
mittels Kunststoffs (Technovit® Universal Liquid, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim,
Deutschland) in den Metalltopfchen gewéhrleistet eine direkte Kraftiibertragung der
Priifmaschine auf die Knochenprobe.

Weitere Einflussfaktoren auf die mechanischen Eigenschaften stellen das Geschlecht und Alter
des Tieres, Knochentyp, die anatomische Lage und die Testbedingungen dar (Turner et al.,
1993). Alle fiir diese Arbeit ausgewihlten Versuchstiere entsprachen hinsichtlich dieser
Parameter gleichwertigen Bedingungen.

Wie bereits erwdhnt, wurden in der vorliegenden Arbeit die Knochenproben in
Paraformaldehyd (4%) fixiert um eine postmortale Gewebsautolyse zu reduzieren. Dabei
handelt es sich um ein géingiges Verfahren um die histologischen Eigenschaften des Knochens
zu bewahren. Bereits in einer fritheren Studie wurde belegt, dass diese Form der Fixierung
keinen signifikanten FEinfluss auf die Messwerte hat (Edmondston et al., 1994). Zur
langerfristigen Konservierung hat sich das Einfrieren der Préparate als beste Option erwiesen.
Mehrere Autoren fanden keine Beeintrachtigung der Torsionsstirke zwischen einer
Temperaturspanne von — 20 °C bis — 196 °C (Komender, 1976; Pelker et al., 1983, 1984; Turner
et al., 1993). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Knochen bei — 80 °C konserviert.

Laut Turner und Kollegen (1993) sollte die biomechanische Testung der Knochen idealerweise
bei 37 °C durchgefiihrt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden alle Préparate bei
Raumtemperatur getestet. Eventuelle Verdnderungen sind allerdings vernachldssigbar (Turner
etal., 1993).

Knochen stellt ein erstaunlich stabiles Gewebe dar, welches den physiologischen Belastungen
problemlos standhdlt. In Abhéngigkeit der Knochenstirke und der Biegesteifigkeit, ist
Knochengewebe befihigt bis zu einem gewissen Mal einwirkende Kréfte zu absorbieren (Riiter
et al., 1999). Wird die Festigkeit des Materials durch eine einmalige, belastungsinduzierte

Spannung im Knochen tiiberschritten, erfolgt ein Bruch des Knochens. Knochengewebe kann
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aulerdem unter zyklischer Belastung frequenzabhingig ermiiden und brechen (Autefage,
2000). Im Rahmen der vorliegenden Versuchsanordnung wurde durch die Torsionsmaschine
eine kontinuierlich steigende Belastung bis zum Knochenbruch ausgeiibt. Die Torsionstestung
wurde am ElectroForce® TestBench System (BOSE GmbH, Friedrichsdorf, Deutschland)
durchgefiihrt.

Der Biomechanische Torsionstest eignet sich besonders um die Stirke eines kompletten
Nagetierknochens zu eruieren (Turner et al., 1993) und ermdglicht mit hoher Zuverldssigkeit
standardisierte biomechanische Belastungen (Fuchs et al., 2000). Die Belastung verteilt sich
hierbei auf den gesamten Knochen, sodass der Bruch an der real schwichsten Stelle der
Knochenprobe erfolgt. Biegetests fithren hingegen bei Kleintierknochen, wie denen der Ratte,
héufig zu verfélschten Ergebnissen (Fuchs et al., 2000). Dennoch sollte beriicksichtigt werden,
dass lange Rohrenknochen gegeniiber Torsionskraften weniger widerstandféhig sind, als gegen
Biegungskrifte. Wihrend eine Biegungsfraktur einen hoheren Kraftaufwand erfordert, reichen
geringere Drehmomente, um einen Torsionsbruch zu induzieren (Miyasaka et al., 1991).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein isolierter Knochen ohne Weichteilgewebe verwendet.
Duda und Kollegen (2000) postulierten, dass eine vollstindige Entfernung des
Weichteilmantels die Steifigkeitswerte um durchschnittlich 20 Prozent reduzieren (Duda et al.,
2000), jedoch stellt die Untersuchung isolierter Knochen ohne Weichteilgewebe den géngigen
Standard in der biomechanischen Testung dar.

Generell gibt es trotz der groBen Anzahl tierexperimenteller Studien zur Frakturheilung nur
wenige Studien, die biomechanisch gut charakterisiert sind. Vergleichbare Studien zu finden
und allgemeine Schlussfolgerungen aus ihnen zu ziehen gestaltet sich schwierig, da sie sich
durch die verwendete Spezies (Schaf, Hund, Kaninchen, Ratte und Maus), die Frakturmodelle
(Frakturen, Osteotomien, Quer- und Schréagfrakturen, Frakturspaltbreite, Heilungszeitpunkte,
Steifigkeiten der Stabilisierung, applizierte interfragmentire Bewegung und angewendete

Auswerteparameter) unterscheiden (Claes, 2017).
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5.2 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, die kombinierte Stimulation durch variierende
mechanische Rahmenbedingungen und gleichbleibender BMP-2-Menge auf die Defektheilung
zu erforschen, um minimale Mengen des biologischen Stimulus (BMP-2) flir maximale
Heilungserfolge zu nutzen.

Die eingangs formulierte Hypothese, dass die BMP-2 stimulierte Defektheilung mechano-
sensitiv sei, weshalb eine Fixation des Defekts unter einer semi-rigiden Steifigkeit zu einer
fritheren und qualitativ besseren Knochenheilung (kndcherne Defektiiberbriickung) fiihrt als
eine rigide oder flexible Fixation, konnte fiir Tag 10 des Heilungsverlaufs nicht eindeutig
bestdtigt werden. Zwar zeigte die semi-rigide Gruppe tendenziell einen hoheren Grad an
Mineralisation, jedoch ergab die deskriptive Mikro-CT-Analyse grundsétzlich ein eher
vergleichbares Erscheinungsbild der Initialphase in allen drei Steifigkeitsgruppen mit moderat
periostaler Knochenneubildung, die jedoch in keiner Defektiiberbriickung resultierte. Die
quantitativ groBeren BV- und TV-Werte der semi-rigiden Gruppe sowie das kleinste
Gesamtkallusvolumen (TV) der flexiblen Gruppe waren ebenfalls nicht signifikant. Dagegen
stellten Boerckel und Kollegen (2011b) in einem kritischen Femur-Defektmodell (8 mm) der
Ratte unter Anwendung von 2, 5 pg BMP-2 an Tag 14 signifikant weniger Knochenneubildung
unter flexibler Fixation fest. Dies korrelierte mit einem ebenfalls signifikant kleineren BV-Wert
in der flexiblen Gruppe. Sie brachten die verzogerte Knochenneubildung mit einem reduzierten
Blutgefiavolumen in Zusammenhang, welches aus den friithen interfragmentéren Bewegungen
(IFM) der flexiblen Fixationsplatte resultierte (Boerckel et al., 2011b). Die Unterschiede lassen
sich mit der unterschiedlichen DefektgroBe und Osteosyntheseform, respektive mit groBeren
IFM sowie einer niedrigeren BMP-2-Konzentration begriinden.

