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Einleitung

1 Einleitung

Knochen spielen mit ihren vielfaltigen Funktionen eine unverzichtbare Rolle im menschlichen
und tierischen Korper. Umso wichtiger ist es, ihre vollstandige Integritdt und
Funktionsfahigkeit zu erhalten . Die Knochenregeneration stellt einen komplexen Prozess
dar, der durch viele Zellen und Signalmolekiile koordiniert und reguliert wird *®'. Treten

innerhalb dieser Regulationsvorgange Stérungen auf, kann in Folge die Heilung eines

3,16-21

Knochens beeintrachtigt sein . In den vergangenen 50 Jahren wurden bedeutende

Fortschritte in der Behandlung von Frakturen gemacht, dennoch weisen gegenwartig
10 - 20 % aller Knochenbriiche im klinischen Alltag Heilungsstérungen auf %'2'92022% Djese
bedeuten fur die Patienten eine oft langwierige und nicht immer erfolgreiche Behandlung. Sie
kdnnen mit einer massiven Einschrankung der Lebensqualitdt einhergehen, z.B. durch
verringerte Mobilitat, Arbeitsunfahigkeit oder Invaliditat. Weiterhin entstehen vermehrte

Kosten durch zusatzliche Operationen, Wiederholungsbehandlungen, Wechsel von
Osteosynthesen, lange Krankenhausaufenthalte und Physiotherapien 5''415:20.24.25.27-36
Heilungsstérungen treten in Form einer verzdgerten oder vdllig ausbleibenden Heilung

16,22,25,34,37,38

auf " . Bendtigt der Heilungsprozess mehr Zeit als erwartet, schreitet aber

2,21,25,34,39,

weiterhin fort, handelt es sich um eine verzégerte Heilung %0 Nimmt der verzdgerte

Heilungsprozess zu viel Zeit in Anspruch, kann als Resultat die Heilung ausbleiben #%":343841,

Es entstehen sogenannte ,Pseudarthrosen (Falschgelenke)®, deren Heilungsantwort vollig

20,21,25,34,35,38,39,42

zum Erliegen gekommen ist > . Unterschieden werden vitale und avitale

26,27,34,37,38

Erscheinungsformen . Vitale, auch so genannte ,hypertrophe Pseudarthrosen®,

gelten biologisch als noch reaktionsbereit. Wird die Hauptursache ihrer Entstehung, eine zu

geringe Stabilisierung der Fraktur, beseitigt, wiirde dies zur Heilung fiihren 3717:20:34,38.40.43-45

Avitale Pseudarthrosen, zu denen auch die ,atrophe Pseudarthrose® zahlt, werden als
reaktionsunfahig bewertet, eine Heilungstendenz ist nicht erkennbar '92127:3437.3846-48
Atiologisch kommen mechanische und biologische Faktoren in Betracht. Insbesondere eine
gestorte Vaskularisierung im Frakturbereich und eine zu hohe Rigiditdt des angewandten
Fixierungssystems gelten als Risikofaktoren. Aber auch schwere Schaden der Weichteile
und ein beeintrachtigter Gesundheitsstatus des Patienten, z.B. durch Diabetes mellitus,
systemische Hormonstérungen, das Alter oder durch ein erschopftes Potential der zur
Heilung notwendigen mesenchymalen Zellen aus dem Knochenmark, missen bei der

3,7,8,17-20,27,31,33,34,43,48-52

Ursachenforschung in Betracht gezogen werden Aufgrund der

bisherigen Unkenntnis Uber die genauen Mechanismen, die der Entwicklung einer atrophen

Pseudarthrose zugrunde liegen, ist es trotz vielfacher Versuche bisher nicht mdglich, kausal

3,7,8,19,25,26,34,53-55

zu therapieren Die derzeit angewandten symptomatischen Therapien

beinhalten zunachst ein chirurgisches Debridement des Frakturbereiches, um einen

biologischen Stimulus zu setzen und die Revaskularisierung zu férdern 8202934354305
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Zeitgleich sollte die Optimierung der biomechanischen Situation erfolgen, denn durch

weniger rigide Osteosynthesesysteme erhoht sich die Mikrofragmentbewegung, welche im

20,22,23,34,35,43,48,56,57

entsprechenden MaR ebenfalls heilungsférdernd wirkt . Einen weiteren

Therapieansatz stellt das Einbringen von osteogen reaktionsfahigem Substrat in den

Frakturbereich dar, da es der atrophen Pseudarthrose an diesem mangelt

8112021,24,34,36454856%8 3o wird derzeit vornehmlich per Transfer von autologem

Spongiosagewebe therapiert ©°820:21:25.34:43.45,56,58-60

43,61,62
t 401

. Aber auch die Transplantation von

Perios oder mit osteogenen Substanzen bzw. Zellen beladenen Knochenersatz-

12,20,34,35,43,45,47,63,64

materialien scheint erfolgsversprechend. Ebenso wird das Einbringen von

k 5,31,34-36,45,48,65 43,59,66

Knochenmar , Periostzellen

3,8,20,25,31,34,35,45,47,48,67

und pluri- oder monopotenten
mesenchymalen Stammzellen in den Defekt erprobt. Die lokale
Anwendung von Wachstumsfaktoren steht dabei besonders im Fokus, da diese Signal-
molekiile bei der Frakturheilung eine wichtige Rolle spielen 202427:29:31:34,35.4547.49,56-60.68-73 * gt
wenigen Jahren wird auch Uber eine Intervention der Frakturheilung Uber das Immunsystem
12317 oder per Gentherapie mittels viraler Vektoren diskutiet '*>*°. Bei vielen
Therapieansatzen liegt durch mdgliche Infektionen oder Unvertraglichkeitsreaktionen ein
hohes Risiko an Nebenwirkungen vor, welche die ohnehin schon komplizierte Behandlung

zusatzlich erschweren 3,20,21,29,34,43,45,58,60,66,67,75

Das Ziel dieser Studie ist, ein standardisiertes und gut reproduzierbares Modell einer
experimentellen atrophen Pseudarthrose am Femur der Ratte zu etablieren, da zu Beginn
dieser Modelletablierung kein geeignetes Modell in der Literatur zu finden war. Gelingt dies,
dann wirde die entstehende atrophe Pseudarthrose die klinische Situation, in der oft eine
Unterbrechung des Periosts und Schaden der umliegenden Weichgewebe sowie medullaren
Bereiche des Knochens auftreten, annahernd realistisch darstellen 3619.25:27:333449.76.77 - g mt
ware ein kliniknahes Modell geschaffen, welches fir weitere Fragestellungen, die

vorliegende therapeutische Problematik betreffend, herangezogen werden kdnnte.

Bisher beschaftigten sich viele Studien mit dem Heilungspotential von Pseudarthrosen.
Allerdings lagen hier vornehmlich Modelle mit groRen Frakturspalten, auch Defekt kritischer
GroRe (Critical Size Defect - CSD) genannt, vor '921304757.38.66.76.78:82 ‘1t herrscht jedoch ein
anderes mechanisches und biologisches Milieu vor, weshalb nicht die biologisch inaktive
Situation, in der sich eine atrophe Pseudarthrose entwickeln wirde, reprasentiert

17,32,40,48,49,53

wird " Einige Studien arbeiteten auch mit intramedullaren Marknageln als

Fixierungssystem 7'417:24:32.33.45,

%08 Dieses bringt jedoch eine Rotationsinstabilitat und damit
einhergehende Bewegung im Frakturspalt mit sich, woraus eine vitale, hypertrophe

Pseudarthrose resultiert 7:2%:33:40.84,

In dieser Studie sollte die Situation der ,kliniknahen® atrophen Pseudarthrose durch das

Setzen einer Osteotomie mit anschlieBRender thermischer Zerstérung des Periosts
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3,7,14,15,17,24,25,33,35,36 15,33,36,47,48

und Entfernung des Knochenmarks am Femur der Ratte
erreicht werden. Dieses Vorgehen ging von der Hypothese aus, dass eine atrophe
Pseudarthrose durch einen Mangel an osteogen reaktionsfahigem Substrat bedingt ist,
welches unter physiologischen Bedingungen vornehmlich durch lokale mesenchymale

d 3,8,18,20,28,31,34,35,48,49,66,67,85. Daher galt es flr

Stammzellen sowie deren Vorlaufer gestellt wir
die Modelletablierung, das biologische Heilungspotential der entsprechenden Zellquellen in
der unmittelbaren Umgebung der Osteotomie auszuschalten. In einer weiteren Hypothese
wird das Periost bei der Heilung eines Defektes am langen Rdhrenknochen als essentielle
Leitstruktur vermutet, wobei es immer die Phase der periostalen Rekonstruktion durchlaufen
muss. Als Stabilisationssystem wurde ein unilateraler Fixateur externe gewahlt. Dieser
minimierte Interaktionen zwischen dem Fixierungssystem und den Heilungsprozessen im
Frakturbereich und ermoglichte eine hohe Rigiditat des Osteotomiebereiches unter
standardisierten Bedingungen.

Die Einschatzung der Verwendbarkeit dieses Modelles erfolgte anhand radiologischer,
histologischer, immunhistologischer und histomorphometrischer Auswertungen der
Rattenfemora nach einer Standzeit von 56 Tagen. Nach Ablauf dieser Zeit ist bei Ratten die

Entwicklung einer atrophen Pseudarthrose mit Sicherheit vorhersagbar """,
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2 Stand des Wissens

2.1 Zur Biologie der Knochen
Dem Skelettsystem des menschlichen und tierischen Koérpers werden vielfaltige Aufgaben

zugeschrieben .

Der dreidimensionale Bau des harten Knochengewebes formt die
Architektonik des Korpers vieler Lebewesen. Diese Stitzfunktion wird durch das
Zusammenwirken von Knochen, Gelenken, Sehnen, Bandern, Muskeln und deren
Ansatzstellen an Knochen ergéanzt und das Lebewesen somit zur Lokomotion befahigt.
Weiterhin wird sensiblen Organen durch eine vollstdndige oder teilweise kndcherne
Ummantelung Schutz gewahrt, und als Speicher von Mineralstoffen ist der Knochen fir den
Korperstoffwechsel unentbehrlich. Auch ist er durch seine ausgepragte Sensitivitat und
metabolische Stoffwechselleistung in der Lage, sich der jeweiligen mechanischen Belastung
anzupassen (Plastizitat) >'?¢%”. So zieht zeitlebens jede Anderung von physiologischen
Druck-, Zug-, Biegungs- und Torsionskraften einen Knochenumbau nach sich *°87%°
Bezlglich seiner Kompressions- und Spannungsfahigkeit ist das Knochengewebe weit
starker als Beton oder Granit . Auch die dem Knochen aufliegende Haut (Periost) ist in

diese vielfaltigen Funktionen integriert '1926:70.74.9091

2.1.1 Makroskopie der Knochen

Im Skelettsystem existieren verschiedene Knochenformen. Aufgrund ihrer typischen makro-
skopischen Gestalt entwickeln vorwiegend die Réhrenknochen Pseudarthrosen und eignen
sich so besonders fir wissenschaftliche Arbeiten, wie auch der hier genutzte Oberschenkel-

20232627 Die konisch verbreiterten Enden des R&hrenknochens

knochen (Os femoris)
bezeichnet man als Epiphysen. Treten an den dort angrenzenden Gelenken Belastungen
auf, werden diese auf den groReren Epiphysenquerschnitt verteilt . An die Epiphysen
schliel3en sich beim wachsenden Individuum die Metaphysen (Epiphysenfugen) an. Diese
zunachst knorpeligen Bereiche sind fir das Langenwachstum des R&hrenknochens

verantwortlich %'

. Die Diaphyse bildet den Schaft eines Ro&hrenknochens. Eine hier
vorliegende dicke knécherne Ummantelung (Substantia compacta) gibt dem Knochen die fir
die Stiitzfunktion nétige Steifheit '®. Sie umschlieRt die innen liegende Knochenmarkshéhle,
in der sich ein schwammartiges Netzwerk aus Knochenbalkchen (Substantia spongiosa)
befindet. Zwischen den Balkchen liegen Blut- und Lymphgefalte sowie zur Blutbildung

k %% Der enorme GefiaRreichtum macht den Markraum zum

befahigtes Knochenmar
fuhrenden Versorgungskompartiment des Knochens und durch den Hohlraum ist eine
gewisse elastische Verformbarkeit des Knochens gegeben ™. So stellen die langen Knochen
ein Meisterstuck der biomechanischen Planung dar, da widersprichliche Eigenschaften wie
Steifigkeit und Flexibilitat oder Starke und Leichtigkeit durch ihren speziellen Aufbau und ihre
besondere Zusammensetzung vereint werden >®’. An der KnochenauBenflache befindliche

Vorspriinge, die Apophysen, dienen dem widerstandsfahigen Ansatz von Muskeln, Bandern

10
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und Sehnen %%, Der gesamte Knochen ist auf der AuRenfliche und der Knochenmarks-
hoéhle zugewandten Innenflache mit einer dinnen Hille bedeckt. Eine Ausnahme bilden die
Gelenke und Muskelansatzstellen. AuRenseitig bezeichnet man diese Haut als Periost, im
Inneren als Endost. Beiden kommt eine Aufgabe in der Erndhrung des Knochens und als
Trager eines wesentlichen Pools an Zellen, die zur Knochenbildung befahigt sind, zu

(Punkt 2 1 3) 7,11,14,47,52,74,83,87,90,91

2.1.2 Mikroskopie des Knochens
Neben seinem makroskopischen Aufbau verdankt das Knochengewebe seine Einstufung als
eines der am hdchsten differenzierten Stitzgewebe des Korpers auch seiner

mikroskopischen Zusammensetzung *.

Dabei lasst die Substanz der Knochen, die sogenannte Knochenmatrix, feinstofflich zwei
wesentliche Komponenten, die anorganischen und die organischen Bestandteile, erkennen.
Die Festigkeit des Knochens ergibt sich durch dessen Mineralisierung, bedingt durch seine
anorganischen Bestandteile. Diese machen ca. zwei Drittel der Knochenmatrix aus .
Vornehmlich bilden Kalzium und Phosphat ein kristallines Raumgitter aus Hydroxylapatit.
Weiterhin sind u.a. nichtkristallines Kalziumphosphat, Bikarbonat und Zitrat beteiligt. Das
ubrige Drittel der Knochenmatrix stellen die organischen, unverkalkten Bestandteile, welche
fur die notwendige Flexibilitat des Knochens sorgen. Dies wird hauptsachlich iber elastische
Fasern aus Kollagen des Typs |, einem Skleroprotein, erreicht **. Daneben sind zu einem
wesentlich geringeren Anteil teilweise knochenspezifische Glykoproteine, Proteoglykane,

95

Lipide und Wasser enthalten ™, welche die ungeformte Grundsubstanz bilden und in

Verbindung mit den Kollagenfasern als Osteoid bezeichnet werden %49°°2  Die
charakteristische Widerstandsfahigkeit des Knochens ergibt sich allerdings aus dem
Zusammenspiel der anorganischen und organischen Komponenten. So dienen die tripel-
helikalen Strukturen des Kollagens Typ | als Leitstrukturen fir die Anlagerung der nadel-
férmigen Mineralkristalle. Dieses Konstrukt ist wiederum von der proteoglykanreichen Grund-
substanz umgeben ¥ Auf den Knochen einwirkende Zugkrafte werden hauptsachlich

durch die Kollagenfasern abgefangen, Druckkréfte hingegen durch die Mineralisierung .

Die Zellen des Knochens sind verantwortlich flir den physiologischen Auf- und Abbau sowie
den Erhalt bzw. die Regeneration des Knochengerists, welche einem empfindlichen
Gleichgewicht unterliegen. Die hierfir wesentlichen Zellen sind die Knochenbildungszellen
(Osteoblasten), die Knochenzellen (Osteozyten) und die den Knochen abbauenden Zellen

(Osteoklasten) "%,

Die Osteoblasten sorgen fir den Aufbau der organischen Knochenmatrix, flr einige
Mechanismen der Verkalkung sowie flr eine gewisse Modulation der Osteoklasten-

11,12,18,67,

funktion 9.9 |m Periost bzw. Endost liegen die Vorlauferzellen der Osteoblasten, die

aulerst teilungsaktiven spindelfdrmigen Osteoprogenitorzellen, vor. Diese haben sich aus
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t 12313588919 nd differenzieren

undifferenzierten mesenchymalen Stammzellen entwickel
sich nachfolgend zu Praosteoblasten, welche bevorzugt in knochenseitig gelegenen
Schichten des Periosts und Endosts und entlang von Gefallen im Knochenmark auftreten
919~ Aus ihnen entstehen letztendlich die nicht mehr teilungsfahigen Osteoblasten. Sie
konnen im Knochen als aktive oder als ruhende Zellen vorliegen. Im aktiven Zustand
befinden sie sich meist an den Knochenoberflachen, wo sie das Osteoid synthetisieren und
sezernieren. Durch ihre kubische bis zylinderformige Gestalt, dem runden Zellkern, dem
basophilen Zytoplasma und den zahlreichen ausgepragten Organellen sind sie gut zu

%091 Das sezernierte Osteoid liegt in zundchst ungeordneter Form vor °'. Durch

erkennen
weitere von den Osteoblasten gebildete Proteine wird der nachfolgende Prozess der
Mineralisierung reguliert '*%°'. Diese Proteine sorgen durch ihre hohe Affinitat fir Kalzium
und Phosphat flr deren Anlagerung an die Kollagenfasern und fur ihre Umwandlung zu
Hydroxylapatitkristallen *°'. Da der Knochen im physiologischen Zustand je nach Anderung
auf ihn einwirkender Krafte standigen Umbauprozessen unterliegt, wobei der Knochen auf-
und abgebaut wird, werden auch knochenabbauende Zellen bendtigt, die Osteoklasten
(s.u.). Diese werden in ihrer Arbeit von den Osteoblasten unterstitzt. Durch abgegebene
Signalmolekile werden Osteoklasten zum Zielgebiet gelotst, abgegebene Enzyme I6sen die

Matrixsubstanzen auf und gewahren den Osteoklasten den Zugang zum Zielgewebe '29""

Ist die lokale Knochenbildung abgeschlossen, lasst die Aktivitdt der Osteoblasten nach, die
Zellen flachen sich spindelférmig ab, der Kern wird langlich, die Basophilie nimmt ab und es
bilden sich fingerférmige Zytoplasmafortsatze aus . In dieser inaktiven, ruhenden Form
werden sie auch als Knochenoberflaichenzellen (Bone lining cells) bezeichnet. Sie

behalten weiterhin ihr osteogenes Potential und die Fahigkeit zur Proliferation °'.

Etwa 15% der Osteoblasten werden jedoch bei der Knochenbildung vollstandig von
mineralisiertem Knochengewebe eingeschlossen und differenziert sich zu Osteozyten, den
reifen Knochenzellen ¥ 8%091%9 gje (ibernehmen entscheidende Aufgaben zur Erhaltung des
Knochens und zur Anpassung an die mechanische Beanspruchung. Ihre Entwicklung geht
mit einer massiven GroRenabnahme einher, ihre Gestalt wird mandelférmig, der Kern ist
gro® und oval und die Organellen werden stark reduziert, da auch die Aktivitat stark
abnimmt. Sie bilden ebenfalls lange Fortsatze aus, die in winzigen Knochenkanalchen, den

89091 Uber diese Fortsitze stehen sie mit anderen Osteozyten,

Kanalikuli, liegen
Osteoblasten, Gefalken und der extrazellularen Matrix in Kontakt, wodurch ein standiger
Né&hrstoff-, Abfallprodukt- und Informationsaustausch stattfindet %', Da die Osteozyten in
schmalen Lakunen zwischen den lamellaren, verkalkten Knochenschichten liegen und nur
einige sich in direkter Nachbarschaft zu Blutgefalen und Nervenfasern befinden, wird Gber
die Kanalikuli die Versorgung aller Osteoblasten gewahrleistet %', Insgesamt stellen die
Osteozyten eine wesentliche Voraussetzung fir den Knochenstoffwechsel. Degenerieren

sie, z.B. durch eine Unterbrechung des Nahrstofftransportes durch Gefaliruptur im Rahmen

12
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eines Knochenbruches, geht auch die sie umgebende Matrix zugrunde °'. Eine weitere

wichtige Aufgabe kommt ihnen bei der strukturellen Anpassung des Knochengewebes an

%91 Man nimmt an, dass sie als Mechano-

sich andernde mechanische Belastungen zu
sensoren fungieren und Deformationen des Knochens wahrnehmen kénnen, ahnlich einer
Spinne, die die Vibrationen eines im Netz zappelnden Insekts wahrnimmt ¢"%°. Sie reagieren
mit einer Anderung ihrer Aktivitat und stimulieren (iber ihre Fortsatze weitere Zellen. Neue
Knochenmatrix wird synthetisiert und Kalzium freigesetzt, wodurch sich das Knochengewebe
entsprechend verstarkt, Mikrobeschadigungen repariert werden und totes Gewebe ersetzt

werden kann &',

Bei jeder Art von Um- und Abbauprozessen des Knochengewebes spielen die Osteoklasten
mit ihren knochenresorbierenden Mechanismen eine bedeutende Rolle '"'#"*. Man vermutet
ihre Herkunft in Vorlauferzellen der Monozyten aus dem Knochenmark, welche den weil3en
Blutzellen zugeordnet werden . Durch Verschmelzung mehrerer Monozyten entstehen die
vielkernigen Riesenzellen. Sie besitzen mindestens zwei, manchmal aber auch bis zu 100

Zellkerne %

. Durch ein komplexes Netz aus Proteinfilamenten und Mikrotubuli innerhalb
der Zelle sind sie zur Lokomotion befahigt und heften sich an die zu resorbierende Knochen-
oberflaiche °"*. Aktive Osteoklasten weisen ein stark basophiles, granuliertes Zytoplasma
auf. Sie enthalten eine Vielzahl an Organellen und Vakuolen, da sie flr ihre Aufgabe viel
Energie aufwenden und Substanzen speichern bzw. transportieren miissen **°'. Zunachst
setzen sie Enzyme frei, welche die Struktur der Grundsubstanz auflésen und so die
Hydroxylapatitkristalle freilegen. Anschlieend wird das Milieu azidifiziert und eine Auflésung
der Kristalle, somit eine Entmineralisierung des Knochens, bewirkt ®. Offengelegte
Fragmente von Kollagenfasern und Grundsubstanz kdénnen nun weiter aufgeschlossen
werden. Samtliche Produkte werden aufgenommen und in den Vakuolen der Zelle weiter
,verdaut® um schliel3lich an den Blutkreislauf abgegeben werden zu kénnen. Erfolgt der
Abbau direkt an der Knochenoberflache, bildet sich eine Resorptionslakune (Howship-
Lakune). Ein Abbau entlang von Gefalien fuhrt eher zu einer kanaldhnlichen Resorption. So
befinden sich aktive Osteoklasten typischerweise stets unmittelbar am Knochen in ihren
resorbierten Zonen. Nach lokaler Beendigung der Knochenresorption I6sen sie sich und

wandern zu einer anderen Stelle, um dort den Knochenabbau fortzusetzen °'.

Die ubergeordnete Kontrolle der Knochenformation und -resorption unterliegt der Schild-
druse bzw. Nebenschilddrise durch die Regulation von kalzitropen Hormonen (Parathormon,
Kalzitonin). Durch Kalzitonin erfahren Osteoblasten und Osteozyten eine Aktivierung, durch
den Gegenspieler Parathormon werden sie in ihrer Aktivitdt gehemmt. Bei den Osteoklasten
verhalt es sich umgekehrt °"**. Zusatzlich kommen einige lokal wirkende Faktoren zum
Tragen, wie Steroidhormone, Zytokine, Interleukine, @ Wachstumsfaktoren und

Prostagland ine 1,10-12,16,35,45,47,50,51 ,69,74,83,95,96,98_
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Die Knochenbildung (Osteogenesis) kann uUber zwei Wege erfolgen. Entsteht aus
vorliegendem mesenchymalen Bindegewebe direkt Knochengewebe, so handelt es sich um
die desmale (auch primare, direkte oder bindegewebige) Ossifikation. Wird jedoch eine
bestehende Knorpelmatrix durch Knochen ersetzt, spricht man von der chondralen (auch
sekundaren oder indirekten) Ossifikation. In beiden Fallen entsteht zunachst Geflecht-

knochen, welcher spater meist durch Lamellenknochen ersetzt wird '":328490.91.95

Einige Knochen, wie z.B. die Deckknochen des Schadeldaches werden auf dem Weg der
desmalen Ossifikation gebildet. Ausgehend von mehreren primaren Verkndcherungs-
kernen, den Ossifikationszentren, weitet sich die Mineralisierung aus, bis die einzelnen
Ossifikationszentren miteinander verschmelzen und der entstehende Knochen vollstandig

durchbaut ist 890:9193

. Zu Beginn differenzieren sich vorliegende Mesenchymzellen zu
Osteoblasten und synthetisieren das unverkalkte Osteoid. Im weiteren Verlauf mineralisiert
dieses und formiert sich zu Knochenbalkchen (Trabeculae) aus primarem Geflecht-

1,90,91

knochen . Dieser Vorgang wird durch das starke Einsprielten von Kapillaren in das

16,90,91 und

Ossifikationszentrum begleitet. Uber diese GefaRe dringen zusatzliche Zellen ein
es werden fir die Mineralisierung notwendige anorganische Knochenbestandteile
herangefiihrt %%, Die Osteoblasten differenzieren sich weiter zu Osteozyten und es entsteht
der sekundare Geflecht- oder Faserknochen, in welchem fein- und grobfibrillare

Kollagenfaserbiindel ungeordnet vorliegen &°":93%

. Dieser, wahrend der embryonalen
Entwicklung angelegte, sekundare Geflechtknochen wird nach der Geburt zlgig in
Lamellenknochen umgewandelt (Remodeling), mit Ausnahme weniger skelettaler Bestand-
teile °°'. Durch die hohere Zelldichte, den geringeren Anteil anorganischer Substanzen und
die unregelmafige Anordnung der Kollagenfaserblindel ist der Geflechtknochen im Vergleich
zum Lamellenknochen flexibler und tritt Gberall dort auf, wo Gber langere Zeit mechanische
Krafte durch Zug einwirken, er weist jedoch insgesamt eine geringere mechanische
Festigkeit auf %92

Ossifikation eine bedeutende Rolle (Punkt 2.2.2) '":3284.90.91.95

. Auch im Rahmen der Knochenbruchheilung spielt die desmale

Die meisten Knochen des Skelettes entstehen jedoch per chondraler Ossifikation aus
vorgeformten Knorpelmodellen .
(Primordialskelett) und Knochenbruchheilung (Punkt 2.2.2) als Platzhalter ', beim

heranwachsenden Individuum bildet dieser hyaline Knorpel die Grundlage fur das

Diese dienen in der embryonalen Entwicklung

Langenwachstum des Knochens. Sich am Ablauf der desmalen Ossifikation orientierend
differenzieren sich wahrend der Embryonalentwicklung die Osteoblasten aus Zellen, welche
im Perichondrium, einer dem Primordialskelett aufliegenden Knorpelhaut, enthalten sind .
In der Mitte des Rohrenknochens, der spateren Diaphyse, beginnen sie unterhalb des
Perichondriums Osteoid zu synthetisieren, welches verkalkt und auf diese Weise eine
Knochenmanschette in Form eines hohlen Knochenzylinders entstehen lasst ', Diese

