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Zusammenfassung

Etwa 10% aller Frakturen heilen nicht oder verzdgert und stellen somit eines der
zentralen Probleme der unfallchirurgischen Grundlagenforschung dar. Eine
vielversprechende Alternative zur autologen Knochenmarkstransplantation als
bisherigem Goldstandard ist die Applikation mesenchymaler Vorlauferzellen zur
Stimulierung der Heilung. In der vorliegenden Untersuchung wurde angenommen,
dass die lokale Transplantation dieser Vorlauferzellen mit einem kinstlichen Blutclot
als Tragerstoff einen positiven Effekt auf die verzogerte Knochenheilung zeigt.
Zudem sollte ein entsprechendes Tiermodell etabliert werden, mit dem die verzogerte
Heilung unter Berucksichtigung realer Risikofaktoren verlasslich simuliert und das

Heilungsergebnis durch Manipulation am Blutclot beeinflusst werden kann.

An 46 weiblichen Sprague-Dawley-Ratten wurde eine standardisierte diaphysare
Osteotomie am linken Femur durchgefuhrt und diese mit einem Fixateur externe
stabilisiert. In den Therapiegruppen erfolgte dann die Applikation eines mit CD133-
oder CD34-positiven Zellen beladenen Blutclots in den Osteotomiespalt. In der
Positiv-Kontrollgruppe erfolgte die Beladung mit BMP2, in der Negativ-Kontrollgruppe
blieb der Koagel leer. Zur weiteren Kontrolle diente eine Leergruppe, bei der nach
Osteotomie keine weitere Behandlung erfolgte. Radiologische Verlaufskontrolle im
MCT (in vivo) nach zwei, vier und sechs Wochen, sowie eine hochauflosende puCT-
Diagnostik (in-vitro) nach Probenentnahme nach sechs Wochen wurden durchgefihrt

und mit zuvor festgelegten Parametern analysiert.

Die Ergebnisse zeigten einen positiven Effekt der beschriebenen Zelltherapie
gegenuber der Negativ-Kontrollgruppe hinsichtlich der Kallusneubildung und des
Mineralgehalts. Deutlicher fiel dieser Effekt fir die CD133-Therapiegruppe aus. Hier
lieR sich auch eine bessere Uberbriickung des Frakturspaltes feststellen. In
abgeschwachter Form konnten diese Effekte auch im Vergleich zur Leergruppe
festgestellt werden. Die Negativ-Kontrollgruppe blieb in allen untersuchten

Parametern hinter den tbrigen Gruppen zurtck.

Es konnte ein reproduzierbares Tiermodell etabliert werden, mit dem sich das
Heilungsergebnis Gber Manipulation am Blutclot von fast ausbleibender bis hin zu
vollstandiger Heilung innerhalb von sechs Wochen beeinflussen lasst. Der Blutclot
selbst zeigte einen deutlich negativen Einfluss auf das Heilungsergebnis im Vergleich

zum natirlich entstehenden Frakturhdmatom bei der Leergruppe. Durch die
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Transplantation von Zellen aus dem peripheren Blut mit zuvor identifiziertem
angiogenetischen Potenzial, konnte ein positiver Effekt auf die Knochenregeneration

in diesem Modell nachgewiesen werden.

Abstract

About 10% of all fractures show a delayed healing process. Autologous bone grafting
is the current standard of care. A promising alternative is the application of
mesenchymal stroma cells to enhance bone healing, leading to the hypothesis that
delayed bone regeneration could be stimulated by local transplantation of peripheral
blood derived progenitor cells using an artificial blood clot as a carrier. Furthermore, a
goal of this study was to establish an animal model for impaired bone healing based
on real risk factors like age that would allow us to control the outcome by

manipulation of the blood clot.

A standard osteotomy of the left femur was performed on 46 Sprague Dawley rats,
the fracture was then stabilized using external fixation. Cells were separated from
peripheral blood by using the markers CD34 and CD133 and respectively
transplanted into the fracture gap embedded in an artificial blood clot. A negative
control group was treated with a blood clot without cells and the sham group received
no further treatment after osteotomy. BMP2-loaded blood clots were transplanted into
animals of the positive control group. Micro-CT Scanning was performed after two,

four and six weeks.

Results showed an increased callus formation and higher bone mineral content of
callus tissue after cell treatment compared to the negative control group, especially
for CD133 positive cells. This group also showed a better bridging of the fracture gap
compared to the negative control group and sham group. The negative control group

showed a noticeable slighter healing outcome compared to all other groups.

A reproducible animal model for impaired bone healing was successfully introduced
enabling the operator to control the healing outcome from non-union to complete
healing by manipulation of the carrier. The study showed a positive effect of local
transplantation of progenitor cells from peripheral blood that have been identified to

have angiogenic potential and osteogenic characteristics.
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Einleitung

Eine der zentralen Funktionen des menschlichen Knochens ist die Absorption
mechanischer Belastung. Wirkt plotzlich, anhaltend oder repetitiv eine zu grol3e
Belastung auf den Knochen ein, kann dieser brechen. Mit der Unterstitzung
zeitgemaler Behandlungsmethoden dauert die physiologische Frakturheilung etwa
vier bis sechs Wochen und endet in der vollstandigen Ausheilung des Bruches und
Wiederherstellung der Funktion, einer restitutio ad integrum. Etwa 10% aller
Frakturen zeigen jedoch aus verschiedenen Grinden Heilungsstérungen (Einhorn
and Gerstenfeld, 2015), die je nach Schweregrad gravierende Folgen fur den
Patienten haben und mehrfache operative Eingriffe nétig machen kdénnen. Neben
dem fortgeschrittenen Patientenalter und verschiedenen Grunderkrankungen kénnen
auch mechanische Faktoren, wie etwa eine inadaquate Ruhigstellung als Grinde fur
den prolongierten Krankheitsverlauf angesehen werden. Im Falle einer Uber den
physiologischen Zeitraum verlangerten Knochenheilung spricht man von einer
delayed union. Bleibt eine stabile knécherne Uberbriickung der Frakturenden auch
noch nach sechs Monaten aus, wird dies Pseudarthrose oder non union genannt
(Marsh, 1998). Je nach Schweregrad und Ursache stehen verschiedene konservative
und operative Behandlungsmethoden zur Verfugung. Als Goldstandard in der
Versorgung von Pseudarthrosen als Endstufe der Knochenheilungsstérungen gilt
derzeit die autologe Knochentransplantation im Rahmen eines Revisionseingriffs.
Dieses autologe Knochenmaterial ist jedoch nur begrenzt verfigbar und bringt eine
hohe Begleitmorbiditat von etwa 10% bis 30% mit sich (Lieberman et al., 2002). Aus

diesen Griunden gilt es hier neue Therapieansétze zu finden.

Die Frakturheilung stellt einen komplexen physiologischen Prozess dar und
beinhaltet eine koordinierte Interaktion von hamatopoetischen Zellen und
Immunzellen, zusammen mit Vorlauferzellen von GefalRen und Knochen (Tsiridis et
al., 2007). Die Erforschung dieser Prozesse konnte in den vergangenen Jahren das
Verstandnis einzelner Schritte und beteiligter Elemente stetig verbessern, lasst aber

bis heute einige Fragen unbeantwortet (Phillips, 2005).

Der Knochen kann histologisch gesehen auf zwei verschiedene Arten heilen, direkt
(primér) und indirekt (sekundéar). Letztere beinhaltet eine Kombination aus
intramembrandéser und enchondraler Ossifikation mit Kallusbildung und ist die

haufiger vorkommende Art der Frakturheilung (Einhorn, 1998). Dabei sind einzelne
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Phasen dieser Reparationsprozesse abgrenzbar und lassen sich mit den beteiligten

Zellen und Molekiilen darstellen.

Das Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen der Knochenheilung ist
elementarer Bestandteil der unfallchirurgischen Forschung und diese sind bis heute
nicht vollstandig untersucht. Die bisherigen Erkenntnisse dienen als Grundlage fur
die Entwicklung alternativer Behandlungskonzepte. Heute existieren vielféltige
therapeutische Ansatze auf dem Gebiet der Knochenheilungsstérung, darunter
biomechanische und physikalische Ansatze sowie Konzepte auf zellularer und
molekularer Ebene (Einhorn and Gerstenfeld, 2015). Insbesondere auf dem Feld der
Zelltherapie hat es in den vergangenen Jahren viele unterschiedliche Entwicklungen
und Untersuchungen gegeben. Bei der autologen Knochenmarkstransplantation
sorgen darin enthaltende mesenchymale Vorlauferzellen durch Differenzierung und
angiogenetische Eigenschaften fir das osteogene Potenzial und tragen damit
maf3geblich zum Heilungseffekt dieser Methode bei (Rosset et al., 2014; Sorrell et
al., 2009). Dieser Effekt ist Grundlage samtlicher zelltherapeutischer Ansatze auf
diesem Gebiet. Wesentliche Einschrankung bisher beschriebener Ansétze ist die

aufwandige Gewinnung und In-vitro-Anzucht der Zellen (Pittenger, 2008).

Eine vielversprechende Alternative dazu und Gegenstand dieser Untersuchung ist
die In-vivo-Gewinnung von Spenderzellen und unmittelbare lokale Transplantation in
den Bereich der Fraktur. In einem Rattenmodell mit standardisierter Osteotomie des
Os Femoris und verzdgerter Heilungssituation wurde der Einfluss zuvor gewonnener
und in direkter Folge lokal applizierter pluripotenter Vorlauferzellen auf den
Heilungsverlauf untersucht. Langfristig besteht das Ziel, Patienten damit ein

alternatives Konzept zur Behandlung von Knochenheilungsstérungen anzubieten.

Knochenheilung

Uberfordern die einwirkenden Kréafte die Festigkeit des Knochens und bilden sich
unter Trennung des kndchernen Zusammenhangs Bruchstiicke, spricht man von
einer Fraktur. Dabei werden im Wesentlichen drei verschiedene Formen
unterschieden: Bei der traumatischen Fraktur kommt es infolge plotzlicher, starker
mechanischer Einwirkungen auf den Knochen zu Biegungs- und Schubkraften, die
die Elastizitatsgrenze des Knochens uberschreiten. Bei der Ermudungsfraktur
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hingehen stehen chronische Einwirkungen auf3erer Gewalt im Fokus, die auf Dauer
die Festigkeit des Knochens Uberlasten. Typisches Beispiel hierfur ist die
Marschfraktur des Metatarsale IlI. Die pathologische Fraktur wiederum ist eine
Spontanfraktur eines pathologisch vorgeschadigten Knochens bei eigentlich

normaler Belastung ohne adaquate extrinsische Gewalteinwirkung.

Die Frakturheilung stellt einen komplexen Regenerationsprozess als Antwort auf eine
Verletzung dar, an dessen Ende die restitutio ad integrum steht (Dimitriou et al.,
2005). Im Gegensatz zu den Reparationsvorgangen anderer Gewebe resultiert
dieser Prozess also in der vollstandigen Rekonstruktion der urspringlichen Struktur

und Funktion ohne Ausbildung einer Narbe.

Bei der Vereinigung der Frakturfragmente wird histologisch zwischen einer direkten
und indirekten Frakturheilung unterschieden (Dimitriou et al., 2005; Tsiridis et al.,
2007). In Anlehnung an die Terminologie der Wundheilung haben sich die Begriffe

der ,primaren” und ,sekundaren” Knochenheilung gefestigt.

McKibbin beschreibt die primare Knochenheilung nicht als Regenerationsprozess,
sondern vielmehr als einen Teil des normalen Knochenumbaus, der zeitlebens im
gesamten Skelett stattfindet (McKibbin, 1978).

Bei der direkten oder priméren Verkndcherung erfolgt eine direkte knécherne
Durchbauung des Frakturspalts, die ausschlie3lich von der Kortikalis ausgeht. Diese
Art der Heilung findet nur bei exakter anatomischer Ausrichtung der Fragmente statt
sowie bei ausreichend rigider Fixierung, die einen konstanten Kontakt der
Frakturenden sicherstellt (Einhorn, 1998). Weiterhin muss die Blutversorgung
angrenzend an die Regenerationszone suffizient sein. Die Kallusbildung wird bei der

primaren Knochenheilung nicht beobachtet (Phillips, 2005).

Durch den Flachenkontakt wird das Eindringen von Blutgeféaf3en in den Frakturspalt
vorerst verhindert. Es bilden sich sogenannte ,cutting cones®, ein Komplex aus
kegelférmig angeordneten Osteoklasten, die einen Knochenkanal in das benachbarte
Gewebe bohren. Darauf folgen unmittelbar einsprossende Kapillaren und
Osteoblastenvorlauferzellen, die aus Endothelzellen und perivaskuléaren
Mesenchymzellen hervorgehen und die sich zu Osteoblasten differenzieren
(Dimitriou et al., 2005). Diese reihen sich entlang des Kanals auf und fullen diesen

mit neuen Knochenlamellen auf. Die Lamellen liegen meist quer zur Langsachse des



4 | Einleitung

Knochens und werden durch Haver'schen Umbau in die eigentliche Struktur des
Knochens integriert (McKibbin, 1978).

Wahrend die priméare Heilung nur selten vorkommt, findet die sekundare oder
indirekte Knochenheilung in der Mehrzahl der Frakturen statt, sobald der Frakturspalt
eine Breite von 0,5 Millimeter Ubersteigt (Klaushofer and Peterlik, 1994). Auch die
Heilung ohne oder mit einer Art von Fixation, die ein bestimmtes Mal} an

Mikrobewegung zulésst, erfolgt stets sekundar.

Die in dieser Arbeit betrachtete sogenannte sekundare Knochenheilung (Dimitriou et
al., 2005; Tsiridis et al., 2007) zeichnet sich vor allem durch eine Aufeinanderfolge
periostaler, endostaler und interfragmentarer Kallusbildung aus sowie durch eine
Kombination aus intramembranéser und enchondraler Ossifikation (Einhorn, 1998).
Fur die intramembrandse Ossifikation werden mesenchymale Stammzellen aus dem
Periost rekrutiert (Bielby et al., 2007).

Initial erfahrt der Frakturspalt eine Verbreiterung durch die von Osteoklasten
ausgehende Resorption an den Fragmentenden. In der Folge bilden sich auf beiden
Seiten des Frakturspaltes Kallusmanschetten aus. Diese Manschetten wachsen
aufeinander zu bis die Fraktur tberbrickt ist. Dem Kallusaufbau geht zunachst ein
Hamatom voraus, das dann durch Granulationsgewebe ersetzt wird. Diesem folgt
dann kollagenes Bindegewebe, das durch Faserknochen abgeldst wird. Dieser wird
im weiteren Verlauf durch Lamellenknochen verstarkt. Der Faserknorpel im
interfragmentaren Bereich verkalkt allmahlich von den Fragmentenden her, engt den
Frakturspalt ein, und versteift damit die Fraktur. Dadurch wird die knocherne
Durchbauung des Frakturgebiets moglich (Willenegger et al., 1971).

Die Neubildung von Gefal3en zur Versorgung der Regenerationszone mit Sauerstoff
und Nahrstoffen und zum Abtransport von Stoffwechselprodukten ist fur den
Heilungsprozess essenziell (Kanczler et al., 2008; Stegen et al., 2015). Eine optimale
Frakturheilung ist auf eine adaquate Vaskularisierung angewiesen und damit auf die
Entstehung neuer Gefal3systeme (Geris et al., 2008). Dabei geht Gerstenfeld davon
aus, dass zwei verschiedene Signalwege die Angiogenese regulieren: ein ,vascular-
endothelial growth factor* (VEGF)-abhéangiger Signalweg und ein angiopoietin-
abhangier Signalweg (Gerstenfeld et al., 2003). Angiopoietin wird etwa ab dem

dritten Tag Uber den gesamten Verlauf der Knochenheilung unter dem Einfluss von
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.,bone morphogenetic protein“ (BMP) aus Osteoblasten exprimiert und férdert die
Bildung grofl3erer GefalRe und Verastelung bestehender Gefal3e (Dimitriou et al.,
2005). VEGFs hingegen stimulieren die Gefal3neubildung und die Proliferation von

Endothelzellen.