Auch an Tag 21 lieB sich die Hypothese nicht einwandfrei belegen. Zwar waren zu diesem
Zeitpunkt alle Versuchstiere der drei Steifigkeitsgruppen kndchern iiberbriickt, jedoch zeigten
sich erste Unterschiede im Heilungsverlauf. Der endostale Defektraum zweier Versuchstiere
der semi-rigiden Gruppe stellte sich mit beginnenden Resorptionsprozessen dar, wéahrend die
Restlichen sowie die flexible und rigide Versuchsgruppe einen iiberwiegend gefiillten
Defektbereich zeigten. Als Ausdruck der beginnenden Knochenreifung wiesen alle Gruppen
eine Zunahme der TV-, BV- und TMC-Werte gegeniiber Tag 10 auf. Die Versuchsgruppen
erzielten in allen Parametern vergleichbare Ergebnisse, die erneut ohne Signifikanz waren.
Deskriptiv zeigte die flexible Gruppe eine verzdgert einsetzende Heilung gegeniiber den beiden

steiferen Gruppen.
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Vergleichbare Ergebnisse waren bei Fassbender und Kollegen (2014) darstellbar. Sie
verglichen das osteoinduktive Potential zweier demineralisierter Matrizes im kritischen
Defektmodell (4 mm) der Ratte, ein BMP-2 beladener Kollagenschwamm (5 pg) diente als
Kontrollgruppe. Nach 21 Tagen zeigte nur die BMP-2 beladen Gruppe eine vollstindige
knocherne Uberbriickung (Fassbender et al., 2014).

Urséchlich fiir die verzogerte Heilung der flexiblen Gruppe sind wohl erneut die verstirkten
interfragmentiren Bewegungen zu nennen. Auch in anderen experimentellen in vivo Studien
am Rattenmodell zeigten sich bei den Tieren mit geringerer Rigiditét, induziert durch stirkere
interfragmentire Bewegung (IFM), eine ausgeprégte enchondrale Ossifikation und verspétete
Knochenbildung und letztendlich eine verzdgerte vollstindige Uberbriickung des Defektspaltes
(Mark et al., 2004). Uber verzdgerte Heilung aufgrund einer verlingerten chondralen Phase
wurde auch im mechanisch instabilen Schafmodell berichtet, wéhrend rigide
Fixationsbedingungen (minimale IFM) einen beschleunigten Heilungsverlauf unter Bildung
eines kleinen, aber frith mineralisierten Kallus zeigten, ergo durch eine verkiirzte chondrale
Phase und geringer Bindegewebsbildung (Lienau et al., 2005; Epari et al., 2006).

An Tag 42 konnte die Heilungsverzégerung der flexiblen Gruppe letztendlich durch signifikant
groBBere Werte fiir TV, BV, BV/TV und TMC bestitigt werden. Diesbeziiglich zeigte sich ein
mit mineralisiertem Knochengewebe gefiillter Defekt in der flexiblen Gruppe, wihrend die
beiden steiferen Gruppen bereits Remodellingprozesse mit Wiederherstellung der Markhohle
erkennen lieBen. Die rigide Gruppe lieferte jedoch einen nicht signifikant kleineren TMD-Wert
als die semi-rigide Gruppe, weshalb sich hier ein tendenziell verzogerter Reifungsprozess
vermuten ldsst. Knochen ist ein sehr dynamisches Gewebe, welches stindigen Auf- und
Abbauprozessen unterworfen ist. Remodelling ist daher auch ein Bestandteil der erfolgreichen
Knochenheilung unter optimaler Stabilisation. Zu steife Osteosynthesesysteme mit reduzierten
oder ausbleibenden interfragmentiren Bewegungen resultieren in einer suboptimalen
Knochenregeneration (Loi et al., 2016). Daher stellen die reduzierten interfragmentiren
Bewegungen unter der maximalen Steifigkeit eine denkbare Moglichkeit fiir die
Reifungsverzogerung der rigiden Gruppe dar.

Eine tendenziell frilhere Knochenbildung und Reifung des mineralisierten Gewebes in der
semi-rigiden Steifigkeitsgruppe lassen einen besseren Heilungsverlauf fiir die semi-rigide
Fixierung eines kritischen Defekts bei BMP-2-Anwendung vermuten. Glatt und Kollegen
(2016) erzielten unter Verwendung des gleichen Fixationssystems (RISystems, 100%, 70%,
40%, 10% Steifigkeit) und 5,5 ng BMP-2 im kritischen Defektspalt (5 mm) der Ratte ein
besseres Heilungsergebnis unter 70% Steifigkeit (Glatt et al., 2016), wiahrend in der
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vorliegenden Arbeit die weiblichen Tiere mit 40% Steifigkeit (semi-rigide Gruppe) die besten
Resultate erzielten. Mogliche Ursachen fiir die abweichenden Ergebnisse kdnnten der spéte
Untersuchungszeitpunkt von acht Wochen und dem verwendeten Geschlecht der Versuchstiere
geschuldet sein, da die ménnlichen Sprague Dawley-Ratten in der Glatt-Studie ein hdéheres
Gewicht hatten. Zum einen heilen Knochendefekte bei ménnlichen Ratten besser als bei
weiblichen Tieren (Metha et al., 2011) und zum anderen ist das RatExFix-System auf schwerere
ménnliche Tiere ausgelegt (Glatt et al., 2012). Hieraus resultierte wahrscheinlich eine
vergleichbare Steifigkeit des Systems und somit eine analoge interfragmentire Bewegung
(IFM) zwischen den Defektenden in den leichten, weiblichen Versuchstieren der vorliegenden
Arbeit und den schwereren, ménnlichen Tieren der Glatt-Studie. Womdglich liegt daher die
optimale Fixationssteifigkeit, in Abhéngigkeit des Gewichts der Versuchstiere, zwischen den
angewandten 40% und 70%, welches in weiteren Studien zu kldren wére.