Manschette, der spatere Bereich der Knochenkompakta, sorgt flir eine erste mechanische
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Stabilisierung %%®. Das dem kndchernen Mantel aufliegende Perichondrium entwickelt sich
zur Knochenhaut, dem Periost (Punkt 2.1.3) %% Dieser ersten Phase, der
perichondralen Ossifikation, schlielt sich die enchondrale Ossifikation, die
Verkndcherung, an """ Die vorliegende Knochenmanschette fiihrt zu einer Verringerung
des Stoffwechsels des im Knochenzylinder verbliebenen Primordialskeletts, so dass dessen
Knorpelzellen, die Chondrozyten zunachst hypertrophieren. In dieser Phase der erhohten
Aktivitdt setzen sie gespeichertes Kalzium frei, welches in den Prozess der Kalzifizierung
eingeht '°, danach gehen sie per Apoptose zugrunde ®. Aus dem Periost einsprieRende
GefaRe %, wachsen iber die Knochenmanschette in den Knorpel ein "' Aus diesen
Perforationsstellen entstehen spater die GefalRkanale fir die Blutversorgung des
Knochens %, Uber die GefaRe gelangen knorpelauflésende Zellen, die Chondroklasten, in
die teils verkalkte Knorpelmatrix und resorbieren verbliebene Knorpelreste *°'. Zeitgleich mit
den Chondroklasten wandern mesenchymale Stammzellen in das Zentrum der entstehenden
Diaphyse ein '°, die sich zu Osteoblasten entwickeln. Sie ummanteln die noch vorhandenen
Reste verkalkter Knorpelmatrix und synthetisieren per desmaler Ossifikation Knochenmatrix,
so dass Geflechtknochen entsteht. Wahrend die Ossifikation zentrifugal in proximaler und
distaler Richtung bis zu den Epiphysen fortschreitet, bildet sich durch standige Ab- und
Umbauvorgénge im Zentrum des Knochens die Knochenmarkshéhle *°'. Dort entstehen die
Knochenbalkchen mit ihrer schwammahnlichen Struktur (Substantia spongiosa) und in die
zwischenliegenden Kammern sprie3en Kapillaren. Ebenfalls einwachsendes Bindegewebe
differenziert sich (iber mehrere Schritte zum Knochenmark 399 Zeitgleich beginnt in den
Epiphysen der zentral gelegene Verkndcherungskern per enchondraler Ossifikation zu
mineralisieren und sich zentrifugal auszubreiten ®. Die zwischen den epiphysialen und
diaphysialen Ossifikationsbereichen liegenden Epiphysenfugen beinhalten Wachstums-
knorpel, welcher fur das Langenwachstum des Knochens verantwortlich ist und zunachst
nicht mineralisiert. Hier proliferieren die Chondrozyten bis etwa zum 20. Lebensjahr. Danach

wird die Epiphysenfuge kndchern geschlossen und das Langenwachstum beendet 2¢9°9°,

Im Zuge des Remodelings, der Kombination von Knochenauf- und -abbau, wird der
entstandene Geflechtknochen durch das Zusammenspiel von Osteoblasten, Osteoklasten
und begleitenden BlutgefalRen in den mechanisch kompetenteren Lamellenknochen
umgewandelt #'®%. Durch Austauschen und Hinzufiigen von Knochensubstanz in und auf
den Trabeculae 2 volizieht sich der ,schleichende Ersatz‘. Bei der Frakturheilung lauft das

Remodeling in wesentlich schnellerer Form ab (Punkt 2.2.2) 1435909199

. Das Haupt-
charakteristikum des Lamellenknochens ist die regelmaRige Anordnung seiner Grund-
strukturen, der Osteone *°'. Der britische Arzt Clopton Havers entdeckte 1691 diese kleinen
Einheiten, daher werden sie auch als Havers-System bezeichnet. Sie kennzeichnen sich
durch eine konzentrische Schichtung mehrerer Knochenlamellen, den Speziallamellen, um

einen Zentralkanal, dem Havers-Kanal. Darin verlaufen kleine Gefalke, Nervenfasern und
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18889091 Dije umschlieRenden

Bindegewebe zur Nahrstoffversorgung und Reizibertragung
Lamellen setzen sich aus streng parallel angeordneten Kollagenfasern und mineralisierter
Knochenmatrix zusammen. Durch die sich von Lamelle zu Lamelle rechtwinklig andernde
Verlaufsrichtung der Fasern entsteht eine gitterartige Struktur. Und auch untereinander sind
die einzelnen Lamellen durch Kollagenfibrillen verbunden. Durch diese Vernetzung ist der
Lamellenknochen extrem widerstandsfahig gegeniiber Zug- und Druckbelastungen ***?. Die
Osteozyten sitzen meist zwischen, aber auch in den Lamellen 8418789 jedes Osteon wird
von mineralisierter Matrix, dem Zement, umgeben %2, Dieser grenzt das Osteon gegen die
umliegenden Schaltlamellen ab, wobei es sich um verbliebene Reste von Osteonen ohne
funktionelle Aufgaben handelt °*°'. Sie werden, je nach vorliegender statisch-mechanischer
Belastung und Stoffwechsellage, im Zuge des zeitlebens stattfindenden Knochenumbaus

ersetzt 2%,

Die benachbarten Havers-Kanale einzelner Osteone stehen Uber quer
verlaufende Volkmann-Kanale, entdeckt von dem deutschen Physiologen Alfred Wilhelm
Volkmann im 19. Jahrhundert, miteinander in Verbindung *°'. Besonders in der Substantia
compacta wird die typische Organisation des Lamellenknochens ersichtlich °. Hier liegen die
Osteone sehr dicht in paralleler Anordnung, welche sich nach der mechanischen Belastung

des Knochens orientiert, im Fall der Diaphyse longitudinal *'®

. Die Ausrichtung der
Knochentrabekel in Richtung der mechanischen Krafte wurde als erstes 1892 von Julius
Wolff erkannt, und als das Wolff'sche Gesetz, das Transformationsgesetz der Knochen,
formuliert "%, Zum Endost und Periost hin werden die zahlreichen Osteone durch die
inneren und &AuReren Generallamellen abgegrenzt °°'. Lamellenknochen enthalt im
Vergleich zum Geflechtknochen weniger Zellen. Durch die spezielle Anordnung der Lamellen

1

mit einem hdheren Anteil anorganischer Substanzen ' ist er fester und somit mechanisch

belastbarer, vor allem was Druckkréfte anbelangt %%,

2.1.3 Periost und Endost

Die aulRere Abgrenzung des Knochens erfolgt, ahnlich der Rinde eines Baumes, durch eine
zweischichtige Ummantelung, der Knochenhaut (Periost). Nur an wenigen Stellen, z.B. an
Gelenkknorpelflachen, fehlt dieses spezialisierte Bindegewebe *'. Es spielt in der Knochen-

entwicklung und auch in der Knochenbruchheilung (Punkt 2.2.2) eine bedeutende Rolle
19,25,26,47,66,83

Die auf3ere straffe Schicht des Periosts, das Stratum fibrosum, ist von fibros-elastischer
Natur 2*. Es besteht aus abgeflachten Bindegewebszellen und Kollagenfaserbiindeln, den
Sharpey-Fasern, welche durch die innere Schicht, die Kambiumzellschicht (Stratum
cambium s. osteogenicum), ziehen ' und in die Knochenmatrix einstrahlen ®. So wird das
Periost fest mit dem Knochen verbunden 2, und es kann angrenzenden Muskeln, Sehnen
und Bandern als Befestigung dienen '®. Mit den Sharpey-Fasern treten auch Nerven und
GefaRe in die Knochenmatrix ein "', Ein Netzwerk aus Arteriolen und Venolen spielt eine

wesentliche Rolle im Rahmen der Knochendurchblutung ”*'. Die arterielle Blutversorgung
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4,41,77

bezieht sich hauptsachlich auf das &auRere Drittel der Kortikalis . Von groélerer

Bedeutung ist jedoch das ventse System, welches fiur die Drainage der gesamten Kortikalis
sorgt . Das periostale Netzwerk aus Arteriolen und Venolen tragt ein hohes blut-
versorgendes Potential, sollte die physiologische Blutzufuhr des Knochens, z.B. durch
Fraktur, unterbrochen sein 2>2°417783 (pynkt 2.1.4). Die Schmerzempfindlichkeit des Periosts

kommt durch dessen ausgepragte Innervierung zustande ’.

Anfang des 20. Jahrhunderts wurde das Periost als begrenzende Membran des Knochens
zum umliegenden Weichgewebe angesehen und man nahm an, dass die fur Knochen-
wachstum und -heilung notwendigen Zellen aus dem Knochen selbst stammen wiirden 2%.
Bald aber stellte man fest, dass bei Entfernung des Periosts vom Knochen dieser in seiner
Osteogenese erheblich gestort ist 2'4192531.333547.77.83104 " \\jird aber ein Stlick Knochen
entfernt und das Periost verbleibt, kann sich leicht neuer Knochen bilden 2. Heute wird dieses
hohe osteo- und chondrogene Potential der inneren, sehr zellreichen Schicht des Periosts,
der Kambiumzellschicht (Stratum cambium s. osteogenicum) zugeordnet '®%°. Diese
liegt direkt der Knochenoberflache auf >*°' und enthélt eine Vielzahl an Zellen. Zum einen
beinhaltet sie multipotente Vorlauferzellen, sogenannte Osteo- und Chondroprogenitorzellen
von mesenchymaler Herkunft, welche sich unter passenden Bedingungen teilen und zu
knochenbildenden Osteoblasten bzw. knorpelbildenden Chondroblasten entwickeln

2,45,51,52,66,83,85,105

konnen , zum anderen enthalt sie ruhende Osteoblasten, Osteoklasten,

Bindegewebszellen, Endothelzellen und noch undifferenzierte mesenchymale Zellen
11,16,18,47,74,90

Wahrend des Wachstums erfolgt neben dem Langenwachstum der Knochen deren
endgiiltige Formierung durch das Periost *'°2%¢% Dije von dort ausgehende Apposition von
Knochenmatrix auf der Knochenoberflache fuhrt zum Dickenwachstum. Es ist mit Abschluss
des Langenwachstums ebenfalls weitgehend beendet *2%%% Das Periost ist in jungen

51,62,77

Jahren dicker, aktiver und robuster , mit zunehmendem Alter verringert sich sein

5152 |m Laufe des

osteogenes Potential °"*?%° Es enthalt dann weniger ruhende Zellen
Lebens konnen diese durch mechanische Stimuli wie z.B. Trauma wieder aktiviert
werden °"%._ Die grundlegenden biologischen Antworten auf diese Reize gehen im Alter nicht

verloren und &ndern sich nicht qualitativ, sie lassen nur quantitativ nach *2.

Da dem Periost besonders in der Frakturheilung eine wichtige Aufgabe zugesprochen wird
(Punkt 2.2.2), war es bereits Gegenstand vieler Studien °'°901046698106-111 "Bt fijhrte man

Versuche durch in deren Rahmen das Periost zerstort wurde um die Frakturheilung zu

3,7,14,24,25,31,33,36,47,48

beeintrachtigen oder Zellpopulationen des Periosts stimuliert wurden zur

1951 Auch entnahm und kultivierte man Periostzellen

Forderung der Knochenheilung
63.107.108 'haufig um sie anschlieRend mit Hilfe von biologischen Knochenersatzstrukturen als

Tragersysteme in Knochendefekte zu retransplantieren 56119 Auch ganze Periostlappen
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59,61,98,110,111
rt

mit °> oder ohne Knochenanteile wurden transplantie . Dieser Forschungs-

bereich verweist auf vielversprechende Mdglichkeiten in der Rekonstruktion von Knorpel-

und Knochengeweben 59,107,110

Die innere Abgrenzung zwischen Knochen und Knochenmarkshohle erfolgt durch das
Endost. Es besteht aus einer Schicht abgeflachter Bindegewebszellen mit eher wenigen
Kollagenfasern, wodurch es wesentlich dinner ist als das Periost. Hauptsachlich dient es,

11,74,78,82,90,94,112

wie auch das Knochenmark, als Trager osteogener Zellen und spielt ebenfalls

eine, wenn auch geringere, Rolle in der Knochenneubildung 2304142474899 (pynkt 2.2 2).

2.1.4 Blutversorgung des Knochens
Knochengewebe ist (iberaus reich vaskularisiert . AuRerhalb des Knochens verlaufende
Gefale perforieren den Knochenkortex und treten so in den Knochenmarksbereich ein bzw.

aus 4,18,41

. Wie bei anderen Organen des Korpers erfolgt die Blutversorgung Uber ein
afferentes, nahrstoffreiches Blut zufihrendes, und eine efferentes, Stoffwechselendprodukte

ableitendes, vaskuldres System *'.

Insgesamt spaltet sich das afferente System in drei Kompartimente auf: Die Haupt-
versorgungsarterie, die metaphysaren Arterien sowie die periostalen Arterien '**"%. Die
Hauptversorgungsarterie (Arteria nutricia) tritt im proximalen Drittel der Diaphyse in den
Markraum ein und verzweigt sich dort in die aszendente sowie deszendente Markraum-
arterie. Diese spalten wiederum viele Arteriolen ab, die sich auf der gesamten Oberflache
des Endosts verteilen und den Markraum sowie die inneren zwei Drittel der Kortikalis

4183741.95.113 Die metaphysaren Arterien treten proximal und distal in die Knochen-

versorgen
markshohle ein, verzweigen sich vielfach und sind fur den spongiésen Knochen der Meta-
und Epiphysen zustandig *'. Im Markraum anastomosieren Zweige dieser metaphysaren
Arterien mit den beiden Markraumarterien. Vom Periost treten viele kleine periostale
Arteriolen (iber die Sharpey-Fasern in den Knochenkortex ein '*®. Im gesunden Knochen

477 und anastomosieren innerhalb

versorgen diese das auliere Drittel der Knochenkortikalis
der Kortikalis mit den Asten der Markraumarterien '®*'. Diese intrakortikalen Kapillaren liegen
geschiitzt in den knéchernen Kanélen der Havers- und Volkmann-Systeme *'. Die Volkmann-
GefalRe verlaufen quer durch die longitudinal orientierten Osteone und bilden so eine
Verbindung zwischen Periost und Endost. Die Havers-Gefalie im Zentralkanal eines jeden

Osteons liefern Nahrstoffe zu den Zellen der umliegenden Speziallamellen ",

Das efferente System besteht aus einer gro3en zentralen Markvene, in welche mehrere
kleine Venen munden. Diese sind exklusiv fur den medullaren Ablauf zustandig. Kortikale
Venolen leiten Blut aus den tieferen Schichten der Kortikalis in periostale Venolen ab. Diese

wiederum minden in periostale Kapillaren an der Oberflache des Kortex, welche auch Blut

41

aus den oberflachlichen Bereichen des Knochenkortex ableiten *'. Im Gegensatz zum

arteriellen System ist der vendse Abfluss aber noch nicht eindeutig erforscht .
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Ist der Knochen mit seinem gesamten Blutsystem intakt, erfolgt der Blutfluss zentrifugal vom
Markraum Uber den Knochenkortex in Richtung Periost 2*"#>% |m Falle einer Fraktur, bei
der die beschriebenen arteriellen Systeme in ihrer Funktion beeintrachtigt sind, kommt neben

' eine zusatzliche, vorliber-

der Stimulierung der verbliebenen vaskularen Kompartimente *
gehende Versorgungsquelle zum Tragen, welche aus dem umliegenden Weichteilgewebe
entstammt “%° das extraossire arterielle System. Somit verlauft der Blutfluss bei der
Knochenbruchheilung umgekehrt in zentripetaler Richtung. Nach Regeneration der
zerstorten arteriellen Systeme des Knochens Ubernehmen diese wieder ihre urspringliche

Funktion und das extraossare System wird zuriickgebildet *'.

2.2 Ungestorte Knochenbruchheilung

Die Struktur der Knochen ist perfekt an die tagtaglich fortwahrenden Beanspruchungen
angepasst. Trotzdem hat nahezu jeder erwachsene Mensch schon einmal die schmerzliche
Erfahrung eines Knochenbruches gemacht. Das Ziel der Frakturbehandlung ist die Restitutio
ad integrum, die vdllige Rekonstitution und Regeneration des verletzten Gewebes, der

d 1241748214 Dapeij liegen dem

10,12,21,42

ursprunglichen Anatomie und Funktionalitat entsprechen
kontinuierlichen, hdchst effizienten Prozess der Frakturheilung gut organisierte, aber
sehr komplexe Kaskaden an biologischen Ereignissen zugrunde 37114162224 " dja durch
eine Vielzahl von systemischen und lokalen Faktoren beeinflusst werden 2&'#74183574
Ebenso stdranfallig ist die Knochenregeneration, so dass unpassende Einflisse wahrend
des Vorgangs schnell zu einer verzdgerten oder ausbleibenden Heilung filhren kénnen .
Daher wird bis zum heutigen Tag versucht, die zugrunde liegenden Prozesse besser zu
verstehen, um letztendlich die angemessenen therapeutischen MalRnahmen ergreifen zu

kénnen 12,22,24,40

Ist eine Verletzung aufgetreten, sind sowohl das Weichgewebe als auch der Knochen in der
Lage neues Gewebe an dieser Stelle zu formieren . Weichgewebe heilen durch den Ersatz
mit einer fiborésen Narbe, Knochen durch den Versuch der narbenlosen Wiederherstellung

des Ursprungsgewebes '2'2404274

Von der Natur sind verschiedene Wege der Knochenbruchheilung vorgesehen. Histologisch
werden die osteonalen, die intramembrandsen und die enchondralen Knochenformierungs-
reaktionen differenziert, welche von unterschiedlichen Lokalisationen (kortikal, periostal und
endostal) ausgehen kdnnen. Diese treten aber nicht unbedingt getrennt voneinander auf, sie
kdnnen auch kombiniert ablaufen 2. Nach der klassischen histologischen Einteilung wird

auRerdem zwischen primarer und sekundérer Knochenbruchheilung unterschieden *°.

2.2.1 Priméare Knochenbruchheilung
Diese Form der Knochenregeneration kennzeichnet sich durch einen Heilungsvorgang,

welcher hauptsachlich innerhalb der Kortikalis stattfindet (kortikale Knochenheilung)

16,18,41,89,95,99 16,99

. Insgesamt ereignet dieser Vorgang jedoch eher selten , da sich die
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Knochenenden im Frakturbereich in ihrer anatomisch korrekten Position ¢%°'"° d.h. in

2,11,32,41

direktem Kontak , befinden miissen. Das kann erreicht werden, indem die Fraktur

durch entsprechende Osteosynthesesysteme, meist eine Platte, absolut stabil versorgt

d 1718.37:41.76.89.95.114.115 "\War weiterhin eine stérungsfreie Durchblutung sichergestellt, so ist

17-19,37,41,42,76,89,95,99,114,

wir
diese Form der Ossifikation ohne jegliche Knorpel- und Kallusformation
"% im Sinne einer ,VerschweiRung“ moglich '889911% Meistens ereignet sich die kortikale
Heilung jedoch mit Unterstitzung eines schnell gebildeten und rontgenologisch nicht
sichtbaren endostalen Kallus '"***"% (Punkt 2.2.2). Generell handelt es sich bei der
primaren Knochenheilung eher um einen Mechanismus wie er beim physiologischen und
standig stattfindenden Knochenumbau vorkommt 2% und auch um einen Remodeling-
prozess, welcher die letzte Phase in einem Heilungsvorgang darstellt (Punkt 2.2.2).
Erfahrungsgemal ist eine perfekte Adaptation aller Bereiche innerhalb einer Fraktur nahezu
unmoglich. Daher treten je nach dem Abstand der Knochenfragmente zueinander zwei
histologische Erscheinungsformen der Knochenheilung auf. Befinden sich die Knochen-
fragmente in direktem Kontakt, so tritt die ,Kontaktheilung“ auf. Befindet sich ein minimaler
Spalt zwischen den Knochenfragmenten kommt die ,Spaltheilung“ zum Tragen. Beide
Vorgénge kdnnen nebeneinander in ein und derselben Kortikalis auftreten 37418999,

Bei der Kontaktheilung haben die Bruchenden einer frakturierten Kortikalis weiterhin
flachenhaften direkten Kontakt, wodurch das Eindringen von BlutgefaRen und umliegendem
Gewebe verhindert wird. Aktivierte Osteoklasten bohren longitudinal gerichtete Resorptions-
kanale durch die teilweise avitale Kortikalis, wobei sie von einem Bruchstlck uber die
Bruchstelle in das benachbarte Bruchstiick vordringen '"3#1:899.116 ' Ayf diese Art und Weise
bauen die Osteoklasten ein neues Havers-System auf 2'%%, {iber deren Wege BlutgefaRe
und sich differenzierende Osteoblasten einwandern kénnen '®¥#'% Den kanalférmigen
Abbauvorgangen der Osteoklasten folgt ein sofortiger Aufbau durch Osteoblasten, die die
Kanale mit Lamellenknochen fiillen %% Diese eigenstandigen Remodelingeinheiten sind
t'e

2,41,99

nichts anderes als neue Osteone und werden als ,cutting cones* bezeichne

Sind kleine Licken zwischen den Bruchsticken entstanden, werden sie im Zuge der
Spaltheilung zunachst gefillt. Einsprieende Gefalle und sie begleitende Zellen
organisieren mittels desmaler Ossifikation eine ,Knochenplombe* ''?748%% Djese dient als
Uberbriickung Uber die eine Regeneration wiederum nach dem Prinzip der Kontaktheilung

erfolgen kann '"%74199,

Die biomechanische Umgebung wirkt sich auf die primare Frakturheilung in anderer Weise
aus als dies bei der sekundaren Knochenbruchheilung der Fall ist. Ausgepragte Rigiditat ist
hier essentiell fir einen Uberbriickungsprozess, da sich schon die kleinste Bewegung im
Frakturspalt nachteilig auswirkt 2'"'9%2%  Frither wurde die primére Frakturheilung als
Kunstform verstanden und viel praktiziert. Das Erscheinen von Kallus wurde als ein Mangel

in der Behandlungstechnik aufgrund von zu viel Bewegung der Frakturenden angesehen 2.
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Schenk und Mitarbeiter (1963, 1964, 1968) %''°'"" steliten bei der primaren
Knochenbruchheilung sowohl beim Menschen als auch in zahlreichen Tierexperimenten
frihestens nach sechs Wochen eine ausreichende Konsolidierung der Fragmentenden fest.
Sind frakturbedingt gréRere Knochennekrosen entstanden, kann bis zur Wiederherstellung
der ursprunglichen mechanischen Starke des Knochens jedoch noch sehr viel mehr Zeit
vergehen, was McKibbin (1978) ? als ,iiberwaltigenden Nachteil* gegeniiber der sekundaren

Knochenheilung wertete.

2.2.2 Sekundare Knochenbruchheilung

Mit dem heutigen Verstandnis der Medizin wird der sekundaren Knochenbruchheilung der
Vorzug gegeben. Natirlicherweise liegt etwas Bewegung im Frakturbereich vor und man
weil} inzwischen, dass ein bestimmtes Mal} an Mikrobewegung am schnellsten zu einem

erfolgreichen Heilungsergebnis fiihrt 41118:29.3237.41.76.84.118

Diese ,forderliche Unruhe”
stimuliert die Kallusformierung und beeinflusst die Qualitat und Quantitat des Kallusgewebes.
Durch den gebildeten Kallus entsteht eine gewisse mechanische Eigenstabilitat 414118 5o
kdnnen knochern-knorpelige Kallusbander vom proximalen und distalen Fragment
ausgehend auf den Frakturbereich zuwachsen, bis sie sich treffen und eine feste Verbindung
eingehen 2%'8%1"% |m weiteren Heilungsverlauf mineralisiert dieser Kallus vollstéandig aus,
um die Stabilitat im Frakturbereich zu erhéhen ' . Das Periost als Quelle osteogener Zellen
spielt bei der Formierung eines Kallus die wahrscheinlich wichtigste Rolle 3#'"16:19616974 pgr
Reparaturprozess kann in mehrere Phasen untergliedert werden, welche nacheinander aber

121214164274 7 erst ereignet sich das

auch in Kombination nebeneinander auftreten kdnnen
Initialstadium, wobei ein Frakturhdmatom entsteht, einhergehend mit einer Entzindungs-
reaktion und der entsprechenden Angiogenese. AnschlieBend folgen die Ossifikations-
stadien, die intramembranése und enchondrale Verkndcherung. Zum Schluss findet das
Remodeling statt. Je nach Lokalisation lasst sich die sekundare Knochenheilung aber auch
in eine periostale und endostale Ossifikation einteilen. Die periostale Form bildet einen
auleren Kallus, welcher schnell entstehen kann und eine gute mechanische Festigkeit
aufweist *. Bei der endostalen Form entwickelt sich ein medullérer Kallus. In Kombination mit
der primaren Knochenheilung verlauft diese sehr schnell und wird daher als friihe endostale

Ossifikation bezeichnet. Es entsteht ein starker Knochen 2#4'42

. Die spate endostale
Ossifikation tritt im Verlauf der sekundaren Knochenbruchheilung erst sehr spat in
Erscheinung und verlauft sehr langsam, wobei sich an dieser Stelle Knochen von geringerer

mechanischer Festigkeit bildet %,

Der Ubersicht halber werden die verschiedenen Stadien der sekundaren Knochenbruch-
heilung im Rahmen der periostalen Ossifikation beschrieben. Der Heilungsprozess verlauft
schnell, wenn das Periost nur wenig vom darunter liegenden Knochen abgehoben wurde,

langsamer wenn die Entfernung beider durch die Fraktur gréRer geworden ist %%
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Wenn das Frakturereignis eintritt, wird oft das Periost mitsamt dem umgebenden

7,12,50,70,95

Weichgewebe zerstd und meist die Frakturenden disloziert. Sofort danach setzt

1,16

das sogenannte Initialstadium, also die sofortige Verletzungsantwort, ein . Hierbei

reagieren samtliche von der Fraktur betroffenen Gewebe und bilden das Frakturhamatom
121316.35,70.74.9  Durch Einbluten von den zerstérten Knochenenden und dem umliegenden
Gewebe bildet sich zunichst ein Blutpfropf zwischen den Fragmenten 2°27%%_Wie bei einer
oberflachlichen Hautverletzung gerinnt dieser, wobei von den beteiligten Thrombozyten

1,70,95

Signalmolekule, die so genannten Wachstumsfaktoren, freigesetzt werden . Diese

scheinen einen Einfluss auf die Initiation der Frakturheilung zu haben und in spateren

8,12,16,69,70,95,96 Denn sie

Stadien osteoinduktive und chondroinduktive Funktionen auszuiben
regen besonders die festgelegten mesenchymalen Stammzellen in der Kambiumzellschicht
des Periosts zur Proliferation und Differenzierung an und sie initieren die zellularen

Ereignisse samtlicher nachfolgender Kaskaden ''276:2270.95

Der durch die Gerinnung
entstandene Pfropf verhindert auch, dass umliegendes Weichgewebe zwischen die
Frakturenden dringt, was das physiologische Fortschreiten des Heilungsprozesses storen
wilrde. Im weiteren Verlauf wandern im Rahmen der Entziindungsreaktion Entziindungs-

121113.35505274.95  Sje resorbieren einen groRen Teil des

zellen in das Fibringerinnsel ein
ausladenden Hamatoms und strukturieren den verbleibenden Rest'?*'%° AuRerdem
sondern die Entziindungszellen weitere Signalmolekile und Entziindungsmediatoren, die
Zytokine, ab "'"'?%  Sje sind in die nachfolgenden Prozesse der Angiogenese und
Chemotaxis involviert '""'239%  Somit ist der Vorgang der Hamatombildung ein wichtiger
Bestandteil der Frakturheilung ">®*%. Er endet nach nur wenigen Tagen in der Formation

eines festen, fibrovaskuldren Frakturgranuloms aus faserigem Bindegewebe 23770:99.114.115,

Die besondere Rolle des Periosts kommt schon zu Beginn der Knochenbruchheilung zum

Tragen 18,19,26,70,83,85,104

. Klinische und experimentelle Erfahrungen bestatigen, dass die
periostale Heilung von einem gesunden Periost abhangt 24 '"19.254247.7483.104 * |5 Trager des
biologischen Regenerationspotentials ist es besonders fur eine rasche Vaskularisation und

h 18:37.5169.748510411 "'Nach einer Verletzung reagiert das arterielle

Osteogenese verantwortlic
System des Periosts innerhalb kirzester Zeit mit einer inflammatorischen
Hypervaskularisation, welche eine Voraussetzung fur die sekundare Knochenbruchheilung
ist #%71% Denn die Osteogenese ist ein extrem stoffwechselaktiver Vorgang '"® und auch
osteogene Vorlauferzellen erreichen die Frakturbereiche zunéchst nur (ber die GefaRe .
Durch die Aktivierung proliferieren die periostalen und die im Frakturbereich verbliebenen
funktionsfahigen medulldaren Gefale und ihr Querschnitt nimmt zu (Vasodilatation).
Schlummerkapillaren werden angeregt und Kapillaren im Periost sprieRen neu "% Auch
von den umgebenden Weichgeweben entwickelt sich sehr rasch eine extraossare
t 2,41,120.