Eine besondere Rolle im Rahmen der Knochenheilung spielen aul3erdem
verschiedene Wachstumsfaktoren. Zu diesen gehdren unter anderem ,platelet-
derived growth factors® (PDGF), ,insulin-like growth factors® (IGF) und ,transforming-
grwoth-factor‘(TGF)-Superfamilie, der auch die ,bone morphogenetic proteins“ (BMP)

angehoren.

PDGFs konnen von Endothelzellen, Makrophagen, Monozyten, Osteoblasten und
Thrombozyten freigesetzt werden. Sie dienen in friihen Phasen der Frakturheilung
als chemotaktischer Stimulus fur inflammatorische Zellen und regen die Proliferation

von Osteoblasten und mesenchymalen Stammezellen an (Lieberman et al., 2002).

Die Freisetzung von IGFs aus Chondrozyten, Endothelzellen, Knochenmatrix und
Osteoblasten unterliegt der Regulation durch Wachstumshormone (Solheim, 1998).
IGF-1 stimuliert die Bildung der Knochenmatrix wahrend des gesamten Prozesses
der Knochenheilung, indem es mesenchymale Stammzellen und
Osteoprogenitorzellen rekrutiert und deren Proliferation foérdert (Dimitriou et al.,
2005).

Die TGF-Superfamilie beinhaltet eine groRe Zahl von Wachstums- und
Differenzierungfaktoren, darunter vor allem BMP und TGF- 3 (Tardif et al., 2004).
Einige Mitglieder dieser Familie beglnstigen spezifisch die unterschiedlichen Phasen
der intramembrandsen und enchondralen Ossifikation (Cho et al., 2002). TGF-B wird
auch von Osteoblasten und Chondrozyten produziert, in der Knochenmatrix
gespeichert und begunstigt die Proliferation von Mesenchymalen Stammzellen
(Lieberman et al., 2002).

Osteoprogenitorzellen, Mesenchymzellen, Osteoblasten und Chondrozyten in der
extrazellularen Matrix produzieren BMPs in unterschiedlichen Subformen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Knochenheilung (Dimitriou et al., 2005). Sie
stimulieren die Differenzierung von undifferenzierten Mesenchymzellen zu
Chondrozyten und Osteoblasten, sowie die Differenzierung von

Osteoprogenitorzellen zu Osteoblasten.
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In Bezug auf mdgliche Eingriffe in die Komplexitat der Frakturheilung, ist es
zusammenfassend erstrebenswert in der Frihphase der Heilungsreaktion vor allem
PDGF und TGF- B prasent zu haben, dann auch TGF- 3 im weiteren Verlauf und vor
allem IGF-1 und BMP in der letzten Phase der Heilung und waéahrend des
Remodelling (Gerstenfeld and Einhorn, 2003; Tsay et al., 2005). Voraussetzung fur
die Wirkung der genannten Molekiile ist jedoch die Entstehung neuer Gefal3systeme,
ohne die keine Heilung stattfinden kann und deren Initiierung im Fokus der Therapie
und dieser Untersuchung liegt (Fassbender et al., 2011). Die Vaskularisierung spielt

damit die zentrale Rolle bei der Knochendefektheilung (Hankenson et al., 2011).

Heilungsstorungen

Wie eingangs erwahnt, findet die Heilung eines Knochenbruches bei etwa 10% aller
Frakturen verzogert oder gar nicht statt. Bei géanzlich ausbleibender
Knochenneubildung im Frakturspalt bleibt eine Diskontinuitat des Knochens und
Beweglichkeit der Frakturenden zueinander unter Ausbildung eines Falschgelenks
zurlck, man spricht von einer ,Fractura non sanata®, einem ,non union“ und im

klinischen Sprachgebrauch von der Pseudarthrose.

Die Definition der Pseudarthrose ist in der Literatur unterschiedlich. Bis heute
allgemein anerkannte Charakteristika sind jedoch das radiologische Ausbleiben der
Vereinigung der Frakturenden Uber mindestens sechs Monate oder das
nachweisliche Ausbleiben einer Progression der Heilung in aufeinanderfolgenden
Rontgenaufnahmen Uber einen Zeitraum von drei Monaten (Reed et al., 2002;
Runkel and Rommens, 2000). Weiterhin kann eine Einteilung in reaktiv, vitale
Pseudarthrosen (hypertroph) und inaktive, avitale Pseudarthrosen (atroph)
vorgenommen werden. Die mechanischen und biologischen Ursachen der
Pseudarthrose sind vielfadltig und bis dato nicht vollstandig erforscht. Die

verschiedenen Formen lassen jedoch jeweils auch Ruckschlisse auf die Ursache zu.

Bei der reaktiven, vitalen Form bildet sich im Frakturspalt ein gut vaskularisiertes
Kallusgewebe, welches im Verlauf aber nicht in festen Knochen umgebaut werden
kann. Je nach Auspragung hypertrophiert das Kallusgewebe weiter und bildet somit
das sogenannte Elefantenfuf3-Phanomen. Radiologisch zeigt sich ein verbleibender

Frakturspalt mit reaktiver hypertropher endo- und periostaler Sklerose. Als Ursache
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sind hier vor allem mechanische Probleme anzusehen, die durch repetitives
Zerreil3en des neugebildeten Geflechtknochens eine sichere Spaltiberbriickung
verhindern (Sturmer, 1996). Beispiele dafiir kbnnen eine mangelhafte Ruhigstellung,
schlechte Compliance des Patienten mit inadaquater oder verfrihter Belastung,
unzureichende osteosynthetische Versorgung oder auch Materialbruch nach

Osteosynthese sein.

Die inaktive, avitale Form der Pseudarthrose zeigt sich radiologisch ohne
darstellbaren Frakturkallus im Defektspalt und atrophierten Fragmentenden.
Histologisch findet sich avitales, nekrotisches Gewebe ohne wesentliche
Vaskularisierung (Schweiberer et al., 1999). Diese Form der Pseudarthrose ist
groRtenteils durch eine Stérung biologischer Heilungsprozesse bedingt und
malfigeblich auf eine lokale Ischamie zurlickzufihren, die eine adaquate
Kallusbildung verhindert. So kann dies etwa durch Grunderkrankungen wie die
periphere arterielle Verschlusskrankheit oder Diabetes Mellitus begunstigt werden.
Jedoch hat bei traumatischen Frakturen auch das Ausmald der
Umgebungsschadigung einen wesentlichen Einfluss auf das Risiko fir
Heilungsstérungen. So kann beispielsweise das Kompartmentsyndrom mit der damit
einhergehenden  Minderdurchblutung die Entstehung einer Pseudarthrose
beglnstigen. Auch stark dislozierte Frakturen, Frakturen ohne Fragmentkontakt,
sogenannte Critical Size Defects stellen ein hohes Risiko fiir die Ausbildung einer
Pseudarthrose dar (Runkel and Rommens, 2000). Doch auch die Anwesenheit
oestochondraler Progenitorzellen scheint eine entscheidende Rolle zu spielen
(Simpson et al., 2006).

Entsprechend der anatomisch bedingten verminderten Blutversorgung, treten
Pseudarthrosen vermehrt in diaphysaren Knochenbereichen und somit insbesondere
an den langen Rohrenknochen auf. Eine Sonderstellung nimmt hierbei das Os

Scaphoideum ein, welches vermehrt von Heilungsstérungen betroffen ist.

Dementsprechend resultiert die groRe Mehrheit der Pseudarthrosen (etwa 80%) aus
Traumata. Etwa 10-15% treten postoperativ auf, wobei hier sicherlich eine hdhere

Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen von Risikofaktoren bericksichtigt werden muss.
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Wahrend bei der reaktiven, vitalen Form der Pseudarthrose die Ursache gleichzeitig
auch eine Therapie vorgibt, ist die Therapie der inaktiven, avitalen Form ungleich
schwerer und soll hier im Fokus der folgenden Untersuchung stehen.

Basierend auf dem bereits dargestellten Wissen zu den beteiligten Molekilen und
der abnehmenden Leistung des Immunsystems im Alter (Weiskopf et al., 2009),
muss das Alter selbst als eigenstandiger Risikofaktor fir die Heilungsverzogerung
von ossaren Lasionen hervorgehoben werden (Demir et al., 2008). Als Ursache wird
vor allem die im hoéheren Alter dominierende Osteoklastenaktivitat gesehen, die
einen offenbar negativen Einfluss auf die Kallusentwicklung hat (Mehta et al., 2010).
Diese osteopene Stoffwechsellage konnte bereits bei Ratten nachgewiesen werden
(Plate et al., 2014) und ein vergleichbarer Effekt auch durch Ovariektomie
herbeigefihrt werden (Dai et al.,, 2014). Diese Erkenntnisse wurden im Rahmen

dieser Studie zur Entwicklung des vorliegenden Tiermodells berticksichtigt.

Diagnostik bei Frakturen

Bei der klinischen Primarbeurteilung steht die korperliche Untersuchung im
Vordergrund. Dabei kdnnen bereits einige sichere Frakturzeichen erfasst werden:
Fehlstellung, abnorme Beweglichkeit, Krepitationsgerausche bei Bewegung oder
freiliegende Knochen mit sichtbarer Bruchstelle. Zu den unsicheren Frakturzeichen
zahlen dagegen Schmerz, ausgepragtes Hamatom sowie Funktionsdefizite. In jedem

Fall bedarf es dann weiterer apparativer Diagnostik.

Dabei hat zunachst die konventionelle Rontgendiagnostik aufgrund der guten und
vergleichbar kostengunstigen Verfugbarkeit, der schnellen Durchfihrbarkeit und der
vergleichbar geringen Strahlendosis den hdchsten Stellenwert bei der Feststellung
und Beurteilung von Frakturen. Erstrebenswert ist hier eine Aufnahme in zwei
Ebenen sowie gegebenenfalls spezielle Zielaufnahmen zur besseren Beurteilung

(bspw. Radiuskdpfchen).

Zur genaueren Beurteilbarkeit von schlecht einsehbaren Knochenbriichen wie etwa
Mehrfragmentare Knochenbriiche, gelenknahe Frakturen und andere spezielle
Lokalisationen, ist eine zweidimensionale Darstellung haufig nicht ausreichend. Hier
ist die Anfertigung einer Schnittbilddiagnostik mittels Computertomographie (CT)

indiziert, die durch Rekonstruktion der Daten auch eine dreidimensionale
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Begutachtung ermdéglicht. Somit kann beispielsweise eine Gelenkbeteiligung sicher

beurteilt oder die anschliel3ende operative Therapie besser geplant werden.

Im Bereich der tierexperimentellen Untersuchungen von Frakturmodellen in der
unfallchirurgischen Grundlagenforschung hat sich insbesondere die Mikro-
Computertomographie (UCT) als Standard durchgesetzt, wahrend der Nutzen
alternativer Verfahren, wie beispielsweise die Ultraschalldiagnostik noch diskutiert
werden (Axelrad and Einhorn, 2011; Rohrbach et al., 2013).

Neben der sehr gut etablierten Roéntgentechnik zur Verlaufskontrolle, wurde im
Rahmen dieses Experiments im Wesentlichen auf das pCT als mal3gebliches

Analyseverfahren zurtickgegriffen.

Behandlungskonzepte

Das Ziel jeder Frakturbehandlung ist die vollstandige Funktionswiederherstellung im
Sinne einer restitutio ad integrum. Die Grinder der Arbeitsgemeinschaft fur
Osteosynthese (AO) haben hierfiir bereits Ende der 50er Jahre vier grundsatzliche

Prinzipien der Therapie postuliert, die bis heute noch weitgehende Giiltigkeit haben:

1. Frihe anatomische Rekonstruktion der Frakturfragmente, insbesondere bei
Gelenkbriuichen.

2. Stabile innere Fixation durch interfragmentare Kompression, um den lokalen
biomechanischen Anforderungen gerecht zu werden.

3. Erhaltung der Blutversorgung von Knochen und Weichteilen durch
atraumatische Operationstechnik.

4. Fruhe aktive Mobilisation der verletzten Extremitat sowie des Patienten zur

Vermeidung der Frakturkrankheit.

Zu den Ublichen Osteosyntheseverfahren zéhlen vor allem die Plattenosteosynthese,
Verschraubung sowie die Verwendung von Marknageln oder innerer und aul3erer
Fixateure. Der in dieser Studie verwendete Fixateur externe ist beim Menschen in
der Regel nur im Rahmen der Priméarversorgung bei meist offenen Frakturen mit
entsprechend ausgepragten Weichteildefekten indiziert. Durch die geringe
Kontaktflache und minimale Manipulation am Weichgewebe wéahrend der

Implantation, stellt der Fixateur externe ein vergleichsweise schonendes Verfahren
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der Stabilisierung dar. Im Rahmen eines Zweiteingriffes nach Konsolidierung der
Weichteile erfolgt dann in der Regel die Verfahrensumstellung auf ein oben
genanntes internes Osteosynthesematerial.

Im Falle der Pseudarthrose geben die vermeintlichen Ursachen auch gleichzeitig die
erfolgversprechendste Therapie oder Therapieansatze vor. Bei einer reaktiven
Pseudarthrose auf dem Boden einer Infektion steht die Sanierung dieser an erster
Stelle, wahrend reaktive Pseudarthrosen mit mechanischer Ursache primar mit
fortdauernder oder intensivierter Ruhigstellung behandelt werden sollten.
Insbesondere im Falle der atrophen Pseudarthrose ohne erkennbare Ursache steht
jedoch die Stimulation des Knochenwachstums im  Mittelpunkt des
Therapiekonzeptes. Die autologe Spongiosatransplantation ist dabei aktuell der
Goldstandard in der Behandlung von atrophen Pseudarthrosen (Rosset et al., 2014)
Einen bereits in der Kklinischen Praxis angewandten und hieran angelehnten
alternativen Ansatz stellt beispielsweise die Masquelet-Technik dar (Giannoudis et
al., 2011). Diese Technik spielt besonders fur Frakturen mit grél3eren Knochen- und
Weichteildefekten ohne Gelenkbeteiligung eine Rolle. Hierbei handelt es sich um
einen Zweizeitigen operativen Eingriff. Im Rahmen der Erstversorgung wird ein
ausgiebiges Wund- und Knochendebridement durchgefuhrt, es folgt die weitgehende
Weichteildeckung und das Einbringen eines Platzhalters mit Knochenzement, sowie
die abschlielende interne oder externe Stabilisierung. Der sich im Verlauf
anschlieBende Zweiteingriff beinhaltet die Entfernung des Platzhalters und
Transplantation von autologer Spongiosa in den Bereich des Knochendefekts, der
nun von einer durch den Fremdkoérper induzierten Membran umgeben wird

(Krappinger et al., 2015).

Bereits 1986 wurde der positive Effekt von BMP auf die Knochenheilung beschrieben
(Nilsson et al., 1986) und daraufhin in diversen weiteren tierexperimentellen Studien
an verschiedenen Versuchstieren und dabei insbesondere auch an Ratten belegt
(FalRbender et al., 2014; Wildemann et al., 2011). Dieser Ansatz wurde mittlerweile
auch in mehreren klinischen Studien am Menschen fir rekombinantes humanes (rh)
BMP-2 und BMP-7 Ubertragen und dessen Wirkung bestatigt (Axelrad and Einhorn,
2009; R. Dimitriou et al., 2005; Lyon et al., 2013), insbesondere auch im Vergleich

mit der autologen Knochenmarkstransplantation (Zimmermann et al., 2007).
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Andererseits zeigte sich in einer grof3 angelegten randomisierten Doppelblind-Studie
nach Applikation von rhBMP-2 am Menschen kein positiver Effekt hinsichtlich einer
verkirzten Knochenheilung gegeniber der Standardtherapie (Aro et al., 2011).