Solange eine knocherne Kallusbildung die interfragmentiren Bewegungen und Dehnungen
nicht ausreichend reduzieren konnte, ist zu vermuten, dass durch die Kombination aus
kritischen Defektspalt und flexibler Fixation die stirksten mechanischen Einfliisse in der
flexiblen Gruppe herrschten. Hieraus resultierte vermutlich eine anfinglich gestorte
Matrixbildung, welche nachfolgend in einer Heilungsverzdgerung resultierte. Diese Vermutung
korrelierte mit dem groBten Expressionsanstieg des Gens Kollagen Typ [ zwischen Tag 3 und
Tag 7 in der flexiblen Gruppe (Schwarz & Ott et al., 2018). Kollagen I ist das strukturgebende
extrazelluldre Protein des Knochengewebes und verhilft der Wunde moglichst schnell an
Zugfestigkeit zu gewinnen. Es ist daher anzunehmen, dass die flexible Gruppe sehr viel
Kollagen Typ I synthetisieren musste, da es durch die starken interfragmentdren Bewegungen
zu einer wiederholten Ruptur der Kollagenmatrix kam. Zusidtzlich bedingen starke
interfragmentiren Bewegungen wahrend der frithen Phase der Kallusbildung eine Ruptur von
Kapillaren, resultierend in einer erniedrigten Sauerstoffspannung (Claes et al., 2002) sowie
einem Mangel an Nahrstoffen, Wachstumsfaktoren und Stammzellen, die sich nachfolgend in
knochenbildende Osteoblasten differenzieren (Stegen & van Gastel et al., 2015; Claes, 2017).
So bringen auch Boerckel und Kollegen die verzogerte Knochenbildung in Zusammenhang mit
der frithen mechanischen Beanspruchung des Gewebes, aufgrund dessen das Einsprie3en von
Gefallen verhindert wird. Ein kritischer Os femoris-Defekt (§mm) im Modell der Ratte wurde
unter Anwendung von BMP-2 (0,5 oder 2,5 pg) mit einer rigiden, flexiblen und gelockerten
Fixationsplatte versorgt und per Mikro-CT ausgewertet. Selbst unter der hoheren Dosis an
BMP-2 resultierten die frithen IFMs in signifikant weniger BlutgefiBvolumen und

Konnektivitat sowie reduzierter Knochenformation (Boerckel et al., 2011b). Daher erstaunt die
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enorme Kallusmenge der flexiblen Steifigkeitsgruppe an Tag 21 und der Umstand, dass diese
Gruppe den kritischen Defektspalt iiberbriicken konnte. Wie vorab erwéhnt, beginnt die
intramembrandse Knochenheilung nicht im endostalen kortikalen Defektspalt, sondern am
Periost in einiger Entfernung zum Spalt. Dieser Reparaturprozess ist weitgehend unabhingig
von den interfragmentiren Bewegungen. Danach erfolgt die Bildung von hyalinem Knorpel,
der an Durchmesser zunimmt und zunehmend verkalkt. Dadurch wird die interfragmentire
Bewegung zunehmend reduziert, da der Kallus deutlich mehr Kréfte aufnehmen kann und
zusitzlich die Osteosynthese stabilisiert (Claes, 2017). Zusétzlich sind flexible Fixationssystem
charakterisiert durch die Ausbildung eines sehr groBen Kallus (Epari et al., 2013). Vermutlich
gelang der flexiblen Gruppe durch die erhohte Kallusmenge eine periphere kndcherne
Uberbriickung der Osteotomieenden, somit die Abnahme der interfragmentiren Bewegungen
und ein verzogerter Start in die fortlaufen Phasen der Knochenheilung. Es ist zu vermuten, dass
dieser Effekt zusétzlich durch die BMP-2-Behandlung gestiitzt wurde, da BMP-2 als besonders
effektiver osteoinduktiver Wachstumsfaktor gilt (Kolambkar et al., 2011; Wildemann et al.,
2011), dessen stimulierende Wirkung auf die Knochenheilung in diversen priklinischen und
klinischen Studien demonstriert wurden (Einhorn et al., 2003; Jones et al. 2006; Schwarz &
Waulsten et al., 2013). Genetisch verdnderten Méausen, die kein BMP-2 bilden konnen, fehlte
die Fahigkeit zur erfolgreichen Frakturheilung, obwohl BMP-4 und BMP-7 in den BMP-2
defizienten Miusen vorhanden war (Tsuji et al.,, 2006). Zudem berichteten Schwarz und
Kollegen, dass mechanische Stimulierung ohne BMP-2 die Knochenheilung im kritischen

Defektmodell (Smm) der Ratte nicht fordert (Schwarz & Wulsten et al., 2013).

Die Hypothese, dass es unter BMP-2-Anwendung und semi-rigiden Steifigkeit zu einer
qualitativ besseren Knochenheilung kommt, konnte nicht eindeutig mittels biomechanischer in
vitro Testung bestétigt werden. Zwar zeigte die semi-rigide Gruppe bei der Torsionstestung die
nicht signifikant hochste Steifigkeit, lag aber beziiglich des maximalen Drehmoments zwischen
der rigiden und flexiblen Gruppe. Hingegen zeigte die flexible Gruppe tendenziell die geringste
Steifigkeit und das kleinste maximale Drehmoment unter den Steifigkeitsgruppen, jedoch ohne
Signifikanzen. Dies konnte durch die verzogerte Knochenneubildung erkliart werden, die
mittels Mikro-CT detektierbar war. Zur Bestétigung dieser Vermutung wire eine histologische
Untersuchung erforderlich gewesen, die im Rahmen dieser Arbeit nicht stattfand. Fiir weiter
Studien widre daher eine stiitzende Histologie an den spdten Untersuchungszeitpunkten
empfehlenswert. Recknagel und Kollegen (2011) verglichen die Steifigkeit eines intakten

Femurs der Ratte mit der Steifigkeit eines Kallus unter rigider und flexibler Fixation nach 35

96



Diskussion

Tagen Heilungsdauer. Der unter rigider Fixation mit Geflechtknochen gefiillte Defekt zeigte
100% der Steifigkeit des intakten Knochens, wihrend die flexible Fixation noch Knorpelareale
im Frakturspalt auswies und nur 25% der Steifigkeit des intakten Knochens aufwies (Recknagel
et al., 2011). Die Vergleichbarkeit der Studie ist limitiert aufgrund der abweichenden
Heilungsdauer, unterschiedlicher DefektgroBe (Imm vs. 5mm) und des fehlenden
Wachstumsfaktors (BMP-2). Dennoch zeigten auch die Recknagel-Studie die
Heilungsverzogerung und reduzierte Steifigkeit des Regeneratgewebes von flexiblen Gruppen
auf.