Blutversorgung, welche initial vornehmlich den frGhen &uReren Kallus versorg

Inzwischen werden diese Ereignisse in einer eigenen Phase, dem Angiogenesestadium,
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beschrieben, wobei unter Angiogenese die Entstehung von Blutgefalien aus bereits

bestehenden GefaRen verstanden wird '%16:3%95.118

Das Ossifikationsstadium ist durch eine Kombination der intramembrantésen und

enchondralen Ossifikation gekennzeichnet "®7°.

Dabei ist die intramembrandse Ossifikation eine sehr schnell einsetzende, fir die
Frakturheilung fundamentale Reaktion seitens des Periosts '®*"'%. Sie verlauft nach den
Gesetzen der desmalen Ossifikation und bildet Geflechtknochen ohne knorpelige
Zwischenstufe "'"'6%"9 Djese primare Kallusreaktion, auch als periostale Ossifikation
bezeichnet, bringt durch eine stabilisierende, mantelférmige Knochenuberbrickung zwei
bewegliche Fragmente zunachst zur Ruhe, bevor sie vollstandig miteinander verbunden

2.1837,76.85.99.103 |5t diese externe Knochenbriicke erst einmal formiert, kdnnen

werden kdnnen
nachfolgende Prozesse, wie die Bildung der originalen Knochenbriicke und das Remodeling,
ungestort ablaufen.  Unmittelbar nach der Traumatisierung beginnen, durch
Wachstumsfaktoren und Entzindungsmediatoren aktiviert, die undifferenzierten und

osteogenen Zellen der Kambiumzellschicht deutlich zu proliferieren #37°0-5295.104

, wodurch
sich das Periost im hamatomnahen Bereich deutlich verdickt '°"°27°.  Nach
Einhorn (1998a) ' beginnt dieser Prozess in den ersten sieben bis zehn Tagen einige
Millimeter vom Frakturspalt entfernt. Landry und Mitarbeiter (2000) *°, Pennig (1990) * und
Tonna und Mitarbeiter (1963) *? verwiesen auf eine deutliche Aktivitatssteigerung innerhalb
von zwei bis drei Tagen nach dem Frakturereignis. McKibbin (1978) ? konnte bereits acht
Stunden nach Traumatisierung erste Anzeichen einer erhdhten Zellteilung auszumachen,
welche innerhalb von 24 Stunden ihr Maximum erreichte. Dabei reifen in Periost, Endost und
Knochenmark befindliche praterminierte osteogene Stammzellen (DOPC = determined
osteogenic procursor cells, festgelegte Osteoprogenitorzellen, Vorlauferzellen) zu

1-4,7,11,16,18,28,52,69,85,99,121

knochenbildenden Osteoblasten heran Von diesen wird dann

zwischen der Kambiumzellschicht und dem Kortex neue Knochenmatrix synthetisiert
11618355199 Es pilden sich in der Defektperipherie zwei den diaphysdren Knochen
umschlieBende Kallusbander, welche zielgerichtet in Richtung des Frakturspaltes
aufeinander zuwachsen 2°%%%  Sje nehmen im Frakturbereich an Dicke zu, bis sie sich

treffen und eine Briicke (iber dem Frakturspalt bilden .

Die enchondrale Ossifikation, ebenfalls ein sehr rascher Prozess ?, beginnt etwas spater
nach ca. sieben Tagen *''*. Sie liberschneidet sich aber zeitlich mit der intramembranésen
Ossifikation und vollzieht sich im Frakturgranulom direkt am und im Frakturspalt """ Hier
beginnt sich zunachst Knorpelgewebe zu entwickeln, welches spater kalzifiziert und durch

Knochen ersetzt wird 164176114

Dies erfolgt Uber die Phasen der Knorpelbildung
(Chondrogenese), der Knorpelkalzifizierung, der Knorpelbeseitigung und der

Knochenformierung "'®*. Dem umliegenden muskulosketalen Stiitzgewebe wird bei der
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sekundaren Frakturheilung ebenfalls eine grofle Bedeutung zugesprochen, da von hier,
zusatzlich zu den Osteoprogenitorzellen, undifferenzierte mesenchymale Zellen
(IOPC = inductible osteogenic procursor cells, pluripotente Mesenchymzellen, nicht

festgelegte Vorlauferzellen) rekrutiert werden 2#718:66.69.74.78.82

und Uber die Blutgefalle ins
Granulom gelangen "*°. Im Rahmen der Chondrogenese beginnen sich diese Zellen zu
differenzieren, zu proliferieren und avaskuldre, basophile Knorpelmatrix zu
synthetisieren "¢"%%114 Die 5o entstehende Knorpelregion verbreitert sich, wenn mehr
mesenchymale Zellen zu Chondrozyten heranreifen '®"'* Solche Regionen aus fibrésem
und knorpeligem Gewebe bezeichnet man als weichen Kallus "'"'?'%?° Diese Phase der
Knochenheilung ist stark abhangig von den biomechanischen und anderen umgebungs-
bedingten Einflissen 2" wie einer ausreichenden Blutzirkulation und einem
entsprechenden Sauerstoffpartialdruck *'"'89°1%411% Dje Menge des gebildeten Kallus steht
in enger Beziehung zur gegenwértigen Bewegung im Frakturbereich 27°%*"*_ Beij zu starker
Bewegung steigt die Zellaktivitdt der Chondrozyten an, wodurch sich grof’e Mengen Knorpel
bilden, mit dem Ziel, die Fraktur zu stabilisieren. Im Gegensatz dazu inhibiert eine zu rigide
Fixation die Zellreaktionen und kann so die Kallusantwort vollig aufheben 2*'%'89° Beide
Falle fihren zu einer verzogerten oder ausbleibenden Heilung (Punkt 2.3). Auch der
vorherrschende Sauerstoffpartialdruck und die Blutversorgung spielen eine grof3e Rolle.
Ubersteigt die Kallusmenge die Blutversorgung und somit auch die verfligbare
Sauerstoffmenge, bildet sich viel knorpeliges Gewebe, da dieses weniger sauerstoffabhangig
ist. Dieses Uberbriickt den Frakturspalt so lange, bis die Blutversorgung wieder aufgeholt
hat #'"%>""° Es folgt die essentielle Phase im Reparaturprozess, die Kalzifizierung des
Knorpels "'"1%3%122 Nach zwei Wochen ist die initiale Zellproliferation der Chondrozyten
beendet. Der Knorpel beginnt sich biochemisch, den Prozessen der enchondralen

16

Ossifikation folgend, auf die Kalzifizierung vorzubereiten . So steigt z.B. der bisher

vorherrschende niedrige pH-Wert 8%

in den alkalischen Bereich, da sich hier das Optimum
fir die nun notwendigen Enzyme befindet *. Im Zuge ihrer Apoptose setzen die
Chondrozyten Kalzium frei, wodurch die sie umgebende Knorpelmatrix innerhalb von 14

Tagen kalzifiziert %3789 \Jom benachbarten Knochen wachsen Kapillaren in diese

1,9,11,16,37,95 16,95

extrazellulare Matrix ein , wortber Chondroklasten zur Knorpelbeseitigung
und sich zu Osteoblasten differenzierende Vorlauferzellen einwandern. Sie lagern sich am
kalzifizierten Knochen an und beginnen mit der Knochenformierung von primarem
Geflechtknochen '®%"%_ st der (iberwiegende Teil des Knorpels im weichen Kallus durch

Knochen ersetzt, spricht man von einem harten Kallus "'"%"%2,

Findet die Kallusbildung im medullaren Knochenbereich statt, handelt es sich um die
endostale Ossifikation '*?"*"*2_ Im Grunde &hnelt der Verlauf der periostalen Ossifikation,
findet nur an einer anderen Lokalisation statt und geht mit einer geringeren Knorpelbildung

einher '°"8. Sie ist die grundsatzliche Methode um den trabekuldren Knochen der Markhdhle
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21 Bestimmt wird sie ist durch die gleichen Einfliisse wie die periostale

zu produzieren
Ossifikation. Die beiden Prozesse kdénnen auch zeitgleich ablaufen, so dass sich spater
beide Kalli verbinden ?, der endostale Kallus kann aber auch in Abwesenheit des periostalen
Kallus auftreten *?. Die hierfiir notwendigen osteochondralen Progenitorzellen entstammen

vornehmlich dem Knochenmark und dem Endost 27882112,

So ist die endostale Heilung zu einer ersten und sehr raschen Uberbriickung fahig und wird
dann als frithe endostale Ossifikation bezeichnet “**°. Im Gegensatz zum externen Kallus
scheint sich absolute Immobilitdt im Frakturgebiet fordernd auf den medulldren Kallus

2,41

auszuwirken . Diese Form, ebenso basierend auf exzellenter intramedullarer Blut-

41,42

versorgung , erfolgt Uber die desmale und in geringem MalRe auch enchondrale

® In seiner Hauptfunktion dient dieser friihe medulldre Kallus zunéchst als

Ossifikation
Platzhalter indem er von innen her Freiraume in der Frakturlinie mit Geflechtknochen flllt,
um sie fur die nachfolgende Frakturiberbrickung vorzubereiten. Die spate endostale
Ossifikation ist auch bei nicht vollstandiger Stabilitat in der Lage, fiboroses Gewebe durch
Knochen zu ersetzen. Die Zellaktivitat scheint vornehmlich vom Endost zu entstammen und
verlauft kontinuierlich und sehr langsam. Auch die vaskuldre Reaktion verlauft wesentlich
langsamer als in den weichteilnahen Bereichen um das Periost herum. Daher kann dieser
medulldre Kallus erst wesentlich spater im Heilungsprozess auftreten 2 oft erst nach
Monaten und haufig auch, wenn die periostale Antwort eines groReren Spaltes
fehlgeschlagen ist, also die Heilung bereits verzogert ist #* (Punkt 2.3.2). Diese Form der
Kallusbildung ist der Grund warum fast alle Frakturen heilen, wenn man sie lange genug

stabilisiert *2.

In der sich zuletzt anschlielienden Remodelingphase wird die urspringliche Knochen-
architektur in Form einer mechanisch kompetenten lamelldren Struktur wiederhergestellt
1.11,12,1416,18,25.28,35.37.95.9.115 Dabei handelt es sich um einen Vorgang wie er auch im normalen
Knochenumbau kontinuierlich stattfindet 2%°. Die Mechanismen in der Frakturheilung
unterscheiden sich hier nur beziglich der Aktivitdt der Osteone, welche um zwei bis vier
Prozent gegeniiber der Norm erhdht ist *°. Je nachdem, ob der Prozess im spongiésen oder
kompakten Bereich ablauft, gibt es Unterschiede im Ablauf. Im Falle des Geflechtknochens
des Kallus und der Spongiosa liegen die Zellen in der Nahe von BlutgefalRen. So kann der
Prozess des Knochenabbaus und -austausches an der Oberfléche der Trabekel stattfinden 2.
In kompakten Bereichen des Knochenkortex jedoch, besonders in nekrotisierten Zonen,
muss erst eine ausreichende Blutversorgung der tiefer sitzenden Zellen wiederhergestellt
werden. Der Vorgang ahnelt dem Mechanismus der Kontaktheilung der primaren Fraktur-
heilung. Osteoklasten bohren einen Tunnel in den Knochen. Uber einwachsende GefaRe
wandern Osteoblasten in das neue Osteon und bauen Lamellenknochen auf. Auf diese

Weise kann auch abgestorbener Knochen wieder in die mechanische Verbindung integriert

25



Stand des Wissens

2,35,95

werden . Einige Teile des abgestorbenen Kortex jedoch, die keinen Zweck mehr

erfiillen, miissen vollstandig resorbiert werden .

Auch die Blutversorgung andert sich im Rahmen des Remodelings. Hatten kurz nach dem
Trauma das Periost und das umliegende Weichgewebe die Blutversorgung Gibernommen, so

geht diese nun auf das wiederhergestellte medullére System tiber *'.

Erst nach vollstandig vollzogenem Knochenumbau kann man von Restutio ad integrum des
betroffenen Knochens sprechen %. Physiologischerweise ist diese Phase 12 — 36 Wochen

nach dem Frakturereignis beendet *°.

2.3 Gestorte Knochenbruchheilung

2.3.1 Definition der Heilungsstérung

In den vergangenen Jahrzehnten zeigten sich bedeutende Fortschritte in der Behandlung
von Frakturen bzgl. der medizinischen Technologie und dem orthopadischen
Management '¢'922274345 Eg stieRen auch immer wieder neue Impulse aus der Zell- und

Molekularbiologie hinzu %, allerdings herrscht hier noch groRer Forschungsbedarf 0234370,

Denn obwohl die meisten Knochenbriiche erfolgreich ausheilen "'

, weisen ca. 10 — 20 %
aller Frakturen im klinischen Alltag Heilungsstérungen auf 9219202242527 = Ayfgrund der
Vielfaltigkeit der Ursachen (s.u.) und der unterschiedlichen Formen an Heilungsstérungen
(Punkt 2.3.2) muss eine Behandlung individuell angepasst werden, was sich haufig als
Herausforderung fiir den Kliniker darstellt 80-21:23.26.28.29.61,82,108.123

Wiahrend einige dieser Frakturen schlecht heilen und dazu viel Zeit benétigen ',

resultieren andere in einer véllig ausbleibenden Heilung "%

Ob eine gestorte
Knochenbruchheilung vorliegt, in welcher Form auch immer, ist abhangig von der Definition
der Frakturvereinigung. In der Vergangenheit war es bisher nicht mdglich, eine genaue
Grenze festzulegen 2'?**42123 Da der Prozess der Frakturvereinigung kontinuierlich erfolgt,
ist schon vor Erreichen des Endzustandes eine Aussage madglich, ob es sich um einen
physiologischen Ablauf handelt oder ob eine Stérung vorliegt 2**4?. Um die Begrifflichkeiten
der kndchernen Vereinigung der Frakturenden (Heilung), der verzdgerten Vereinigung
(verzogerte Heilung) oder der ausbleibenden Heilung (Pseudarthrosen) nun genau
festzulegen, ware eine einfache, jedoch recht willkkirliche Zuordnung die Angabe einer

7,25,37,42

definierten Zeitspanne . Da diese Einteilung allerdings nicht die verschiedenen

Varianten eines Heilungsprozesses *

oder die biologische Potenz der gestorten
Bruchheilung berlicksichtigt *’, kénnen keine allgemein giiltigen zeitlichen Definitionen
statuiert werden "'"*>%_ Als giinstiger erweisen sich somit Interpretationen, welche sich an
den biologischen Vorgangen am Frakturspalt orientieren, z.B. am Stillstand der
intramembrandsen Heilungsantwort seitens des Periosts 72"
Biegesteifigkeit des Bruchbereiches %'#282124125 gq |egten Marsh und Mitarbeiter (1998)

diesbezlglich einen Wert von 7 Nm fest. Wird dieser erreicht, bedeutet das nach Marsh und

oder die Messung der
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Mitarbeitern (1998) die zukunftige ,Verpflichtung zur Heilung®. Bei einem Wert von 15 Nm ist
wieder eine ausreichende strukturelle Starke erreicht “*'?*. Auch (iber die Radiologie, wie im
klinischen Alltag am Menschen meist angewandt '"?*'%  lassen sich Aussagen zum Ausmaf
der Mineralisierung und somit der Starke und Steifigkeit des Knochens machen 2'2°343842
Nach Schweiberer und Mitarbeitern (1999) '® handelt es sich bei der Frakturheilung um einen
Regelkreis bestehend aus Osteostabilisation, Osteovaskularisation und Osteoregeneration.
Somit sind also besonders die Biomechanik und die Vitalitat zu berlcksichtigen, um
Vorhersagen Uber den Verlauf zu treffen. Nur so Idsst sich die Form der Heilungsstérung
klinisch sinnvoll bestimmen, damit letztendlich die geeigneten TherapiemalRhahmen

angewendet werden kdnnen 27/1837:53.65.76.118,127,128

In diesem Zusammenhang muss auch die Atiologie der Heilungsstérung analysiert werden.
Viele Studien weisen auf die immense Bedeutung der Frakturstabilisierung bei der
Knochenregeneration hin 5-7,11,17,28,35,37,41,44,50,65,69,78,84,95,114,118,122,129-132. SChOﬂ zu Zeiten des
vorchristlichen Arztes Hippocrates wusste man was die Ruhigstellung einer Knochenfraktur
bewirkt, lindert sie doch den Schmerz und fiihrt zu einem schnelleren Heilungsergebnis *2.
Selbst das Tier in der freien Wildbahn verfahrt instinktiv in derselben Weise, indem es eine
geschéadigte GliedmalRe nicht belastet und zur Schienung eng an den Rumpf legt '®. Infolge
der Ruhigstellung kann sich ein Fixationskallus um die Fraktur bilden *’. Die vor einigen
Jahren geforderte absolut rigide Fixierung eines Bruches kann zu dessen Ausheilung per
primarer Knochenheilung ohne Kallusbildung fiihren 181984130 "hangtigt dabei jedoch viel
Zeit >*"". Erreicht werden konnte diese Form der Osteoregeneration allerdings nur Uber

Osteosynthesesysteme wie z.B. Platten .

Da bei deren Anwendung aber wichtige
biologische Prinzipien missachtet blieben, wie z.B. die Gewahrleistung der Durchblutung,
waren teils beachtliche Komplikationsraten die Folge '®'"®. Heute kommen diese Systeme in
modifizierter Form weiterhin zum Einsatz '®. Wird der Stabilisierung jedoch nicht geniigend
Aufmerksamkeit geschenkt, entstehen durch die vorhandene Bewegung im Frakturbereich
ebenfalls Komplikationen, welche die Heilung verzdgern oder gar verhindern >"'
19.29.44,99.115.118.127,130.13313% * 34 entwickelt sich die Ausdehnung des Kallusgewebes und die

Menge des darin enthaltenen, qualitativ wenig hochwertigen Faserknorpels *'426%118

proportional zum Grad der interfragmentdren Bewegung 2/#'426576.9599.122130 = gin
Eigenversuch des Knochens, den Frakturbereich zu stabilisieren *“?. Selbst kleine
Unterschiede in der Bewegung kdnnen einen tiefgreifenden Effekt haben, woraus ersichtlich
wird, dass der Heilungsprozess ein sehr empfindliches System ist "®%. Schon bei der
Initiation der Frakturheilung scheinen die biomechanischen Faktoren eine groRe Rolle zu
spielen, wird hier doch der Grundstein fir die spatere Formierung und Differenzierung von
Gewebe, sowie der notwendigen Blutversorgung gelegt '"#"#144118123132 = Aych die initiale
Uberbriickung an sich ist als kritischer Schritt zu bewerten. Erfolgt diese nicht mit festem

2,122

Material, ist fortwahrende Immobilitat die Folge . Letztendlich fihren sowohl eine zu
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geringe Stabilisierung als auch eine absolute Steifheit nicht zu einem optimalen

5,18,44,130,133 Nur

Heilungsverlauf mittels einer angemessenen Mikrobewegung im

4,18,29,37,41,76,118

Frakturbereich kann eine Uberbriickung stattfinden . Ist diese erfolgt, sind

nachfolgende heilungshemmende Prozesse unwahrscheinlich 2.

Neben der Frakturstabilisierung ist auch die Blutzirkulation als einer der wichtigsten Faktoren
in der Knochenbruchheilung Zu berUCkSiChtigen 3,6,7,10,14,17,26,28,29,34,35,37,41,43,48,50,67,70,77,99,114,115,
18122135137 |5t diese nicht in adaquatem MaRe gewahrleistet, fallt sie als treibende Kraft fiir

die Initiation und Fortfilhrung des Heilungsprozesses weg '"'8'3®

. Eine Stérung der
Vaskularisation ergibt sich zunachst aus dem Frakturtrauma, in dessen Folge grofe
Gewebezerstérungen der umliegenden Weichteile, des Periosts und der medullaren

2,3,6,11,18,20,21,27,31,33,34,41,49,70,76,77,85,104,123,130 All diese Kompartimente

Bereiche auftreten kdnnen
sind in der Lage, im Falle einer Fraktur zusatzliche Versorgungswege bereitzustellen,
allerdings nur, wenn sie nicht selbst verletzt wurden *'*#7’_ Sind sie jedoch selbst geschadigt,
ist die komplizierte Blutanlieferung gestort 27/8184144:49.77.85104.114 = 49 \Versorgungsgebiet
kann nicht mehr durchblutet werden und es entstehen ausgedehnte avaskulare Bereiche im
Knochen "%, Dies hat eine Nekrose und Autolyse samtlicher dort befindlicher Osteozyten
zur Folge %778 Es ist ersichtlich, dass hieraus leicht eine verzdgerte oder ausbleibende
Heilung resultieren kann "'84°'%_Als eine weitere Ursache fiir die Stérung der Durchblutung
ist die iatrogene Zerstérung dieser Gewebe im Rahmen von Osteosynthese- und

t 6,11,25,27,34,41,49,114,122

Wundbehandlungen bekann . Denn auch der therapierende Chirurg

verursacht bei seiner Frakturbehandlung eine nicht vermeidbare Gewebezerstérung *'*°.
Ebenso kann das Osteosynthesesystem an sich einen grof3en Einfluss auf die Durchblutung

7,41,118

haben . So verringert eine intramedullare Nagelung vornehmlich die endostale

Durchblutung ""84144122 - Auf den Knochen angebrachte Platten gehen auf der periostalen
Seite mit einer Devaskularisation und einem groRen Weichteiltrauma einher "®*'.

Auch die Instabilitat einer Fraktur kann den Blutfluss hemmen 115118

, werden die Gefalte
durch die Bewegung der Fragmente doch immer wieder zerstért >'°34%  Gerade die
initialen mechanischen Konditionen wirken sich gravierend auf die Durchblutung aus .

Die Grunde fur die Entwicklung einer gestdrten Knochenbruchheilung sind jedoch sehr

Vlelfaltlg 7,11,17,19,27,28,48

und mussen im klinischen Einzelfall méglichst genau eruiert werden
26123139 30 existieren neben den zwei genannten Hauptfaktoren noch etliche Weitere. Schon
allein die Natur der Fraktur (ibt einen gewissen Einfluss aus '"®7%1% | jegt ein glatter
Bruch vor oder sind viele Bruchfragmente entstanden? Haben sich die Frakturenden
verschoben? Fehlen sogar Knochenfragmente? Je komplizierter der Bruch, desto groRer ist
die Gefahr einer Heilungsstérung. So ruft z.B. ein bestehender Spalt zwischen den
Frakturenden eine Heilungsverzdgerung hervor, bzw. verhindert er ab einer gewissen Weite

die Heilung vollstandig (Punkt 2.3.2) 26711.1727:2834,40447679114122.123.139 " | ange Fragmente
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abgestorbenen Knochens wirken sich dhnlich negativ aus 2. Abhangig von der Durchblutung
ist auch der Sauerstoffdruck des Gewebes. Ist dieser zu niedrig, steht den Zellen nicht genug
Energie fur die notwendigen Prozesse zur Verfigung, besonders fur die Initialisierung der
Knochenrestauration '’. Die bereits erwéhnten Osteosynthesesysteme kénnen schon allein
durch ihre Prasenz in der Frakturzone den Heilungsprozess stéren '?"'*°. Das Trauma,

nachfolgende Operationen und implantierte Systeme kbénnen auch das Gewebe

kontaminieren und Infektionen zur Folge haben °7'117.18:25.28:3537404349.70.114.123 " p\;ch st es

moglich, dass sich umliegendes Gewebe in den Frakturspalt hinein verlagert oder sich

sonstiges Fremdmaterial darin befindet. Beides stort den Heilungsprozess und bildet ein

uniiberwindbares Hindernis fiir das Periost und den periostalen Kallus 27173537114

6,20,23,26,28,34,36,40,51

Weiterhin spielen die Lokalisation der Fraktur und die Krankengeschichte

6,20,123
h »eY,

des Patienten bzgl. vergangener Operationen im Frakturbereic eine Rolle sowie im

Hinblick auf den allgemeinen Gesundheitszustand **>™

mellitus 720:31:3443.123.141.142 © Ogteoporose  "*'%, ausgepragte Adipositas

5,11,17,50

Erkrankungen wie Diabetes

31,37,43 und

11,17,20,34,51,52,143,144

systemische Hormonstérungen aber auch das Alter und das

Geschlecht """ . Auch ein schon erschépftes Potential der zur Heilung notwendigen Zellen,
wie z.B. der mesenchymalen Zellen aus dem Knochenmark, verzogert oder verhindert die
8,10,49

Frakturheilung

Medikamente (z.B. Indometacin, Heparin, Kortikoide, NSAID) 7117203443612 " Ehango die
6

, genauso wie die andauernde Anwendung bzw. Einnahme einiger

Missachtung der Anweisungen des Arztes ° und unglnstige Lebensgewohnheiten wie

5,6,11,20,31,34,43,123

Rauchen und schlechte Erndhrung """ kénnen einen erheblichen Einfluss

auf die Frakturheilung haben.

Somit mussen biologische und biomechanische Gegebenheiten berlcksichtigt werden um

4,17,20,48,115,139

letztendlich eine geeignete Therapie zu finden Zur Optimierung der

Knochenheilung ist es zum einen notwendig, besonders initial die biomechanisch adaquaten

Rahmenbedingungen mit Hilfe eines auf die Heilungsstérung ausgerichteten

2,5,7,19,20,23,25,28-30,34,35,43,48,56,57,69,99,118 Dabei

Osteosynthesesystems zu schaffen sind die

20,34,37,85,

akkurate Reposition der Frakturenden 99139 " die angemessene Fixierung und die

Belastung der GliedmalRe seitens des Patienten zu beriicksichtigen ®2°****®_7Zuym anderen

ist die Notwendigkeit der Revaskularisierung zu betonen 20:202931.34354156.77.79 — pyrch

gewebeschonende Operationstechniken und Osteosynthesesysteme gilt es, besonders das

Periost zu erhalten bzw. periostale Unterbrechungen zu vermeiden, aber auch das Endost

2-4,7,26,34,41,44,49,50,77,

sowie GefaRe zu schonen 79145 \Weiterhin sind feststellbare Storfaktoren so

gut wie méglich zu beseitigen 2*. Im Rahmen der Therapie erforscht man heutzutage auch

verschiedene biologische Verfahren um die Heilung anzuregen, z.B. durch Einbringen von

21,25,31,34,36,45,48,56,58,65,67,146

Knochenmark 5, , Wachstumsfaktoren 20,24-27,29,31,34,35,45,47,49,56-59,66-73

3,8,20,26,34,35 17,135

oder pluripotenten bzw. ausdifferenzierten Stammzellen u. a. in den

Frakturspalt. Seit wenigen Jahren wird auch Uber eine Intervention der Frakturheilung Gber
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12,31,74 rt 15,45

das Immunsystem oder per Gentherapie diskutie . Auf die verschiedenen
therapeutischen Ansatze wird im Zuge der Beschreibung der atrophen Pseudarthrose noch

expliziter eingegangen (Punkt 2.3.3).