Aufgrund der sehr guten tierexperimentellen Ergebnisse nach Applikation von BMP-2
und verhaltnismafiig einfachen Implementation in das geplante Tiermodell wurde
dieser Wachstumsfaktor fur die Positiv-Kontrollgruppe dieser Untersuchung

verwendet.

Tiermodell
Untersuchungen zur Knochenheilung lassen sich anhand von Untersuchungen an

postmortalen humanen Praparaten kaum nachvollziehen, da der sehr sensible
Knochenstoffwechsel nicht reaktiviert oder in seiner gesamten Komplexitéat
nachgebildet werden kann. Auch sind Untersuchungen dieser Art im Bereich der
zellularen Grundlagenforschung in In-vitro-Modellen nur eingeschrankt mdglich, da
hier die Komplexitat des gesamten Stoffwechsels eines Organismus und damit
diverser einflussnehmender Faktoren nicht in seiner vollen Variabilitdt entsprochen
werden kann. Insbesondere die Einpassung in eine raumliche Struktur mit samtlich
einwirkenden mechanischen Kraften ist hier kaum nachvollziehbar. Im Tiermodell
hingegen lassen sich Untersuchungen biologischer Prozesse mit allen relevanten
Einflussfaktoren in vivo beobachten und somit beispielsweise Kenntnisse zur
Pravention, Diagnostik und Therapie von Krankheiten gewinnen, die dann mit

Einschrankung auch auf die humane Situation Ubertragbar sind.

In dieser Studie wurde die Sprague-Dawley-Ratte als Versuchstier gewahlt. Um eine
identische und reproduzierbare Ausgangssituation zu gewahrleisten und externe
Einflussfaktoren vergleichbar zu machen, wurden in allen Versuchsgruppen
ausschlie3lich weibliche Sprague-Dawley-Ratten mit vergleichbarem Alter und
Gewicht sowie gleichen Haltungsbedingungen wund grundséatzlich gleichen

Therapiemethoden eingesetzt.

In  der medizinischen Grundlagenforschung - insbesondere auch in der
Traumatologie — werden Ratten haufig als Versuchstiere fur wissenschaftliche
Fragestellungen verwendet. Hinsichtlich der dieser Arbeit zugrunde liegenden

Fragestellung bedurfte es hier einer genauen Abwagung von rechtlichen,



12 | Einleitung

medizinischen, wirtschaftlichen und letztlich auch praktischen Faktoren. Dabei muss
hervorgehoben werden, dass die Knochenanatomie der Ratte zwar dem des
Menschen in einiger Hinsicht ahnlich ist, letztlich aber eben nicht eins zu eins
Ubertragbar ist. 89, Nr. 2 des deutschen Tierschutzgesetzes schreibt vor, dass unter
Bericksichtigung der geplanten Studie und der in Frage kommenden Spezies, die
bezuglich der Sinnesphysiologie am niedrigsten entwickelte Spezies ausgewahlt
werden muss. Diesem Anspruch wurde mit der Auswahl der Ratte entsprochen,
obwohl diese im Vergleich zu anderen Versuchstieren wie etwa Hunden, Schafen
oder Schweinen hinsichtlich des Aufbaus, der Dichte und der Qualitat des Knochens
eine geringere Ubereinstimmung zum humanen Praparat aufweist (Aerssens et al.,
1998).

Das Femur bietet sich als grof3ter und gut zuganglicher Réhrenknochen der Ratte als
Praparat an. Im Gegensatz zum Unterschenkel mit Tibia und Fibula ist er als einzeln
angelegter Knochen des Oberschenkels besser zum operativen Verfahren geeignet,
da die Gefahr der Verletzung weiterer Knochen und damit einhergehend auch die
Gefahr der Verfalschung des Heilungsergebnisses deutlich geringer sind. Zudem
lasst sich im Rahmen der radiologischen Auswertung des Heilungsergebnisses die
Uberlagerung durch nebenanliegende Knochen minimieren. Die gut definierte
Anatomie der Hinterlaufe der Ratte tragt weiterhin zu einer Reduktion des

Operationsrisikos bei (Jager et al., 2005a).

Eine vergleichende Einteilung in den zeitlichen Ablauf der Regenerationsprozesse
wie beim menschlichen Knochen ist bei der Untersuchung der Knochenheilung bei
der Ratte leider nicht méglich, da das osteogene Potenzial kleiner Nagetiere deutlich
hoéher ist als das des Menschen (Hietaniemi et al., 1995). Im Vergleich zu Méausen
etwa stellt die Ratte allerdings unter Berucksichtigung des gewéhlten
Operationsverfahrens die minimale anatomische Grof3e dar, die in diesem Aufbau
Verwendung finden kann. Weitere Vorteile liegen in der vergleichbar guten
Verflugbarkeit der Ratte, der kostenginstigen Haltung und der unkomplizierten und
vielfach erprobten Handhabung der Tiere. Im Bezug auf diese Studie war aul3erdem
die Verfugbarkeit von entsprechenden Antikorpern fir die Gewinnung der

Vorlauferzellen aus dem peripheren Blut ein entscheidendes Kriterium.
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Zelltherapie

Mesenchymale Stromazellen sind in der Lage, sich in verschiedene Folgezellen
auszudifferenzieren, darunter insbesondere zu Osteoblasten und Chondrozyten
(Pittenger, 2008). Wie bereits beschrieben geht durch die Freisetzung von VEGF-A
und IGF-1 auch ein pro-angiogenetisches Potenzial von diesen Zellen aus (Sorrell et
al., 2009). Beide der genannten Eigenschaften sind essenzielle Bestandteile der
Knochenheilung und lassen den Schluss zu, dass eine Steigerung dieser
spezifischen Zellen im Bereich eines Knochendefektes einen positiven Einfluss auf
das Heilungsergebnis nimmt. Die Wirkung dieser Vorlauferzellen wurde bereits in
tierexperimentellen Untersuchungen bestatigt (Atesok et al., 2010; Granero-Molto et
al., 2009; Wang et al., 2012). Das zeitaufwandige Verfahren, die Komplexitat der
Handhabung und die hohen Gesamtkosten durch Isolation, Aufbereitung und
Reapplikation machen jedoch die Ubertragung dieses Therapieansatzes auf den
klinischen Alltag schwierig (Pittenger, 2008). Zudem stellt die bisher (Ubliche
Entnahme aus dem Knochenmark einen zusatzlichen potenziell risikobehafteten
Eingriff dar. Aufgrund der verhaltnismalig einfachen und kaum invasiven
Verfugbarkeit, stellt die Entnahme der Zellen aus dem peripheren Blut eine
vielversprechende Alternative dar (Bussche and Van de Walle, 2014; Preininger et
al., 2013).

Nach Sichtung aktueller Literatur wurden fiir diese Studie zwei immunphéanotypische
Oberflachenmerkmale identifiziert, CD34 und CD133.

Der Oberflachenmarker CD34 wird unter anderem von hamatopoetischen
Stammzellen und Kapillarendothelzellen exprimiert und ist als Marker fir
verschiedene Vorlauferzellen seit Jahren etabliert (Nielsen and McNagny, 2008).
CD34-positive Zellen kbénnen sich zu Endothelzellen ausdifferenzieren und somit
wesentlich zur Ausbildung neuer Gefal3systeme beitragen (George et al., 2011;
Matsumoto et al., 2006).

Der Oberflachenmarker CD133 wird unter anderem von mesenchymalen
Stammzellen und Endothelzellen exprimiert. Auch fir CD133-positive Zellen ist das
von ihnen ausgehende angiogenetische Potenzial bereits untersucht und bestatigt
worden (Adini et al., 2013; Elkhafif et al., 2011).
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Hypothesen und Ziele

Der Fokus der Untersuchung lag auf dem Problem der atrophen Pseudarthrosen und
maoglicher zelltherapeutischer Einflussmoglichkeiten. Vor dem Hintergrund aktueller
wissenschaftlicher Erkenntnisse wurden folgende Hypothesen formuliert und im

Tiermodell untersucht.

Hinsichtlich eines zu etablierenden Tiermodells wurde angenommen, dass bei 12-
Monate alten weiblichen, Sprague Dawley Ratten (min. 3 Wdirfe) ein durch
Osteotomie entstandener Defekt von 2 mm stabilisiert durch einen Fixateur externe
nicht innerhalb von sechs Wochen heilt und sich weiterhin das Heilungsergebnis
durch Manipulation an einem in den Spalt zu implantierenden Blutclot als mdglichen

Therapietrager beeinflussen lasst.

Hinsichtlich der Therapie wurde vermutet, dass die zuvor ausgewdahlten CD34- und
CD133-positiven Zellen im genannten Tiermodell einen im Vergleich zur Leergruppe

deutlich positiven Heilungseffekt zeigen.

Ziel dieser Studie war es somit, zunachst suffiziente angiogenetische Faktoren aus
dem peripheren Blut zu isolieren und diese zur Stimulation der Knochenregeneration
bei verzogerter Knochenheilung zu nutzen. Dazu sollte zunachst ein Tiermodell mit
reproduzierbarer Knochenheilungsstérung unter Berlcksichtigung klinisch relevanter
Risikofaktoren etabliert werden. Zudem sollte eine einzeitige Methode zur
Zellgewinnung und Reapplikation evaluiert werden, um die bisher bei

Stammzelltransplantation bekannten Komplikationen zu umgehen.
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Material und Methoden

Als Tiermodell wurden weibliche Sprague-Dawley-Ratten verwendet. Zu Beginn
wurde das linke Femur diaphysar osteotomiert und mit einem Fixateur externe
stabilisiert. In den Therapiegruppen erfolgte die Applikation eines mit Zellen
beladenen Blutkoagels in den Osteotomiespalt. Es erfolgte eine radiologische
Verlaufskontrolle im pCT (in vivo) nach zwei, vier und sechs Wochen, sowie eine
hochauflosende pCT-Diagnostik (in-vitro) nach Probenentnahme nach sechs

Wochen.

Tiermodell

Ingesamt wurden 46 weibliche Sprague Dawley Ratten mit mindestens drei Wurfen
und einem Alter von 10 bis 12 Monaten im Rahmen der Untersuchung verwendet.
Haltung und Versorgung der Versuchstiere erfolgte fur die gesamte Dauer des
Versuchs in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité, Campus Virchow-
Klinikum. Eine Genehmigung des Tierversuchsvorhabens (G 0428/08) wurde vorab
beantragt und durch das Landesamt fur Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und

technische Sicherheit, Berlin, erteilt.

Entsprechend ihres Sozialverhaltens wurden die Versuchstiere in Gruppen von zwei
oder maximal drei Tieren in Kafigen gehalten, das Licht wurde entsprechend eines
zwolfstiindigen Tag/Nacht-Rhythmus geregelt und die Durchschnittstemperatur in
den Raumen entsprach 18-20°C. Die Futterung erfolgte mit Nagetierfutter (Sniff
Spezialdiadten GmbH) sowie Wasser ad libitum. Damit entsprachen die
Haltungsbedingungen der Gesellschaft fur Tierversuchskunde GV SOLAS und den
Richtlinien der European Convention ETS 123. Im Rahmen des im Folgenden
beschriebenen operativen Eingriffes wurden die Tiere fur kurze Zeit in Einzelkéafigen
isoliert, um gegenseitiger Manipulation der Wunden und des Fixateurs
entgegenzuwirken. Dabei wurde jedoch sichergestellt, dass die Tiere wahrend der
gesamten Zeit der Isolierung visuell, olfaktorisch und akustisch kommunizieren
konnten. Die Kennzeichnung der Tiere erfolgte mittels farbiger Ringe und
Langsstriche um die Schwanzwurzel der Tiere, die eine Versuchstiernummer
kodierten. So konnte die standardisierte individuelle Zuordnung der Versuchstiere

gewahrleistet und Verwechselungen sicher ausgeschlossen werden.
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Gruppeneinteilung und zeitlicher Verlauf
Das Operationsverfahren der Osteotomie wurde bei allen Tieren in gleicher Weise
angewendet. Die Zuordnung zur Versuchsgruppe erfolgte zum gleichen Zeitpunkt

abhangig von der durchgefiihrten Behandlung:

e Sieben Tiere wurden der Leergruppe zugeordnet und erhielten nach der
Osteotomie und Versorgung mit dem Fixateur externe keine weitere

Frakturversorgung.

e Sieben Tiere wurden einer Positiv-Kontrollgruppe zugeordnet. In den

Frakturspalt wurde ein mit BMP2 beladener autologer Blutkoagel appliziert.

e EIf Tiere wurden einer Negativ-Kontrollgruppe zugeordnet. Dabei wurde den
Tieren ein autologer unbeladener Blutkoagel (abc) in den Frakturspalt

appliziert.

e Insgesamt 21 Tiere wurden auf zwei Therapiegruppen verteilt in der jeweils
ein autologer Blutkoagel als Trager von zuvor gewonnenen Zellen direkt in

den Frakturspalt appliziert wurde.

Gruppe Behandlung Tierzahl
Leergruppe In situ Hamatom belassen 7
Positiv-Kontrollgruppe (BMP) BMP2 7
Negativ-Kontrollgruppe (ABC) Autologer Blutkoagel 11
CD34 — Therapiegruppe 2x10° CD34pos. Zellen 8
CD133 — Therapiegruppe 2x10° CD133pos. Zellen 13

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Gruppen

Blutabnahme und Zellgewinnung

Zur Gewinnung der CD34- und CD133-positiven Zellen wurde Vollblut aus
Spendertieren abgenommen und anschlieBend im Verhéltnis 1:1 mit
phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) verdinnt. Mononukleare Zellen wurden
durch Dichtezentrifugation (Histopaque-1083, Sigma-Aldrich, Miinchen) getrennt und
die Suspension zweifach mit PBS gespiilt. Die Zielzellen wurden dann durch positive
Selektion mittels MACS (Magnetic Activated Cell Sorting, Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach) anhand spezifischer Oberflachenstrukturen herausgefiltert.

Hierzu wurde die Suspension zunachst mit biotinylierten Antikérpern fir 10 min
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inkubiert und erneut mit PBS-L6sung gespult. Es handelt sich hierbei um spezifische
Antikorper gegen Zelloberflachenmerkmale, sogenannte CD-Antigene. Danach
erfolgte die 12-minutige Inkubation  mit anti-Biotin-AntikGrpern, sogenannten
MicroBeads. Je nach Versuchsgruppe und gewahltem Antikdrper (Ab16518-100
abcam lot:746560, abcam, Cambridge, GroRbritannien) wurden die MicroBeads
folglich an Zellpopulationen mit den Oberflachenamrkmalen CD34 und CD133
gebunden. Nach erfolgter Inkubation wurde die Zellsuspension Uber eine
magnetische Saule gegeben und die markierte Population zurtickgehalten. Durch
Spulen der Saule und Aufhebung des Magnetfeldes wurden die Zielzellen isoliert.
Die gebundenen MicroBeads bestanden aus Eisenoxid und einer Polysaccharid-
Hulle mit der Bindungsstelle fur den Antikérper und sind damit biologisch abbaubar.

Abbildung 1: Kinstlicher Blutkoagel fiir die Anwendung in der Leergruppe und als

Tragermaterial fur die Zelltherapie.