Die Steifigkeit gibt die Qualitdt des gesamten Kallus an, wiahrend das maximale Drehmoment
die Qualitdt des schwéchsten Punkts beschreibt (Kaspar et al., 2007). Als Messgrofie der
Materialeigenschaften werden die Torsionssteifigkeit und das maximale Drehmoment in
diversen experimentellen Studien zur Knochenheilung herangezogen (Leppénen et al., 2008;
Wang et al., 2017). Die bei der biomechanischen Testung entstandene Fraktur ldsst je nach
Lokalisation Riickschliisse auf den jeweiligen Heilungsgrad des Knochens zu und wird in vier
Stadien eingeteilt. Das erste Stadium ist gekennzeichnet durch das Versagen innerhalb der
Defektzone, sowie durch einen Kallus mit geringer Steifigkeit und gro3er Verformbarkeit. Im
zweiten Stadium findet das Versagen ebenfalls in der Zone des Defektspaltes statt, allerdings
erhoht sich die Steifigkeit des Kallusgewebes und die Verformbarkeit bis zum Knochenbruch
nimmt deutlich ab. Wéhrend des dritten Stadiums entspricht die Steifigkeit des Gewebes dem
des zweiten Stadiums, jedoch steigt das maximale Drehmoment an. Es tritt ein
Knochenversagen auf, das neben der Defektzone auch intakten Knochen einschlief3t. Das vierte
Stadium présentiert sich mit einer erheblichen Steigerung des Torsionsmoments und der
Steifigkeit des Knochens, sowie eines Versagens des Gewebes auflerhalb der Defektzone
(White et al., 1977).

Unter semi-rigider und rigider Fixation erfolgte die Refraktur vereinzelt im Bereich der
Defektzone. Uberwiegend war jedoch eine Schrigfraktur, die auch intakten Knochen
einschloss, beobachtbar. Die Proben entsprachen demnach vornehmlich dem dritten Stadium
der Knochenheilung.

In der flexiblen Gruppe erfolgte der Bruch beinahe ausschlieBlich in der Osteotomiezone,
welches dem zweiten Stadium des Heilungsgrades gleichkam.

In allen BMP-2 behandelten Gruppen hatte noch keine vollstindige Mineralisation des
Gewebes stattgefunden, die der biomechanischen Krafteinwirkung hatte standhalten konnen.

Eine liangere Standzeit hitte womdglich andere Ergebnisse ergeben. Es bleibt jedoch zu
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bedenken, dass die Pinlocher des Fixateurs durchaus den schwichsten Punkt des Knochens
darstellen konnen (Kaspar et al., 2007), woraus die Schragfrakturen resultieren kdnnten.

Die quantitativen Daten zeigte in allen drei Versuchsgruppen ein hoheres maximales
Drehmoment als in der kontralateralen Gruppe. Diese hoheren Torsionswerte, gegeniiber den
intakten Knochen konnen als ein Indiz fiir die Ausbildung einer Neo-Kortikalis, respektive fiir
die Erhohung der Stabilitdt gewertet werden. Die sogenannte Neo-Kortikalis beschreibt eine
Besonderheit der kleinen Nagetiere wihrend der Frakturheilung. Diese wird periostal um die
urspriingliche Kortikalis ausgebildet. Zwischen der Ursprungs- und Neo-Kortikalis befindet
sich trabekuldrer Knochen mit dazwischenliegendem Knochenmark. Die Neo-Kortikalis ist als
Versuch des Knochens zu werten, im Rahmen der Heilung durch die Erhéhung des
Knochendurchmessers seine Stabilitdt zu erhohen (Ellinghaus et al., 2011).

In Summe konnte aus biomechanischer Sicht die Knochenheilung unter flexibler Fixation
annihernd gleichwertig gute Ergebnisse erzielen, wie die Heilung unter semi-rigider und rigider
Fixation. Dies war nicht unbedingt erwartungsgemif, da die mikrocomputertomographische
Auswertung, gestiitzt durch die frithen histologischen Ergebnisse, groBle qualitative
Divergenzen zwischen der Kallusreifung der flexiblen und der beiden rigiden Gruppen ergaben.
Dennoch zeigten sich auch in anderen Studien dhnliche Ergebnisse. Sowohl Schell und
Kollegen als auch Epari und Mitarbeiter stellten am Schafimodell gleichwertige biomechanische
Qualitdten im Vergleich einer rigiden Fixierung zu einer flexibleren Variante fest (Epari et al.,
2006; Schell et al., 2006).

Kritisch anzumerken sei die GruppengrofBe der vorliegenden Arbeit. Leppdnen und Mitarbeiter
kamen zu dem Schluss, dass die derzeit durchschnittlich 11+5 Tiere pro Gruppe nicht
ausreichen, um statistisch signifikante Ergebnisse einer biomechanischen Testung zu erhalten
(Leppénen et al., 2008). In dieser Studie befanden sich zwischen fiinf und sieben Tiere in den
Gruppen. Es bleibt daher zu kléren, ob groBere Versuchsgruppen statistisch signifikante Werte
erbracht hitten.

In praklinischen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass geringere BMP-Dosen
vergleichbare Knochenheilungsergebnisse wie die Verwendung von hoheren Dosen zeigen
(Cook et al., 1994; Wildemann et al., 2011; Cipitria et al., 2013; FaB3bender et al., 2014;
Schmidt-Bleek & Willie et al., 2016). Diesbeziiglich beschrieben Schmidt-Bleek und Kollegen
(2016), dass ein mit 5 pg, ebenso wie ein 50 ug rhBMP-2 beladener Kollagenschwamm, in
einem Untersuchungszeitraum von sechs Wochen, zu einer kompletten Uberbriickung eines
kritischen Knochendefekts (5 mm) im Rattenmodell fiihrte (Schmidt-Bleek & Willie et al.,