2.3.2 Kilassifizierung der Heilungsstérungen

Im Verlauf der physiologischen Heilung zeigt sich innerhalb von zwei Wochen nach dem
Frakturereignis eine deutliche Tendenz zur Uberbriickung #'". Viele Studien weisen eine
kndcherne Briicke innerhalb von vier Wochen nach 37:8.19.21:25.4857.60.114.127 "1, djeser Zeit sollte
sich die Uberbriickung eingestellt haben *°, denn die Zellproliferation des Periosts nimmt
danach deutlich ab . Bleibt die erwartete Uberbriickung in dieser Zeit, bei weiterhin
anhaltendem Heilungsprozess, aus, liegt zunachst nur eine verzégerte Heilung (delayed

t 2125343840  gohon sehr frih im

union) vor. Das Endergebnis steht noch nicht fes
Heilungsverlauf koénnen sich durch die genannten Stoérfaktoren biologische und
biochemische Anderungen ergeben '*'"%°  die zu einer nicht-mineralisierten

38,115,122

Gewebevereinigung flihren . Dabei kommt der Proliferationsprozess des Periosts

vollstandig zum Erliegen bevor die Fraktur (iberbriickt werden kann #*'#

und es folgt eine
chondrale Phase 7449122 Der dabei entstehende Knorpel kann durch die
Beeintrachtigungen nicht mineralisiert werden "*%'??. Zunachst bleiben die Heilungskapazitat
und die Fahigkeit zur Mineralisierung erhalten. Sie verlieren sich jedoch nach einigen
Wochen, wenn die Stérfaktoren nicht beseitigt werden 2. Ohne weitere Eingriffe ware evtl.
noch eine rasche Heilung (iber die frilhe endostale Ossifikation méglich ' (Punkt 2.2.2). Der
noch als physiologisch betrachtete Weg der ,langsamen®, also spaten endostalen
Ossifikation, welche erst nach einigen Monaten einsetzt (Punkt 2.2.2), kdnnte als verzdgerte
Heilung betrachtet werden, als ,Zweiter Versuch der Natur®, nachdem eine periostale

Uberbriickung nicht mehr méglich ist *.

Aus der verzdgerten Heilung kann sich eine ausbleibende Heilung (Nichtvereinigung, non

2,41,114

union) entwickeln , im deutschen Sprachgebrauch auch als Pseudarthrose bezeichnet.

Hierbei sind sdmtliche Knochenformierungsprozesse, periostale und endostale, zum Erliegen

20,21,25,34,35,39,42,

gekommen 47 Zwischen den Frakturenden zunichst entstandener Knorpel

wird durch fibréses Narbengewebe ersetzt 2':2°4278.122

, und das gesamte histologische
Erscheinungsbild stellt sich zellruhend, inaktiv und avaskular dar “*'"*. Radiologisch lassen
sich im medullaren Kanal proximal und distal der Fraktur sklerotische knécherne Kappen
erkennen, welche das Knochenmark gegeniiber dem Frakturbereich abdichten #"*"*? Eine
Vereinigung ist ohne weitere MaRnahmen nicht zu erwarten 2233942 Nach Brownlow und
Mitarbeitern (2000) ** ist die Entwicklung einer Pseudarthrose anhand ihres Erscheinungs-

bildes bereits nach acht Wochen vorhersagbar.

Da eine korrekte Klassifizierung fur die Therapie essentiell ist, gab es in der Vergangenheit

viele Versuche diesbzgl. einen Konsens zu finden 2°**'?®. Dabei hat sich die Systematik
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nach Weber und Cech ¥ in verfeinerter Form bewahrt, wonach sich Pseudarthrosen

grundsatzlich in vitale und avitale Erscheinungsformen einteilen lassen 2'2527:34:38.123,

Morphologisch hypertrophe Pseudarthrosen gelten biologisch noch als reaktionsbereit

26,34,38,45 37,38 [

. Die Vitalitadt lasst sich mit Hilfe der Szintigraphie adaquat nachweisen n

Abhangigkeit vom Grad der Durchblutung und somit des lokalen Mineralstoffwechsels,
welcher wiederum mit der Knochenregeneration korreliert, reichern sich intravenos
verabreichte radioaktive Nuklide (Kalzium oder Strontium) im zu untersuchenden Zielorgan
an *""8 Auch die Konzentrationsmessung von Adenosintriphosphat (ATP), ein Stoff, der
unmittelbar Energie an aktive Zellen bereitstellt, ist beschrieben worden und wird zur
Bestimmung der metabolischen Aktivitdt von Geweben eingesetzt **. Bei der Entwicklung

einer hypertrophen Pseudarthrose ist atiologisch eindeutig eine zu geringe Immobilisierung

3,7,17,20,25,34,37,38,40,41,44,45,65,

der Fraktur als Hauptfaktor anzufiihren M4115139 Teils kdnnen auch

eine ungeniigende Reposition der Frakturenden *" oder Infektionen dazu fiihren 4999134139

41,44

Da durch die Bewegung immer wieder Mikrorupturen im Kallus auftreten und

3,37,41,95,115

einwachsende Blutgefalle zerstort werden verlangert sich die, bereits im Rahmen

37,122

der verzoégerten Heilung aufgetretene, chondrale Phase und eine UbermaRige

Kallusformierung mit gefalRlosem, minderwertigem Faserknorpel ohne Knorpelvereinigung ist
2,17,20,25,35,37,38,40-42,44,65,76,95,99,114,115,118,122,130,133

die Folge . Weiterhin entstehen bewegungs-

99,115

induzierte  Resorptionen, wodurch sich der Frakturspalt erweitert In

bewegungsruhigeren und nur kleinen periostalen und peripheren Bereichen fernab von der

37,42

Fraktur kann dieser Knorpel noch ossifizieren . Direkt am Frakturspalt stellen die

hypertrophierenden Chondrozyten und das Periost ihre Aktivitdt jedoch nach wenigen

17,122

Wochen ein und im weiteren Verlauf erlischt deren Mineralisierungskapazitat

vollstandig . Letztendlich wird der Frakturspalt mit nicht-mineralisiertem Bindegewebe

t 2,17,40,41,114,115,122 2

gefull , die Narbe versteift geringfiigig “* und eine ,Synchondrosis®, ein

.Falschgelenk® mit zwischenliegendem Knorpel und Bindegewebe ohne interfragmentare

Flissigkeit, ist entstanden %7276,

18,37

Aufgrund der vorliegenden biologischen Aktivitat der Fragmentenden wilrde

therapeutisch eine Reposition der Frakturenden, vor allem aber eine entsprechende stabile
Fixierung zur Heilung fiihren '82°2834373841-4595114.115.139 " Friglgt keine Behandlung, findet
innerhalb der nachfolgenden Monate Uber das Remodeling eine Abnahme des
Kallusgewebes statt und es entwickelt sich aus der hypertrophen eine atrophe
Pseudarthrose (Punkt 2.3.3) 720122,

Als avital bzw. biologisch reaktionsunfahig wird die Gruppe der Nekrose-Pseudarthrosen

38

bezeichnet Hier liegen avitale Knochenfragmente vor oder es fehlen ganze

20,34,37

Knochenbereiche . So ergibt sich ein erweiterter Frakturspalt, angefillt mit einem

21,25,60,70,76,79

gefalRarmen, fibrdsen Narbengewebe und einhergehend mit einer groferen
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Instabilitat 2'***¢. Diese Knochenbereiche um die Bruchstelle herum sind durch die massive
Ablésung, Unterbrechung oder Zerstérung des Peri- und Endosts in ihrer Blutversorgung

t 18.20.26.34.37.38123 \Wahrend den Hauptfragmenten noch eine Blutversorgung aus

stark gestor
den kortikalen und medullaren Gefalten zukommen kann, sind Zwischenfragmente auch von
diesen Bereichen isoliet ' und somit dazu pradestiniert, im weiteren Verlauf ihre

37

Heilungspotenz zu verlieren °'. Daher ist es nicht moglich einen periostalen Kallus zu

2125343842 nd eine spontane Heilungstendenz ist nicht erkennbar #'?>*"¢_ Diese

formieren
avitalen Kortikalisbereiche stellen duRerst angreifbare ,Sollbruchstellen” dar . Dennoch sind
auch diese Formen der Pseudarthrose nur selten biologisch vdllig inaktiv, d.h. dass es
handelt sich nicht unbedingt um einen vollends abgeschlossenen Prozess *'.

Die Therapie dieser Pseudarthrosen stellt sich problematischer dar '2'®%3' da das

vollstandige Verstandnis fiir die Atiologie noch fehlt '9?°>*°_ Die Stabilisierung des Bruches
mit soliden Verbindungssystemen allein ist hier nicht mehr ausreichend **®%*®  Eine
Kombination aus biomechanischer und biologischer Therapie ist notwendig 24384348 3o jst
es erforderlich, durch umfangreiche und geeignete Interventionen die Knochenheilung

112034384353 3 die beteiligten Knochen allein nicht dazu in der Lage

wieder zu stimulieren
sind %®. So kann eine Wundauffrischung heilungsférdernde Signale am Frakturbereich
setzen %% Da aber auch osteogenes reaktionsfahiges Substrat fehlt muss dieses aus

externen Quellen zur Verfigung gestellt werden 182034373845

, z.B. durch autologen
Spongiosatransfer oder Transplantation von in vitro expandierten mesenchymalen
Stammzellen. Hierauf wird bei der Beschreibung der atrophen Pseudarthrose noch genauer
eingegangen (Punkt 2.3.3). Besonders wichtig bei der Behandlung dieser
Pseudarthroseformen ist, die biologischen Prinzipien zu beachten '®. Die Entstehung von
Nekrose-Pseudarthrosen koénnte oft vermieden werden, wenn die durchblutenden

t 2-4,44,49,50,145 werden

Kompartimente bei einem notwendigen Operationsverfahren geschon
und implantierte Osteosynthesesysteme durch ihre Prasenz die Blutversorgung nicht

behindern wirden 8.

Als reaktionsunfahig werden die Drehkeil-, die Trimmerzonen-, die Defekt- und die atrophe
Pseudarthrose bewertet *®. Bei Ersteren liegen ein oder mehrere Drittfragmente vor, welche
ganz oder teilweise den Anschluss an die Blutzirkulation verloren haben und somit
nekrotisieren *’. Der Defekt-Pseudarthrose (critical size defect) geht ein vorangegangener
Substanzverlust, z.B. durch Knochenverlust am Unfallort, Knochentumorresektion oder
Sequesterverlust durch Infekte oder osteolytische Tumore, voraus ’-3:37.38:46.76.7880-82139.149
Dadurch ergibt sich ein extrem erweiterter Spaltbereich, wobei in der Literatur nicht eindeutig
geklart ist, ab welcher Spaltweite eine Defekt-Pseudarthrose vorliegt, die Werte schwanken
zwischen 4 — 8 mm 2478 Opwohl die Fragmentenden vital sind, ist eine Uberbriickung

37,38,46,55,76,79,82,

aufgrund des groRen Spaltes nicht méglich % 0 da die Fragmentenden durch
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37,76,81

die ,osteologisch tote” Defektzone keine ausreichende Stimulierung erfahren und die

Kapazitat der Revaskularisierung limitiert ist ”°.

2.3.3 Atrophe Pseudarthrose
Bleiben die vorhergehend aufgefilhrten Pseudarthroseformen unbehandelt ** oder wird bei

der Behandlung nicht genugend Augenmerk auf die biologischen Prinzipien der

Knochenbruchheilung gelegt "%, ist in der Regel die Ausbildung einer atrophen

Pseudarthrose die Folge '""*"*". Da es Ziel dieser Studie ist, eine atrophe Pseudarthrose zu

schaffen, wird im Folgenden ndher auf diese eingegangen:

Morphologie und Diagnostik der atrophen Pseudarthrose

Biologisch ist die atrophe Pseudarthrose als vollig areaktiv zu werten 7634384142128 g

bisherigen Reparationsprozesse sind zum Stillstand gekommen. Durch die Inaktivitat von

Peri- und Endost differenzieren sich keine Chondro- und Osteozyten " die an die Fraktur

angrenzende intramembrandse und enchondrale Ossifikation bleibt aus >7417:19:20.27.313342

So kann sich kein Knorpel *® und kein, oder nur sehr wenig spaltfernes, mineralisiertes
Kallusgewebe bilden 37:19:2530:34.38.47-49.53,70.76.128138 - qja Frakturiiberbriickung bleibt aus "*°.
Durch die Aktivitdt von Osteoklasten finden resorptive Vorgange statt, welche die
Fragmentkanten zunachst abrunden *"***%7_|n der folgenden Zeit entstehen dort deutliche

Resorptionslakunen und im weiteren Verlauf verkirzen sich die Fragmentenden

3.7,202934.37.3849 \wodurch sich der Frakturspalt erweitert %1444 Duyrch eine ungeniigende

20,26,27,37,38,47,115,123,138,151

Blutversorgung gehen die Osteozyten zugrunde, so dass ihre

Lakunen im kortikalen Knochen histologisch leer sind und die Knochenenden nekrotisch

31819293849 \Weiterhin nimmt die Knochendichte ab **%. Letztendlich ist eine

3,17,42,49,60

werden

signifikante Erweiterung des Frakturspaltes die Folge Endostal entstehen

kndcherne Kappen **27¢1%  die das Knochenmark zum umliegenden Gewebe hin abdeckeln

21374757176 ynd im weiteren Verlauf sklerotisch werden "?**2. Im Frakturspalt und um den

7,14,17,21,25,28,38,49,70,76,78,138

Spalt herum bildet sich lockeres, fibréses Narbengewebe , wodurch

biomechanisch jedoch nicht die notwendige Stabilitat erzeugt werden kann 3721:294253.76.78
Eine Syndesmosis, ein Falschgelenk mit zwischen liegendem fibrdsem Gewebe, ist
entstanden 22876114,

19,21,31,34,37,38,45 Brownlow und

Jegliche osteogene Potenz scheint verloren gegangen
Mitarbeiter (2000) ** untersuchten jedoch die metabolische Aktivitat im Frakturbereich einer
atrophen Pseudarthrose anhand der ATP-Konzentration (Adenosintriphosphat) und stellten
fest, dass diese unerwartet hoch lag. Und auch Lattermann und Mitarbeiter (2004) ?° konnten
in ihrem Versuch, eine atrophe Pseudarthrose zu erzeugen, nach 16 Wochen noch eine
inflammatorische Aktivitat feststellen. Somit bleibt die Schlussfolgerung, dass selbst atrophe
Pseudarthrosen nicht vollig inaktiv sind und durch bestimmte Stimuli, v.a. therapeutische

Eingriffe, zur Heilung angeregt werden kénnen 84753138,
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Diagnostisch geben im klinischen Alltag am Patienten die Anamnese und die klinische

11,20,21,34,

Untersuchung erste Hinweise %6125 7usatzlich sind bildgebende Untersuchungen wie

vornehmlich Réntgen und Computertomographie sowie eventuell Ultraschall und MRT zur

Bewertung der Frakturbeeintrachtigung vonndten '":2%:26:31,33,34.36.38,48.56,58,67.83,84.123.125 ' \fitynter

kommen noch spezifischere Techniken (Biopsie, Laborparameter,...) zur eindeutigeren

11,34

Diagnosestellung zum Einsatz . Im Tierversuch lasst sich die atrophe Pseudarthrose

rontgenologisch, computertomographisch, histologisch und biomechanisch deutlich
darstellen 372949.66.152

Atiologie der atrophen Pseudarthrose

Atiologisch kommen bei der Entstehung einer atrophen Pseudarthrose, neben der

38,53

ungenugenden Behandlung vormals beschriebener Pseudarthroseformen , samtliche

bereits genannten Risikofaktoren biologischer, biomechanischer und allgemeiner Natur in
Betracht, sie ist somit multifaktoriell bedingt (Punkt 2.3.1) "'9?"3448 Ajlerdings sind die

grundlegenden Mechanismen, die zur Entwicklung einer atrophen Pseudarthrose flihren

nicht genau bekannt ****°. Die hochgradig gestérte Heilungskapazitat 2%2!2°2934.3845 st hjer

ebenfalls primar durch die reduzierte Vaskularisierung verursacht 9272933345338

vornehmlich bedingt durch die Zerstérung des Periosts und der umliegenden Gewebe

21920273449 Haufig gehen atrophe Pseudarthrosen auch aus Infektionen hervor 2°27,

Biomechanisch kénnen sie, im Gegensatz zu hypertrophen Pseudarthrosen, auch durch eine

3,19,43

zu rigide Osteosynthese verursacht werden , denn, wie bereits erwahnt, ist ein

Mindestmal® an Mikrofragementbewegung notwendig um die Gewebe im Frakturbereich zu

stimulieren und die Heilung zu initiieren.

Therapie der atrophen Pseudarthrose
Da die exakten Entwicklungsprozesse der atrophen Pseudarthrose unbekannt sind und ihre

biologische lokale Aktivitat extrem reduziert ist 434 ist es schwierig, einen erfolgreichen

11,12,19,21,31,33,43,

therapeutischen Ansatz zu finden %% Daher haben sich in der Vergangenheit

viele Studien mit neuen Therapieoptionen flir diese komplizierte Situation
auseinandergesetzt 3,8,12,13,19,20,22,23,25,29,31,34,45,48,49,58-60,67,118,152-154 Dennoch konnte bisher kein

Konsens iiber die optimale Strategie erreicht werden >'2'9%%  Abhangig von der Ursache,

26,43,123

der Lokalisation und der Erscheinung der atrophen Pseudarthrose ist meist eine

20,32,34,45

Polytherapie vonndten , welche haufig ein hohes Risiko an unerwinschten

Nebenwirkungen beinhaltet *2"232%%,

Zunachst ware ein aufwandiges chirurgisches Debridement erforderlich, welches

9,20,34,38,41,45,56,128,139,144

abgestorbenes, infiziertes und unerwiinschtes Material entfernt 8, , einen

20,43,50
t 143,

biologischen Stimulus am Frakturspalt setz und vor allem auch die unbedingt

rt 9,12,19,20,26,29,31,34,37,41,45,59,67,

notwendige Revaskularisierung férde 95139 " Andererseits bedeutet

29,77
)

eine umfangreiche Chirurgie eine Gefahr fur den ohnehin schon gestdrten Blutfluss und
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das Risiko fir Infektionen erhdht sich betrachtlich. Bisher schloss die Therapie eine

29

exzessive Chirurgie mit ein <, schon allein um das Osteosynthesesystem anzubringen.

Biomechanisch kédnnen weniger rigide Osteosynthesesysteme den Raum fur die notwendige
Mikrofragmentbewegung liefern und ebenfalls heilungsanregend wirken **. Als Begleit-

maflnahme neben der biologischen Therapie ist die Optimierung der biomechanischen

9,20,22,23,34,35,37,38,43,65,139,144

Situation unerldsslich * Im Therapiemanagement der atrophen

Pseudarthrose hat sich besonders der Ring-Fixateur nach llizarov bewahrt 2*'*'%  Die

Mehrzahl der neuen Studien beschaftigt sich jedoch mit der Forderung nach osteogen

reaktionsfahigem Substrat und setzt biologisches Material im Frakturbereich ein 89134384582

20,34,73

Als derzeitiger Goldstandard der Therapie , vor allem fir grol’e Defekte, wird der

Transfer von autologem Knochengewebe in Form von Spongiosa z.B. aus der Hufte

5,8,19,20,21,25,31,34,36,37,41,43,45,58-60,66,73,82,112,120,139,144,146,155

angesehen . Die Spongiosa heilt durch

raschen Anschluss an das Gefallsystem schnell ein und ist am Becken in meist
ausreichender Menge verfiigbar *"¢"1°°_ Allerdings treten nachfolgend haufig Komplikationen,

auch an der Entnahmestelle des Spongiosagewebes, auf, wie Infektionen, Hamatome,

Wundhypersensitivitat und neurologische Schaden °8920:2125:31.34.455860.6667.112.155 " \\/eiterhin

,25,31,34,

ist die Entnahmemenge bei groRen Defekten limitiert ' %86 Die Transplantation von

Periost mit oder ohne Knochenanteile kann die Osteogenese ebenfalls stimulieren

204359.61626698110.111 g5 haben Versuche ergeben, dass das Periost auch in einer

heterotopen Umgebung ohne Knochen- oder Knorpelkontakt zur Bildung dieser Gewebe

befahigt ist °96085105"1  Ajternativ. kommen biologische Knochenersatzmaterialien zum

12,20,21,34,35,43,45,47,59,63,64,66,107,108,111,112

Einsatz , welche eine Tragerfunktion ausiben. Hierbei

handelt es sich um Polymere aus Kollagenen “**°%41%%%7  gjjikon, Polyethylen,

Hydroxyapatit, etc. 20344266.107.108111.112 njiase transportieren osteoinduktive Substanzen oder

21,34,43,45,59,63,64,107,108,112

Zellen (s. u.) und werden nach einiger Zeit vom Kérper abgebaut **°

Sie beinhalten aber auch die Problematik von erhéhten lokalen Infektionen und AbstoRungs-

43,45,66

bzw. Unvertraglichkeitsreaktionen Ein weiterer Therapieansatz ist die direkte

Implantation dieser osteoinduktiven Substanzen bzw. Zellen. Erprobt wurden und werden

31,35,36,65,112,146,147

hier perkutane Injektionen von Knochenmark * und Zellkulturtechniken mit

pluripotenten mesenchymalen Stammzellen 3879202531.34-364547.486067,152153 * jhren  schon

3,31,154

ausdifferenzierten Nachfolgern oder auch Periostzellen 2>*°43%%% Ein Vorteil dieser fiir

1

die Knochenheilung essentiellen Zellen 6 ist, dass sie leicht aus dem Knochenmark oder

Periost gewonnen und angeziichtet werden konnen 82°343%45476667.107.112153.154 " iyje |okale

Anwendung von Wachstumsfaktoren steht besonders im Fokus >'%16:2024:2529,3134,35,45,48,49,56-

6066-73,98.112.144.147 ' \vie z.B. der Transforming Growth Factor R (TGF R) zu dessen Familie auch
das Bone Morphogenetic Protein (BMP) gehdrt. Es ist bewiesen, dass diese als
Signalmolekiile bei der Frakturheilung eine wichtige Rolle spielen '9-1618:20:22,34.49,50,58-6067,69.95

Aber auch der genaue Wirkungsmechanismus der meisten Wachstumsfaktoren ist nicht
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t 1,24,58,95

ausreichend bekann . Vorteile dieser Technik sind die verringerte Entnahme-

morbiditdt am Beckenkamm, die Vermeidung bzw. Verringerung vieler mit der

Knochentransplantation einhergehender Komplikationen, wie z.B. Infektionen, und die freie

9,34

Verfugbarkeit der Wachstumsfaktoren Nachteilig wirkt sich die schnelle

69

Verstoffwechselung dieser Substanzen aus Dadurch sind haufige Applikationen

notwendig, die eine Manipulation z.B. durch Punktion der Frakturstelle mit sich bringen 69,95
was die Heilung negativ beeintrachtigen konnte. Heute geht man davon aus, dass die lokale
Anwendung von Wachstumsfaktoren fur die Therapie zukunftig unerldsslich sein
wird 222999699 - Fine Weiterentwicklung wére der Versuch, Gene mit Hilfe von Viren
einzuschleusen, die z.B. diese Wachstumsfaktoren generieren >?%*°. Auch (iber die
Beeinflussung des Immunsystems, z.B. Uber bestimmte Lymphozyten- oder
Makrophagenpopulationen und Zytokine wird versucht, die Pseudarthroseheilung zu
beschleunigen 23",

Viele dieser Techniken fiihren zu einer beschleunigten Heilungsantwort 3832949596872

Dennoch gibt es bei der Entwicklung der geeigneten Therapie von atrophen Pseudarthrosen
noch viel Forschungsbedarf, damit es bald maoglich ist, die verschiedenen Phasen der

Knochenheilung gezielt zu beeinflussen 21522232534,
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3 Material und Methoden

3.1 Auswahl und Haltung der Versuchstiere

Zur Durchfihrung des Versuchs wurden 51 mannliche Sprague-Dawley Ratten eingesetzt.
Sie stammten aus dem Zuchtlabor (Fa. Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland)
und wurden sofort nach ihrer Ankunft in der Forschungseinrichtung flir experimentelle
Medizin der Charité, Campus Virchow-Klinikum, Berlin, auf Gesundheitszustand, Geschlecht

und Gewicht untersucht.

Zum Einsatz kamen nur gesunde, ausgewachsene Tiere mit einem Gewicht zwischen 410 g
und 460 g. Die anschlieRende Zuordnung aller Versuchstiere erfolgte zufallig. Es wurden
zwei Gruppen, die Versuchs- und die Kontrollgruppe mit je 16 Tieren gebildet. Diese beiden
Gruppen untergliederten sich entsprechend der geplanten Auswertungsverfahren in eine
immunhistologische/ histologische und eine histomorphometrische Subgruppe mit je acht

Tieren (Tab. 3.1). 19 Tiere mussten aus der Studie ausgeschlossen werden (Punkt 4.1).

Wahrend der gesamten Versuchsdauer waren die Tiere in oben genannter Einrichtung der
Charité untergebracht, zunachst in Gruppen von bis zu flinf Ratten pro Kafig (Makrolonkafig
Typ IV, Bodenflache 1800 cm?, Hohe 19 cm). Nach erfolgter Osteotomie wurden die Tiere in
Einzelkafigen (Makrolonkafig Typ Ill, Bodenflache 810 cm?, Hohe 18 cm) gehalten, um ein
gegenseitiges Benagen der Operationswunden zu vermeiden. Die Haltung erfolgte auf
Holzstreu (Fa. Rettenmaier und Séhne GmbH und Co. KG, Rosenberg, Deutschland) mit
zusatzlicher Gabe von ungebleichten Zellstofftichern zur Befriedigung des Nestbautriebes.
Einmal wochentlich wurden die Kafige gereinigt. Gefuttert wurde ad libitum mit
Alleinfuttermittel (sniff-Alleinfuttermittel fir Ratten und Mause, Fa. sniff Spezialitdten GmbH,
Soest, Deutschland), der Zugang zu einer Wassertranke war ebenfalls ad libitum mdglich.
Mittels einer Klimaanlage wurden kontinuierliche Umgebungsbedingungen aufrechterhalten,
die einer taglichen Kontrolle unterlagen. Die Raumtemperatur betrug 21°C, die relative
Luftfeuchte lag sich zwischen 60 - 70 %. Durch eine Zeitschaltuhr wurde ein regelmaRiger

Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils zwolf Stunden gewahrleistet.