Vor der Osteotomie wurde fur jedes Tier (mit Ausnahme der Tiere in der Leergruppe)
ein kanstlicher Blutkoagel bestehend aus 200 pyL autologem periphervenésem Blut
angefertigt. Dazu wurde die rechte Vena Saphena unter Vollnarkose mit einer Kantile
punktiert und Blut in eine 1 ml-Spritze aufgezogen. Um die sofortige Gerinnung zu
inhibieren wurde die Spritze zuvor mit 30 ul Citrat (aus BD Vacutainer Citrate Plus
#36080, BD Franklin Lakes, NJ, USA) prapariert. Das Blut wurde anschlief3end in
den Deckel eines 1,5 ml Eppendorf-GefaR3es (VER International, Darmstadt)
umgefillt, um den entstehenden Koagel der Form des Osteotomiespaltes und in
etwa dem Durchmesser des Rattenfemurs anzupassen (Abb. 1). Je nach
Gruppenzugehorigkeit wurden nun 2x105 gewonnene Zellen oder in der Positiv-
Kontrollgruppe 50 pug rhBMP2 (gewonnen aus E.Coli (Kubler et al., 1998); 1 mg/ml
ddH20, Prof. Sebald, Wirzburg) hinzugegeben und die Blutgerinnung mit der
Zugabe von 4 pl CaCl2-12H20 und 4pl Thrombin (entsprechend 5001.E. / ml, Baxter
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Deutschland, Unterschleil3heim) eingeleitet. In der Negativ-Kontrollgruppe wurde

lediglich die Blutgerinnung eingeleitet.

Fixateur externe

Der fur dieses Tiermodell verwendete Fixateur externe (Abb. 2) bestand aus vier
Kirschnerdrahten aus Metall (0,8 mm Durchmesser) mit trokarférmigem Gewinde
zum Einbringen und zur bikortikalen Verankerung im Knochen (Fa. M. Jagel, Bad
Blankenburg). Die aul3erhalb des Koérpers liegende Schienung erfolgte durch einen
Verbindungsbalken aus quervernetztem Karbon. Dieser bestand aus zwei
Einzelplatten mit vier gegenuberliegenden Nuten fur die Aufnahme der K-Drahte,
welche mit zwei Senkkopfschrauben und jeweils einer Mutter fest miteinander

verbunden wurden.

Abbildung 2: Darstellung eines Fixateur Externe am Femur mit Osteotomie mit Pin 1 — 4 von
links nach rechts (Kaspar et al., 2008)

Dieses Modell wurde entsprechend des oben beschriebenen operativen Vorgehens
zuvor in einem In-vitro-Ansatz getestet und auf seine biomechanische Belastbarkeit
untersucht (Strube et al., 2008).

Osteotomie und Transplantation

Der operative Eingriff erfolgte in Vollnarkose. Dazu erhielten die Tiere eine
intraperitoneale Injektion mit 0,3 mg/kgKG Medetomidin (Domitor®, Pfizer, Karlsruhe)
und 60 mg/kgKG Ketamine (Actavis, Langenfeld). Der Austrocknung der Kornea
wurde mit lokaler Anwendung von Panthenol-Augensalbe® (Jenapharm, Jena)
vorgebeugt. Vor der Operation erfolgte zundchst eine Gewichts- und
Temperaturkontrolle. Prophylaktisch erfolgte bei allen Tieren die perioperative
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antibiotische Abschirmung mit 4 mg/kgkG Clindamycin (Ratiompharm, Ulm) per
subkutaner Injektion. Die Ratte wurde in Rechtsseitenlage auf einer 37°C warmen
Warmeplatte gelagert, der linke Hinterlauf und das gesamte Bein wurden rasiert. Als
zusatzliche Analgesie erhielten die Tiere unmittelbar vor dem operativen Eingriff eine
subkutane Injektion mit 20 mg/kgkG Tramaldol (Tramal®, Ratiopharm, Ulm). Dann
erfolgte die dreimalige Desinfektion der Haut im Operationsgebiet mit Povidon-lod
(Braunoderm®, Braun, Melsungen) und die sterile Abdeckung mit einem Lochtuch.

Es erfolgte eine etwa 3 cm lange laterale Inzision der Haut Uber dem palpierbaren
Femurschaft von kaudal des Huftgelenkes nach distal, etwa mittig zwischen
Trochanter major und Epicondylus lateralis femoris. Unter Schonung der proximo-
lateralen Sehnenanséatze wurde das Os femoris durch Spaltung der Membrana
intermuscularia und Separation der umliegenden Muskulatur zwischen Extensoren-

und Flexorenloge weitgehend freiprapariert.

Fur die folgenden Bohrungen sowie auch fur die anschlieBende Osteotomie des
Femurs wurde ein elektrisches Bohrgerat mit flexibler Welle und elektrischem
FuRBpedal (16000 U/Min, Proxxon, Niersbach / Eifel) verwendet. Wahrend des
Bohrens und der Osteotomie, erfolgte die stetige Spulung des Operationsgebietes
mit 0,9% Kochsalzlésung, um thermische Schéden an Knochen und umliegenden
Weichteilen zu verhinden. Zunachst wurde bei manueller Fixierung des Knochens
und Beachtung einer lotrechten Lage des Bohrers (0,8 mm, S-11, Implantmeds,
W&H Oral Surgery, Biiromoos, Osterreich) zur Langsachse des Knochens ein Kanal
fur den distalen Kirschnerdraht (KD 4) monokortikal vorgebohrt. Dieser wurde dann
mit Hilfe eines Handbohrfutters senkrecht zur Knochenachse bikortikal eingebracht.
Unter Zuhilfenahme einer an KD 4 fixierten Schablone wurde nun der proximale
Schaft fur den KD 1 entsprechend vorgebohrt, um eine Abweichung des Drahtes
beim Einbringen, aufgrund der Schragheit des Knochens, zu verhindern. KD 1 wurde
dann parallel zu KD 4 mittels Handbohrfutter platziert. Die Kanale fir die beiden
innenliegenden Pins (KD 3 und 4) wurden anschlie3end nach gleichem Prozedere
monokortikal vorgebohrt und die Dréhte parallel zu den auf3enliegenden Pins und
senkrecht zur Knochenachse bikortikal verankert. Die Bohrschablone wurde entfernt
und ein Verbindungsbalken des Fixateur externe im definierten Abstand von 7,5 mm
zum Knochen durch Verschraubung fest mit den vier Pins verbunden. Um

Verletzungen der Tiere im weiteren Versuchsablauf zu vermeiden, wurden die nun
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stabilisierten Drahte mit einem Seitenschneider direkt oberhalb des

Verbindungsbalkens abgetrennt.

Der Knochen wurde nun zwischen den beiden innenliegenden Pins auf einer Lange
von etwa 4 mm von Weichteilgewebe freiprapariert, die inzidierte Muskulatur wurde
mit Wundhaken geschont. Eine Sageschablone wurde zur besseren Vergleichbarkeit
des Eingriffes an den angelegten Kirschnerdrahten fixiert. Es erfolgte anschlieRend
die durch die Schablone standardisierte 2 mm breite Doppelosteotomie in der Mitte
zwischen den beiden innenliegenden Pins mit einer Diamanttrennscheibe von 0,3
mm Dicke (S-8R, Implantmeds, W&H Oral Surgery, Biiromoos, Osterreich). Das

entstandene freie Knochensegment wurde entfernt.

In den entstandenen Osteotomiespalt wurde nun je nach Zugehdrigkeit zu einer
Gruppe, ein kunstlich hergestellter und entsprechend beladener autologer Blutkoagel
eingebracht. Bei der Leergruppe blieb der Osteotomiespalt unbehandelt. Es erfolgte
danach keine weitere Spulung.

Der Wundverschluss erfolgte mittels fortlaufender Naht der Muskelfascie mit
geflochtenem resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl® 3-0, Ethicon, Norderstedt) und
Hautverschluss durch Einzelknopfnahte mit monofilem nicht resorbierbarem
Nahtmaterial (Prolene® 3-0, Ethicon, Norderstedt). Zur Kontrolle und Dokumentation
des Operationsergebnisses, insbesondere der korrekten Reposition, folgten
Rontgenaufnahmen der linken hinteren Extremitat (52 kV, 1,8 mAs auf konventionelle
Rontgenfilme, Chronex 5 Medical X-ray Film, AGFA-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien;
Gerat: Mobilett Plus X-ray unit, Siemens, Erlangen). Die Rontgenfilme wurden zur

exakten Zuordnung mit Tiernummer und Datum gekennzeichnet und archiviert.

Zur Vermeidung einer Hypothermie wurden die Tiere nach dem Eingriff bis zum
Erwachen unter einer Warmelampe gelagert. Dort erlangten alle Tiere nach

spatestens 30 Minuten das Bewusstsein.

Postoperativ erhielten die Tiere 25 ml/l Tramaldol (Tramal®, Ratiopharm, Ulm) im
Trinkwasser fur drei Tage zur Analgesie. Das Nahtmaterial wurde nach 14 Tagen im
Rahmen der regelmafRigen Wundkontrolle entfernt. Die Wundpflege bestand aus
Spruhdesinfektion des Wundgebietes und vorsichtiger Abtragung von
Verschorfungen und Exsudaten mit einer Pinzette nach vorheriger Aufweichung mit

Polyvidon-lod, sowie aus der Reinigung des Fixateurs mit in Wasserstoffperoxid
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getrankten Wattestdbchen. Weiterhin wurden klinische Infektionszeichen evaluiert,
um die Tiere gegebenenfalls vom weiteren Verlauf auszuschliel3en. Dazu wurden die
Eintrittsstellen der Pins grindlich auf Anzeichen eines entzindlichen Geschehens
inspiziert und das umliegende Gewebe auf Schwellungen, R6tungen oder
Uberwarmung gepruft. AuRerdem wurden die Tiere taglich beobachtet, da
Verhaltensauffalligkeiten wie Aktivititsminderungen, Anderungen im Gangbild oder
mangelnde Wasser- und Nahrungsaufnahme auch als Infektionszeichen gewertet

werden kénnen. Das Gewicht der Tiere wurde wochentlich im Verlauf kontrolliert.

Euthanasie und Praparatgewinnung

Im Anschluss an die letzte Verlaufskontrolle sechs Wochen nach der Osteotomie
erfolgte die Euthanasie der Tiere. Dazu wurden die Tiere im bereits zuvor
beschriebenen tiefen Narkoseverfahren durch die intrakardiale Injektion von
mindestens 5 ml 7,45 % Kaliumchlorid (B.Braun Melsungen AG, Melsungen) getotet.
Der Tod trat innerhalb weniger Sekunden nach Applikation ein. Es erfolgte die
Sicherung durch palpatorische Kontrolle des Herzstillstandes und Ausbleiben von
Thoraxexkursionen sowie durch optische Kontrolle der Retina-Durchblutung. Zur
Absicherung wurde die rasche Entblutung Uber die intracardial liegende Kanile

herbeigeftuhrt.

AnschlieBend wurde das Ilinke Os Femoris mitsamt dem umliegenden
Weichteilmantel und dem anliegenden Fixateur externe entnommen. Um weitere
Schaden am Praparat zu vermeiden musste hier besonders darauf geachtet werden,
jegliche Zug-, Scher- und Druckkrafte am Knochen auf ein Mindestmal3 zu
beschranken. Gemall dem oben beschriebenen Vorgehen zur Osteotomie wurde das
Femur behutsam freiprapariert und dann mittels Skalpell und Praparationsschere in
Huft- und Kniegelenk exartikuliert, indem zunéchst der Band- und Sehnenapparat
des Kniegelenkes und dann durch eine halbkreisférmige Umschneidung des
Trochanter major der Beuge- und Streckapparat der Hufte durchtrennt wurden. Das
Os Femoris konnte dann im Verbund mit Weichteilgewebe und dem Fixateur externe
entnommen und sehr vorsichtig von tbrigem Muskelgewebe und Bandern befreit
werden. Zur manuellen Fixation diente wahrend des ganzen Eingriffs der Fixatuer
externe. Der Fixateurbalken wurde anschlieend von den Pins abmontiert und die

beiden innenliegenden Pins (KD 2 und 3) einzeln mit einem Handbohrfutter vorsichtig
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entfernt, die aufRenliegenden Pins (KD 1 und 4) wurden etwa 1-2 mm Uber der
Eintrittsstelle abgekniffen. Hierbei musste sehr sorgsam mit dem Knochen und dem
nun freiliegenden und nicht fixierten Osteotomiespalt umgegangen werden und
jegliche Krafteinwirkung vermieden werden. Im Anschluss wurden die Proben
umgehend in eine gekihlte (4°C) Natrium-Chlorid-Losung Uberfuhrt, um die
Austrocknung des Gewebes zu verhindern und biologische Zerfallsprozesse zu

verlangsamen.

Verlaufskontrolle und radiologische Auswertung

Neben der regelméaRigen klinischen Evaluation von Gewichtsentwicklung,
Verhaltensauffalligkeiten, Fixateurstellung und etwaigen lokalen
Entziindungsreaktionen wurde der Fortschritt der Frakturheilung nach je zwei, vier
und sechs Wochen in einem Mikro-Computertomographen (uCT) der Firma Scanco
Medical AG (Typ viva CT 40, Scanco Medical AG, 8303 Bassersdorf, Schweiz) in
vivo untersucht. Die Tiere wurden dazu mit Medetomidin 0,3 mg/kgKG (Domitor®,
Pfizer, Karlsruhe, Deutschland) und Ketamin 60 mg/kgKG (Actavis, Langenfeld,
Deutschland) sediert und in einem standardisierten Verfahren in einer
Kunststoffwanne in Rickenlage fixiert. Um einen sicher vergleichbaren Strahlengang
zu gewabhrleisten, wurde der Fixateur externe innerhalb der Wanne in einer daftr
vorgesehenen Aufnahme befestigt. Zunachst wurde ein Ubersichtsrontgenbild des
Unterkorpers angefertigt, ein sogenannter Scout View. Anhand des Scout Views
wurde dann eine zylindrische ,Region of Interest (ROI) festgelegt, die hochauflésend
gescannt wurde. Die ROl wurde so gewahlt, dass periostales und im Osteotomiespalt
gebildetes Kallusgewebe in die weiteren Analysen eingeschlossen, etwaiger Kallus
um den Fixateurpin herum aber ausgeschlossen wurde. Die Analysen am In-vivo-
Modell erfolgten mit einer Schichtdicke von 35 um, einer Stromstarke von 145 mA
und einer Spannung von 55 kV. Die weitere Evaluation und 3D-Rekonstruktion

erfolgte mit Hilfe der von der Firma Scanco bereitgestellten Software.

Die radiologische Gewebsanalyse erfolgte innerhalb eines definierten ,Volume of
Interest® (VOI), in der der gebildete Knochenkallus evaluiert werden sollte. Nach den
oben genannten Kriterien fur die ROl wurde, ausgehend von dem proximalen und
distalen Startpunkt des Osteotomiespaltes, der Mittelpunkt der Schnittbildgebung

ermittelt und die zu untersuchende Region von diesem Ausgangspunkt jeweils um 2
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mm in beiden Langsachsen erweitert, um das entstandene Kallusgewebe komplett
einzuschlie3en. Dies entsprach bei einer Schichtdicke von 35 um pro Schnitt also
einer Erweiterung von 57 Schnitten nach proximal und distal. Innerhalb dieser ROI
wurde dann durch halbautomatisches Konturieren das zur weiteren Analyse genutzte
VOI ermittelt, indem kortikaler Knochen durch Konturierung ausgeschlossen wurde.
Somit konnte sichergestellt werden, dass der sich neubildende Frakturkallus
alleiniger Fokus der folgenden Untersuchung war. Hierzu wurde bestehendes
Knochengewebe in den einzelnen 2D-Schnitten entlang der sichtbaren Kortikalis
endostal und periostal manuell markiert und diese Markierung automatisch durch die
Scanco-Software auf weitere Schnitte erweitert. Jedes einzelne Bild wurde in der
Folge manuell auf Fehler kontrolliert.