2016). Als Trégermaterial fiir die lokale Platzierung des Stimulus wurde, wie auch in der
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vorliegenden Arbeit, ein absorbierbarer Kollagenschwamm (Lyostypt®, B.Braun Aesculap
AG, Tuttlingen, Deutschland) verwendet. Dieses Trigersystem findet bereits breite klinische
Anwendung bei der Behandlung von offenen Tibiafrakturen und zur Wirbelfusion (Garrison et
al., 2010; Govender et al., 2002; Burkus et al., 2002). Dennoch ist das Material allgemein
aufgrund allergischer Reaktionen mit Antikorperbildung gegen das Kollagen umstritten
(Schmidt-Bleek & Willie et al., 2016). Des Weiteren besitzt der Kollagenschwamm vermutlich
eine diskontinuierliche Freisetzungskinetik, die durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst
wird (Serensen et al., 1990). Aufgrund schneller Proteindegradation, frither Diffusion und
Absorption von Einzeldosen benétigt es zusdtzlich hohe Dosen an BMP-2, welches ihn eng mit
vorab genannten Komplikationen verbindet (Fa3bender et al., 2014; Schmidt-Bleek & Willie
etal., 2016). Zur Optimierung des Konzentrationsverhiltnisses wird seit einiger Zeit Poly(D,L-
Lactid-Séure) (PDLLA) standardmdBig zur Beschichtung von Hiiftkopfendoprothesen und
anderen Osteosynthesematerialien klinisch angewendet (Raschke et al., 2004). PDLLA
beschichtete Implantate bewirken eine prolongierte Freisetzungskinetik und erzielen dadurch,
trotz niedrigerer BMP-2-Konzentration, gleichwertige Ergebnisse wie eine einmalige hohere
Anfangskonzentration an BMP-2 (FaBBbender et al., 2014). FaBlbender und Kollegen (2014)
verglichen hierbei die Ergebnisse ihres Tibia-Defektmodells der Ratte unter anhaltendender
BMP-2-Freisetzung (42 Tage) mit einer vorangegangenen Studie des gleichen Tiermodells,
aber einer initialen Freisetzung von 50% der BMP-2-Gesamtdosis (Wildemann et al., 2011).
Wihrend in der Studie von Wildemann und Kollegen (2011) innerhalb von 42 Tagen 40 pug
BMP-2 freigesetzt wurden, belief sich die Gesamtdosis von Faflbender und Kollegen (2014)
auf nur 1 pg. Dennoch zeigten beide Studien &hnliche Endresultate beziiglich der
Knochenheilung (Fa3bender et al., 2014). Einen anderen Ansatz verfolgten Betz und Kollegen
(2007). Sie arbeiteten mit unterschiedlichen Applikationszeitpunkten von BMP um deren
Effekt auf die Knochenheilung eines 5 mm Defekts zu untersuchen. Tiere, die eine adenovirale
BMP-2 Vektor-Injektion am fiinften und zehnten postoperativen Tag erhielten, erlangten eine
hohere Uberbriickungsrate mit einer groBeren Dichte an mineralisiertem Gewebe. AuBerdem
erzielten sie eine bessere mechanische Festigkeit des Knochens, als die Versuchstiere, welche
intraoperativ oder 24 Stunden postoperativ eine Injektion bekamen (Betz et al., 2007).
Trigermaterialien mit einer verzogerten oder prolongierten Freisetzung kdnnten somit eine

weitere Dosisreduktion bewirken.

Dass die BMP-2-Signalkaskade unmittelbar nach dem Trauma einsetzt und anschlieBend im

Rahmen der enchondralen Ossifikation erneut hochreguliert wird, ist allgemein bekannt. Erst
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wihrend des Umbaus in Lamellenknochens erfolgt eine Abnahme der BMP-2 exprimierenden
Osteobblasten und somit die Downregulierung der BMP-Expression (Bostrom, 1998; Cho et
al.,2002; Ruschke & Hiepen et al., 2012). Dies lasst vermuten, dass Trigermaterialien, die eine
gleichméfige und verldngerte Ausschiittung von BMP-2 ermdglichen, effektiver auf die
Stadien der enchondralen Knochenheilung einwirken als eine einmalige und schnelle
Freisetzung durch den Kollagenschwamm (Schmidt-Bleek et al., 2016). Boerckel und Kollegen
(2011a) konnten im Rattenmodell zwar eine 100%ige Uberbriickungssrate eines 8mm grofien
Knochendefekts unter Verwendung eines Nanofaser/Alginat-Geflechts und einer
Konzentration von 1 pg thBMP-2 erzielen, wihrend lediglich 60% der
kollagenschwammbehandelten Tiere nach 12 Wochen eine vollstindige Uberbriickung des
Defekts erreichten (Boerckel et al.,, 201la). Die Unterschiede lassen sich in der
unterschiedlichen Defektgrole und BMP-2-Konzentration darstellen. Zwar scheint die
geringere Dosis das osteoinduktive Potential zur Uberbriickung eines 8 mm Defekts zu
besitzen, dennoch fillt auf, dass dies eng an das Trigersystem gekniipft zu sein scheint.
Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von Wachstumsfaktoren ist eine prologierte und
kontrollierte Freisetzung erforderlich um mit einer minimalen Dosis maximale Heilungserfolge

zu erzielen (Schmidt-Bleek & Willie et al., 2016).

Neben der biologischen Stimulation ist die mechanische Umgebung mitentscheidend fiir den
Heilungserfolg einer Knochenfraktur (Lienau et al., 2005; Willie et al., 2009). Seit Wolffts
Gesetz (1892) ist allgemein bekannt, dass der Knochen stark von der mechanischen Umwelt
beeinflusst wird (Wolff, 1892). Selbst die BMP-Signalkaskade kann direkt, ohne die Sekretion
eines autokrinen Liganden, durch Mechanotransduktion reguliert werden (Kopf et al., 2014).
Aufgrund der Komplexitét der Interaktion des Gewebes rund um den Frakturspalt und die der
Knochenzellen mit ihrer mechanischen Umwelt, gibt es auch hier zahlreichen Arbeiten auf
diesem Gebiet (Epari et al., 2010; Thompson et al., 2012). Um den kombinierten Effekt des
biologischen Stimulus (BMP-2) mit der mechanischen Umgebung zu verstehen, behandelten
Schwarz und Kollegen (2013) weibliche Sprague Dawley-Ratten mit einem kritischen Smm
Defekt, stabilisiert durch einen Fixateur externe, mit einem Kollagen Typ-I-Schwamm
(Lyostypt®), der je nach Gruppeneinteilung mit 50ug BMP-2 oder mit verdiinnter HCI
(Kontrollgruppe) beladen wurde. Die Hilfte der BMP-2 behandelten Versuchstiere erhielten
einmal pro Woche, iiber einen Gesamtzeitraum von sechs Wochen, eine mechanische
Stimulierung. Bereits nach zwei Wochen zeigte sich, dass in der kombinierten