Alle Tierversuche wurden mit Genehmigung des Landesamtes flr Arbeitsschutz,
Gesundheitsschutz und technische Sicherheit durchgefuhrt (Genehmigungsnummer:
G0036/04).

Anzahl der Tiere
Subgruppe Versuchsgruppe | Kontrollgruppe
Histomorphometrie 8 8
Immunhistologie/ Histologie 8 8

Tab. 3.1: Einteilung der Tiere in Untersuchungsgruppen
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3.2 Operatives Vorgehen

3.2.1 Knochenmarksentnahme

Samtlichen Tieren wurde zwei Wochen prae operationem aus der rechten Tibia
Knochenmark entnommen. Dieser Vorgang war notwendig, da die Tiere dieser Studie auch
in nachfolgenden Forschungsarbeiten ausgewertet wurden. In diesen Studien wurde die
Knochenregenrationspotenz von lokal implantierten mesenchymalen Zellen in einer atrophen
Pseudarthrose zu definierten Zeitpunkten untersucht. Dabei wurden aus dem gewonnenen
Knochenmarksaspirat autologe mesenchymale Stammzellen selektiert und mit Hilfe eines
Zellnahrmediums angezlichtet. AnschlieRend wurden diese als undifferenzierte, pluripotente
Stammzellen oder pradifferenzierte, monopotente Osteoprogenitorzellen in den Osteotomie-
spalt appliziert. Die Knochenmarksentnahme bei samtlichen Tieren und die Applikation des
Nahrmediums bei den Tieren der Versuchsgruppe dienten der Vergleichbarkeit der sich
anschlielienden Forschungsprojekte, um Effekte dieser Eingriffe bzw. des Zellnahrmediums
auf die Knochenbruchheilung ausschlielen zu kénnen. Diese MaRnahmen stehen jedoch mit

der Etablierung dieses Modells in keinem direkten Zusammenhang.

Mittels einer Feinwaage (Sartorius TE 6100, Fa. Sartorius AG, Godttingen, Deutschland)
erfolgte prae operationem das Wiegen der Tiere in einer Kunststoffschale. Wiesen sie ein
Gewicht innerhalb des vorgesehenen Intervalls von 410 - 460 g auf, wurden sie in das

Projekt einbezogen.

Die Einleitung der Anasthesie erfolgte per Inhalationsnarkose. Hierzu wurde das Einzeltier in
eine mit Narkosegas (3,5 % Isofluran (Forene ®, Fa. ABBOTT GmbH, Wiesbaden,
Deutschland), 0,6 I/min O, und 0,4 I/min N,O) angereicherte durchsichtige Plastikbox
verbracht. Die Narkosegasmischung lief Uber einen Schlauch aus dem Narkosegerat
(STEPHAN-Respirator ABV, Fa. Stephan, Gackenbach, Deutschland) zu. Mit adspektorisch
ersichtlichem Eintritt der Narkose wurde das Tier aus der Box genommen. Auf einem
OP-Beitisch liegend erhielt es wahrend der gesamten Knochenmarksentnahme die
Inhalationsnarkose Uber eine selbst angefertigte Gesichtsmaske. Im Laufe der
nachfolgenden Prozedere fand eine fortwahrende adspektorische Kontrolle der
Vitalfunktionen des Tieres (Atmung und Kreislauf) statt. Zunachst wurde das rechte Knie
samt zugehodrigem Unterschenkel mit einer Schermaschine (Favorita Il, Fa. Aesculap,
Tuttlingen, Deutschland) rasiert und die geschorenen Flachen des Beines mit Polyvidoniod-
Lésung (Braunoderm®, Fa. B. Braun, Melsungen, Deutschland) desinfiziert. Unter sterilen
Bedingungen erfolgte nun eine ca. 1 cm lange Schnittinzision medio-distal der Tuberositas
tibiae, welche bis auf den Knochen reichte. Das vorhandene Weichteilgewebe wurde
vorsichtig nach lateral geschoben, bis der Knochen vollstandig frei lag. Mit einem Bohrgerat
mit flexiblem Handstlck, elektrischem Fu3pedal (16.000 Upm, Fa. Proxxon, Niersbach/ Eifel,
Deutschland) und aufgesetztem Kugelkopfbohrer (Durchmesser 1 mm, Fa. Proxxon) konnte

von medio-ventral nach kaudo-latero-distal gerichtet eine Offnung in die Tuberositas tibiae
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gebohrt werden. Uber diese Offnung wurde eine Kaniile (22 G, Fa. BD Microlance™, Irland),
die auf eine 1 ml Einmalspritze (Fa. BD Plastipack™, Madrid, Spanien) aufgesetzt war,
vorsichtig eingefuhrt. Unter sanftem, kontrolliertem Druck und einhergehender leichter
Aspiration des auftretenden Hamatoms wurde die Kanlle nach distal in den
Knochenmarkskanal der Tibia vorgeschoben. Durch leichte Bewegung der Kanile konnte
das Knochenmark aspiriert werden. Der anschlieRende Verschluss der Inzision erfolgte
durch ein Einzelknopfheft mit nichtresorbierbarem Faden (3-0 Prolene® mit Nadel, Fa.
Ethicon, Norderstedt, Deutschland).

Hinterher wurden die Tiere in ihren Kafig gelegt und bis zum Erwachen beobachtet. Das
gewonnene Aspirat wurde bei den Tieren der Kontroll- und Versuchs-Gruppe verworfen, da

es fur die eigentlichen Versuche keine Verwendung fand.

3.2.2 Externer Fixateur

Der in diesem Modell verwendete monolaterale Fixateur externe bestand aus einem
Grundkoérper und vier Kirschner-Bohrdrahten. Der Grundkoérper setzte sich aus zwei
Edelstahlplatten (29 mm Lange, 5 mm Breite sowie eine Dicke von 2,8 mm und 1,8 mm)
zusammen, deren unterschiedliche Dicke sich aus Stabilitatsgrinden ergab. Die Verbindung
der Platten erfolgte Uber zwei Senkschrauben (M 2,5), deren Senkkopflécher sich in der
starkeren Platte befanden. Weiterhin wiesen die Edelstahlplatten des Grundkorpers vier
korrespondierende Nuten auf, in welche nach Verschraubung der Platten die vier Kirschner-
Bohrdrahte (Durchmesser 1,25 mm, Lange 10 cm, Gewindeléange der Spitze 10 mm, Fa. M.
Jagel, Bad Blankenburg, Deutschland) zu liegen kamen (Abb. 3.1). Das Gesamtgewicht des

Fixateursystems betrug 5,4 g.

Abb. 3.1: Darstellung des osteotomierten Femurs mit montiertem Fixateur externe (Ansicht von kranial); die vier
Kirschner- Bohrdrahte werden von links nach rechts als Pin1 (P1) bis Pin4 (P4) durchnummeriert 201
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3.2.3 Osteotomie

Anasthesie und Analgesie

Zu Beginn der Operation wurden die Versuchstiere erneut gewogen, um Tiere mit zu
geringem (< 410 g) oder hohem Gewicht (> 460 g) auszuschlieRen. Anschlielend erfolgte
die Narkoseeinleitung per Inhalationsnarkose, wie unter Punkt 3.2.1 beschrieben. Zur
Erreichung und Aufrechterhaltung eines fur die Operation ginstigen Narkosestadiums
erhielten die Tiere wahrend der Inhalationsnarkose per Gesichtsmaske zusatzlich eine
Injektionsnarkose, bestehend aus ca. 0,5 ml eines Gemisches aus Ketaminhydrochlorid (100
mg/ml, Ursotamin® Fa. Serum-Werk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland) und Xylazin-
hydrochlorid (20 mg/ml, Rompun®, Fa. Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) in
einem Verhaltnis von 4:3 (1,0 ml/kg KGW). Die Injektionsnarkose wurde nach lokaler
Desinfektion mit Polyvidoniod-Lésung (Braunoderm®, Fa. B. Braun) intraperitoneal in der
Regio abdominis media injiziert. Mit Applikation des Injektionsnarkotikums konnte die
Inhalationsnarkose beendet werden. Nach lokaler Desinfektion der Regio interscapularis mit
Polyvidoniod-Lésung kamen zur Analgesie 0,5 ml Buprenorphinhydrochlorid (0,1 mg/KGW,
Temgesic®, Fa. Essex Pharma GmbH, Minchen, Deutschland), subkutan injiziert, zum

Einsatz.

Nach Applikation des Narkotikums und Analgetikums erfolgte eine groRRzligige Schur des
gesamten linken Beines und der umliegenden Bereiche mit der Schermaschine, sowie die
Desinfektion der rasierten Flachen mit Braunoderm®. Um einer Austrocknung der Hornhaut
des Auges vorzubeugen, wurde Dexpanthenol-Augensalbe (Bepanthen®, Fa. Jenapharm,

Jena, Deutschland) auf beide Korneae aufgebracht.

Anschliellend wurde das Tier mit der rechten Koérperseite auf eine mit einem sterilen Tuch
(Foliodrape®, Fa. Hartmann, Heidenheim, Deutschland) abgedeckte, elektrische
Warmeplatte (37°C) gelagert und mit einem sterilen, gelochten Epiduraltuch (Fa. Allegiane
Santé S.A.°, Chateaubriant, Frankreich) abgedeckt. Lediglich das linke Bein blieb unbedeckt

und wurde nochmals mit Braunoderm® desinfiziert.

Osteotomie des Femurs

Uber die gesamte Lange des linken Femurs erfolgte lateral eine Schnittinzision, bis die
Faszie des Muskelgewebes sichtbar war (Abb. 3.2.a). Das Septum intermuskulare war in der
Aufsicht als feine, weilte Linie zu erkennen. Um die Muskulatur zu schonen, wurde entlang
des Septums, zwischen den Adduktoren und Abduktoren, also zwischen Musculus
quadriceps und Kniesehnenmuskulatur, mit einer spitzen Praparierschere stumpf gearbeitet,
bis das Os femoris zum Vorschein kam. Dieses wurde auf ganzer Lange vorsichtig stumpf
freiprapariert, wahrend die Operationsassistenz mit Hilfe zweier feiner stumpfer Wundhaken
die Sicht auf den Knochen frei hielt (Abb. 3.2.b).
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Mit dem Bohrgerat und aufgesetztem Bohrer (Durchmesser 0,9 mm, Fa. Proxxon) erfolgte
am distalen Ende des Os femoris, zwischen dem Epicondylus lateralis und der Trochlea
ossis femoris, mittig und im Winkel von 90° zur Langsachse des Knochens, eine
monokortikale Bohrung. Durch diese wurde ein Kirschner-Bohrdraht bikortikal und senkrecht
zur Femurachse mit einem manuellen Bohrgerat eingedreht, bis von der medialen Seite des
Os femoris die Bohrdrahtspitze zu ertasten war (Abb. 3.2.c). Um eine entsprechende
Stabilitdt zu gewahrleisten, sollte die Spitze des Kirschner-Drahtes eine Gewindeumdrehung
aus dem Knochen herausragen. Dieser distale Kirschner-Draht erhielt die Bezeichnung ,P4“.
Der Fixateur-Grundkdrper konnte nun an P4 montiert werden und diente als Bohrschablone
fur die Ubrigen drei Bohrlocher. Mit dem Bohrer wurde die korrekte Position der Ubrigen
Bohrlécher ertastet, anschlieRend erfolgte die Bohrung fir den proximalen ,P1% (Abb. 3.2.d).
Die Durchfihrung dieser zweiten Bohrung entsprach der von P4, wobei darauf geachtet
werden musste, exakt parallel zu diesem zu bohren, um Spannungen des Fixateurs nach
seiner Verschraubung zu vermeiden. Anschlielend wurden die Kirschner-Drahte mit einer
Drahtschneidezange auf ca. 4 cm gekirzt und die beiden inneren Kirschner-Drahte ,P2“ und
,P3“ auf gleiche Weise gesetzt und gekirzt. Auch hier musste darauf geachtet werden, dass
die Implantation parallel zu den beiden erstimplantierten Kirschner-Drahten von statten ging
(Abb. 3.2.e). Samtliche Bohrungen erfolgten unter Spilung mit steriler isotoner
Kochsalzlésung (Plastipur®, Fa. Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland), um eventuell
entstandene Metall- und Knochenspane zu entfernen und thermisch bedingte

Knochennekrosen zu vermeiden.

Oberhalb des Fixateur-Querbalkens wurde ein zweiter Fixateur-Querbalken montiert, der als
temporares System zur Stabilisierung diente. Die Muskulatur zwischen P2 und P3 konnte
nun vorsichtig, ohne das anliegende Periost zu verletzen, mit dem Raspartorium Uber ein
Lange von ca. 4 mm vom Knochenschaft geldst und von der Assistenz mit Hilfe zweier
stumpfer Wundhaken vom zu sdgenden Bereich auf Abstand gehalten werden. Mit dem
elektrischen Bohrgerat und aufgesetztem runden Diamantsageblatt (Starke 0,4 mm,
Durchmesser 16 mm, Fa. Proxxon) erfolgte die vollstdndige Durchtrennung des
Femurschaftes mittig zwischen P2 und P3 und unter standiger Spulung mit steriler
Kochsalzlésung (Abb. 3.2.f). Auf diese Weise entstand ein Osteotomiespalt von ca. 0,5 mm
Breite. Der dem Knochen zugewandte Fixateur-Querbalken wurde geldst und in einem
Abstand von zwei Fixateurbreiten zum Knochen fest verschraubt (Knochen-
Querbalkenabstand: 10 mm). Als Malistab dienten zwei Edelstahlplatten eines dritten
Fixateur-Querbalkens, welche ubereinander gestellt und direkt auf der Knochenoberflache
platziert den standardisierten Knochen-Querbalkenabstand gewahrleisteten. Wahrend dieses
Vorgehens hielt der zweite montierte Fixateur-Querbalken die Knochenfragmente in ihrer

anatomischen Position. Den Tieren der Kontrollgruppe wurde dieser anschlieRend entfernt
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und Uberstehende Drahtreste mit der Drahtschneidezange mdglichst nah am Fixateur-
Querbalken gekdurzt.

Zur Induktion der atrophen Pseudarthrose in der Versuchsgruppe entfernte man zunachst
beide Querbalken. Dies ermoglichte das ,Aufklappen® des Knochens an der Osteotomie und
nachfolgend die Kirettage des Knochenmarks ca. 4 mm proximal und distal vom
Osteotomiespalt mittels einer feinen, chirurgischen Pinzette und einem Gazetupfer. Mit
steriler, isotoner Kochsalzlésung erfolgte eine Spulung der Knochenmarkshohlen. An beiden
Osteotomieenden wurde mit einem elektrischen, monopolaren Thermokauter das Periost,
jeweils 2 mm proximal und distal des Osteotomiespaltes thermisch zerstort (Abb. 3.2.9).
Nach den Manipulationen an den Osteotomieenden wurden diese durch das Anbringen des
Fixateurs, wiederum im Abstand von zwei Fixateurbreiten (10 mm), moglichst genau
reponiert (Abb. 3.2.h).

Zum Schluss wurde die Operationswunde mit steriler, isotoner Kochsalzlésung gespllt und
genaht. Das Muskelgewebe wurde mittels einer fortlaufenden Naht mit einem resorbierbaren
Faden verschlossen (VicryI® mit Nadel, 7-0 metric, Fa. St-Stevens-Woluwe, Belgien), die
Hautnaht wurde mit drei bis vier Einzelknopfheften mit einem nichtresorbierbaren Faden
(Prolene®, 3-0 metric, Fa. Ethicon GmbH) gesetzt (Abb. 3.2.i). AbschlieRend erfolgte eine

Wunddesinfektion mit lodlésung.

Die Gesamtdauer der Operation pro Tier betrug in der Kontrollgruppe etwa 35 Minuten und

in der Versuchsgruppe etwa 45 Minuten.
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Abb. 3.2: Vorgehensweise bei der Osteotomie des Femurs
a) Schnittinzision am linken Femur

b) Freipraparieren des Os femoris

c) Senkrechte Bohrung fir Kirschner-Bohrdraht P4

d) Bohrung fiir P1 mit Bohrflihrung

e) Verankerung der Kirschner-Drahte P2 und P3

f)  Setzen der Osteotomie

g) Kautern des Periosts (Versuchsgruppe)

h) Aufsicht auf die Osteotomie post OP (Versuchsgruppe)

i) Aufsicht auf das Rattenfemur mit montiertem Fixateur externe %2
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3.2.4 Nachsorge

An die Operation anschlieRend wurden mittels eines mobilen Rdntgengerates (Mobilett
Plus®, Fa. Siemens, Miinchen, Deutschland) Aufnahmen in 3 Ebenen vorgenommen. Die
erste Aufnahme erfolgte in Bauchlage, mit leicht abgespreiztem Femur, in postero-
anteriorem Strahlengang, die zweite in Rlckenlage antero-posterior, die dritte Aufnahme
wurde in sitzender Position ebenfalls antero-posterior geschossen. Die optimale Belichtung
der Réntgenfime (CRONEX 5 Medical X-Ray-Film®, Fa. AGFA-Gevaert, Deutschland) kam
bei einer Intensitat von 52 kV, einer Belichtungsdauer von 1,8 mA/s und einem Abstand der
Strahlenquelle zum Rdntgenfilm von 60 cm zustande. Anhand der Réntgenbilder erfolgte die
Kontrolle des korrekten Sitzes des externen Fixateurs anhand der physiologischen
Ausrichtung der Fragmente. Zu beachten war, dass der rechteckige Querbalken des
Fixateurs stets senkrecht von der Seite getroffen wurde, um den Osteotomiespalt ebenfalls
exakt senkrecht zu treffen. Nur so konnte eine Uberlagerung der Knochen vermieden und die

Vergleichbarkeit der Rontgenbilder gewahrleistet werden (Abb. 3.3).

Anschliellend wurden die Ratten, um die Atmung zu erleichtern, in Brust-Bauchlage in ihren
Kafig gelegt und dieser bis zu ihrem Erwachen unter eine Rotlichtlampe gestellt. Sie blieben
solange unter Beobachtung, bis sie in der Lage waren, sich sicher zu bewegen. Eine
Belastung der operierten GliedmalRe war den Tieren sofort nach der Operation mdglich.
Futter und Wasser wurde direkt nach der Operation ad libitum zur Verfugung gestellt.
Samtliche erhobenen Daten, wie Gewicht und Operationszeiten, wurden neben ihrem
Eintrag im Laborbuch und auf der entsprechenden Tierkarteikarte auch in einer

elektronischen Datenbank gespeichert.

Abb. 3.3: Rdntgenaufnahme des linken osteotomierten Femurs post operationem mit montiertem Fixateur
externe (antero-posteriorer Strahlengang)

1 Fixateur-Grundkorper

2 Osteotomiespalt
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3.2.5 Applikation von Expansionsmedium

Zwei Tage post operationem erfolgte bei samtlichen Tieren der Versuchsgruppe die
Applikation des Zellndhrmediums (Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
Fa. Invitrogen, Cambrex, Walkersville, USA) in den Osteotomiespalt (Punkt 3.2.1). Hierzu
wurden die Tiere, wie unter Punkt 3.2.1 beschrieben, narkotisiert. Wahrend der Medium-
Applikation wurde die Narkose Uber die Gesichtsmaske aufrechterhalten. Zunachst wurden
Gewicht und Korpertemperatur der Ratten ermittelt. In einer 1 ml Einmalspritze mit
aufgesetzter Kanille (24 G, Fa. BD Microlance™3, Irland) befanden sich 150 ul des
Mediums. Nach grindlicher Desinfektion des gesamten Femurs und des Fixateursystems
wurde der Femur in Hohe der Osteotomie mit der Kanule punktiert. Zur Orientierung diente
die sich im Fixateur-Querbalken mittig befindende Kerbe (Abb. 3.1). Mit der Kanulenspitze
konnte der Osteotomiespalt vorsichtig ertastet und das Medium direkt in den Spalt injiziert
werden. Nach erneuter Desinfektion wurden die Tiere wieder in ihren Kafig verbracht und bis

zum Erwachen beobachtet.

3.3 Kontrolluntersuchungen der Versuchstiere
Wahrend der Standzeit von acht Wochen erfolgte im wochentlichen Abstand eine klinische
Untersuchung, welche eine Beurteilung des Allgemeinzustandes der Ratten, eine Pflege der

Operationswunde und eine réntgenologische Verlaufskontrolle mit einbezog.

Zur adspektorischen Prifung des Allgemeinzustandes wurde das Verhalten im Kafig
beobachtet, sowie das dauRere Erscheinungsbild begutachtet. AnschlieRend wurden die Tiere
per Inhalationsnarkose (Punkt 3.2.1) anasthesiert. Es folgte eine Gewichtskontrolle sowie die
Pflege der Operationswunde und des Fixateursystems. Hierbei galt es zunachst Gréke und
Aussehen der Wunde zu beurteilen und zu notieren. Ebenso wurde dokumentiert, ob ggf.
klinische Anzeichen flr Entziindungen, wie Schwellung, Exsudation, Rdtung oder lokale
Hyperthermie an den Eintrittsstellen der Kirschner-Drahte auftraten, welcher Draht evil.
betroffen war und in welchem Ausmall. Nach Sprihdesinfektion des Bereiches mit lodlésung
fand eine Reinigung des Wundbereiches mittels eines in Desinfektionslésung getrankten
Wattestéabchens statt. Lose Exsudatkrusten wurden entfernt. Um jede noch so geringe
Beweglichkeit des Osteotomiespaltes auszuschlieRen, wurde der feste Sitz der Fixateur-
Querbalken auf den Drahten sowie ihrer Schrauben geprift. 14 Tage post operationem
wurden die nichtresorbierbaren Einzelknopfhefte der Hautnaht entfernt. Nach jeder
Behandlung eines Tieres erfolgte die Desinfektion der verwendeten Instrumente und Geréate.
Samtliche erhobenen Daten wurden im Laborbuch, auf der entsprechenden Tierkarteikarte

sowie in der elektronischen Datenbank gespeichert.

Eine weitere Kontrolle des Heilungsverlaufes fand mit Hilfe von Rdntgenaufnahmen statt.
Hierbei wurde der Fixateur auf korrekten Sitz Uberprift und eine Dislokation der

Knochenfragmente ausgeschlossen. Auch auf sich evtl. entwickelnde Osteolysen um die
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Bohrdrahte herum musste geachtet werden. Starkere Osteolysen fiihren zu einer Lockerung
der Kirschner-Drahte, woraus Bewegung im Osteotomiespalt resultiert. Betroffene Tiere
waren, auch aus Tierschutzgrinden, aus der Studie auszuschlieen und wurden
euthanasiert (Punkt 5.2.1). Die Anfertigung der Rontgenbilder erfolgte wahrend der Standzeit
ebenfalls wochentlich (analog zu Punkt 3.2.4). Da es technisch nicht moglich war, die Tiere
bei diesem Vorgang weiterhin per Gesichtsmaske zu narkotisieren, mussten die Aufnahmen
schnellstmdglich, solange noch die Narkosewirkung aus der Kontrolluntersuchung gegeben
war, durchgefuhrt werden. Nach Beendigung der Aufnahmen wurden die Ratten wieder in
ihre Ka&fige zuruckgelegt, wo sie unter Beobachtung innerhalb weniger Minuten ihr

Bewusstsein wiedererlangten.

3.4 Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Nach der achtwochigen Standzeit erfolgte im Zuge der achten wdchentlichen Kontrolle die
Euthanasie der Versuchstiere. Die Kontrolle des Allgemeinzustandes und des Gewichtes
sowie die Prifung des Fixateursystems und der Wundverhaltnisse erfolgten teils unter
Kurzzeitanasthesie (analog zu Punkt 3.3) am lebenden Tier. Im Anschluss daran wurde den
Tieren unter bestehender Isoflurananasthesie 5 ml einer Kaliumchloridiésung (1 M, KCI-
Lésung®, Fa. Fresenius Kabi) intrakardial injiziert, wodurch der sofortige Tod durch
Herzstillstand herbeigefihrt wurde. Der Atemstillstand wurde per Adspektion, der Herz-
stillstand per Palpation festgestellt. Eine sofortige post mortale Rontgenaufnahme schloss
sich an (Punkt 3.2.4).

AnschlieRend folgte die Entnahme des linken Oberschenkelknochens mit montiertem
Fixateur externe. Hierzu wurden die Hautschichten des linken Oberschenkels entfernt. Die
Ligamenti um und in den Articulationes coxa und genus wurden durchtrennt, so dass das Os
femoris samt Fixateursystem und umliegender Muskulatur vollstdndig enthommen werden
konnte. Mit einer spitzen Praparierschere erfolgte die vorsichtige Entfernung des
Muskelgewebes vom Knochen, so dass eine dinne Muskelschicht auf der Knochen-
oberflache verblieb. Dabei war streng darauf zu achten, in Nahe des Osteotomiespaltes kein
Kallusgewebe zu verletzen. Um das Knochengewebe den sich anschlieRenden Fixierungs-
lIdsungen gut zuganglich zu machen, wurden die proximalen und distalen Enden des Femurs
mit einem Diamantsageblatt (Fa. Proxxon) abgetrennt. Nach kurzer Spulung des Knochens
in steriler isotoner Kochsalzlésung wurde dieser mit einer Mullbinde umwickelt, in welche ein
Zettel zur Kennzeichnung des Tieres eingelegt war. Es schloss sich eine viertagige Fixierung
des Untersuchungsmaterials in einem ebenfalls mit der Tiernummer gekennzeichneten Glas
an. Dieses enthielt ein Lésungsgemisch aus 37 %igem Formaldehyd (Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland), 100 %igem Ethylalkohol (Fa. Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland),
Barbital-Natrium-Puffer (pH 7,4, 0,1 M, Apotheke der Charité, Berlin, Deutschland) und
Glukose (Fa. Merck). Da sich durch die Fixierung das Gewebe verfestigt, war es sinnvoll,

den Fixateur wahrend des gesamten Vorgangs am Knochen zu belassen. So konnte einer
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Schadigung des Kallusgewebes durch eventuell bei der Fixatuerentfernung auftretende

Krafte vorgebeugt werden.

3.5 Erstellung der histologischen Praparate

Abhangig vom Auswertungsverfahren waren unterschiedliche Arbeitsablaufe durchzufuhren.

3.5.1 Entkalken, Entwassern und Einbetten der Praparate

Zunachst wurde nach der viertagigen Fixierung das gesamte zu untersuchende Material
etwa 20 Minuten unter flieBRendem Leitungswasser gewassert. AnschlieRend konnte der
Fixateur externe vorsichtig entfernt werden, da sich das Gewebe durch die Fixierung soweit
gefestigt hatte, dass bei vorsichtigem Umgang keine Schaden am Kallusgewebe zu erwarten
waren. Die Verschraubung der Edelstahlplatten wurde gelést und die Kirschner-Drahte

vorsichtig aus dem Knochen herausgedreht.

3.5.1.1 Immunhistologie/ Histologie

Fur die immunhistologische und histologische Auswertung war eine Vorbehandlung zur
Entkalkung des Materials von drei Wochen notwendig, um die zu bestimmenden
Gewebsstrukturen und Zellen optimal anfarben zu kénnen. Zum Schluss erfolgte die

Einbettung der Knochen in Paraffin.