Um zu ermitteln wie sich die Rontgendichten der Rattenknochen im puCT verhalten
und um einen einheitlichen und vergleichbaren Grenzwert fir die Auswertung aller
Tiere bei der Abgrenzung von Knochengewebe zu definieren, wurde wahrend der
gleichen Messung eine manuelle Grenzwert-(,Threshold“-)bestimmung an der
unilateralen intakten Tibia am In-vivo-Modell durchgefiuihrt. Das Ergebnis dieser
Grenzwertbestimmung war, dass Grauwerte Uber einem Wert von 233 zu
Knochengewebe gezéhlt wurden, alle darunter liegenden Werte zu Weichgewebe.
Die Grauwertskala reichte von 0 (komplett schwarz) bis 1000 (komplett weil3). Fir die
Grenzwertbestimmung wurde zundchst an 10% zufallig ausgewahlter Tibiae eine
manuelle Bestimmung des passenden Grenzwertes fur intaktes Knochengewebe
durchgefiihrt. Hierzu wurden fur jedes Bild individuell die Grenzwerte so lange
manuell angepasst bis die Knochengrenzen des uCT-Bildes denen des Scout Views
entsprachen. Der Wert von 233 entsprach dann dem mittleren Wert der so ermittelten
Grenzwerte. GemalR aktueller Literatur ist es ublich bei pCT-Analysen von
Frakturmodellen an Ratten davon auszugehen, dass etwa 50% der Dichte des
intakten kortikalen Knochens dem Grenzwert fur die Erfassung von Kallusgewebe
entspricht (Mehta et al., 2010). Zur Sicherheit wurde der ermittelte Wert von 233
dann in 12 zufallig gewahlten Proben manuell nachgeprift. Diese Nachprifung

bestatigte den gefundenen Grenzwert.

In den anschlieBenden Analysen durch die Scanco - Software wurden folgende
Parameter erhoben:

e Knochenvolumen / Bone Volume, BV [mm?]
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e totales Kallusvolumen / Total Volume, TV [mm?]

e Knochenvolumen im Verhaltnis zum totalen Kallusvolumen, BV/TV [%)]

¢ Mineralgehalt des Knochens / Bone Mineral Content, BMC [g]

e mittlere Kallusdichte / Tissue Mineral Density, TMD [mgHA/cm?]

e mittlere Knochendichte / Bone Mineral Density, BMD [mgHA/cm?]
Der Unterschied zwischen den Werten BMD und TMD liegt im gewéhlten Grenzwert.
Wahrend die TMD die mittlere Dichte des Knochens mit allen Dichtewerten zwischen
0 und 1000 darstellt, werden bei der BMD nur die Dichtewerte zwischen 233 und
1000 bericksichtigt. Gemall dem aktuellen Forschungsstandard wurde der BMC
unter Verwendung des TMD wie folgt berechnet (Morgan et al., 2009).

BMC[g] = (BV[mm?/1000) x TMD mgHA/cm®

Nach Euthanasie der Tiere wurden die von den Metallpins befreiten Praparate erneut
im pCT in einem In-vitro-Verfahren gemessen. Hier erfolgte die Messung mit einer
Schichtdicke von 10,5 pum, einer Stromstérke von 145 mA von einer Spannung von
70 kV. Die Praparate wurden in mit NaCl (0,9%) — getrankte Kompressen gewickelt
und mit einer Folie versiegelt, um sie wahrend der langen Messung vor dem
Austrocknen zu schitzen. Analog zu dem Prozedere am In-vivo-Modell erfolgten vor
der eigentlichen Messung zunachst Ubersichtsaufnahmen, in diesem Fall mit

Einschluss der Bohrlocher / Pinschafte.

In den Ubersichtsbildern und 2D- und 3D-Rekonstruktionen der uCT-
Untersuchungen erfolgte zusatzlich eine deskriptive radiologische Auswertung. Durch
Analyse des radiologischen Bildmaterials wurden Ausschlusskriterien festgelegt und
evaluiert und die Entwicklung des Kallusgewebes hinsichtlich des
Verteilungsmusters, der Qualitdt und Quantitat beurteilt.

Neben der klinischen Evaluation von Infektzeichen wurde anhand der Scout Views
aus den In-vivo- und In-vitro-Messungen am uCT zum sechs-Wochen-Zeitpunkt ein
Lysescore erstellt und anhand dessen Ausschlusskriterien definiert. Zunachst wurden
die Ubersichtsbilder der In-vitro-Praparate auf mogliche radiologische Infektzeichen
im Bereich der Pinschafte untersucht. Von proximal nach distal wurden Pin 1 bis 4
(entsprechend KD1 bis 4) einzeln mit einem Score ausgewertet. Keine Infektzeichen
ergaben null Punkte, die Ausbildung eines Pinkallus einen Punkt, Ausbildung von

Pinkallus mit Lysesaum um den Pinschaft herum ergab zwei Punkte, Anzeichen fur
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eine Pin-Dislokation wurden mit drei Punkte gewertet und vier Punkte wurden fir ein
komplettes Pinversagen mit ausgepragtem Lysesaum ohne mechanischer Stabilitat
vergeben (Abb. 3). Die Wertungen einzelner Pins wurden pro Femur summiert und
ausgewertet. Tiere mit einem Lysescore von sieben und hoéher wurden von der

weiteren Auswertung ausgeschlossen.

Abbildung 3: Beispielhafte Ubersichtsaufnahmen von In-vitro-Messungen, die zur Erhebung

von Ausschlusskriterien begutachtet wurden.

Um die Uberbriickung des Osteotomiespaltes mit mineralisiertem Gewebe zu
beurteilen und im Rahmen der Moglichkeiten auf die biomechanische
Beanspruchung des Gewebes zu Ubertragen, wurde als ein weiterer Messparameter
ein Bridgingscore definiert. Hierfir wurden 3D-Rekonstruktionen der radiologischen
Verlaufskontrollen am pCT verwendet und jeder Frakturspalt mittig in der
Transversalebene in finf Zonen — bei 12 (Zone 4), 3 (Zone 1), 6 (Zone 2) und 9 Uhr
(Zone 3), sowie zentral (Zone 5) — unterteilt und auf eine Uberbriickung mit
mineralisierten Gewebsformationen hin untersucht (Abb. 4). Hier gab es fur jede
Zone einen Punkt fir radiologisch feststellbare knécherne Uberbriickung oder null fiir
eine fehlende knocherne Uberbriickung. Die Werte aller funf Zonen in Summation

pro Femur ergaben den Bridgingscore fir jedes Tier, minimal null, maximal funf
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Punkte. Ab einer Uberbriickung in drei verschiedenen Zonen, kann hypothetisch von

einer grundsatzlichen biomechanischen Belastbarkeit ausgegangen werden.

Abbildung 4: Betrachtung einzeln ausgewerteter Regenerationszonen in Relation zum
Fixateur externe (schwarzer Balken).

Statistische Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit der statistischen Programmiersprache R (R Core Team,
2015). Der Hauptteil der Analysen erfolgte mit Varianzanalysen (ANOVA) via R Paket
afex (Singmann et al., 2015) sowie darauf folgenden follow-up-Kontrasten via R
Paket Ismeans (Lenth, 2015). Als nicht-parametrische Auswertungsverfahren wurden
Mann-Whitney-U-Tests verwendet. Zur Analyse der Bridgingscores wurde ein
verallgemeinertes lineares Modell mit Poisson-Verteilung, eine sogenannte Poisson

Regression, verwendet.
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Ergebnisse

Operationsergebnis

Bei den Tieren aller Gruppen verlief die Operation komplikationslos. Die Tiere kamen
innerhalb weniger Minuten wieder zu vollem Bewusstsein und konnten nach kurzer
Uberwachung wieder in das gewohnte Umfeld zurlickgebracht werden. Bei
ausreichender Analgesierung wurden die HintergliedmalRe nach Osteotomie und
Versorgung mit Fixateur externe bei allen Tieren schon unmittelbar nach dem
operativen Eingriff wieder voll belastet. Keines der behandelten Tiere starb wahrend

oder unmittelbar nach dem Eingriff.

Lediglich in einem Fall musste ein Tier aus der CD34-Therapiegruppe drei Tage nach
der Operation euthanasiert werden, da sich hier eine frihzeitige Fixateur-Dislokation

zeigte.

Weitere elf Tiere mussten im Rahmen der klinischen Verlaufsuntersuchung vom
weiteren Versuchsablauf ausgeschlossen werden. In einem Fall zeigten sich drei
Wochen postoperativ massive lokale Entziindungszeichen mit starker Rétung und
eitriger Sekretion aus der OP-Wunde bei einem Tier der Negativ-Kontrollgruppe. Bei
zwei Tieren wurden bei den regelmaRigen Kontrollen der Tierstalle schnell
progrediente Tumore im Bereich der Mamma festgestellt. Diese beiden Tiere aus der
Positiv- und Negativ-Kontrollgruppe wurden ebenso nach drei Wochen

ausgeschlossen und umgehend euthanasiert.

In den dbrigen acht Fallen wurde bei der regelmaRigen Visite der Tiere oder den
radiologischen Verlaufskontrollen ein Versagen des Fixateur externe durch
herausgeldste Pins oder makroskopisch dislozierte Knochen beziehungsweise
Refraktur festgestellt. Dies betraf vier Tiere der CD133-Therapiegruppe, drei der
Negativ- und eins der Positiv-Kontrollgruppe. Diese Ausschliisse erfolgten alle
zwischen der dritten und funften postoperativen Woche. Tabelle 2 gibt einen
Uberblick tiber die Anzahl der Tiere zu Beginn der Untersuchung und vor Beginn der
Analyse (,Fallzahl nach Klinik®).
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Gruppe Fallzahl Start Fallzahl nach Klinik  Fallzahl Analyse
Leergruppe 7 7 7
Positiv-
7 5 5
Kontrollgruppe (BMP)
Negativ-
11 6 5
Kontrollgruppe (abc)
CD34 -
, 8 7 6
Therapiegruppe
CD133 -
_ 13 9 7
Therapiegruppe

Tabelle 2: Ubersicht zur Entwicklung der GruppengréRe nach Ausschluss im Verlauf im
Rahmen der klinischen Verlaufsbegutachtung (nach Klinik) und durch definierte

Ausschlusskriterien (Analyse)

Infektzeichen und Lysescore

In den angefertigten Ubersichtsrontgenbildern (Scout-Views) vor den uCT-
Aufnahmen liel3 sich das gesamte Femur darstellen, im Falle der In-vivo-Aufnahmen
also mit intakter anatomischer Beziehung zu umliegenden Korperteilen und
einliegendem Fixateur, sodass Lage und Sitz der Pins im Knochen und die
gegenseitige Stellung der Knochenfragmente zueinander, sowie die korrekte Lage
und Befestigung des Fixateurbalkens und der zugehdrigen Pins sicher evaluiert
werden konnte. Dislokationen der Pins konnten somit nur in den In-vivo-
Verlaufsaufnahmen ausgeschlossen werden, da das In-vitro-Praparat vor der

Aufnahme im pCT von samtlichen Osteosynthese-Material befreit wurde.

Das Verfahren der Auswertung wurde bereits ausfihrlich beschrieben. In Abbildung 6
ist exemplarisch die Bewertung einzelner Praparate anhand der

Ubersichtsaufnahmen dargestellt.
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Abbildung 5: Scout Views von In-vitro-Messungen (a-c) und Ausschnitt eines Scout-Views
einer In-vivo-Messung

Abbildung 5a zeigt ein komplettes Pinversagen mit ausgepragten osteolytischen
Arealen und Destruktion der Kortikalis um die beiden proximalen Pins (Pin 1 und 2),
was den Ausschluss des betreffenden Tieres aus den weiteren Analysen nach sich
zog. In Abbildung 5b lasst sich ein entstandener Pinkallus an Pin 1 und Pinkallus mit
einem Lysesaum an Pin 2 erkennen. Pin 3 und 4 zeigen hingegen keine
Infektzeichen, sodass dies einem summierten Lysescore von drei Punkten fur das
Tier entspricht. Lediglich ein Punkt bekam das Tier in Abbildung 5c, da sich hier
lediglich eine Kallusbildung um den proximalen Pin 1 herum beschreiben lasst.
Abbildung 5d stellt eine deutlich sichtbare Dislokation bei einer Verlaufskontrolle vor
einer In-vivo-Messung dar. In diesem Fall wurde das Tier wie vorangehend

beschrieben vorzeitig aus dem Versuch ausgeschlossen und euthanasiert.

Uber alle Gruppen hinweg konnten Pinversagen und etwaige Dislokationen fast
ausschlief3lich an den proximalen Pins (KD 1 und 2) beobachtet werden. Lediglich
bei einem der ausgewerteten Tieren konnte nach sechs Wochen ein Versagen der
distalen Pins 3 und 4 mit stark ausgepragter Osteolyse ohne mechanische Stabilitat
des Fixateurs nachgewiesen werden. Der Mittelwert des Lysescores lag bei Pin 4 mit
0,4 deutlich unter dem der proximalen Pins mit 1,8 bei Pin 2 und 2,0 bei Pin 1. Bei
Pin 3 lag der durchschnittliche Lysescore bei 0,7 und damit auch hier deutlich unter

den Werten der proximalen Pins.
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Es wurden fiunf Tiere aus verschiedenen Versuchsgruppen nach Auswertung des
Lysescores, aufgrund ihrer hier ermittelten Infektparameter, von der Analyse
ausgeschlossen, weil sie in der Summierung der Einzelwerte pro Pin einen Wert tber
sieben zeigten. Davon kam jeweils ein Tier aus Leergruppe, Negativ-Kontrollgruppe
und der CD34-Therapiegruppe und zwei Tiere kamen aus der CD133-
Therapiegruppe. Tabelle 2 zeigt in der rechten Spalte die jeweilige Gruppengréi3e
nach Anwendung samtlicher Ausschlusskriterien. Dabei zeigte sich bei nur zwei
Tieren aus unterschiedlichen Versuchsgruppen ein komplettes Pinversagen bei

mindestens einem Pin, beide Tiere zeigten in der Summe einen Wert Uber sieben.

Andererseits zeigte sich bei nur acht von 34 Tieren ein Score von 3 und weniger, in
keinem Fall wurde der Wert O erreicht. Einzig in der Positiv-Kontrollgruppe musste
kein Tier aufgrund der Infektzeichen ausgeschlossen werden. Abbildung 6 zeigt

einen Uberblick tber die Lysescores getrennt nach proximal versus distalen Pins und

Gruppen.
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Abb 6: Darstellung der Mittelwerte der Lysescores von proximalen (Pin 1+2) und distalen
(Pin 3+4) Pins fur alle Gruppen. Die Werte liegen bei den proximalen Pins deutlich héher,

wahrend die Verteilung tGber die Gruppen keinen wesentlichen Unterschied aufzeigt.

Eine statistische Analyse der Lysescores mit einer Varianzanalyse (ANOVA =
Analysis of Variance: in diese Analyse sind alle Tiere mit Lysescores inkludiert, siehe
Tabelle 2, mittlere Spalte) mit den Faktoren Pin (proximal [Pin 1+2] versus distal [Pin
3+4]) sowie Gruppe (5-stufig) zeigte lediglich einen signifikanten Effekt flir den Faktor
Pin. Wie bereits angedeutet, erreichten die proximalen Pins in der statistischen
Auswertung einen signifikant (p < 0,0001) hoheren Mittelwert (1,9) als distale Pins
(0,6).
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Trotz der unterschiedlichen Anzahl an Ausschliissen pro Gruppe ergab sich aber
kein signifikanter Unterschied im mittleren Lysescore (p = 0,30) zwischen den
unterschiedlichen Gruppen. Die Therapie zeigte somit, wie zu erwarten, keinen
relevanten Einfluss auf die Haufigkeit von Infekten im Bereich der Pins. Alle im
Folgenden berichteten Analysen enthalten lediglich die Tiere die einen summierten

Lysescore kleiner 7 zeigten (Tabelle 2, rechte Spalte).

Deskriptive radiologische Auswertung
In  Frontalschnitten der In-vitro-uCT-Aufnahmen (Abb. 7) lassen sich die

Kallusformationen und Gewebsbriicken besser beurteilen. Auch hier handelt es sich

um Einzelaufnahmen aus den jeweiligen Gruppen nach sechs Wochen.