Stimulationsgruppe (biologisch und mechanisch) signifikant mehr mineralisiertes

100



Diskussion

Knochenvolumen sowie ein signifikant groflerer Kallus vorhanden war als in der
Vergleichsgruppen ohne biomechanische Belastung (nur BMP-2) oder in den Kontrollgruppen
ohne BMP-2-Behandlung (Schwarz & Wulsten et al., 2013). Somit konnte gezeigt werden, dass
mechanische Stimulation den Effekt einer BMP-2-Anwendung beeinflusst. Uber die
Moglichkeiten, die mechanische Umwelt zu modulieren um das bestmdgliche
Heilungsergebnis zu erhalten, herrscht allerdings Uneinigkeit. Boerckel und Kollegen (2011b)
zeigten, dass in Kombination mit BMP-2 die spdte Dynamisierung (4 Wochen) verglichen mit
der frithen (Tag 0) mechanischen Stimulation zu einer gesteigerten Knochenformation fiihrt.
Sie vermuteten, dass im Defektmodell des Rattenfemurs die frithe mechanische Instabilitdt in
einer Behinderung der BlutgefdBinvasion resultiert, respektive mit einer Reduzierung der
Knochenneubildung (Boerckel et al., 2011b). Auch Claes und Kollegen (2009a) verglichen die
frithe Dynamisierung mit einer kontinuierlich flexiblen und einer konstant rigiden Gruppe. Sie
kamen zu dem FErgebnis, dass die rigide Gruppe einen kleineren, steiferen und besser
mineralisierten Kallus hervorbrachte (Claes et al., 2009a). Dagegen sprechen sich Glatt und
Kollegen (2010) explizit fiir eine frithe mechanische Stimulation mittels variierender
Fixateursteifigkeiten unter BMP-2-Behandlung aus. Die Anderung der Steifigkeit soll im
kritischen Femur-Defektmodell der Ratte die Knochenheilung unterstiitzen (Glatt et al., 2010).
Wiéhrenddessen sehen Bartnikowski und Kollegen (2017) keinen Vorteil in der frithen
Dynamisierung. Sie empfehlen zu jedem Zeitpunkt, beginnend mit Tag 3 postoperativ, eine
Stabilisierung flexibler Fixationsmodelle um im Rattenmodell eine zeitnahe Knochenheilung
zu erreichen (Bartnikowski et al., 2017). Claes und Kollegen (2011) sehen wiederum einen
Vorteil in der spidten Dynamisierung (4 Wochen postoperativ). Verglichen mit der konstant
rigiden Gruppe erzielte die spat dynamisierte Gruppe ein signifikant kleineres
Knochenvolumen und eine hohere Elastizitdt (Claes et al., 2011). Ungeachtet dessen, gilt es
grundsétzlich iiber ein optimales Zusammenspiel von Mechanik und biologische Stimulation

eine gesteuerte und gezielte Freisetzung von BMP-2 zu erzielen (Salvay et al., 2010).

Auf Gewebeebene schienen die minimalen, histologischen Unterschiede der Initialphase eine
gewisse Unempfindlichkeit gegeniiber der mechanischen Umgebung anzudeuten, da sich der
Defekt an Tag 7 in den Versuchsgruppen vergleichbar darstellte. Periostal zeigte sich eine
Knochenneubildung, wihrend der Defekt endostal mit Riickstdnden des Kollagenschwamms
sowie mit Fibrin und Hdmatomresten charakterisiert war. An Tag 14 stellten die steiferen
Versuchsgruppen (semi-rigide und rigide) auf der Gewebeebene feinen endostalen

Gefechtsknochen im Defektspalt dar. Zusétzlich fanden sich Hinweise auf stattgefundene
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enchondrale Ossifikation in Form von Knorpelarealen in den histologischen Schnitten. Das
histologische Bild der flexiblen Gruppen wurde dominiert von proliferierenden chondrogenen
Vorlduferzellen. Es waren vereinzelt winzige Inseln an Knochenneubildung erkennbar
(Schwarz & Ott et al., 2018).

Diesbeziiglich konnten Mark und Kollegen (2004) in ihrer Studie zeigen, dass das histologische
Erscheinungsbild wéhrend der Initialphase, beginnend mit Untersuchungstag 4, im
Rattenmodell vergleichbar war und somit die Steifigkeit des Fixationsmodells keinen Einfluss
auf die Knochenformation wahrend der frithen Knochenheilungsphase ausiibt. Hierfiir
verglichen sie zwei Gruppen mit unterschiedlichen Fixationssteifigkeiten (flexibel vs. rigide)
und variierender OsteotomiegroB3e (0 mm vs. 2mm). Vielmehr hielten sie die Art des Traumas
und die daraus resultierenden Modulationsprozesse sowie Differenzierung von
Osteoprogenitorzellen durch biologische Signale entscheidend fiir die initiale Knochenheilung.
Jedoch zeigten sie ebenfalls die biomechanischen Einfliisse auf die spéteren Heilungsstadien
auf. Mit einer geringeren Steifigkeit und zunehmender Spaltgrof3e verlédngerte sich die Zeit fiir
eine vollstdndige Ossifikation (Mark et al., 2004).

Dies unterstiitzte auch die Studie von Schell und Kollegen (2005) im Schafsmodell. Tibia-
Defekte wurden mittels rigider und semi-rigider externer Fixation stabilisiert und anschlieBend
histologisch und biomechanisch ausgewertet. Auch hier manifestierten sich histologisch keine
Unterschiede beziiglich der initialen Heilung trotz unterschiedlicher Fixationsstabilitét.
Allerdings betrachtete auch diese Arbeitsgruppe hinsichtlich des finalen Ergebnisses nach 9
Wochen die mechanischen Rahmenbedingen in der frilhen Knochenheilung als
mitentscheidend fiir eine erfolgreiche Heilung. Initiale Bewegungen der Knochenenden
manifestierten sich im Verlauf der Knochenheilung in reduzierter Kallussteifigkeit und
Kallusstabilitdt (Schell et al., 2005). Auch McKibbin sah die primdre Kallusantwort unabhéngig
von den biomechanischen Rahmenbedingungen, sondern eher durch das biologische Potential
des Frakturhdmatoms beeinflusst (McKibbin, 1978). Die Mechanik der Umgebung in der
frithen Phase der Frakturheilung stellt sich somit als beeinflussend fiir den Langzeitverlauf der
Heilung dar (Klein et al., 2003, was sich aber in der Initialphase der Gewebeebene noch nicht
klar darstellt (Mark et al., 2004; Schell et al.,, 2005). Dagegen zeigte sich mittels
Expressionsanalyse ausgewdhlter Gene der Knochenheilung bereit ab Tag 3 eine deutliche
mechano-senitive Beeinflussung des Heilungsverlaufs. Einige der Chondro- und Osteogenese
zugeordneten Gene zeigten an Tag 3 das niedrigste Expressionslevel in der flexiblen Gruppe,
wihrend die mit der inflammatorischen Antwort und dem Immunsystem bezogenen Gene unter