Fir die Entkalkung wurde der Knochen in Ethylendiamintetraessigsaure-Losung
(EDTA-LGsung, Entkalkungslosung, Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland) verbracht, bis
er eine weillliche Farbung annahm und weich wurde. Das sich in der Losung befindliche
EDTA bildet mit den Kalziumionen aus dem Knochen einen Komplex und fallt als
EDTA-Kalzium-Prazipitat aus. Um eine mdglichst vollstandige Entkalkung zu gewahrleisten,
wurde das Praparat Uber drei Wochen in der EDTA-LOsung belassen, wobei zweimal
woOchentlich ein Wechsel der Ldésung vorgenommen wurde. Zur Beschleunigung des
Vorgangs fand die Lagerung im Brutschrank bei 37°C statt. Wahrend dieser Einwirkzeit
befanden sich die Knochenpraparate mit reichlich Ldsung bedeckt in luftdicht
verschlossenen und gekennzeichneten Glasern. Nach erfolgter Entkalkung wurde das
Material ausfuhrlich unter Leitungswasser vom EDTA gereinigt. AnschlieRend folgte eine
dreitdgige Entwasserung im Entwasserungsautomaten (Leica TP 1020, Fa. Leica
Mikrosystems, Nussloch GmbH, Deutschland) nach dem Tauchprinzip von
Romeis (1989) "%, Durch das stufenweise Vorgehen wurde einer Schrumpfung und
ZerreiBung des Gewebes entgegen gewirkt '*® und das Gewebe konnte sich besser mit dem
Material verbinden, in welches es einzubetten war. Folgende Arbeitsschritte wurden, unter
Verwendung von Ethanol-Aqua dest.-Mischungen, durchlaufen: 1 x 70 %iger Alkohol,
2 x 80%iger Alkohol, 2 x 96 %iger Alkohol, 3 x 100 %iger Alkohol, 2 x Xylol, 2 x Paraffin.
Direkt nach Entnahme aus dem Entwasserungsautomaten musste das Praparat in Paraffin
eingebettet werden. Hierzu wurde der entkalkte Oberschenkelknochen vorsichtig auf dem

GefalRboden einer passenden metallenen Gussform platziert, so dass die Langsachse der
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Bohrgange der Kirschner-Drahte parallel zur Ebene des Gefalibodens zu liegen kam. Im
Anschnitt sollte spater die gesamte Lange eines Bohrkanals zu sehen sein. Mit in einem
Paraffinbad (Leica EG 1120, Fa. Leica Mikrosystems, Wetzlar, Deutschland) erhitztem und
verflissigtem Paraffin (Paraplast Plus Tissue Embedding Medium, Fa. Tyco Healthcare,
Mansfield, USA) wurde der Knochen iUbergossen. Die Kennzeichnung des Materials erfolgte
Uber ein beschriftetes Filterpapier fur histologische Techniken, welches auf die Oberflache
des noch flussigen Paraffins gelegt und bei dessen Aushartung dort eingeschlossen wurde.
Zur Aushartung wurde die befillte Gussform auf eine Kihlplatte (- 20°C, Kuhlplatte EG 1130,
Fa. Leica Mikrosystems Wetzlar, Deutschland) verbracht. War der entstandene Block

abgekdihlt, konnte die Gussform entfernt werden.

3.5.1.2Histomorphometrie

Im Rahmen der histomorphometrischen Auswertung wurde u. a. der mineralisierte Knochen-
anteil eines Praparates bestimmt, daher konnten die entkalkten Knochen flir dieses
Auswertungsverfahren nicht herangezogen werden. Fir dieses Untersuchungsmaterial war
das Einbetten in einen polymerisierenden Kunststoff vorgesehen, welcher speziell fur die

Darstellung von mineralisiertem Gewebe unter dem Lichtmikroskop entwickelt wurde.

Nach der Fixierung und der Spllung unter Leitungswasser fand die Entwasserung manuell in
einer aufsteigenden Alkoholreihe '8 statt (7 Tage in 70 %igem Alkohol, 14 Tage in 80 %igem
Alkohol, 14 Tage in 96 %igem Alkohol und 21 Tage in 100 %igem Alkohol). Die
Alkoholverdinnungen wurden aus 100 %igem Ethanol unter Zumischung von Aqua dest.
hergestellt. Da die Alkohollésungen wahrend der Entwasserungsphase durch Rickstande,
Wasser und Gewebefett verunreinigt wurden, erfolgte eine wdchentliche Erneuerung der

Lésungen.

Als letzter Schritt schloss sich eine vierstiindige Entfettung des Praparates in Xylol (Xylene®,
Fa. J. T. Baker, Deventer, Niederlande) an. Um eine optimale Durchtrdnkung zu erreichen
und somit die Gewebe den spater folgenden Farbeldésungen optimal zuganglich zu machen,
wurde das luftdicht verschlossene und beschriftete Glas wahrend der Entwéasserung und
Entfettung auf einem Schuttler (HS 501 digital, Fa. IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland)
gelagert.

Es folgte das Einbetten des Materials in einem Polymerisationssystem auf der Basis von
Methylmetacrylat (Technovit® 9100 NEU, Fa. Haraeus Kulzer GmbH & Co. KG, Wehrheim,
Deutschland). Durch ein Katalysatorensystem aus Peroxid und Amin wird unter Ausschluss
von Sauerstoff die Polymerisation vorangetrieben. Die Zusatzkomponente PMMA
(polymerisiertes Methylmetacrylat) und ein Regler sorgen flr einen gesteuerten Ablauf der
Polymerisation. Die Anmischung der hierfur benétigten Losungen erfolgte nach
Herstellerangaben. Zunachst musste der Knochen zwei Tage bei Raumtemperatur in

Prainfiltrationslésung (Fa. Haraeus Kulzer GmbH & Co. KG, Wehrheim, Deutschland)
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eingelegt werden. Anschlielend erfolgte flir sieben Tage bei 4°C ein Lagern in
Infiltrationslésung (Fa. Haraeus Kulzer GmbH & Co. KG, Wehrheim, Deutschland). Diese
Schritte waren notwendig, um eine komplette Durchtrankung des Praparates mit dem
Kunststoff zu gewahrleisten. Erst danach konnte der Knochen in den polymerisierenden
Kunststoff eingebettet werden. Nach Anmischen der Technovit-Losung wurde diese
vorsichtig, ohne Blasen zu bilden, in zylinderformige Einbettformchen (Durchmesser 5 cm,
Hohe 2 cm) gegossen und der Oberschenkelknochen auf dem GefalRboden so platziert, dass

im spater folgenden Anschnitt die gesamte Lange eines Bohrkanals zu sehen ist.

Ein kleines, mit der Tiernummer beschriftetes Filterpapier zur Kennzeichnung des
Praparates wurde seitlich eingelegt. Nach luftdichtem Verschluss der Férmchen hartete der
Kunststoffblock innerhalb von 24 Stunden bei ca. 0°C auf Eis aus. Auf diese Weise konnte
die bei der exogenen Reaktion der Polymerisation entstehende Warme optimal abgeleitet
werden. Danach wurde das auspolymerisierte Praparat aus der Form entnommen. Um beim
Schneiden am Hartschnittmikrotom den Block besser einspannen und positionieren zu
koénnen, erfolgte das Anbringen eines Sockels aus harterem Kunststoff. Hierzu wurde der
auspolymerisierte Block mit einem Klebeband ummantelt, welches ca. 1 cm Uberstand. In
diesen entstandenen Hohlzylinder wurde der zweite Kunststoff (Technovit® 3040,

Fa. Haraeus Kulzer GmbH & Co. KG) eingegossen und bei Raumtemperatur ausgehartet.

3.5.2 Schneiden der Praparate

Nach der vollstandigen Aushartung des Paraffins bzw. der Kunststoffe folgte das Schneiden
des Gewebeblocks parallel zur Knochenlangsachse. Die langs angeschnittenen Bohrldcher
der Kirschner-Drahte sollten sichtbar sein, so dass im spater angefarbten Praparat eine
vollstdndige Einsicht in den Osteotomiespalt gegeben war. Zur Auswertung kamen nur

Schnitte, die einen komplett angeschnittenen Markraum aufwiesen.

3.5.2.1 Immunhistologie/ Histologie

An der Schnittseite, sowie den umliegenden Seiten des Paraffinblocks wurde das
Uberschissige Paraffin mit einem Messer entfernt. So konnten die Praparate auf méglichst
schmale Objekttrager aufgezogen werden, was das spatere Farben erleichterte.
AnschlieBend musste der Paraffinblock mit der Schnittseite auf einen Eisblock gelegt
werden, da sich das Paraffin durch die Kalteeinwirkung etwas zusammenzieht und der
Knochen auf diese Weise besser zu schneiden ist. Nach ausreichender Kuhlung wurde der
Block am Rotationsmikrotom (Leica RM 2125, Fa. Leica Mikrosystems, Wetzlar,
Deutschland) eingespannt. Mit Schnitten von ca. 10 um Dicke arbeitete man sich
schrittweise bis zur gewlinschten Ebene vor, um dort Serienschnitte mit einer Starke von
4 ym zu entnehmen. Nach einigen Schneidevorgdngen musste der Block erneut auf Eis
gekuhlt werden. Die entstandenen Schnittpraparate wurden in ein Wasserbad (20°C)

verbracht um eventuell entstandene Falten mit Hilfe eines Pinsels zu glatten. In einem
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zweiten Wasserbad (45°C) (Leica HI 1210, Fa. Leica Microsystems) konnten auch feinste
Faltchen geglattet werden, da sich Paraffin bei hdheren Temperaturen etwas ausdehnt. Im
Anschluss daran wurden die Schnitte auf Objekttrager aufgezogen und bei 37°C fur zwei

Tage im Brutschrank getrocknet, um sie auf den Objekttragern zu fixieren.

3.5.2.2 Histomorphometrie

Der Uberschissige Kunststoff eines Technovit-Blockes wurde mittels einer Schleifmaschine
(Phoenix 3000, Fa. EXAKT Apparatebau GmbH, Norderstedt, Deutschland) entfernt. Die
Schnittseite musste soweit herunter geschliffen werden, bis die gewlnschte Schnittebene
erreicht war. AnschlieRend konnte das Material in das Hartschnittmikrotom (Leica SM 25008,
Fa. Leica Mikrosystems) eingespannt werden. Unter standiger Benetzung mit einer Wasser-
Seifenldsung erfolgte die Anfertigung von 6 um dicken Schnitten. Diese wurden vorsichtig
abgenommen und auf einen mit 70 %igem Ethanol benetzten Objekttrager gezogen. Unter
Zugabe eines Tropfens Streckflissigkeit, bestehend aus Alkohol und Butoxyethylacetat im
Verhaltnis 3:2, konnten die Schnitte mittels eines Pinsels geglattet werden. Danach erfolgte
eine luftblasenfreie Abdeckung mit Krisolfolie (Polyethylen-Schutzfolie). Mehrere Schnitte
wurden Ubereinander gestapelt in eine Presse gelegt, wobei Filterpapier die einzelnen
Schnitte separierte. Unter Druck fand innerhalb von zwei Tagen die Trocknung der Schnitte
im Brutschrank bei 60°C statt.

3.5.3 Histologische Farbungen

Fir die Auswertungen der Praparate wurden unterschiedliche Farbungen verwendet:

Immunhistologie:
a) Nachweis von a-SMA (a-Smooth-Muscle-Actin) mit Hilfe des Vectastain-ABC-Systems

zur Darstellung der glatten Muskulatur der Gefalte

Histologie:
a) Osteoklastendarstellung mit Hilfe der TRAP-Farbung (Tartrate-Resistant Acid Phosphate)

b) Ubersichtsfarbung mit Movat Pentachrom

Histomorphometrie:

a) Farbung mit Safranin Orange/ von Kossa zur Differenzierung und Quantifizierung von
mineralisierten und nichtmineralisierten Bereichen

b) Farbung mit Movat Pentachrom zur Quantifizierung der Knochen- und Bindegewebs-
flachen am entkalkten Praparat (Bezugsflachenbestimmung zur Berechnung der
Osteoklasten- und Gefaldichte)
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3.5.3.1 Immunhistologie

Nachweis von a-SMA

Mit Hilfe des Vectastain-ABC-Systems (Vectastain ABC Kit®, Fa. Linaris, Wertheim/
Deutschland) (Abb. 3.4) ist es moglich, bestimmte gewlnschte Strukturen, wie in diesem
Falle a-SMA (Abb. 3.5.a), mit einer intensiven Farbung zu kennzeichnen. Es arbeitet nach
dem Prinzip der Antigen-Antikdrper-Reaktion. An den zu farbenden Geweben befinden sich
bestimmte Oberflachenstrukturen, die Antigene (AG), an welche sich im Zuge der Farbung
unkonjugierte Primarantikorper (Primar-AK) binden. Diese Bindung erfolgt nach dem
Schlissel-Schloss-Prinzip, d.h. an ein Antigen kann nur der passende Antikoérper binden.
Daher war es hier notwendig, einen rattenspezifischen Primarantikérper zu wahlen, denn die
Verwendung von Primarantikérpern aus anderen Tierspezies hatte zu keinem Farbeergebnis
gefuhrt. Auf diese Weise werden die Strukturantigene zunachst markiert. Im Vorversuch
musste die optimalste Konzentration des Primar-AK ermittelt werden, wobei die Verdinnung
der Lésung mittels eines Puffers erfolgte (Dako Cytomation Antibody Diluent, Fa. Dako
Cytomation, Via Real, USA). Die besten Farbeergebnisse entstanden bei einer
Konzentration von 1:100 (Primar-AK : Puffer). Nach der Komplexbildung von AG und
Primar-AK wurde eine Losung eines Sekundarantikoérpers, welcher mit Biotin (Vitamin H)
konjugiert war (biotinylierter Sekundar-AK), zugegeben. Die Bindung dieses Sekundar-AK an
den Primar-AK markierte den zuvor entstandenen Komplex. Da die Bindung an den
Primar-AK durch das Prinzip der Antigen-Antikérper-Reaktion vonstatten geht, musste der
Sekundar-AK einer anderen Tierspezies entstammen. Das Vectastain-ABC-Systems (ABC =
Avidin-Biotin-Complex) ist ein universell einsetzbares, dulRerst sensitives Detektionssystem
fur immunhistologische Verfahren. Hierbei spielt die hohe Affinitdt von Avidin, ein aus
Huhnereiwei3 gewonnenes Protein, zu Biotin eine grolRe Rolle. Avidin besitzt vier
Bindungsstellen fir Biotin, somit lasst sich das Avidin des Nachweissystems (Tertiarreagenz
= Avidin + biotinyliertes Enzym) gut an den biotinylierten Sekundar-AK koppeln. An die
Tertidrreagenz ist wiederum das Enzym Alkalische Phosphatase gebunden. Nach Zugabe
einer Substrat-Chromogen-Ldsung, setzt diese Alkalische Phosphatase das Substrat (hier
Neufuchsin) zum roten Chromogen um und sorgt auf diese Weise fir eine Farbung der

markierten Strukturen.

Bevor die eigentliche Markierung der Gewebsantigene mit Hilfe des Vectastain-ABC-
Systems erfolgen konnte, musste das Praparat mittels Entparaffinierung und Rehydrierung
(Protokoll 1) den Farbelésungen zuganglich gemacht werden. Anschlielend folgte eine
Behandlung mit einem Spllpuffer, wodurch die elektrostatische Aufladung der Proteine

wahrend der immunhistochemischen Reaktion verhindert wurde.
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Abb. 3.4: Schematische Darstellung des Vectastain-ABC-Systems

Mittels Zugabe eines Normalserums wurden unspezifische Bindungen an Gewebsproteinen
abgesattigt und somit eine Hintergrundfarbung unterdriickt. Dieses Normalserum musste aus

derselben Tierspezies stammen wie der sekundare Antikorper.

Nun konnte die Anwendung des Vectastain-ABC-Systems erfolgen. Um den fir die
chemische Reaktion der Alkalischen Phosphatase mit dem Substrat notwendigen pH-Wert
der L6sung zu erhalten, wurde mit einem Chromogen-Puffer zwischengespdlt. Anschliel3end
erfolgte die Inkubation in Substrat. Dieser Schritt musste unter sich standig wiederholender
mikroskopischer Kontrolle (Axioskop 2, Fa. Zeiss, Jena, Deutschland) durchgefiihrt werden,
um eine optimale Farbung zu erzielen. Der Hintergrund stellt sich letztendlich braun dar, die

gefarbten Strukturen hellrot.

Um sich im Praparat besser orientieren zu kénnen, wurde eine Kern-Gegenfarbung mit

Hamalaun nach Mayer (Merck, Darmstadt, Deutschland) durchgeftihrt.

Zum Schluss wurden die Praparate luftdicht mit dinnen Deckglasern und einem speziellen
Klebstoff (Vitroclud®, Einschlussmittel fir mikroskopische Technik, Fa. R. Langenbrink,

Emmendingen, Deutschland) eingedeckelt.

Eine Negativkontrolle erfolgte anhand von Praparaten, welche das nachzuweisende Antigen
nicht enthielten. Erwartungsgemall wiesen diese Praparate keine intensiv rot gefarbten
Gewebe auf, eine falsch positive Farbung konnte auf diese Weise ausgeschlossen werden.
Weiterhin wurde eine Positivkontrolle mit Hilfe eines Organpréaparates vorgenommen, bei
welchem offensichtlich war, dass es die gewinschten Strukturen mit dem Antigen enthielt.
So wurde sichergestellt, dass die entsprechenden Gewebe angefarbt wurden und die

Farbung erfolgreich war.

52



Material und Methoden

Protokoll 1: Vorgehensweise a-SMA-Farbung

a)
b)

Entparaffinierung in Xylol
Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe
2 x 100 %iger Alkohol
1 x 96 %iger Alkohol
1 x 80 %iger Alkohol
1 x 70 %iger Alkohol
1 x Aqua dest.
Spilung in PBS-Puffer (90 % Aqua dest. +
10 % Phosphatpuffer-Lésung, pH 7,2,
Fa. Waldeck GmbH, Minster, Deutschland)
Inkubation mit 1 %igem Normalserum (Spezies Maus,
Fa. Vector® Laboratories, Burlingame, USA)
Inkubation mit Primar-AK  (Spezies Ratte,
Fa. Biologo, Kronshagen, Deutschland)
Spilung in PBS-Puffer
Inkubation mit biotinyliertem Sekundar-AK
(Spezies Maus, Fa. Vector® Laboratories)
Spllung in PBS-Puffer
Inkubation mit AB-Komplex
(Alkaline Phosphate Standard Kit AK 5000,
Fa. Vector® Laboratories)
Spulung in PBS-Puffer
Spulung in Chromogen-Puffer
(pH 8,2)
Inkubation mit Substrat
(Red Alkaline Phosphate Substrat Kit 1,

Fa. Vector® Laboratories)

m) Spllung in PBS-Puffer

n)

1) Spulung in Aqua dest.

2) Tauchbad in Hamalaun
(Hamalaunlésung, Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland)

3) Spulung in Aqua dest.

4) Spulung unter Leitungswasser

5) Fixierung in aufsteigender Alkoholreihe
1 x 70 %iger Alkohol
1 x 80 %iger Alkohol
1 x 96 %iger Alkohol
2 x 100 %iger Alkohol

6) Entfettung in Xylol
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2 x je 10 Minuten

je 2 Minuten

2 x je 5 Minuten

20 Minuten bei RT

Uber Nacht bei 4°C

2 x je 5 Minuten
30 Minuten bei RT

2 x je 5 Minuten
50 Minuten bei RT

2 x je 5 Minuten

2 x je 5 Minuten

5-30 Minuten bei RT

kurz
kurz
3-6 x kurz

kurz
1-2 Minuten

max. je 1 Minute

2 x je 5 Minuten
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3.5.3.2 Histologie

TRAP-Farbung

Die TRAP (Tartrate-Resistant Acid Phosphate) -Farbung (Protokoll 2) dient zur Darstellung
der Osteoklasten (Abb. 3.5.b). Dabei wird die fur die Osteoklasten charakteristische
lysosomenstandige Tartrat-resistente saure Phosphatase angefarbt. Nach dieser Farbung
stellen sich die Zellen positiv dar, d.h. das Zytoplasma farbt sich rosarot, die Zellkerne
hellblau. Durch eine Gegenfarbung mit Methylgriin ergab sich ein guter Farbkontrast,

wodurch die Osteoklasten hervorgehoben wurden.

Die vor dem Farbevorgang notwendige Entparaffinierung und Rehydrierung der Praparate
erfolgte analog zur a-SMA-Farbung im immunhistologischen Verfahren (Protokoll 1). Zur
Herstellung des TRAP-Puffers wurde ca. 1 Liter Aqua dest. auf 3,28 g Natrium-Acetat
(Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) und 46,01 g Natrium-Tartrat (Fa. Merck) gegeben, bis
sich ein pH-Wert von 5,0 einstellte (Messung mit pH-Meter (inoLab®, pH Level 1, Fa. WTW,
Weilheim, Deutschland)). Nach der Spulung folgte eine Inkubation in TRAP-Farbelosung.
Diese wurde durch Vermengung von 200 ml TRAP-Puffer mit 40 mg Naphtol AS-MIX
Phosphat (N5000, Fa. Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland),
4 ml N-N-Dimethylfornamid (D4551, Fa. Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland), 240 mg Fast Red Violett LB Salt (F3381, Fa. Sigma-Aldrich, Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland) und 2 ml Triton X (Fa. Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland) hergestellt. Zur Erzielung des Farbkontrastes folgte eine Gegenfarbung mit
Methylgriin (CERTSTAIN®, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland).

Aufgrund bestehender Unvertraglichkeit des Methylgriins mit dem gangigen Einschlussmittel
Vitroclud®, wurden die Praparate nach mikroskopischer Kontrolle des Farbeergebnisses mit
erwarmter Gelatine (Kaisers Glyceringelatine, Fa. Merck) als Verschlussmittel und einem

Deckglaschen luftdicht konserviert.

Protokoll 2: Vorgehensweise TRAP-Farbung
a) Entparaffinierung

b) Rehydrierung

¢) Spulung in 200 ml TRAP-Puffer 10 Minuten

d) Inkubation in TRAP-Farbelésung 2 - 4 Stunden bei 37°C
e) Spulung in Aqua dest. kurz

f)  Eintauchen in Methylgriin 10 x kurz

g) Spulung in Aqua dest. 2 x kurz

h) Eindeckeln mit Gelatine

Movat Pentachrom-Farbung
Anhand der Ubersichtsfarbung nach Movat Pentachrom (Abb. 3.5.c) (Protokoll 3) erfolgte die
quantitative Erfassung des Knochen- und Bindegewebes in der computergestitzten

Bildanalyse (Punkt 3.6.4.1). Die Movat Pentachrom-Farbung farbt Knochengewebe
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leuchtend gelb, nichtmineralisierter Knorpel wird griin angefarbt, das Bindegewebe farbt sich
in verschiedenen Blau- und Grinténen und Zellkerne stellen sich blauschwarz dar. Diese
Farbung erfolgte am entparaffinierten Praparat, da die hier computergestitzt bestimmte
Knochen- und Bindegewebsflache als Referenz zur Verteilung der Osteoklasten (Punkt
3.6.3.2.) bzw. der GefalRe (Punkt 3.6.3.3.) herangezogen wurde. Die quantitative
Bestimmung der Knochen- und Bindegewebsflachen, sowie die Zahlungen der Osteoklasten
und der GefalRe mussten an Praparaten ein und desselben Tieres erfolgen, um stimmige
Werte zu erhalten. Weiterhin diente diese Ubersichtliche Farbung den deskriptiven
Auswertungen.

Die Vorbehandlung der Schnitte erfolgte analog zur a-SMA-Farbung im immunhistologischen
Verfahren. Der verwendete alkalische Ethylalkohol wurde durch die Gabe von 10 ml
25 %igem Ammoniak (Fa. Merck) auf 180 ml 96 %igen Ethylalkohol hergestellt. Fur Weigerts
Eisenhdmatoxylin wurden Eisenhdmatoxylin A und Eisenhamatoxylin B (Dicision Chroma®,
Fa. Waldeck GmbH) im Verhaltnis 1:1 auf eine entsprechende Menge Aqua dest. gegeben,

so dass sich eine 1 %ige wassrige Losung ergab.

Protokoll 3: Vorgehensweise Movat Pentachrom-Farbung
a) Entparaffinierung

b) Rehydrierung

c) Spulung in Aqua dest. 2 Minuten
d) Farbung in 1 %iger Alcianblau-Lésung 10 Minuten
(8GX, Fa. Sigma-Aldrich)
e) Spulung unter Leitungswasser 5 Minuten
f) Tauchbad in alkalischem Ethylalkohol 60 Minuten
g) Spulung unter Leitungswasser 10 Minuten
h) Spllung in Aqua dest. kurz
i) Farbung in Weigerts Eisenhdmatoxylin 10 Minuten
i) Spllung in Aqua dest. kurz
k) Spulung unter Leitungswasser 15 Minuten
I) Farbung in Brillant Crocein-Saurefuchsin 10 Minuten
(Brillantcrocein R, Dicision Chroma®,
Fa. Waldeck GmbH)
m) Spulung in 0,5 %iger Essigsaure kurz
n) Tauchbad in 5 %iger Phosphormolybdansaure 15 Minuten
(Fa. Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland)
0) Spulung in 100 %igem Ethylalkohol 3 x je 5 Minuten
p) Farbung in Saffron du Géatinais 60 Minuten

(Dicision Chroma®, Waldeck GmbH)

g) Spulung in 100 %igem Ethylalkohol 3 x je 1 Minute

r) Entfettung in Xylol 2 x je 5 Minuten

s) Eindeckeln mit Vitroclud®
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3.5.3.3 Histomorphometrie

Safranin Orange/ von Kossa-Farbung

Die Farbung mit Safranin Orange/ von Kossa (Abb. 3.5.d) (Protokoll 4) diente in der
computergestutzten Bildanalyse (Punkt 3.6.4.1.) zur Differenzierung und Quantifizierung von
mineralisierten und nichtmineralisierten Geweben. Knochen und mineralisierter Knorpel
stellen sich schwarz dar, nichtmineralisierte Gewebe, wie Bindegewebe, Muskulatur und

nichtmineralisierter Knorpel, in unterschiedlich intensiven Rotténen.

Nach der zweitdgigen Trocknung bei 60°C im Brutschrank mussten die Anschnitte zunachst
von der Filterfolie befreit und in 2-Methoxyethylacetat (MEA) entplastet werden, um den

Kunststoff aus dem Gewebe zu |6sen und dieses den Farbelésungen zuganglich zu machen.

Protokoll 4: Vorgehensweise Safranin Orange/ von Kossa-Farbung
a) Tauchbad in 2-Methoxyethylacetat (MEA)
(Fa. Merck)
b) Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe je 2 Minuten
2 x 100 %iger Alkohol
1 x 96 %iger Alkohol
1 x 80 %iger Alkohol
1 x 70 %iger Alkohol

3 x je 30 Minuten

c) Spilung in Aqua dest. 2 Minuten
d) Farbung in 3 %iger wassriger Silbernitratlésung 5 Minuten
e) Spulung in Aqua dest. 3 x kurz

f)  Reduktion in Natrium-Formaldehydlésung 2 Minuten
g) Spulung unter Leitungswasser 10 Minuten
h) Fixierung in 5 %igem Natriumthiosulfat 5 Minuten
i) Spllung unter Leitungswasser 10 Minuten
j)  Spllung in Aqua dest. kurz

k) Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe kurz

2 x 96 %iger Alkohol
2 x 100 %iger Alkohol
Entfettung in Xylol

Eindeckeln mit Vitroclud®

2 x je 5 Minuten
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Abb. 3.5: Histologische Farbungen

a) Darstellung von Gefalien (leuchtend rot angefarbte Strukturen) mit Hilfe der a-SMA-Farbung

b) Darstellung eines Osteoklasten (leuchtend violett angefarbte Struktur mit innenliegenden blauen Zellkernen)
mit Hilfe der TRAP-Farbung

¢) Movat Pentachrom-Féarbung (Ubersichtsdarstellung der ROI)

d) Safranin Orange/ von Kossa-Farbung (Ubersichtsdarstellung der ROI)

3.6 Auswertungen

3.6.1 Festlegung einer Region of Interest (ROI)

Bevor mit den Auswertungen begonnen werden konnte, war es notwendig, eine Region Of

Interest (ROI, Region des Interesses) festzulegen. Nur dieser standardisierte und fir jedes

Praparat gultige Bereich wurde ausgewertet, um eine Vergleichbarkeit der Praparate zu

gewahrleisten.