Abbildung 7: Frontalschnitte von reprasentativen In-vitro-Praparaten im uCT zum 6 Wochen-
Zeitpunkt. Das proximale Ende ist hier am oberen Bildrand dargestellt. Leergruppe (a),
Negativ-Kontrollegruppe (b), Positiv-Kontrollgruppe (c), CD133-Therapiegruppe (d), CD34-
Therapiegruppe (e)

In allen Aufnahmen lasst sich mineralisierter Frakturkallus im Bereich des
Frakturspaltes optisch nachweisen. Bei der Mehrheit der Tiere ging mehr
Kalluswachstum vom proximalen Fragment aus. Neben dem insgesamt geringer
ausgebildeten Kallusgewebe in der Leergruppe und in der Negativ-Kontrollgruppe,
lied sich beobachten, dass, im Vergleich zu den anderen untersuchten Gruppen,
weniger periostales Kallusgewebe gebildet wurde (Abb. 7a und 7b). Es zeigte sich
lediglich eine Abdeckung des Markkanals durch eine dinne endostale
Kallusformation. Bei den mit Vorlauferzellen behandelten Tieren (Abb. 7d — 7f) zeigte
sich insgesamt mehr Kallusgewebe, allerdings ohne dabei die Fraktur komplett zu
Uberbricken. Vor allem zeigte sich mehr periostales Regenerationsgewebe, welches
inhomogener und ungerichteter zu wachsen schien, verglichen etwa mit der Positiv-
Kontrollgruppe (Abb. 7c). Das aus der Positiv-Kontrollgruppe dargestellte Tier zeigte
dagegen einen homogen organisierten Frakturkallus, der den Osteotomiespalt

komplett Gberbrickte.
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Abbildung 8 zeigt aus dem In-vivo-uCT gewonnene 3D-Rekonstruktionen der drei
Messzeiptpunkte zur Beurteilung des Heilungsverlaufs. Daran lasst sich die Heilung
in Form der Kallusbildung und zunehmenden Uberbriickung des Frakturspaltes im

Verlauf der Untersuchung anschaulich nachvollziehen.
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Abbildung 8: Beispielhafte rekonstruierte 3D-Darstellung einzelner Préparate aus jeder

Gruppe im zeitlichen Verlauf, jeweils im Frontalschnitt und AuRenansicht.
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Auffallig zeigt sich erneut ein von proximal dominierendes Kalluswachstum in den
meisten Gruppen. Im zeitlichen Kontext fallt auf, dass allein die mit BMP-behandelte
Positiv-Kontrollgruppe zum ersten Messzeitpunkt nach 14 Tagen schon sichtbares
Kalluswachstum innerhalb des Frakturspaltes aufwies. In den anderen Gruppen
findet sich dies nicht. Insbesondere in den Therapiegruppen und der Negativ-
Kontrollgruppe lasst sich Uber den Verlauf der Messungen ein zunachst periostal
wachsender Kallus beobachten. Gegensatzlich dazu zeigt sich in der Leergruppe
zwar insgesamt ein geringes Wachstum, hier erscheint das Wachstumsmuster
allerdings analog zu den Beobachtungen aus den In-vitro-Praparaten zielgerichteter

ZU sein.

Uberbriickung des Osteotomiespaltes

Zur Beurteilung des Heilungsfortschrittes liel3 sich das Femur isoliert mittels 3D-
Rekonstruktionen aus mehreren Perspektiven und in einzelnen Schichten
untersuchen, um eventuelle Uberbriickungen durch Knochengewebe oberhalb des
zuvor definierten und einheitlichen Schwellenwertes auszumachen. Betrachtet wurde
hier jeweils ein Ausschnitt zwischen Huft- und Kniegelenk, entsprechend des zuvor
beschriebenen Volume of Interest (VOI), also einer individuell unterschiedlichen
GroRe abhéngig von der tatsachlichen PraparatgrofRe. Zeigte sich bei aul3erlicher
Betrachtung des Knochens bereits eine Uberbriickung des Frakturspaltes, so wurde
durch Betrachtung einzelner horizontaler, frontaler und sagittaler Schnittbilder die
genaue Lokalisation einer Uberbriickung zu genau einer der vorher definierten fiinf
Zonen zugeordnet (dies ergab den oben beschriebenen Bridgingscore). Zeigte sich
bereits bei aulRerlicher Ansicht einer 3D-Rekonstruktion ein freier Spalt, wurde auf die
Schnittbilduntersuchung verzichtet. Abbildung 9 =zeigt den Bridgingscore der
einzelnen Tiere getrennt nach Gruppen fir die drei Messzeitpunkte.
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Abbildung 9: Verteilung der Bridgingscores Uber die Zeit in den einzelnen Gruppen. Alle
Gruppen zeigen einen Anstieg im zeitlichen Verlauf aber auch deutliche Unterschiede

zwischen den Gruppen.

Bei der Auswertung der Leergruppe zum ersten Untersuchungszeitpunkt nach zwei
Wochen zeigte sich bei keinem der Tiere eine Uberbriickung. Nach vier Wochen
lieRen sich bei zwei Tieren kndcherne Uberbriickungen ausmachen, in einem Fall
sogar gleich in vier Zonen. Wahrend sich bei diesen beiden Tieren entsprechend
auch nach sechs Wochen Uberbriickungen zeigten, war dies bei den ubrigen vier
Tieren der Gruppe auch zum Versuchsende nicht der Fall. Da aber eines der Tiere
bereits nach sechs Wochen in allen untersuchten Zonen Uberbriickungen des
Spaltes zeigte, lieR sich zum Endpunkt ein Mittelwert von 1,00 Uberbriickungen pro

Tier ermitteln.

In den Negativ-Kontrollgruppen zeigte sich bei keinem der Tiere eine stabile
knocherne Uberbriickung zu den untersuchten Zeitpunkten nach zwei, vier und
sechs Wochen. Lediglich bei einem von funf Tieren in der mit einem autologen
Blutkoagel behandelten Gruppe fand sich eine Uberbriickung in einer Zone nach
sechs Wochen. Dies entspricht einem Mittelwert von 0,2 Uberbruckten Zonen pro Tier

aus den Negativkontrollen nach Ablauf der Versuchsdauer.

Alle analysierten Tiere der mit BMP behandelten Positiv-Kontrollgruppe zeigten
bereits nach vier Wochen eine Uberbriickung in mindestens einer Zone und
mindestens drei Zonen zum sechs-Wochen-Zeitpunkt. Somit waren alle Osteotomien
nach Behandlung durch BMP zum Ende des Versuchszeitraumes weitgehend stabil
Uberbrickt. Insgesamt wiesen die Tiere dieser Gruppe nach sechs Wochen

durchschnittlich eine Uberbriickung in 4,00 Zonen auf.
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Im Vergleich zu den Tieren der Negativ-Kontrolle zeigte sich bei den mit CD133-
positiven Zellen behandelten Versuchstieren eine friher einsetzende und
ausgereiftere Uberbriickung des Osteotomiespaltes. Eins von sieben Tieren zeigte
bereits nach zwei Wochen eine Uberbriickung in einer Zone. Bei keinem der Tiere in
dieser Gruppe jedoch konnte zum Versuchsende eine Uberbriickung in mehr als
zwei Zonen ausgemacht werden. Der Mittelwert betrug 0,43 Uberbriickte Zonen pro
Tier nach sechs Wochen.

In der Gruppe der mit CD34-positiven Zellen behandelten Tiere liel3 sich lediglich bei
einem Tier eine Uberbriickung in zwei Zonen nach sechs Wochen feststellen, wobei
die gebildeten Gewebsbricken jedoch makroskopisch deutlich volumindser
erschienen als dies in der Negativ-Kontrollgruppe zu beobachten war. Da aber bei
keinem anderen der insgesamt sechs untersuchten Tiere dieser Gruppe der Spalt
Uberbrtickt war, ergab sich ein Mittelwert von 0,33 Zonen pro Tier zum Ende der
Studie.

Uber alle Gruppen hinweg lieBen sich etwa ein Drittel aller Gewebsbriicken in der
Zone 5, also zentral des Rohrenknochens lokalisieren. Etwa ein Viertel der Briicken
verfallen auf die Zone 1, also lateral zum Fixateur externe gerichtet, wahrend der
Rest homogen auf die Zonen 2, 3 und 4 verteilt ist.

Die statistische Analyse der Daten beim Bridgingscore stellt sich als nicht trivial dar,
da die abhéngige Variable, der Bridgingscore nicht normal verteilt ist. Eher kann man
davon ausgehen, dass die Uberbriickung an jeder einzelnen Zone ein statistisch
unabhangiges, abzéhlbares Ereignis ist. Damit folgt der Bridgingscore einer Poisson-
Verteilung. Folgerichtig wurden die Daten des dritten Messzeitpunkts mit einer
Poisson-Regression analysiert (auf eine Analyse der anderen Messzeitpunkte wurde
aufgrund der noch geringeren Varianz verzichtet). Als unabhangige Variable wurde

lediglich die Therapiegruppe als Faktor aufgenommen.

Die Ergebnisse zeigen einen signifikanten Effekt des Faktors Gruppe (p < 0,0001),
was bedeutet, dass sich die Werte der einzelnen Gruppen prinzipiell unterscheiden.
Die Follow-up-Kontraste aller mdglichen paarweisen Vergleiche ergaben jedoch,
dass lediglich die Positiv-Kontrollgruppe im Vergleich zu allen anderen Gruppen
einen signifikanten Unterschied aufweist (p < 0,004). In dieser Gruppe finden sich

somit signifikant mehr Uberbriickungen im Vergleich zu jeder anderen Gruppe.
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Zwischen den anderen Gruppen lassen sich hier im Bezug auf den Bridgingscore

keine signifikanten Unterschiede feststellen (p > 0,14).

Ergebnisse der Messungen am pCT

Kallusvolumen (TV)

Abbildung 10 zeigt die Entwicklung des Kallusvolumens Uber die drei Messzeitpunkte
(2. Woche, 4. Woche und 6. Woche) fur die funf untersuchten Gruppen. Die
auffalligste Knochenheilung tritt, wie zu erwarten, in der Positiv-Kontrollgruppe nach
Behandlung mit BMP2 auf. Bei ihr zeigt sich bereits zum ersten Messzeitpunkt nach
zwei Wochen ein offensichtlich erhthtes Kallusvolumen im Vergleich zu allen
anderen Gruppen. In den beiden Therapiegruppen, CD133 und CD34, kommt es erst
im Verlauf zu einem Anstieg dieses Parameters. Zum dritten Messzeitpunkt in der
sechsten Woche ist aber auch hier ein Vorteil gegeniiber der Negativ-Kontrollgruppe
ABC auf den ersten Blick zu erkennen.
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Abbildung 10: Entwicklung Kallusvolumen in allen Gruppen lber die Zeit. Die Rohwerte sind
im Hintergrund als graue Punkte dargestellt, die Boxplots im Vordergrund zeigen den

Median, sowie das 1. und 3. Quartil.

Die statistische Analyse der Daten erfolgte zuerst mit einer ANOVA mit dem
Kallusvolumen als abhangiger Variable und Gruppe als Zwischensubjekt-Faktor
sowie dem Messzeitpunkt (2. Woche, 4. Woche und 6. Woche) als Innersubjekt-
Faktor. Diese ANOVA zeigte neben signifikanten Haupteffekten fur die Faktoren
Gruppe (p < 0,0001) und Messzeitpunkt (p = 0,0003) auch eine signifikante

Interaktion (p = 0,03). Diese Interaktion bestéatigte das Vorhandensein einer
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differentiellen Entwicklung der Gruppen. Im Folgenden werden Follow-up-Kontraste

dieser Interaktion berichtet, welche das genaue Datenmuster ndher beleuchten.

Hinsichtlich der Entwicklung Uber die Messzeitpunkte zeigt sich lediglich in den
Therapiegruppen CD133 und CD34 ein signifikanter Haupteffekt Gber die Zeit (p <
0,0001). Das heil3t, dass in diesen Gruppen ein signifikanter Zuwachs des
Kallusvolumens Uber die drei Messzeitpunkte hinweg beobachtet werden konnte. In
der Leergruppe war dieser Effekt deutlich schwacher (p = 0,06). Weder die Positiv-
Kontrollgruppe (p = 0,51), noch die Negativ-Kontrollgruppe (p = 0,69), zeigten eine
signifikante Veranderung tber die Zeit. Die wesentliche Zunahme im Kallusvolumen
erfolgt bei der Positiv-Kontrolle bereits vor dem ersten Messzeitpunkt nach zwei
Wochen und wurde daher in diesem Modell nicht statistisch erfasst. Die Negativ-
Kontrolle hingegen zeigte tatsachlich insgesamt kein signifikantes Kalluswachstum.

Betrachtet man lediglich den letzten Messzeitpunkt (6. Woche), zeigte sich, dass die
CD133 Therapiegruppe ein signifikant hoheres Kallusvolumen erreicht hat als die
Negativ-Kontrollgruppe (p < 0,02). In leicht eingeschrankter Form galt dies auch fir
die CD34-Therapiegruppe (p = 0,06). AuRBerdem zeigte die Positiv-Kontrollgruppe
BMP ein hoheres Kallusvolumen als alle anderen Gruppen (p < 0,0001). Alle
anderen paarweisen Gruppenvergleiche im letzten Messzeitpunkt waren nicht
signifikant (p > 0,18).

Zur Kontrolle wurden die Unterschiede zum letzten Messzeitpunkt zwischen den
Gruppen nochmal mit einem nicht-parametrischen Test (Mann-Whitney-U-Test)
untersucht. Fir die CD133-Therapiegruppe zeigte sich wieder ein signifikanter
Unterschied zur Negativ-Kontrollgruppe (p = 0,02), nicht aber fur die CD34-
Therapiegruppe (p = 0,13). Die Positiv-Kontrollgruppe BMP zeigte auch hier ein

hoheres Kallusvolumen als alle anderen Gruppen, (p < 0,02).
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Mineralgehalt des Knochens (BMC)
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Abbildung 11: Entwicklung BMC (TMD) in allen Gruppen uber die Zeit. Entsprechend der
Abb. 10, sind die Rohwerte als graue Punkte im Hintergrund und Boxplots dargestellt

Abbildung 11 zeigt die Entwicklung des Mineralgehalts des Knochens (BMC) uber die
drei Messzeitpunkte (2. Woche, 4. Woche und 6. Woche) fiir die funf untersuchten
Gruppen. Erneut sieht man zuerst den deutlichen Effekt der Positiv-Kontrollgruppe.
Auch deutet sich hier die positive Entwicklung in der CD133-Therapiegruppe an,
welcher in abgeschwachter Form auch in CD34-Therapiegruppe vorhanden zu sein
scheint. Ein ahnlicher Effekt ist auch in der Leergruppe sichtbar. Wie bereits zu
erwarten, ist die Entwicklung in der Negativ-Kontrollgruppe ABC am ungunstigsten,

ein Zuwachs des Mineralgehalts ist kaum erkennbar.

Als erster Schritt folgte erneut eine ANOVA mit BMC als abhangiger Variable und
Gruppe als Zwischensubjekt-Faktor sowie Messzeitpunkt (2. Woche, 4. Woche und
6. Woche) als Innersubjekt-Faktor. Erneut zeigten sich sowohl Haupteffekte fur die
Faktoren Gruppe (p < 0,0001) und Messzeitpunkt, (p < 0,0001), sowie eine
signifikante Interaktion der beiden Faktoren (p = 0,002). Diese Interaktion deutete
wieder auf ein differentielles Muster der Gruppen Uber die Zeit hin. Im Folgenden
werden Follow-up-Kontraste dieser Interaktion berichtet.