rigider Fixation am hdochsten exprimiert wurden. ID-1 (Inhibitor of differentiation 1) als
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Regulator in der BMP-2 induzierten Osteoblastendifferenzierung und Indikator fiir
mechanische Stimulation zeigte an Tag 3 das niedrigste Expressionslevel in der rigiden Gruppe.
In der flexiblen Gruppe kam es zu einem gleichméiBigen Anstieg der ID-1-Expression.
Trotzdem zeigte sich unter flexibler Fixation zunéchst an Tag 7 der niedrigste Wert im
Gruppenvergleich, wihrend sich an Tag 14 das hochste Expressionsniveau zeigte. Die
Expression von Kollagen Typ I stieg in allen Steifigkeitsgruppen iiber den gesamten Zeitverlauf
an. An Tag 7 verzeichnete die flexible Gruppe den hochsten Expressionswert, welches auf eine
vermehrte Syntheserate aufgrund wiederholter Matrixbildung hindeutet. Gleichzeitig
verzeichnete die rigide Gruppe von Tag 7 auf Tag 14 einen signifikanten Anstieg hinsichtlich
der Genexpression von Kollagen Typ I, welches auf eine Reifung der Osteoblasten durch die
BMP-2-Gabe schlieBen ldsst (Schwarz & Ott et al., 2018). Insgesamt zeigte sich in der
Genanalyse eine klare Beeinflussung der Initialphase durch die unterschiedlichen
Fixateursteifigkeiten, auch wenn dies zunéchst nicht auf Gewebeebene zu erfassen ist, sondern

dort erst im spdteren Verlauf der Heilung ersichtlich wird.

Zusammenfassend zeigte die flexible Gruppe auf allen Auswertungsebenen einen verzdgerten
Heilungsverlauf. Dies entsprach der allgemeinen Literatur, worin flexible Steifigkeit in einer
verldngerten chondralen Phase und verzogerter Knochenformation resultiert (Mark et al., 2004;
Epari et al., 2013). Zwar gilt flexible Fixation in der kontrovers diskutierten inversen
Dynamisierung auch als Promoter der Knochenheilung, dennoch sind sich auch diese Autoren
einig, dass der Zeitraum limitiert ist und eine anschliefende stabile Fixation fiir eine
erfolgreiche Heilung unabdinglich ist (Claes et al., 2011; Glatt et al., 2016; Bartnikowski et al.,
2017). Denn rigide Fixation induziert einen qualitativ besseren Kallus (Claes et al., 2009a).
Jedoch bendtigt die erfolgreiche Heilung stimulierende interfragmentire Bewegungen, welche
durch steifere Fixierungen vermindert wird (Glatt et al., 2016; Claes, 2017). Der Konsens fiir
den maximalen Heilungserfolgt liegt somit in der semi-rigiden Fixation, welches die
beschleunigte Heilung im Rahmen dieser Arbeit nahelegt und auch in weiteren Studien belegt
wurde (Glatt et al., 2016).

Dies fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass Knochen ein mechano-sensitives Gewebe darstellt,
das aktiv mit seiner mechanischen Umwelt reagiert. Die BMP-2 stimulierte semi-rigide und
rigide Versuchsgruppe zeigten eine beschleunigte Heilung gegeniiber der flexiblen Fixation,
die in einer verzogerten Knochenheilung resultierte. Dies fiihrte zu der Erkenntnis, dass die
Modulation der mechanischen Umgebung des kritischen Defekts, trotz BMP-2-Anwesenbheit,

einen Einfluss auf den Heilungsverlauf ausiibt. Die Verkniipfung einer optimalen mechanischen
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Umgebung mit einer geringeren BMP-2-Dosis kdnnte enorme Fortschritte in der klinischen
Therapie von Knochendefekten bergen und die bis dato auftretenden Komplikationen fiir die

Patienten minimieren.
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6 Zusammenfassung

Dass die mechanische Umgebung (Stabilisationssteifigkeit) entscheiden fiir den Heilungserfolg
einer Fraktur ist, wurde mehrfach demonstiert (Histings et al., 2010; Bartnikowski et al., 2017;
Claes, 2017; Glatt et al., 2017). Unter welchen biomechanischen Bedingungen eine moglichst
schnelle und effiziente Frakturheilung erreichbar wére, ist seit geraumer Zeit Gegenstand
intensiver Forschung (Claes, 2017).

In diversen Studien ist zudem der postitive Effekt von BMP-2 auf die Knochenheilung belegt
worden (Nauth et al., 2011; Wildemann et al., 2011). Weitgreifendere Erkenntnisse iiber die
Wirkung der Dosierung des Wachstumsfaktors und inwieweit seine Interaktion mit
mechanischer Belastung die Effizienz der Knochenregeneration beeinflusst, er6ffnen mogliche
Zukunftsstrategien in Fillen wo kndcherne Uberbriickung bisher unerreichbar war (Schmidt-
Bleek & Willie et al., 2016).

Aufgrund dessen untersuchte die vorliegende Arbeit den Einfluss kombinierter biologischer
und mechanischer Stimulation auf die Defektheilung im Pseudarthrosemodell der Ratte. Es
sollte untersucht werden, welchen Effekt die variierenden Steifigkeiten eines externen Fixateurs
auf die BMP-2-stimulierte Knochendefektheilung ausiibte. Ziel der vorliegenden Arbeit war es,
auf Grundlage von mikrocomputertomographischen Untersuchungen und biomechanischer in
vitro Testung, den Heilungsverlauf eines kritischen Defekts unter semi-rigider Fixation
gegeniiber rigider und flexibler Steifigkeit aufzuzeigen.

32 weibliche Sprague-Dawley Ratten in einem Alter von 12 Wochen wurden randomisiert in
vier Gruppen von je acht Tieren eingeteilt. Die experimentellen Versuchsgruppen erhielten
einen standardisierten kritischen 5 mm Defekt (CSD), eine intraoperative Einbringung von Sug
rhBMP-2 mittels absorbierbaren Kollagenschwamms und wurden mittels variierenden
Verbindungsbalken des externen Fixateurs (flexibel, semi-rigide, rigide) stabilisiert, wahrend
die Kontrollgruppe eine 1mm Osteotomie ohne thBMP-2-Applikation erhielt und als positive
Kontrolle beziiglich einer physiologischen Knochenheilung diente. Alle Versuchstiere
durchliefen am 10, 21. und 42. postoperativen Tag eine in  vivo-
Mikrocomputertomographuntersuchung. An Tag 42 wurden die Tiere euthanasiert und der
linke osteotomierte Femur (inklusive des Fixateurs externe) entnommen. Randomisiert wurden
sieben Tieren zusétzlich der intakte rechte Femur entnommen. Sdmtliche Proben wurden

biomechanisch hinsichtlich Steifigkeit und maximalen Drehmoments getestet.
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Die Initialheilung der Steifigkeitsgruppen stellte sich im deskriptiven Mikro-CT mit einer
vergleichbaren Gewebezusammensetzung dar. Im Defektspalt war moderat periostale
Knochenneubildung erkennbar, die in keiner Defektiiberbriickung resultierte. Dennoch liel3 die
semi-rigide Gruppe tendenziell den hchsten Grad an Mineralisation erkennen, welches mit den
grofften nicht signifikanten TV-, BV- und TMC-Werten im Vergleich zu den anderen
Versuchsgruppen korrelierte, wihrend die flexible Gruppe den kleinsten TV-Wert zeigte.