Es handelte sich um die zwischen den beiden inneren Kirschner-Drahten gelegene
Osteotomieregion. Durch die bei der Erstellung der Praparate gewahlte Schnittflhrung
entlang der Knochenlangsachse stellte sich die Kortikalis als vier langgezogene Rechtecke
dar. Die sich direkt gegenlber liegenden kurzen Seiten grenzten an den vertikal
verlaufenden Osteotomiespalt im Zentrum des Schnittbildes bzw. der ROl Als
Ausgangspunkt wurde eine Gerade senkrecht durch die Mitte des Osteotomiespalts gezogen

(Abb. 3.6: gestrichelte Linie). Von dieser ausgehend wurden zwei Parallelen festgelegt, die
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die ROI in ihrer Breite begrenzten. Sie befanden sich 3,5 mm proximal bzw. distal der
Ausgangsgeraden (Abb. 3.6: gepunktet-gestrichelte Linien), wodurch die Breite der ROI auf
7 mm festgelegt war. So sollte nur der osteotomiespaltnahe Bereich zur Auswertung
herangezogen werden. Horizontal verlaufend befand sich zwischen den Kortikalisrechtecken
der Knochenmarksraum. Eine in Langsrichtung mittig durch diesen gedachte Linie trennt den
Knochen in seine laterale (Kortikalis | und Il) und mediale (Kortikalis Il und 1V) Seite, wobei
der Oberschenkelkopf (Caput ossis femoris) als Orientierung zur Kennzeichnung der
medialen Seite diente. Die Einteilung in den proximalen (Kortikalis | und Ill) und distalen

(Kortikalis Il und IV) Abschnitt des Knochens lieferte der Osteotomiespalt.

So erhielt das proximale, laterale Kortikalisrechteck die Nummer | (Abb. 3.6: K I), das distale,
laterale Kortikalisrechteck die Nummer Il (Abb. 3.6: K Il), das proximale, mediale
Kortikalisrechteck (dem Oberschenkelkopf am nachsten) die Nummer Il (Abb. 3.6: K III) und
das distale, mediale Rechteck die Nummer IV (Abb. 3.6: K IV). Diese Bezeichnungen wurden
in samtliche Auswertungen Ubernommen, so dass jederzeit eine exakte Zuordnung maoglich
war. Direkt an die periostalen Kortikalisbereiche angrenzend stellte sich periostales Kallus-
gewebe dar. Die Hohe der ROI legte sich durch die Breite des weichen, periostalen Kallus

fest (Abb. 3.6: gepunktete Linien) und variierte von Tier zu Tier.

lateral

=

Abb. 3.6: Schematische Darstellung der ROI

Die ROI musste im Rahmen nachfolgender Auswertungen in weitere Teilflachen, die Sub-
ROIs, unterteilt werden. Die erste Sub-ROI begrenzte den Osteotomiespalt. Sie zog sich im
Spaltbereich von den AuRengrenzen des periostalen Gesamtkallus direkt an den
Schnittenden der Kortikalis vorbei, welche durch eine Gerade verbunden wurden
(Abb. 3.7: gelbe Linien). Fur jedes der vier Kortikalisrechtecke wurde eine weitere Sub-ROI
definiert, um eine genaue Lagezuordnung (medial, lateral, proximal, distal) zu erhalten.
Deren Aulienbegrenzung erfolgte durch den periostalen Gesamtkallus und der distalen bzw.
proximalen 3,5 mm-Parallele (Abb. 3.6: gepunktet-gestrichelte Linien). Weitere
Begrenzungen bildeten die Mittelgerade im Osteotomiespalt (Abb. 3.6: gestrichelte Linie) und

die Mittelgerade im Markraum zwischen den beiden gegenuberliegenden
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Kortikalisrechtecken (Abb. 3.7: rote Linien). Zum Schluss wurden diese vier Sub-ROls durch
eine langs und mittig in den entsprechenden Kortikalisrechtecken verlaufenden Gerade in

einen periostalen und einen endostalen Bereich unterteilt (Abb. 3.7: blaue Linien).

Osteotomiespalt

periostaler
Kallus

endostaler
Kallus

Abb. 3.7: Einteilung der ROl in Teilflachen

Gelb = Osteotomiespalt

Rot= je einem Kortikalisrechteck zugeordneter Quadrant

Blau = Unterteilung der Quadranten in periostale und endostale Bereiche

3.6.2 Radiologische Auswertung

Samtliche Rontgenbilder, die im Verlauf der wochentlichen Kontrollen angefertigt worden
waren, wurden ausgewertet. Mit dem Oberschenkelkopf (Caput ossis femoris) als
Orientierung erfolgte eine Einteilung des Rdéntgenbildes in vier Quadranten. Die Grenzlinien
verliefen senkrecht durch den Osteotomiespalt sowie senkrecht durch den Markraum. Auf
diese Weise ergaben sich die Quadranten |, II, lll und IV, die jeweils die entsprechenden
Kortikalisrechtecke beinhalteten (Abb. 3.8), wobei Quadrant Il bzw. Kortikalisrechteck Il
stets dem Femurkopf am nachsten lagen. Beurteilt wurden u.a. die kortikale Resorption,
Erweiterung des Osteotomiespaltes, Kallusbildung, Uberbriickung des Osteotomiespaltes
und das Auftreten von Remodeling-Prozessen, wie zunehmende Verdichtung des kortikalen
Knochens, Resorption des Kallus und Veranderungen des intramedullaren Raumes. Durch
den Vergleich aller Rontgenbilder eines Tieres konnten, mit Hilfe dieser Parameter,
Aufschlusse bzgl. des zeitlichen Heilungsverlaufes gewonnen werden. Auch Veranderungen
wie kallése Zubildungen an den Kirschnerdrahten und Osteolysen fanden Beachtung, um

das Model im Hinblick auf die Funktionalitat des externen Fixateurs beurteilen zu konnen.
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Abb. 3.8: Einteilung des Rdntgenbildes in vier Quadranten (antero-posteriorer Strahlengang)

3.6.3 Histologische Auswertung

3.6.3.1 Deskriptive Auswertung

Die deskriptive Untersuchung der Movat Pentachrom-Ubersichtsfarbungen erfolgte unter
dem Lichtmikroskop (Axioskop 2, Fa. Zeiss Jena, Deutschland) mit zunehmender
Vergrolierung (2,5-fach, 5-fach, 10-fach, 20-fach, 40-fach) und unter Zuordnung der
entsprechenden Sub-ROls nach folgenden Kriterien: Zusammensetzung und Ausmale des
periostalen und endostalen Kallus, Uberbriickung des Osteotomiespaltes durch Kallus,
kortikale Resorptionen am Osteotomiespalt, Zusammensetzung des Gewebes im
Osteotomiespalt, sowie Anzeichen von Remodeling, wie die Rickbildung des periostalen
Kallus, Wiederherstellung der originalen Knochenstruktur der Kortikalis und Resorption des
endostalen Kallus zur Rekanalisierung des intramedullaren Raumes. Weiterhin wurde auf

Veranderungen wie Entziindungen oder Osteolysen geachtet.

3.6.3.2Zahlung der Osteoklasten

Die Durchmusterung der Praparate nach knochenresorbierenden Osteoklasten erfolgte
maanderférmig bei 40-facher VergrolRerung unter dem Lichtmikroskop (Axioskop 2,
Fa. Zeiss). Rosarot angefarbte Zellen mit mindestens zwei Kernen, die sich in unmittelbarer
Nahe des Knochens aufhielten, konnten eindeutig als an Knochenumbau- oder
Abbauprozessen beteiligte, aktive Osteoklasten identifiziert und gezahlt werden % Die
Kennzeichnung der ROI am Schnittpréparat erfolgte mit Hilfe eines eigens zu diesem Zweck
konstruierten rechteckigen Plexiglases. Dies wies in der Mitte eine Linie fir das Zentrum des
Osteotomiespaltes auf, seine Breite wurde durch die zwei 3,5 mm-Parallelen begrenzt. Nach
exaktem Auflegen des Plexiglases auf das Schnittpréaparat wurden die ROI-Grenzen durch
Entlangfahren mit einem wasserfesten dunnen Stift an den 3,5 mm-Parallelen auf das
Praparat Ubertragen.

Die Zahlung unter dem Lichtmikroskop wurde dreifach durchgefihrt mit anschlielender
Ermittlung des Mittelwertes, um die Fehlerquote moglichst gering zu halten. Mit Hilfe der in

der Movat Pentachrom-Farbung bestimmten Knochenflachen [mm?] (Punkt 3.6.4.1) wurde
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die Osteoklastendichte, definiert als die Anzahl der Osteoklasten pro mm? Knochengewebe
[OC/ mm?], innerhalb der Sub-ROls bestimmt.

3.6.3.3Zahlung der Gefale

Anhand der a-SMA-Nachweis-Farbungen erfolgte die Zahlung der Gefalte. Hierfur wurden
die Praparate mit Hilfe eines mit einem Computer verbundenen Mikroskops und einer
speziellen Software (Axio-Vision Version 4.5) bei 20-facher VergroRerung eingescannt. Auf
diesem Bild wurde ein Malstabsbalken eingefiigt, welcher im spateren Verlauf der
Bearbeitung als Skalierung diente. Mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms (Adobe
Photoshop Version 7.0) erfolgte das Einzeichnen der Grenzlinien der Sub-ROls. Weiterhin
wurde ein Kreis als Mal3stab eingefiigt, welcher eine Groflie von 40 um aufwies. So konnten
im Adobe Photoshop bei maanderférmiger Durchmusterung die GefalRe gezahlt werden,
wobei zwischen GefalRen mit einem Aulendurchmesser kleiner bzw. grofRer als 40 uym
unterschieden wurde. Als Gefall wurden alle Strukturen gewertet, die eine intensiv-rote
Farbung und/ oder unter dem Lichtmikroskop Endothelzellen erkennen lieRen. Sichtbare
Gefallumina dienten als Hilfestellung, galten aber nicht als Kriterium zur Identifizierung. Um
eine Mehrfachzahlung zu verhindern, wurde jedes gezahlte Gefall im Adobe Photoshop als
gezahlt gekennzeichnet. Die Gefaldichte wurde mit Hilfe der Gber die Movat Pentachrom-
Farbung berechneten Bindegewebsflachen [mm?] (Punkt 3.6.4.1) berechnet und definierte

sich als die Anzahl der GefaRe pro mm? Bindegewebe [Gefalie/ mm?2].

3.6.4 Histomorphometrische Auswertung

3.6.4.1 Computergestiitzte Bildanalyse

Die Praparate der Movat Pentachrom-Farbung wurden in der unter Punkt 3.6.3.3
beschriebenen Vorgehensweise eingescannt und mit einem Malistabsbalken versehen. Fir
die Auswertung der Safranin Orange/ von Kossa-Farbung wurden die Praparate auf einem
Leuchttisch liegend mit der Digitalkamera (D70S, Fa. Nikon, Japan) abfotografiert. Mit
abgebildet waren auch ein Millimeterma® zur spateren Skalierung, sowie ein
Orientierungspunkt an der Seite des Oberschenkelkopfes fur die korrekte Einteilung der ROI.
Nach Ubertragung der Bilder auf einen Computer wurden diese mit Hilfe eines
Computerprogramms (KS Run 400 Version 3.0, Fa. Carl Zeiss Vision GmbH, Eching,
Deutschland) analysiert. Zu beachten war, dass sich die Bilder in korrekter Position
befanden. Der Markierungspunkt musste sich stets oben rechts im Bild befinden, damit die
Software die Einteilung der Schnitte in die proximalen, distalen, medialen und lateralen
Bereiche vornehmen konnte, um so die spatere Vergleichbarkeit der Praparate miteinander
zu gewahrleisten. Um Fehler in der Darstellung durch das Abfotografieren sowie den
Computer auszuschliefen und um die verschiedenen Gewebetypen genau differenzieren zu
kénnen, erfolgten alle Schritte unter gleichzeitiger mikroskopischer Kontrolle des

Originalpraparats.
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Schritt fir Schritt wurden die Anweisungen der Software befolgt. Zunachst erfolgte eine
Kalibrierung des Bildes anhand des abgebildeten Millimetermalies. Der Durchmesser des
Oberschenkelknochens wurde anhand der AuRenkanten der Kortikalis bestimmt. Diese
wurden sowohl proximal als auch distal in Nahe des Osteotomiespaltes markiert. Es folgte
die Kennzeichnung des Durchmessers des Gesamtkallus mittels dessen Aulengrenzen
lateral und medial. Ebenso war der Durchmesser des knéchernen Kallus festzulegen. Lateral
und medial wurde die Osteotomiespaltbreite zwischen den Enden der Kortikalisrechtecke
markiert um die Mitte der ROI zu berechnen. Weiterhin wurde der Markraum mittig zwischen
der lateralen und medialen Kortikalis unterteilt, ebenso die Kortikalisrechtecke, zur
Unterscheidung in periostale und endostale Bereiche. Mit diesen Markierungen berechnete
die Software die Grenzlinien der ROI (Abb. 3.9.a) und unternahm eine Zuordnung in medial,
lateral, proximal und distal. Von vornherein im Makro vorgegeben war, dass die proximale
und distale Grenzlinie der ROl im Abstand von 3,5 mm zur Mitte des Osteotomiespaltes lag,
die laterale und mediale Begrenzung orientierte sich hingegen individuell am Gesamtkallus-
Durchmesser. Aus dem entstandenen Rechteck mussten die anliegenden Muskelanteile
ausgeblendet werden, welche per definitionem nicht zur ROl gehérten. Sie wurden als
Leerrdume markiert, ebenso wie durch die Schnitttechnik bedingte Artefakte, da diese
keinem Gewebetyp zugeordnet werden konnten (Abb. 3.9.b). Diese Leerrdume wurden von
der Software von den errechneten Flachen subtrahiert. Es folgte das Markieren der
einzelnen Kortikalisrechtecke (Abb. 3.9.c) und des Osteotomiespaltes (Abb. 3.9.d).
Anschliellend wurden die je nach Farbung zu berechnenden Gewebetypen sequenziert. Aus
der Safranin Orange/ von Kossa-Farbung waren pro Tier vier Schnitte zu analysieren, um die
Fehlerquote mdglichst gering zu halten. Aus diesen vier Préparaten gelangte der Medianwert
der entsprechenden Berechnung zur Auswertung. Mineralisiertes Gewebe stellte sich
schwarz dar, Bindegewebe in unterschiedlichen Rottdnen, Knorpel intensiv rot. Die Software
war anhand der Schwarzfarbung in der Lage, die mineralisierten Bereiche zu erkennen und
zu kennzeichnen (Abb. 3.9.e). Rotgefarbte Bereiche wurden als nichtmineralisiertes Gewebe
erkannt (Abb. 3.9.f). Die Differenzierung des Bindegewebes und des Knorpelgewebes
erfolgte unter Berucksichtigung weiterer morphologischer Kriterien durch manuelle Korrektur,
indem die Knorpelflachen markiert wurden (Abb. 3.9.g). Diese wurde von der vorher
markierten Flache der nichtmineralisieten Gewebe abgezogen um so die
Bindegewebsflache zu berechnen. Von der Movat Pentachrom-Farbung gelangte ein Schnitt
pro Tier in die Auswertung. Der Knochen zeigte sich in der Movat Pentachrom-Farbung
leuchtend gelb, Knorpel und Bindegewebe war blaulich-griin angefarbt. Hier war eine
manuelle Markierung der Knochenflachen und des Bindegewebes notwendig. Nach erfolgter
Sequenzierung wurden durch den Computer falschlicherweise gekennzeichnete Bereiche,
wie z.B. markiertes Knochenmark, stets unter lichtmikroskopische Kontrolle manuell

korrigiert. AnschlieBend konnten die periostalen und endostalen Kallusbereiche
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gekennzeichnet werden, um eine differenzierte Berechnung der Flachen und der

Zusammensetzung zu ermdglichen (Abb. 3.9.h).

h)

Abb. 3.9: Die Vorgehensweise bei der computergestiitzten Bildanalyse am Beispiel der Safranin Orange/ von
Kossa-Farbung

a) Festlegung der ROI durch die Software (gelber Rahmen)

b) Ausschluss der nicht zu berechnenden Weichteilgewebe (Leerrdume, gelbe Markierung)

c) Kennzeichnung der Kortikalisrechtecke (gelbe Markierung)

d) Kennzeichnung des Osteotomiespaltes (gelbe Markierung)

e) Sequenzierung der mineralisierten Bereiche (griine Markierung)

f)  Sequenzierung der nichtmineralisierten Bereiche (Bindegewebe + Knorpelgewebe) (griine Markierung)
g) Kennzeichnung des Knorpelgewebes (gelbe Markierung)

h) Kennzeichnung der periostalen und endostalen Kalli (gelbe Markierung)
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Von den gemessenen Werten der Safranin Orange/ von Kossa-Farbung gelangten folgende
Parameter als Absolutwerte [mm?] und/ oder Relativwerte [%] zur Auswertung:
- Die Gesamtflache
o der ROl [mm?]
o des periostalen und endostalen Kallus [mm? und %]
o des Osteotomiespaltes [mm? und %]
o der Kortikalis [mm? und %]
- Die Flachen bzw. Flachenanteile des Knochen-, Knorpel- und Bindegewebes
o Inder ROl [mm?]
o im periostalen und endostalen Kallus [mm? und %]
o im Osteotomiespalt [mm? und %]

o in der Kortikalis [mm? und %]

Folgende aus der Movat Pentachrom-Farbung stammende quantitative Daten wurden in die
Auswertungen als Referenz zur Bestimmung der Osteoklasten- und Gefalidichte
(Punkt 3.6.3.2 und 3.6.3.3) einbezogen:
- die Knochen- und Bindegewebsflachen
o der ROl [mm?]
o des periostalen und endostalen Kallus [mm?]

o des Osteotomiespaltes [mm?]

Samtliche hier aufgeflihnrte Gewebevorkommen wurden auch hinsichtlich ihrer lateralen und

medialen Verteilung untersucht.

3.6.4.2 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe der Software SPSS 14.0 fur Windows
(SPSS Deutschland GmbH, Munchen, Deutschland) durchgefiihrt. Zunachst erfolgte die
Angabe der Mediane und der Minimal- und Maximalwerte samtlicher erhobener Parameter
jeder Gruppe in tabellarischer Form. Aufgrund der kleinen Tierzahl pro Gruppe wurden die

Mediane der Daten bestimmt, um so eventuellen Extremwerten an Gewicht zu nehmen.

Ihre graphische Darstellung erfolgte mittels eines Box-Whisker-Plots (Abb. 3.10). Das
Grundgerust eines Boxplots besteht aus der Box und zwei Whiskern. Die Box umfasst die
mittleren 50% der Werte, wobei die obere Grenze das 75%-Quartil, die untere Grenze das
25%-Quartil kennzeichnet. Eine horizontal verlaufende schwarze Linie innerhalb der Box
markiert den Median (50%-Quartil). Die Lange eines Whiskers betragt maximal das
1,5-fache der Boxenhohe. In diesem Bereich befinden sich die unteren bzw. oberen 25% der
Werte. Die Grenzstriche der Whisker kennzeichnen den kleinsten bzw. groften Wert
innerhalb dieses Bereichs, jedoch ohne Extremwerte. In einem Bereich, welcher das 1,5- bis
3-fache der Boxenhohe umfasst, werden Extremwerte in Form eines kleinen Kreises mit

nebenstehender Nummer des entsprechenden Tieres angezeigt. Werte, welche Uber die

64



Material und Methoden

3-fache Boxenhbéhe hinausgehen, so genannte Ausreiller, werden als Sterne mit
nebenstehender Tiernummer aufgefihrt. Unter der Verwendung des Mann-Whitney-U-Tests,
bei dem es sich um einen nicht-parametrischen statistischen Test zweier unabhangiger
Stichproben handelt, konnte die Uberpriifung der Signifikanz der Ubereinstimmung der
Parameter zweier unabhangiger Gruppen durchgefuihrt werden. Die obere Grenze der
Signifikanz wurde bei a < 0,05 festgelegt, die Irrtumswahrscheinlichkeit des Tests betrug

somit <5 %.
© 136 A Extremwert

-|-4— oberer Whisker
+ 75%-Quartil

< Median

< 25%-Quartil

Jﬂl— unterer Whisker

X 181 S AusreilBer

Abb. 3.10: Darstellung eines Boxplots
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4 Ergebnisse

4.1 Postoperatives Befinden der Versuchstiere

Nach der Osteotomie kamen die 16 Tiere der Kontrollgruppe und die 16 Tiere der
Versuchsgruppe schnell zu Bewusstsein. Spatestens nach zwei Tagen zeigten sie einen
guten Allgemeinzustand. Die osteotomierte GliedmalRe wurde sofort post operationem
belastet und die Wundheilung der Hautnaht verlief in den meisten Fallen physiologisch.
Lediglich an P1 und P4 waren nach der achtwdchigen Standzeit haufig noch Verkrustungen
(59 % der Tiere) und/ oder Granulationsgewebe (34 % der Tiere) unterschiedlichen
Ausmalles (1 - 5 mm) aufzufinden, wobei diese vornehmlich in der Versuchsgruppe
auftraten. Bei einigen Tieren (12,5 %) waren Verletzungen um die Pindrahte durch
Automutilation festzustellen. Bzgl. des Korpergewichtes gab es kaum signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen, auler am Tag der Osteotomie. Hier wiesen die
Kontrolltiere etwas mehr Gewicht auf. Auffallig war auch das leichte Absinken des Gewichtes
der Kontrolltiere nach der ersten Standwoche. Im weiteren Versuchsverlauf jedoch nahmen

alle Tiere stetig an Gewicht zu (Tab. 4.1).

Tab. 4.1: Korpergewichte zu den Untersuchungszeitpunkten im Rahmen der wochentlichen Nachsorge

Median Minimum-Maximum p-Wert
Korpergewicht Kontroll- | Versuchs- | Kontroll- | Versuchs-
Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe

Tag der Osteotomie do g 438,0 423,5 410-460 | 402 -455 | 0,004
1. Standwoche dy g 428,0 4275 417 - 458 | 401-444 | 0,381
2. Standwoche d14 g 4440 439,5 425-488 | 415-477 | 0,647
3. Standwoche da1 g 448,0 448,5 415-494 | 416-501 | 0,868
4. Standwoche dzs g 451,0 448,0 414 -503 | 433-512 | 0,884
5. Standwoche dss g 452,0 454,0 423 -516 | 431-523 | 0,704
6. Standwoche ds; g 459,0 459,5 418 - 526 | 437 -536 | 0,564
7. Standwoche dsg g 457,5 465,0 428 - 535 | 435-538 | 0,545
8. Standwoche dsg g 472,0 4725 414 -535 | 443 -543 | 0,889

Ein Kontrolltier musste eingeschlafert und ersetzt werden, da es eine eitrige Osteitis mit
umfassenden Osteolysen aufwies. Ein Tier der Versuchsgruppe entwickelte eine
systemische Infektion und wurde ebenfalls eingeschlafert und ersetzt. Nur Tiere mit einem
ungestorten Allgemeinbefinden, wurden in die Auswertungen einbezogen. Auch durfte die
osteotomierte Extremitat keine entziindliche Schwellung aufweisen. Vier Kontrolltiere sowie
15 Tiere der Versuchsgruppe wurden nach der achtwdchigen Standzeit ausgeschlossen und
ersetzt, da sie massive Kalluszubildungen und/ oder starke Osteolysen um die Pins herum
aufwiesen. Als Ausschlusskriterien galten rontgenologisch sichtbare Kalli um einen Pin mit
einer Hohe von mehr als sechs Pindurchmessern (> 7,5 mm) oder Osteolysen mit einer
Ausbreitung von mehr als 1,5 Pindurchmessern (> 1,875 mm). Lag eine kleinere Osteolyse
vor, so durfte am zweiten Kortikaliskontakt des Pins keine weitere vorliegen. Weiterhin
musste am histologischen Schnitt ersichtlich sein, dass Kalluszubildungen an den an die

Osteotomie angrenzenden Pins P2 und P3 keine direkte Auswirkung auf die Frakturheilung
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haben. Die GroRenverhaltnisse wurden post mortem am Rdntgenbild anhand des

Pindurchmessers von 1,25 mm nachvollzogen.

4.2 Radiologische Auswertung

In diese Auswertung wurden die vorliegenden Rontgenbilder der wochentlichen Nachsorge
(Punkt 3.3) der 16 Tiere der Kontrollgruppe und der 16 Tiere der Versuchsgruppe, beginnend
mit dem Tag der Osteotomie dy und endend mit dem Tag der Euthanasie dss, einbezogen.
Anhand dieser Bilder konnte der Heilungsverlauf eingeschatzt werden. Hauptaugenmerk lag
auf den Veranderungen im Bereich der ROI (Punkt 3.6.1), die an dsg in Erscheinung traten.
Kndcherne Zubildungen sowie Osteolysen wurden an samtlichen Pindrahten, auch
aullerhalb der ROI, beurteilt, um Aussagen Uber die Funktionalitat des externen Fixateurs in
diesem Modell zu gewinnen. Die Bewertung der Grofienverhaltnisse erfolgte im Verhaltnis

zum Pindurchmesser auf dem jeweiligen Réntgenbild (Tab. 4.2).

Tab. 4.2: Umsetzung der anhand des Pindurchmessers gemessenen Werte in mm und die sprachliche
Ausdrucksweise

Er!éuterunq_en _der Mes_,sung anhand des Umrechnung in mm Sprachlicher
GroBenverhiltnisse Pindurchmessers Ausdruck
Ausdehnung der Kalli <0,5 <0,625 sehr dinn

0,51 -1 0,626 - 1,25 diinn
1,01-1,5 1,26 - 1,875 mafig stark
1,51-2 1,876 -2,5 stark
2,01-3 2,51-3,75 sehr stark
>3 > 3,75 UbermaRig stark
Entfernung der Kalli 0 0 am Spalt
vom Osteotomiespalt <05 <0,625 sehr nah
0,51-1 0,626 - 1,25 nah
1,01-1,5 1,26 - 1,875 weit
>15 > 1,875 sehr weit
Ausdehnung der <0,5 < 0,625 gering
Osteolysen vom Pin 0,51 -1 0,626 - 1,25 stark
>1 >1,25 sehr stark

Direkt post operationem sal® der Fixateur externe bei samtlichen Tieren korrekt und es war

keine wesentliche Verschiebung der Knochenfragmente erkennbar (Abb. 3.3).

4.2.1 Periostaler Kallus

Kontrollgruppe:

Standzeit 2 Wochen: Die Kontrolltiere zeigten auf allen Kortikalisoberflachen aufliegende
diffuse, sehr diinne (< 0,625 mm) periostale Kalli (100 %) (Abb. 4.1).