Hinsichtlich der Entwicklung Uber die Messzeitpunkte zeigte sich in allen Gruppen,
mit Ausnahme der Negativ-Kontrollgruppe (p = 0,17), ein signifikanter einfacher
Haupteffekt fir die Zunahme des Mineralgehaltes Uber die Zeit (p < 0,0003).
Lediglich in der CD34-Therapiegruppe war dieser Effekt nur geschwécht
wahrnehmbar (p < 0,07). Dies bestatigte die obige Beobachtung eines allgemeinen

Anstiegs des Mineralgehalts, mit Ausnahme in der Negativ-Kontrollgruppe.
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Betrachtet man nun lediglich den dritten Messzeitpunkt (6. Woche) und vergleicht die
Gruppen miteinander, zeigt sich, dass in der CD133-Therapiegruppe ein signifikant
hoherer Mineralgehalt zu beobachten ist, sowohl gegenliber der Negativ-
Kontrollgruppe, (p = 0,002), als auch der CD34-Therapiegruppe (p = 0,003).
Interessanterweise deuteten die Daten auch darauf hin, dass der Mineralgehalt der
Leergruppe signifikant hoher war als selbiger in der negativ-Kontrollgruppe (p =
0,04), als auch hoéher als in der CD34-Therapiegruppe (p = 0,05). Wie zu erwarten
war der Mineralgehalt in der Positiv-Kontrollgruppe BMP signifikant héher als in allen

anderen Gruppen (p < 0,0001).

Zur Kontrolle wurden die Gruppenunterschiede im dritten Messzeitpunkt ebenfalls
erneut mit nicht-parametrischen Verfahren Uberprift. Diese Analyse zeigte ein
ahnliches Muster wie die Follow-up-Kontraste der ANOVA. Die CD133-
Therapiegruppe erreichte hier einen signifikant héheren Mineralgehalt als die
Negativ-Kontrollgruppe (p = 0,02), und als die Positiv-Kontrollgruppe (p = 0,05).
Ebenso war der Mineralgehalt der Positiv-Kontrollgruppe héher als in allen anderen
Gruppen (p < 0,05). Lediglich das Muster der Leergruppe replizierte sich nicht, diese
unterschied sich (auRer von der Positiv-Kontrollgruppe) von keiner der anderen

Gruppen (p > 0,12).

Mittlere Kallusdichte / tissue mineral Densitiy (TMD)
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Abbildung 12: Entwicklung der TMD in allen Gruppen Uber die Zeit. Entsprechend der Abb.
10, sind die Rohwerte als graue Punkte im Hintergrund und Boxplots dargestellt

Als letztes MalR wurde die Entwicklung der mittleren Kallusdichte analysiert. Die

Entwicklung Uber die Messzeitpunkte fur die finf Gruppen ist in Abbildung 12
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dargestellt. Auf den ersten Blick ist erkennbar, dass scheinbar kein Unterschied
zwischen den Gruppen vorhanden ist. Dahingegen zeigen alle funf Gruppen eine
vergleichbar positive Entwicklung der mittleren Kallusdichte dber die drei

Messzeitpunkte hinweg.

Eine statistische Analyse mit einer ANOVA bestétigte diesen ersten Eindruck. Die
abhéngige Variable war TMD, die unabhangigen Variablen waren der
Zwischensubjekt-Faktor Gruppe sowie der Innersubjekt-Faktor Messzeitpunkt. Diese
ANOVA zeigte lediglich einen signifikanten Effekt des Faktors Messzeitpunkt (p <
0,0001), aber keinen statistisch reliablen Effekt des Faktors Gruppe (p = 0,12) und
auch keine Interaktion (p = 0,09). Follow-up-Kontraste des Zeiteffekts zeigen, dass
die TMD-Werte in der 4. Woche signifikant hoher waren als die Werte in der 2.
Woche (p < 0,0001). AuBerdem waren die TMD Werte in der 6. Woche signifikant
hoéher als selbige in der 4. Woche (p < 0,0001).
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Diskussion

Diese Arbeit hatte unterschiedliche Ziele. Eines der eingangs definierten Ziele war
zunachst die Etablierung eines Tiermodells, mit dem eine Knochenheilungsstérung
reproduzierbar nachgestellt werden kann. Ein weiteres Ziel war, Zellen mit potentiell
pro-angiogenetischen Eigenschaften aus dem peripheren Blut zu identifizieren und
diese zur Stimulation der Knochenregeneration bei verzdgerter Frakturheilung zu

nutzen.

Die Diskussion folgt im GrolRen und Ganzen dieser Teilung, wobei zuerst die
Ergebnisse bezuglich der Stimulation der Knochenregeneration diskutiert werden.
Das Tiermodell wird dann zunéchst separat sowie im Anschluss die ubrige
angewandte Methodik diskutiert.

Diskussion der Zelltherapie

Hinsichtlich der Therapiegruppen zeigt sich vor allem fir die CD133-positiven Zellen
ein nachweislich positiver Effekt auf die Knochenregeneration. Dieser ist nach
aktuellen Erkenntnissen am ehesten durch die pro-angiogenetischen Eigenschaften
erklart, in deren Folge weitere fur den Knochenstoffwechsel relevante Substrate wie
die eingangs erlauterten Wachstumfaktoren (und damit BMP) und auch weitere
osteogene Vorlauferzellen Uber neue Gefal3formationen in die Regenerationszone
gelangen (Maes et al.,, 2010). Der Nachweis von erhdhter Konzentration CD133-
positiver Zellen im peripheren Blut des Menschen nach einer knéchernen Verletzung
bestétigt weiterhin die Relevanz und das weitere Potenzial dieser Zellen (Eghbali-
Fatourechi et al., 2005).

AulR3erdem zeigt sich, dass der Einsatz eines Blutkoagels als Tragersubstanz einen
insgesamt negativen Effekt auf die Heilung hat. So lasst sich bei der Untersuchung
auf eine mogliche Uberbriickung des Frakturspaltes mit Knochengewebe ein
deutlicher Unterschied zwischen Leer- und Negativ-Kontrollgruppe ausmachen.
Neben dem makroskopisch sichtbaren Unterschied zeigt sich dies auch in der
statistischen Analyse hinsichtlich des BMC (TMD). Einschrankend muss aber
beachtet werden, dass ein Tier in der Leergruppe sogar im Vergleich zur
Positivkontrolle eine aul3ergewothnliche Heilungstendenz zeigte (funf von funf

moglichen Uberbrickten Zonen zum Versuchsende) und somit einen besonders



42 | Diskussion

grol3en Einfluss auf den Mittelwert hatte. Zum Ausgleich dieses Ausreif3ers und zum
Erhalt einer belastbareren statistischen Analyse wére eine grol3ere Fallzahl notig

gewesen.

Der negative Effekt des Blutkoagels kann auch einen maskierenden Einfluss auf die
Entwicklung in den Therapiegruppen haben. Dies wiederum kénnte erklaren, warum
die Therapiegruppen zwar bessere Ergebnisse als die Negativ-Kontrollgruppe
zeigen, aber keine konstant besseren Ergebnisse im Vergleich zur Leergruppe. Es
ware daher zu erwarten, dass bei der Wahl eines besseren Transportmediums fur die

zu untersuchenden Zellen der positive Effekt starker ausfallt.

Insbesondere gilt dies fur die CD34-Therapiegruppe, die hinsichtlich ihres
Mineralgehaltes (BMC) in der Heilungstendenz sogar hinter der Leergruppe
zurlckbleibt, wenn man die Ergebnisse zum Endzeitpunkt betrachtet. Das
Gesamtvolumen des gebildeten Kallusgewebes zeigt jedoch auch hier einen deutlich
positiven Trend, auch im Vergleich zur Leer- und Negativ-Kontrollgruppe.

Erwédhnenswert im Bezug auf die statistische Auswertung ist, dass die radiologische
Auswertung des Heilungsverlaufes nur eine bedingte Aussage Uber die tatséchlichen
biomechanischen Eigenschaften darstellt. Eine radiologisch nachweisbare osséare
Uberbriickung lasst keine sichere Beurteilung der Belastbarkeit dieses neugebildeten
Knochens zu. Mit der Differenzierung nach Wachstumszonen wurde versucht dieser
Einschrankung Rechnung zu tragen. Eine weitere Moglichkeit ware die
biomechanische Testung als Vergleich zu etablieren. Angesichts des beschriebenen
Tiermodells mit verzdgerter Heilungssituation liefert diese jedoch zu den genannten
Messzeitpunkten noch keine aussagekraftigen Werte. Es konnte daher fur kunftige
Untersuchungen von Nutzen sein, den finalen Messzeitpunkt des Tiermodells nach

hinten zu verschieben um die biomechanische Testung doch zu inkludieren.

Im Bezug auf die weitere deskriptive Analyse der dargestellten Beispielbilder muss
kritisch erwahnt werden, dass es sich hier lediglich um Momentaufnahmen einzelner
Versuchstiere aus den jeweiligen Gruppen handelt. Diese Bilder sollen nur
Beispielhaft die Heilungsentwicklung ihrer Gruppen vorstellen und ihre Auswahl
erfolgte nicht nach objektiven Kriterien. Daher konnen diese lediglich einen
ungenauen Uberblick tber die Heilungsverlaufe geben. Die Darstellungen sind nicht

statistisch belastbar. Sie sind aber gerade auch angesichts der unterschiedlichen
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Wachstumsmuster des Regenerationsgewebes aufschlussreich. Hier ware die
histologische Aufarbeitung der Praparate folgerichtig. Selbige erfolgte auch im
Rahmen der weiteren Versuchsdurchfihrung, dies war aber nicht Teil der

vorliegenden Arbeit (Preininger et al., 2013; B. Preininger et al., 2012)

Das Gefalle beim Lysescore von proximal nach distal ist ein Uberraschendes
Ergebnis, ist doch in der Bildbetrachtung ein eben solches Gefélle auch fir die
Kallusneubildung zu erkennen. Hierbei ist zu berlcksichtigen, dass nur der
Unterschied im Lysescore auch statistisch erfasst und signifikant ist, wahrend die
Feststellung der Wachstumsdifferenz zwischen proximal und distal lediglich auf der
makroskopischen Betrachtung der CT-Schnitte beruht. Nichtsdestoweniger sind
diese beiden Ergebnisse nicht leicht miteinander in Einklang zu bringen. Das erhghte
proximale Wachstum kénnte man mit einer dort besseren Blutversorgung begrinden.
Zum einen muss man davon ausgehen, dass im Rahmen des operativen Eingriffes
auch nach distal ziehende Gefal3e verletzt wurden. Zum anderen erfolgt die
Blutversorgung im Bereich der Femurdiaphyse Uber die A. nutricia, die gespeist wird
aus der A. femoralis profunda und den Ae. Circumflexae. Bei Durchtrennung des
weiterhin an der Versorgung beteiligten Periost und der A. nutricia im Rahmen der
Osteotomie verbleibt im distalen Segment ein verminderte Durchblutungssituation.
Es ist nun allerdings zu vermuten, dass dies als Ursache flr die proximal bessere
Heilung auch die Infektanfalligkeit verringern und eher nicht erhéhen sollte. Fur
weitere Untersuchungen, ware die Verwendung beschichteter Pins zu erwagen, um

das Infektrisiko zu reduzieren (Smith et al., 2006).

Bei Sichtung aktueller Literatur lasst sich kein einheitlich etablierter Messparameter
hinsichtlich der quantitativen und qualitativen Auswertung der Kallusbildung aus den
verfugbaren Daten des PCT erkennen. In manchen Studien wird die mittlere
Kallusdichte / tissue mineral density (TMD) als reprasentativster Parameter zur
Darstellung von Kallusbildung und seiner biomechanischen Eigenschaften
beschrieben (Morgan et al., 2009). Wahrend hier keine biomechanischen Messungen
ausgewertet wurden und daher keine Aussage uber eine etwaige Analogie getroffen
werden kann, zeigte sich in der Auswertung des TMD ein von den anderen
Parametern deutlich abweichendes Muster. Es konnte zwar ein grundsétzlicher
Anstieg der Kallusdichte Uber die Zeit beobachtet werden, was auch im Rahmen der

Heilung zu erwarten ist, jedoch konnten hier keine signifikanten Unterschiede
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zwischen den Gruppen festgestellt werden, auch nicht im Vergleich der Positiv- und
Negativ-Kontrollgruppe miteinander. In den jeweiligen Analysen fir die Parameter
Kallusvolumen und BMC war dieser Effekt signifikant und ein ebensolcher Effekt

zeigte sich auch fur die Bridgingscores.

Fur vergleichende Beobachtungen mussten neben einheitlichen Messparametern
auch vergleichbare Messzeitpunkte eingehalten werden. Beispielsweise ist im
Verlauf der Untersuchungen bei der Positiv-Kontrollgruppe im Rahmen des
Remodelling ab einem bestimmten Zeitpunkt eher eine Abnahme des
Kallusvolumens zu erwarten, wahrend dieses etwa bei der Leergruppe noch
zunehmen kdnnte. Dementsprechend mussen die Ergebnisse differenziert betrachtet
werden und Uber die Wahl geeigneter Messparameter kann daher keine generelle
Aussage getroffen werden.

Insgesamt konnte im Bezug auf die eingangs formulierten Hypothesen ein positiver
Effekt beider Therapiegruppen und damit der aus dem peripheren Blut isolierten
Vorlauferzellen nachgewiesen werden. Dieser ist nach aktueller Erkenntnis in beiden
Fallen im Wesentlichen auf das angiogenetische Potenzial dieser Zellen
zuriickzufiihren. Histologische Untersuchungen der Therapiegruppen zeigen eine
erhohte Anzahl neugebildeter GefalRsysteme im Vergleich zur Negativ-Kontrollgruppe

und bestatigen damit diese Theorie (Preininger et al., 2013).

Diskussion des Tiermodells

Die Etablierung eines neuen Tiermodells mit dem eine Knochenheilungsstérung
reproduzierbar nachgestellt werden kann, kann durch die Untersuchung als gelungen
angesehen werden. Es konnte grundsatzlich gezeigt werden, dass in der Leergruppe
keine adaquate Heilung nach sechs Wochen stattfindet und dass sich das
Heilungsergebnis in Abstufungen durch verschiedene therapeutische Ansatze bis hin

zur vollstandigen Heilung beeinflussen lasst.

Die Auswahl von BMP2 zur starken Induktion der Heilung und damit als
Positivkontrolle konnte in der Untersuchung bestatigt werden. Andererseits konnte
durch die Gabe des Blutclots auch eine zuséatzliche Negativkontrolle etabliert werden,

die die Heilung fast vollstandig inhibiert.
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Etwas mehr als ein Drittel der operierten Tiere sind im Verlauf der Untersuchung aus
den endgultigen Analysen ausgeschlossen worden. Auffallig ist bei naherer
Betrachtung, dass lediglich aus der Leergruppe kein Tier betroffen war. Folglich
muss auch hier die Implantation des Blutkloagels als Ursache diskutiert werden.
Daneben kénnte jedoch auch das hohe Alter der Tiere als Ursache in Frage
kommen. Damit einhergehend steigt im Vergleich zum Jungtier das Risiko zur
Ausbildung von Tumoren, was hier zum Ausschluss von zwei Tieren fuhrte. Weiterhin
spielt auch die gesteigerte Infektanfalligkeit im Alter eine Rolle (Krabbe et al., 2004).
Die zwar auf der einen Seite hinsichtlich ihres negativen Einfluss auf die
Knochenheilung gewilinschten altersbedingten Verdnderungen des Immunsystems,
stellen somit andererseits durch héhere Ausfallquoten einen méglichen Nachteil des
Modells dar.