An Tag 21 stellten sich alle Versuchsgruppen kndchern iiberbriickt dar. Als Ausdruck der
beginnenden Reifung lieBen sich im Mikro-CT Resorptionsvorgénge darstellen. Die flexible
Gruppe zeigte eine verzogert einsetzende Heilung gegeniiber den beiden steiferen Gruppen
sowie einen mit verkalktem und mineralisierten Kallusgewebe ausgefiillten Defektspalt.

An Tag 42 zeigte die flexible Gruppe signifikant groBere Werte fiir TV, BV, BV/TV und TMC,
wihrend die semi-rigide Gruppe diesbeziiglich die kleinsten Werte aufwies. Dies machte sich
durch einen mit mineralisiertem Knochengewebe gefiillten Defekt in der flexiblen Gruppe
deutlich, wéhrend die beiden steiferen Gruppen bereits Resorptionsvorgdnge mit
Wiederherstellung der Markhohle erkennen lieBen. Beziiglich TMD zeigte die semi-rigide
Gruppe den grofiten Wert und die flexible Gruppe den kleinsten Wert, jedoch ohne Signifikanz.
Die rigide Gruppe zeigte wie die semi-rigide Gruppe eine Abnahme des Gesamtkallusvolumens
(TV) sowie geringere BV-und TMC-Werte als die flexible Gruppe, jedoch auch einen kleineren
TMD-Wert als die semi-rigide Gruppe, weshalb hier ein verzogerter Reifungsprozess vermutet
wurde.

Mittels biomechanischer in vitro Testung zeigte die semi-rigide Gruppe anndhernd
gleichwertige Ergebnisse beziiglich der Steifigkeit und des maximalen Drehmoments wie die
rigide und flexible Gruppe.

Die Arbeit hat gezeigt, dass die BMP-2- stimulierte Defektheilung mechano-senitiv ist. Zwar
zeigten sich in den biomechanischen und mikrocomputertomographischen Ergebnissen kaum
statistisch signifikante Unterschiede, jedoch konnte deskriptiv eine beschleunigte Heilung der
semi-rigiden und rigiden Versuchsgruppe gegeniiber der flexiblen Fixation demonstriert
werden, die in einer verzogerten Knochenheilung resultierte, wihrend die steiferen Gruppen
eine Re-Kanalisation der Markhohle zeigten. Dies fiihrte zu der Erkenntnis, dass die
Modulation der mechanischen Umgebung des kritischen Defekts, trotz BMP-2-Anwesenbheit,

einen Einfluss auf den Heilungsverlauf ausiibt.
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7 Summary

Influence of combined mechanical and biological stimulation on defect healing — a micro-

computed tomographic and biomechanical study of critical-sized bone defects in rats

Generally it is known that the mechanical environment (stiffness of stabilization measures) is
significant for the healing success of a fracture (Histings et al., 2010; Bartnikowski et al., 2017;
Claes, 2017; Glatt et al., 2017). Under which biomechanical conditions a fast and efficient
fracture healing would be achievable has been the subject of intensive research for some time
(Claes, 2017).

Additionally, several studies have shown the positive effect of BMP-2 for bone healing (Nauth
etal.,2011; Wildemann et al., 2011). Extended knowledge of the impact of the dosing of growth
factors and how much their interaction with mechanical stress can influence the efficiency of
bone regeneration show possible future strategies for cases in which a bony bridging of the
fracture gap has not yet been achieved. (Schmidt-Bleek & Willie et al., 2016).

The aim of this work was to analyze the effects of varying fixation stiffness in combination
with BMP-2 treatment in a critical sized defect (CSD) in a rat.

32 female Sprague Dawley rats, 12 weeks old, were randomized in four groups each of eight
animals. Three experimental groups received a standardised critical 5 mm defect, Spg rhBMP-
2 was loaded on a absorbable collagen sponge and placed into the defect and stabilized with a
flexible, semi-ride or rigide connecting element of the external fixator. The control group (1
mm osteotomy) mimicked an uncritical healing and was stabilized with the rigid fixator. All
groups were analysed by in vivo micro-CT, perforrmed at day 10, 21 and 42 post-operation. At
day 42 the rats were sacrificed and the osteomised left femora (including external fixator) were
harvested. Additionally, the right intact femur of seven animals was harvested randomizedly.
In the following, all samples were analysed by biomechanical in vitro testing for torsional
stiffness and maximal torque value.

The initial healing process of the stiffness groups was found with comparable tissue structure
in the descriptive micro-CT. At day 10, in all stiffness groups moderate bone formation was
detected along the periosteal defect site that was not sufficient for defect bridging. However,
among the other stiffness groups, upon semi-rigid fixation, a tendency towards a higher level
of mineralization was still found, which correlates with the largest statistically not significant

TV-, BV- und TMC-values. Whereas the flexible group showed the lowest TV-value.

107



Summary

On day 21 defects were bridged with bone tissue in all stiffness groups. As a result of the
beginning maturing process, the micro-CT showed reabsorption processes. Delayed healing
was found upon flexible fixation towards the other stiffness groups. Also a defect site with
calcified and mineralized callus was found.

On day 42, the flexible group showed significantly higher values for TV, BV, BV/TV and TMC,
whereas  the  semi-rigid group showed the smallest of these values.
This was seen by a defect site filled with mineralised callus upon flexible fixation, whereas the
other stiffness groups had already shown reabsorption processes with rebuilding of the
medullary cavitiy. Regarding TMD, the semi-rigid group showed the highest value, while
flexible group showed the lowest value, but without any significance. The rigid group and the
semi-rigid group showed a reduction of the total volume (TV) and also lower BV- and TMC-
values as the flexible group - but also a lower TMD-value as the semi-rigid group. This leads
to the presumption of a delayed maturing process.

By using biomechanical in vitro tests, the semi-rigid group showed nearly equivalent results
respective the torsional stiffness and the maximal torque at failure between the rigid and the
flexible group.

This study has shown that the BMP-2-stimulated defect healing is mechano-sensitive. Although
marginal statistically significant differences in biomechanical and micro-CT results have been
found, an accelerated healing process has been demonstraded upon semi-rigide and rigide group
contrary to the flexible fixation — indicating a delayed boost of bone formation, whereas other
stiffness groups had already shown reabsorption processes with rebuilding of the medullary
cavitiy. This leads to the insight that the modulation of the mechanical environment of the

critical defect has an impact on the healing process, despite the same BMP-2-treatment.
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