Es sind bereits verschiedene Tiermodelle zur Etablierung einer verzégerten
Knochenheilung publiziert worden (Kokubu et al., 2003). Dort beschriebene Ansétze
zur Verzogerung der Heilung sind unter anderem Kauterisierung der Frakturenden
(Kaspar et al., 2008), VergrofRerung der Defektzone (Seebach et al., 2010) oder
inadaquate Ruhigstellung (Hietaniemi et al., 1995). Die meisten dieser Modelle
arbeiten allerdings mit Jungtieren. Damit bleiben viele der eingangs erwéhnten sich
negativ auf den Knochenstoffwechsel auswirkenden biologischen Faktoren
unbeachtet, insbesondere das eingangs als Risikofaktor hervorgehobene Alter
(Meyer et al., 2001), welches mit abnehmender Knochendichte und erhdhtem
Frakturrisiko einhergeht (Demir et al., 2008)

Eine Vielzahl der in der Literatur bekannten und hier genannten Untersuchungen zu
dem Thema wurden unter Verwendung der Ratte als Versuchstier durchgefihrt.
Dadurch ist auch im Bezug auf die hier vorliegende Studie sichergestellt, dass
vergleichende Beobachtungen nachvollzogen werden kdnnen und eine Einordnung
in den wissenschaftlichen Kontext moglich ist. Die haufig verwendeten Subspezies
Sprague Dawley und Wistar sind jedoch aufgrund einer leicht divergierenden
Femuranatomie nicht in jeglicher Hinsicht vergleichbar (Jager et al., 2005a). Daher ist
ein Vergleich von Studien, in denen verschiedene Subspezies zur Anwendung

kamen, nicht unproblematisch.

Die Osteotomie unterscheidet sich in vielerlei Hinsicht von einer natirlich

vorkommenden Fraktur, vor allem unterscheidet sich auch ein natirlicher
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Frakturspalt von dem einer Osteotomie. Fur das dieser Studie zugrunde liegende
Operationsverfahren wurde das Os Femoris lateralseitig freigelegt und damit ein
nicht unerheblicher Weichteilschaden verursacht. Wie bereits in der Einleitung
erwahnt, spielt die Weichteilsituation und damit vor allem auch die Blutversorgung im
Bereich einer Fraktur eine wesentliche Rolle fir die anschlieBende Heilung. Im
Verlauf des operativen Eingriffs erfolgte die Fixierung des Knochens vor dem
Zufigen des Traumas in Form einer Osteotomie. Mdgliche Scherkrafte — bei
Frakturen sonst U0Ublich — wurden demnach ausgeschlossen. Die sich
gegenuberstehenden Knochenenden waren glatt geschliffen und standen
entsprechend der Schablone exakt parallel zueinander, wahrend die Bruchstiicke
nach einer Fraktur in der Regel eine raue Oberflache und damit auch insgesamt
mehr Flache aufweisen. Auch liel3 sich trotz stetiger Spuilung mit isotoner
Kochsalzlésung wahrend des Eingriffs, insbesondere beim Bohren und der
Osteotomie nicht ausschlieBen, dass angrenzendes Gewebe thermischen Schaden
ausgesetzt war und es somit zu Nekrosen in der Regenerationszone gekommen sein
kénnte. Trotzdem wurde in diesem Versuch die Osteotomie aufgrund ihrer hohen
Standardisierung und der besseren Reproduzierbarkeit einer mechanischen Fraktur,

etwa durch Biegemodelle (Schmidmaier et al., 2001) vorgezogen.

Nachteile des Fixateur externe ergeben sich aus der Lage des
Osteosynthesematerials aul3erhalb des Korpers, da hier durch den externen
Fremdkdrper eine Gewichtsverlagerung und damit eine Stérung des Gangbildes
entstehen kann. Durch die Wahl besonders leichter Materialien (Karbon) konnte
dieser Nachteil im Vorfeld bereits adressiert und minimiert werden. Der externe
Hebel und damit einhergehend ausgelagertes Zusatzgewicht kénnen weiterhin eine
Lockerung der Pins begunstigen. Auch die mechanische Verbindung von Pins und
Balken kann sich theoretisch I6sen, was ein komplettes Fixateur-Versagen zur Folge
hatte. Weichteilirritationen im Heilungsverlauf und Pin-assoziierte Komplikationen,
wie etwa das Risiko der lokalen Infektion im Bereich der Pin-Eintrittsstellen, stellen
einen weiteren moglichen Nachteil dar (Hazan and Oron, 1993). Sowohl die lokale
Pin-Infektion, wenn auch nur in einem Fall, als auch die Dislokation und das Fixateur-
Versagen sind im Laufe der beschriebenen Untersuchung beobachtet worden und
haben zu einer Ausfallquote von Uber 26% beigetragen. Z&hlt man die durch den
Lysescore ausgeschlossen Tiere dazu oder betrachtet man die Lyse im Bereich der

Pins als Folge einer lokalen Infektion, spielt dieser Faktor eine noch gré3ere Rolle.
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Letztlich ist auch die mit dem Fixateur externe verbundene komplexe
Operationstechnik als Nachteil in Betracht zu ziehen. Die lange Operationszeit durch
die oben beschriebenen multiplen Einzelschritte macht ein intensiveres
Narkoseverfahren nétig. Alternative Osteosyntheseverfahren wie die Marknagelung
oder die Plattenosteosynthese sind im Vergleich jedoch noch Zeitaufwendiger (Jager
et al., 2005b).

Es bieten sich jedoch auch deutliche Vorteile der beschriebenen Verwendung des
Fixateur externe. Vorrangig steht hier fur die durchgeflhrte Untersuchung das
Ausbleiben storender Implantate in der Regenerationszone, wie es beispielsweise
bei der Verwendung von Markndgeln unumganglich ist. Somit konnte neben der
periostalen auch die endostale Heilung beobachtet und beschrieben werden. Trotz
erhohten operativen Aufwands ist die Methode technisch sicher durchfihrbar und
reproduzierbar und wirde auch fir langere Studien zur Verfigung stehen. Zudem
bietet der externe Fixateur eine etwa zwei- bis dreifach erhdhte axiale Steifigkeit und
sogar 30- bis 40-fach erh6hte Torsionssteifigkeit im Vergleich zu Nageln (Willie et al.,
2009).

Mit der hier vorliegenden Fokussierung auf eine radiologische Untersuchung im
Verlauf und am Ende des Versuchs, wurde eine Fixierung bendtigt ohne dass der
Strahlengang im Zielbereich durch Fremdmaterial verfalscht worden ware. Durch den
Einsatz quervernetzter Carbonbalken mit geringer Rontgendichte lie3 sich dieser

Ansatz umsetzen.

Diskussion der Methodik

Zellen und Transplantation

In dieser Arbeit wurden bereits publizierte experimentelle Ansatze zur Stimulierung
der knéchernen Regeneration vertieft (Matsumoto et al., 2006; Peters et al., 2009).
Zellen mit bereits nachweislich pro-angiogenetischen Eigenschaften wurden aus dem
peripheren Blut gewonnen und somit die potentiell regenerativen Eigenschaften des
FrakturhAmatoms verbessert. Als Tragermaterial wurde ein autologer Blutclot
verwendet, dessen Einfluss auf die Heilungskaskade separat untersucht wurde und
aufgrund seines offenbar negativen Einflusses auf die Regeneration kritisch zu

diskutieren ist.
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Wie bereits im Versuchsaufbau beschrieben, wurde dem Blutclot eine geringe Menge
Thrombin beigemischt, um die Gerinnung sicherzustellen und die Handhabung im
Rahmen der Transplantation zu vereinfachen. Mit 4ul wurde hier die geringste
maogliche Dosis zur Induktion der Gerinnung verwendet. Thrombin wiederum hat
einen eigenen nachweislich positiven Effekt auf die Knochenbildung, indem es die
Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie etwa BMP induziert und damit osteogene
und angiogenetische Prozesse positiv beeinflusst (Martineau et al., 2004). In dieser
Hinsicht Uberrascht es allerdings, dass der transplantierte autologe Blutclot trotzdem
im Ergebnis einen negativen Effekt auf die Knochenheilung hat. Eine Erklarung
hierfir konnte die komplexe zeitliche Abfolge der beiteiligten Molekile sein, dessen
Einhaltung fur den Heilungserfolg essenziell ist (Tsay et al., 2005). Dieser sensible
Zyklus konnte durch die Transplantation des mit Thrombin versetzten Blutes gestort
worden sein und kénnte somit als Ursache fir die verminderten Heilungsergebnisse

der Negativ-Kontrollgruppe gegeniiber dem Frakturhamatom zu betrachten sein.

Fraglich erscheint angesichts dieses nachweislichen Effektes, ob der Blutclot ein
geeignetes Medium fir die Transplantation der Zellen in den Frakturspalt darstellt.
Andere Mdglichkeiten der Transplantation von Zellen sind bereits vielfach
beschrieben und publiziert, darunter die perkutane Injektion in den Bereich der
Fraktur (Peters et al., 2009) und die Verwendung von Scaffold-basierten Verfahren,
wie etwa der Nutzung von Collagen-Gerusten (Frenkel et al., 1997) oder Agarose
(Rahfoth et al., 1998). Entscheidend fur die Eignung eines Tragerstoffes ist, dass
dieser die Zellmigration erméglicht, biokompatibel und resorbierbar ist, gleichzeitig
aber auch leicht verfugbar, einfach handhabbar und im besten Fall auch
kosteneffektiv ist (Pountos et al., 2007). Insbesondere in letzterem liegt der Vorteil
des verwendeten Blutclots und lasst ihn daher trotz dargestellter Limitationen als

geeigneten Tragerstoff erscheinen.

Hervorzuheben ist weiterhin der relevante Einfluss des Frakturhamatoms, welches
sich nach knochernen Verletzungen im Rahmen der nattrlichen Heilungsreaktion
formiert (Kolar et al., 2010). Es konnte im Rahmen der Etablierung des Tiermodells
gezeigt werden, dass die Knochenheilung nahezu vollstandig ausbleibt, wenn dieses
nattrliche Hamatom durch ein kinstliches aus peripherem autologen Blut ersetzt

wird.
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Retrospektiv erscheint vor allem die in der Methodik beschriebene Prozedur der
Zellisolation (mittels MACS), welche der Abtrennung der mononuklearer Zellen aus
dem peripher entnommenen Vollblut durch Dichtegradienten-Zentrifugation folgte,
sowohl experimentell als auch zeitlich sehr aufwendig. Die Komplexitat und
eingeschrankte Verfluigbarkeit dieses Verfahrens kénnte damit im Hinblick auf die
klinische Etablierung der dargelegten Untersuchung ein wesentliches Hindernis
darstellen.

Die Transplantation von Zellgemischen kdnnte eine erfolgversprechende Alternative
sein um synergistische Effekte zu nutzen. Zusatzlich kdnnte man der Zellsuspension
Wachstumfaktoren  beimischen.  Auch ist die In-vivo-Produktion  von
Wachstumsfaktoren durch die Transplantation genetisch modifizierter Zellen méglich.
Entsprechende Anséatze sind bereits publiziert (Lin et al., 2005; Rutherford et al.,
2003; Schek et al., 2006).

Mikro-Computertomographie (UCT)

Wie eingangs erwahnt, ist die radiologische Auswertung bei Untersuchungen zur
Verlaufsanalyse von Knochenheilung der Goldstandard, alternative Ansatze sind
aktuell noch in der Entwicklung (Rohrbach et al., 2013). Wie sich auch in der
vorliegenden Untersuchung gezeigt hat, ist der Vorteil des uCTs, dass es sehr
sensitiv Unterschiede zwischen einzelnen Knochenstrukturen detektieren kann. Die
im Rahmen der In-vitro-Praparate angewandte Einzelschnittdicke von 10,5 ym stellt,
verglichen mit anderen ublichen Verfahren der Bildgebung, eine Uberragend hohe
Auflésung dar. Hinzu kommt die Mdglichkeit, den gesamten Kallus in seiner vollen
raumlichen Struktur zu erfassen und nach unterschiedlichen Vorgaben zu
analysieren. Die histologische Gewebeuntersuchung hingegen ermdéglicht nur die

Betrachtung einzelner Schnitte.

Wahrend die Methodik der uCT-Untersuchung im Rahmen von Kleintierexperimenten
grunsatzlich gut etabliert ist, gibt es einzelne Aspekte, die kritisch diskutiert werden
mussen. Hervorzuheben ist hier das nicht einheitliche Verfahren der
Grenzwertbestimmung (Thresholding) und der jeweiligen Korrelation mit
histologischen Analysen (Chang et al., 2013). Hier sind mehrere Verfahren in der

Literatur beschrieben, darunter globale (Muller et al., 1998; Riegsegger et al., 1996)
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oder adaptive (Burghardt et al., 2007) Grenzwertbestimmung, duale Verfahren (Buie
et al., 2007), multiple Grenzwertanwendung (Freeman et al., 2009) und Histogramm-
basierte Verfahren (Bernd Preininger et al.,, 2012). Das am meisten genutzte
Verfahren ist dabei die Anwendung eines zuvor ermittelten einzelnen Grenzwertes
auf sadmtliche Messungen, ein sogenannter fixed global threshold (Mduller and
Ruegsegger, 1997). Dieses auch hier genutzte Verfahren mit halbautomatischer
Bestimmung ist unter Material und Methoden bereits im Detail beschrieben. Es ist
vergleichsweise genau und ermdglicht eine detailgetreue Erfassung des korrekten
Gewebes. Im Hinblick auf die Vergleichbarkeit des vorliegenden Vorgehens mit
anderen Studien sollte aber beachtet werden, dass moglicherweise in
unterschiedlichen Arbeiten unterschiedliche Grenzwerte verwendet wurden und somit
auch unterschiedliche Groéf3en analysiert werden. Ein weiterer Nachteil dieser
Technik ist der sehr hohe Arbeitsaufwand, welcher das Erheben vergleichsweise

grol3er Stichproben stark erschwert.

Die notwendige manuelle Konturierung der Knochenstrukturen zur Ermittlung eines
Volume of Interest wie unter Material und Methoden beschrieben stellt eine weitere
mdogliche Fehlerquelle dar. Da diese zunachst per Hand und dann computerassistiert
erfolgt und fur jedes einzelne Tier zu jedem Messzeitpunkt an Uber 100 CT-Schichten
entlang der inneren und &ufReren Knochenkonturen durchgefuhrt werden muss, sind
hier Fehler durch interindividuell abweichende oder falsch eingezeichnete
Konturierung nicht auszuschlie3en. Praventiv erfolgte bei jedem Tier nach Abschluss

eine manuelle Kontrolle aller Schichten.

Zusammenfassend sind die Analysen der pCT-Daten damit zwar das préaferierte
Verfahren, allerdings sind die berichteten Ergebnisse in einem gewissen Grade von
der untersuchenden Person und gewdahlten Analysetechnik abhéngig. Letzteres
sollte beim Vergleich von Studien berticksichtigt werden.

Ausblick
Die hier untersuchte Zelltherapie bei verzogerter Knochendefektheilung zeigt einen

insgesamt positiven Effekt, der jedoch noch genauer definiert werden muss.

Es konnte ein verlasslich reproduzierbares Kleintiermodell etabliert werden, das unter

Berlcksichtigung  realer  demographischer  Parameter eine  verzogerte
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Knochenheilung induziert und allein durch Verwendung und Beladung eines
autologen Blutclots das Ergebnis der Knochenheilung zwischen fast vdllig
ausbleibend und komplett knécherner Durchbauung des gesetzten Knochendefektes
kontrolliert werden kann. Darauf aufbauend kénnen zuklnftig weitere zellulare oder

beispielsweise auch pharmakologische Faktoren untersucht werden.

In Situationen reduzierter oder ausbleibender Heilung von Knochendefekten stellt die
Stimulation des lokalen (Knochen-)Stoffwechsels und dabei vor allem die Stimulation
der Vasculogenese die entscheidende Kklinische Herausforderung dar. Das Ziel
zukunftiger Arbeiten wird es sein, die hier gewonnenen Erkenntnisse

weiterzuentwickeln und die Integration in die klinische Anwendung einzuleiten.

Die Gewinnung geeigneter Vorlauferzellen aus dem peripheren Blut des Menschen
und anschlieBende Transplantation zur Behandlung von Knochenheilungsstérungen
ist insbesondere bei Patienten mit hoher Begleitmorbiditat ein vielversprechendes
Verfahren, da bei eben diesen Patienten eine Ausweitung der Invasivitat kritisch zu
sehen ist. In der deutlich geringeren Entnahmemorbiditat liegt der entscheidende
Vorteil der beschriebenen Methode gegeniber dem bisherigen Goldstandard, der

autologen Knochenmarkstransplantation.
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