Standzeit 4 Wochen: Fast die Halfte der Tiere (44 %) wies lateral eine radiologisch deutlich
erkennbare Uberbriickung des Osteotomiespaltes durch periostalen Kallus auf (Abb. 4.1),
wenige (12,5 %) auch medial. Die nicht-Uberbrickenden Kallusenden ragten in den

Osteotomiebereich hinein oder befanden sich in dessen Nahe (Entfernung < 0,625 mm).

Standzeit 6 Wochen: Nun zeigte fast die Halfte der Tiere (38 %) sowohl lateral als auch

medial eine Uberbriickung. Viele Kalli (50 %) haben auf ganzer Lange leicht an Starke
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zugenommen (0,626 - 1,25 mm). Mehrere (38 %) nahmen auch nur in Spaltnahe leicht an

Starke zu.

Standzeit 8 Wochen: Zehn von 16 Tieren (63 %) waren nun beidseits Uberbruckt (Union), ein
Tier nur medial, zwei weitere nur lateral. Die nicht-Uberbrickenden Kallusenden ragten meist
in den Spalt hinein oder lagen diesem direkt an. Zwei Kallusenden befanden sich in geringer
Entfernung (< 1,25 mm). Vornehmlich (48 %) malfien die Kalli zwischen 0,626 und 1,25 mm,
mehrere (41 %) waren dinner (<0,625 mm), nur wenige (5 %) zeigten sich starker
(1,26 - 2,5 mm). Lateral waren vier periostale Kalli verschwunden (6 %). Inzwischen verliefen
sehr viele Kalli (63 %) parallel zur zugehdrigen Kortikalisoberflache, nur wenige (15 %)
nahmen zur Osteotomie hin an Starke zu. Die Ubrigen Kalli (22 %) verringerten ihre Starke

zum Osteotomiespalt hin.

Abb. 4.1: Rontgenaufnahme eines Kontrolltieres im Bereich der ROI nach der achten Standwoche; Kontroll-
gruppe, Tier 174
Verstarkte Réntgendichte durch
1 periostale Kalli an Kortikalis | und Kortikalis |1
2 Uberbriickung der periostalen Kalli lateral
3 querverlaufende endostale Kalli proximal und distal
Versuchsgruppe:
Standzeit 2 Wochen: Nur drei Viertel (75 %) der Kortikalisrechtecke wiesen einen diffus
erscheinenden periostalen Kallus auf. Diese endeten aulderhalb oder knapp innerhalb des

gekauterten Bereiches von 2 mm.

Standzeit 4 Wochen: Beinahe alle Kortikalisrechtecke (96 %) zeigten nun einen periostalen
Kallus. Medial traten nur diinne Kalli auf (< 1,25 mm), lateral war etwa ein Drittel (31 %) der
Kalli starker als 1,875 mm. Uberwiegend (60 %) verliefen die Kallusoberflachen parallel zur
Kortikalisoberflache und endeten abrupt in Form einer Abrundung. Mehrere Kallusenden
(30 %) nahmen auch zum Spalt hin an Starke zu, einige (10 %) liefen zum Spalt hin spitz an
der Kortikalisoberflache anliegend aus. Die meisten Kalli (80 %) endeten innerhalb des
gekauterten Bereiches, jedoch mit einer Mindestentfernung von der Osteotomiekante von
0,626 mm. Nur wenige reichten direkt an den Spalt heran (7 %) oder endeten sehr weit
(> 1,875 mm) entfernt (10 %). Ein Kallus (3 %) Uberragte die Osteotomiekante.
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Standzeit 6 Wochen: Nun zeigten samtliche Kortikalisrechtecke periostale Kalli (100 %).
Erstmals trat eine Uberbriickung der Osteotomie auf (medial). Auch konnte ein leichter Trend

zur Annaherung der Kallusenden an die Osteotomie festgestellt werden.

Standzeit 8 Wochen: Letztendlich blieb es bei einer medialen Uberbriickung. Die freien
Kallusenden befanden sich meist (70 %) 0,626 —1,875 mm von der Osteotomiekante entfernt
(Nonunion). Nur wenige Uberragten den Spalt (5 %), lagen diesem direkt an (5 %), befanden
sich in dessen Nahe (< 0,625 mm) (12 %) oder lagen sehr weit entfernt (> 1,875 mm) (8 %).
Viele mediale (93 %) und laterale (53 %) Kalli blieben dinn (< 1,25 mm). Die Ubrigen
lateralen Kalli (47 %) wiesen gleichermal3en Starken von 1,25 - 3,75 mm auf. Knapp drei
Funftel (58 %) der Kalli verliefen parallel zur Kortikalisoberflache, zwei Flnftel (39 %) liefen

zum Spalt hin spitz aus. Nur ein Kallus (3 %) verdickte sich zur Osteotomie hin.

4.2.2 Endostaler Kallus

Kontrollgruppe

Standzeit 2 Wochen: Proximal und distal der Osteotomie traten einige (20 %) dunne
(0,626 - 1,25 mm), diffuse Verschattungsfronten im Knochenmarksraum auf. Diese
endostalen Kalli spannten sich zwischen den parallelen Kortikalisrechtecken auf, lagen am

Osteotomiespalt und grenzten diesen so vom Knochenmarksraum ab (Abb. 4.1).

Standzeit 4 Wochen: Nun zeigten sich viele diinne, diffuse und der Osteotomie sehr nahe
(< 0,625 mm) anliegende endostale Kalli (80 %). Bei einem Tier waren vorher vorhandene
Kallusverschattungen medial wieder verschwunden und der gesamte mediale Bereich wies

die knochenmarkstypische Réntgendichte auf.

Standzeit 6 Wochen: Alle Kontrolltiere zeigten nun deutlich sichtbare endostale Kalli (100 %),
vornehmlich (65 %) in Form von zwei dinnen Fronten. Diese waren im Osteotomiespalt sehr
nah zusammen gerlckt, zum Teil (28 %) so weit, dass sie zu einem zentralen Kallus

verschmolzen.

Standzeit 8 Wochen: Nun waren viele Kalli (62 %) wieder verschwunden und das
vorliegende Gewebe wies rontgenologisch die dem Knochenmark ahnliche Dichte auf. So
zeigten vier Tiere keine endostalen Kalli (25 %), sechs Tiere (38 %) wiesen inselahnliche
Reste der Kalli (38 %) auf. Die weiterhin bestehenden Kalli traten als sich
gegenlberstehende dunne (< 1,25 mm) Fronten (37 %) auf, welche sich vornehmlich am
oder im Spalt (84 %) oder in dessen Nahe (< 0,625 mm) (16 %) befanden.

Versuchsgruppe:

Standzeit 2 Wochen: Hier zeigte sich noch kein endostaler Kallus.

Standzeit 4 Wochen: Nun hatte sich mehr als die Halfte der endostalen Kalli ausgebildet
(56 %). Sie traten ebenfalls in Form zweier gegenuberliegender Fronten auf, manchmal

(12,5 %) war nur eine Front zu sehen, und sie waren etwas starker (1,25 — 1,875 mm) als bei
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den Kontrolltieren. Uberwiegend (80 %) traten sie im gekauterten Bereich auf (< 2 mm),
einige davon (20 %) sehr nah am Spalt (< 0,625 mm). Einige Kalli (20 %) lagen sehr weit

vom Spalt entfernt (> 1,875 mm).

Standzeit 6 Wochen: Alle Tiere der Versuchsgruppe wiesen endostale Kalli auf, Gberwiegend
(73 %) in Form zweier gegenlberstehender deutlicher Fronten. Bei vier Tieren war nur eine

Front proximal oder distal nachweisbar.

Standzeit 8 Wochen: Nun waren beinahe alle endostalen Kalli in Form zweier Fronten
ausgebildet (94 %), bei einem Tier fehlte der distale Kallus. Die Starke der Kalli hatte
abgenommen, so dass sich viele (77 %) dunn (< 1,25 mm) darstellten. Einige (16 %) waren
maRig stark (1,26 — 1,875 mm) und wenige (7 %) stark (> 1,875 mm) ausgepragt.
Tendenziell waren die Kalli naher an den Spalt herangertickt. So befand sich etwa ein Drittel
(34 %) im oder am Spalt und knapp die Halfte (44 %) in einer Entfernung bis 1,25 mm.
Einige (22 %) lagen weiter entfernt (1,26 — 2 mm), wenige (6 %) auch aulerhalb des

gekauterten Bereiches (> 2 mm).

4.2.3 Intrakortikaler Spaltbereich
Kontrollgruppe:
Standzeit 2 Wochen: Die Osteotomiespalte in der Kortikalis (Abb. 4.2) waren sehr gut zu

erkennen und wiesen keine Verschattungen auf.
Standzeit 4 Wochen: Nun zeigten mehrere (31 %) Intrakortikalspalte diffuse Verschattungen.

Standzeit 6 Wochen: Viele (75 %) Intrakortikalspalte waren teils diffus, teils deutlich
verschattet. Ein Tier wies am lateralen und medialen Intrakortikalspalt (6 %) eine dem

kortikalen Knochen entsprechende Réntgendichte auf.

Standzeit 8 Wochen: Letztendlich zeigten mehrere (47 %) Intrakortikalspalte eine dem
kortikalen Knochen entsprechende Roéntgendichte. Die Ubrigen Spalte (50 %) lielen, bis auf

einen medialen (3 %), deutliche Verschattungen erkennen.

Versuchsgruppe:
Standzeit 2 und 4 Wochen: Es waren keine rontgendichten Gewebe im intrakortikalen

Osteotomiebereich auszumachen.

Standzeit 6 Wochen: Nun war bei einem Tier im medialen Spalt (3 %) deutlich
rontgendichtes Gewebe auszumachen. Dieser Spalt wies auch die einzige periostale

Uberbriickung innerhalb der Versuchsgruppe auf (Punkt 4.2.1).
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Standzeit 8 Wochen: Letztendlich zeigten zwei mediale Intrakortikalspalte (6 %) die dem
kortikalen Knochen entsprechende Réntgendichte. Alle tbrigen Intrakortikalspalte (94 %) der

Tiere der Versuchsgruppe wiesen keinerlei rontgendichtes Gewebe in diesem Bereich auf.

Abb. 4.2: Roéntgenaufnahme eines Kontrolltieres im Bereich der ROl nach der achten Standwoche; Kontroll-
gruppe, Tier 138

Deutlich sichtbarer Osteotomiebereich durch geringe Réntgendichte im

4 Intrakortikalen Spaltbereich lateral

5 Intramedullaren Spaltbereich

4.2.4 Intramedulldrer Spaltbereich
Kontrollgruppe:
Standzeit 2 Wochen: Zwei intramedullare Osteotomiespaltbereiche (12 %) zeigten diffus

rontgendichtes Gewebe (Abb. 4.2), die Osteotomie stellte sich deutlich dar.

Standzeit 4 Wochen: Inzwischen wiesen viele Spalte (70 %) diffuses bzw. deutlich sichtbares

rontgendichtes Gewebe auf.
Standzeit 6 Wochen: Nun zeigten fast alle Spalte (94 %) deutlich sichtbare Verschattungen.

Standzeit 8 Wochen: Letztendlich verschwanden bei mehreren Spalten (44 %) die
Verschattungen wieder, das vorliegende Gewebe glich rontgenologisch dem umliegenden
Knochenmark. Die Ubrigen Spalte (50 %), welche weiterhin deutlich sichtbare
Verschattungen zeigten, lieRen die Osteotomie nicht mehr erkennen. Das Tier welches
schon medial im Intrakortikalspalt keine Verschattung aufwies (Punkt 4.2.3), stellte sich auch

intramedullar réntgenbildnegativ (6 %) dar, die Osteotomie war deutlich abgrenzbar.

Versuchsgruppe:
Standzeit 2 Wochen: Kein Tier (0 %) wies im intramedulldren Spaltbereich Verschattungen

auf. Die Osteotomie war als rontgenbildnegative Zone deutlich auszumachen.
Standzeit 4 Wochen: Knapp die Halfte der Spalte (44 %) stellte sich diffus verschattet dar.

Standzeit 6 Wochen: Mehrere Spalte (63 %) zeigten diffuses, gut ein Viertel (27 %) deutlich

sichtbares rontgendichtes Gewebe.
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Standzeit 8 Wochen: Letztendlich zeigten zwei Spalte (12 %) keine Verschattungen und
zehn (63 %) stellten sich diffus verschattet dar wobei die Osteotomie deutlich erkennbar
blieb. Beim ubrigen Viertel (25 %) wurden die Abgrenzungen der Osteotomie undeutlicher,

hier lag deutlich rontgendichtes Gewebe vor.

4.2.5 Integritat der Kortizes

Kontrollgruppe:

Standzeit 2, 4 und 6 Wochen: Es waren keine Auffalligkeiten am kortikalen Knochen
festzustellen (Abb.4.3).

Standzeit 8 Wochen: Letztendlich trat an der Osteotomieschnittkante der Kortikalis eine
kleine Abrundung (< 0,625 mm) einer endostal liegenden Knochenecke auf (1,5 %).

Erweiterungen des Osteotomiespaltes im Bereich der Kortikalis waren nicht festzustellen.

Versuchsgruppe:

Standzeit 2 Wochen: Es traten keine Veranderungen am kortikalen Knochengewebe auf.

Standzeit 4 Wochen: An wenigen Kortikalisrechtecken (3 %) traten flache Vertiefungen direkt
vor den periostalen Kallusenden auf. Ebenso zeigten sich an den periostalen Kortikalisecken
an der Osteotomieschnittkante wenige (3 %), leichte (< 0,625 mm) Abrundungen (Abb. 4.3).
Zwischen zwei durchtrennten Kortikalisenden trat eine Erweiterung des Osteotomiespaltes
um ca. 1,25 mm auf (Abb. 4.3).

Standzeit 6 Wochen: Die Zahl der Kortikalisrechtecke (10,5 %) mit Vertiefungen vor den
periostalen Kallusenden nahm zu. Ebenso die der periostalen Kortikalisecken mit
Abrundungen (13,5 %), vornehmlich lateral. Diese hatten sich teilweise vergroRert
(0,626 - 1,25 mm). Endostal kamen einige (10,5 %) leichte Abrundungen (< 0,625 mm)
hinzu, ebenso zwei geringe (< 0,625 mm) Osteotomiespalterweiterungen. Einige

Kortikalisenden (12 %) wiesen eine verringerte Rontgendichte auf.

Standzeit 8 Wochen: Durch Vergroflerung bestehender Abrundungen und Vertiefungen
hatten sich mehrere Kortikalisenden (36 %) um 0,626 — 1,25 mm verklrzt bzw. hatte sich der
Spalt entsprechend erweitert. Periostal kamen wenige neue Kortikalisrechtecke mit
Vertiefungen hinzu, insgesamt anderte sich deren Anzahl nicht (10,5 %). Allerdings nahmen
periostal die Abrundungen (25,5 %) deutlich zu, teils mit groBen Ausmafien. Vor den
endostalen Kalli lagen keine kortikalen Vertiefungen. Durch die Spalterweiterungen nahm die

Zahl der leichten Abrundungen an den endostalen Kortikalisecken etwas ab (7,5 %).
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Abb. 4.3: Rontgenaufnahme einer Nonunion im Bereich der ROl nach der achten Standwoche; Versuchs-
gruppe, Tier 97
6 Osteotomiespalterweiterung lateral mit Abrundungen der kortikalen Osteotomieschnittkanten
7 Deutliche kalldse Zubildung an der Pineintrittsstelle von P 3 (lateral) = Pinkallus
8 Deutliche Abnahme der Roéntgendichte des kortikalen Knochens um P 3 (lateral) = Osteolyse
4.2.6 Umgebung um die Kirschner-Drahte
Kontrollgruppe:
Standzeit 2 Wochen: An einem P4 zeigte sich lateral eine dinne, wolkenartige

Kalluszubildung (Pinkallus) (Abb. 4.3).

Standzeit 4 Wochen: Mehrere Pinein- und -austrittsstellen (20 %) wiesen deutliche Pinkalli
mit einer Gréle von 0,626 - 1,875 mm auf. Sie verteilten sich gleichmafig auf der lateralen
Femurseite. An einigen Kontaktstellen der Pins mit der Kortikalis (10 %) stellte sich der
kortikale Knochen, mit einer Entfernung von 0,626 - 1,25 mm vom Pin, nicht mehr

réntgenologisch dar (Osteolysen) (Abb. 4.3), besonders lateral an P3 und P4.

Standzeit 6 Wochen: Die Zahl der Pinkalli (30 %) und ihre Ausdehnungen nahmen leicht zu,
wobei die meisten (61 %) kleiner als 1,875 mm blieben. Sie traten hauptsachlich lateral auf.
Pinkalli GbermafRigen Ausmalies (39 %) (> 1,875 mm) kamen besonders lateral an P1 und
P4 vor. Auch die Zahl der Pin-Kortikalis-Kontaktstellen mit Osteolysen erhohte sich leicht
(12 %), sie kamen ebenfalls vornehmlich lateral an P1 und P4 vor. Erstmals trat auch
medial (P1) eine Osteolyse auf. Vormals kleinere Osteolysen zeigten einen Trend zur
VergréRerung, wobei sie nicht grofRer als 1,25 mm wurden. Eher gegenteilig wiesen zwei
grofRe Osteolysen wieder rontgendichteres Gewebe auf.

Standzeit 8 Wochen: Letztendlich zeigten etwa 30 % aller Pinein- oder -austrittsstellen einen
Pinkallus, vornehmlich lateral. Sie verteilten sie sich mit zwei Dritteln (66 %) auf P3 und P4
und einem Dirittel (33 %) auf P1 und P2. Lediglich zwei Pinkalli waren medial (P3) zu sehen.
Bis auf die ausschlieBlich an P1 auftretenden Ubermafig starken (> 2,5 mm) Pinkalli (11 %),
welche keine GroRenveranderung aufwiesen, war eine Tendenz zur GroRenabnahme
erkennbar. Dadurch stieg die Zahl der Kalli zwischen 0,625 und 1,875 mm deutlich an

(71 %). Die Anzahl der osteolytischen Pin-Kortikalis-Kontaktstellen veranderte sich nicht
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(12 % aller Kontaktstellen). Sie lagen nur lateral, besonders an P1 (23 %) und P4 (54 %).
Meist (69 %) blieben sie kleiner als 1,25 mm, einige (31 %) waren gréRer. Einerseits war
festzustellen, dass einige Osteolysen an Ausdehnung zunahmen, andererseits nahm knapp

ein Viertel (24 %) der Osteolysen wieder an Rontgendichte zu.

Versuchsgruppe:
Standzeit 2 Wochen: Hier wiesen bereits 21 % aller Pinein- oder -austrittsstellen diffuse,
wolkige Pinkalli auf (< 1,875 mm), vermehrt lateral. Zwei Pineintrittsstellen (1,5 %) hatten

beginnende Osteolysen.

Standzeit 4 Wochen: Die Zahl der nun deutlichen Pinkalli hatte stark zugenommen (62 %).
Drei Viertel (72 %) davon verteilten sich gleichmaRig lateral, ein Viertel (28 %) lag medial an
P2 und P3. Die meisten Pinkalli (65 %) waren eher klein (< 1,25). Jedoch traten an P1 lateral
einige (13 %) sehr groflde (> 2,5 mm) Pinkalli auf. Etwa 20 % der Pin-Kortikalis-Kontaktstellen
zeigten hauptsachlich lateral Osteolysen, wobei je ein Drittel auf P1 und P4 entfiel, P2 und
P3 teilten sich das verbleibende Drittel. Uber die Halfte (52 %) der Osteolysen hatten eine
leicht verringerte Rontgendichte oder starke Dichteabnahmen mit kleinen Ausdehnungs-
bereichen (< 0,625 mm). Die Ubrigen lieRen groRere Ausdehnungsbereiche (0,626 -
1,25 mm) erkennen, vorwiegend an P1. Zwei Kontaktbereiche (P2 und P4 lateral) fielen auf,
da sie zuvor deutliche Osteolysen hatten, nun aber wieder rontgenologisch dichteres

Gewebe in diesem Bereich zeigten.

Standzeit 6 Wochen: Die Anzahl (66 %) und die Verteilung der Pinkalli sowie der
Osteolysen (20 %) anderte sich nur wenig. Jedoch war eine GréRenzunahme der Pinkalli
und Osteolysen festzustellen. Inzwischen wiesen nun 16 % der vormals osteolytischen

Areale wieder deutlich rontgendichteres Gewebe auf.

Standzeit 8 Wochen: Letztendlich wiesen 64 % aller Pinein- oder —austrittsstellen einen
Pinkallus auf. Davon befanden sich mehr als zwei Drittel (70 %) lateral. An P1 (15 %) waren
sie besonders ausgepragt (1,875 — 3,5 mm). P2, P3 und P4 (85 %) zeigten gleiche
Kallusgrofien die meist (80 %) kleiner als 1,875 mm waren. Die medialen Pinkalli (30 %)
traten hauptsachlich (60 %) an P2 und P3 auf und waren eher klein (< 1,25 mm) auf (50 %).

Die Zahl der Osteolysen sank leicht (19 %). Dies war sowohl auf die wiederkehrende
vollstandige Verdichtung betroffener Bereiche (16 %), als auch auf das Ausbleiben neu
auftretender Dichteverringerungen zurtckzufuhren. Von den Osteolysen zeigten
einige (15 %) eine diffus verringerte Dichte. Die Ubrigen hatten ein deutliche verringerte
Roéntgendichte mit einer geringen (< 0, 625 mm) (19 %), groRen (0,626 — 1,25 mm) (30 %)
oder sehr gro3en Ausdehnung (> 1,25 mm) (15 %). GroRere Zonen folgten weiterhin dem
Trend zur Dichtezunahme, wodurch einige (21 %) leichte Verschattungszonen vorlagen. Sie

verteilten sich gleichmaRig auf die vier Pins, hauptsachlich lateral (82 %).
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4.3 Histologische Auswertung

4.3.1 Deskriptive Auswertung nach der achtwochigen Standzeit

Die deskriptive Auswertung erfolgte nach der achten Standwoche anhand der Movat
Pentachrom-Ubersichtsfarbungen von jeweils acht Tieren der Kontroll- und Versuchsgruppe.
Sie wurden unter dem Lichtmikroskop (VergréRerung 2,5-fach, 5-fach, 10-fach, 20-fach,
40-fach) untersucht, wobei als Orientierung die Einteilung des Schnittbildes in die bereits
erwahnten Sub-ROls (Punkt 3.6.1 + Abb. 3.7) diente. Abb. 3.5.c + 4.4 zeigen Movat

Pentachrom gefarbte Praparate wie sie sich im Lichtmikroskop darstellen.

In der Ubersicht ist die Kortikalis in Form von vier horizontal liegenden Rechtecken zu sehen.
Im Zentrum der ROI befindet sich die vertikal verlaufende Osteotomie. Direkt an die
periostalen Kortikalisbereiche angrenzend ist das periostale Kallusgewebe zu erkennen.
Zwischen den Kortikalisrechtecken befindet sich der horizontal verlaufende Knochen-

marksraum. Dieser beinhaltet in Nahe des Osteotomiespaltes den endostalen Kallus.

4.3.1.1 Der periostale Kallus

Kontrollgruppe:

An samtlichen Kortikalisrechtecken war ein periostaler Kallus festzustellen, welcher
streifenférmig vom Pin bis zum Rand des Osteotomiespaltes verlief (Abb. 4.4). Zwischen
allen sich gegenuberliegenden Kallusenden hatte sich eine kndcherne Uberbriickung der
Osteotomie (Union) gebildet (Abb. 4.4 + 4.5).

Uberwiegend (72 %) waren die Kalli diinn (0,626 — 1,25 mm), viele wurden jedoch zum Spalt
hin etwas dicker (56,5 %) und bildeten eine wellenformige Erhebung Uber der
Osteotomie (Abb. 4.4). Andere (37,5 %) \verliefen parallel zur 2zugehdérigen
Kortikalis (Abb. 4.4) und nur wenige (6 %) wurden am Pin dicker (Abb. 4.5). Die Kalli
bestanden aus kompaktem Geflechtknochen. Stets waren die inliegenden Osteozyten
(Abb. 4.7) und haufig gelb oder hellgriin angefarbte Bereiche frisch mineralisierten, hyalinen
Knorpels mit degenerierten oder selten hypertrophen Chondrozyten (Abb. 4.7) erkennbar.
Zur Osteotomie hin war der Geflechtknochen mit mehreren kleinen (< 0,625 mm), selten
groReren (0,626 — 1,25 mm) Kavernen durchsetzt, welche mesenchymales Gewebe mit
vielen Gefallen enthielten, vor allem, wenn das benachbarte Brickengewebe frisch
mineralisierten Knorpel enthielt (Abb. 4.6 + 4.7). An den Kalli anliegend fanden sich haufig
Osteoblasten (Abb. 4.7 + 4.11), Osteoklasten kamen selten vor (Abb. 4.7 + 4.22).

Innerhalb der periostalen Kalli hatte sich meist (91 %) ein zweiter Knochenmarksraum mit
mesenchymalem Gewebe gebildet. Er zog vom angrenzenden Pin bis hinter das Kallusende,
welches Kontakt mit der Kortikalis hatte (Abb. 4.4). Periostal erfolgte die Abgrenzung durch
einen dinnen Geflechtknochenstreifen des Kallus, endostal durch die Kortikalis. Bei einem

Tier hatten sich die gegenuberliegenden Kallusenden zu einer schmalen, durchgehenden
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Geflechtknochenlinie verbunden. Unter dieser ,Auflenschale” konnten die zweiten

Knochenmarksraume durchgehend lber die Osteotomie hinweg ziehen (Abb. 4.5).

Auch das kalldse Brickengewebe zwischen den zwei sich gegenuberliegenden Kallusenden
bestand aus Geflechtknochen. Dennoch lie} sich das ,altere” Kallusgewebe meist (75 %)
strukturell vom jingeren* Uberbriickungsgewebe abgrenzen (Abb. 4.4). Bei einigen
Kalli (25 %) war diese Abgrenzung nicht mdglich, da diese und das Bruckengewebe
histologisch die gleiche Struktur aufwiesen (Abb.4.5). Meist (69 %) enthielt das
Brickengewebe groRere Areale an gelb oder hellgrin gefarbtem, somit frisch
mineralisiertem, hyalinem Knorpel (Abb. 4.6) mit zugrunde gehenden oder degenerierten
Chondrozyten. Einige (31 %) Brucken wiesen auch wenige kleine, dunkelgriin gefarbte
Knorpelhdfe mit hypertrophen Chondrozyten auf (Abb. 4.7). Wenn Uberhaupt, dann lagen
innerhalb des Brickengewebes nur wenige und kleine Kavernen vor, meist leer oder mit
einem GefaR (Abb. 4.6). Zwei Uberbriickungen eines Tieres zeigten ansatzweise schon die
erwahnte durchgehende Geflechtknochenlinie der aulieren Kallusbereiche. Unterhalb dieser
wies das Brickengewebe teils grolte Kavernen mit mesenchymalem Gewebe und nur noch

wenige, kleine Geflechtknochenreste auf (Abb. 4.5).

Beim Vergleich der Kalli an den Kortizes I, I, lll und IV waren keine nennenswerten

Unterschiede festzustellen.
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Abb. 4.4: Ubersichtsdarstellung einer Uberbriickung (Union) des Osteotomiespaltes; die periostalen und
endostalen Kalli sowie die Kortizes sind knorpelig-knéchern miteinander verbunden; Kontrollgruppe, Tier 181;
Movat-Pentachrom Farbung

1
2

oNO O~ W

Periostaler Kallus (proximo-lateral)

Uberbriickung (Union) mit knéchern-knorpeligem, spaltfilllendem Briickengewebe und zum Spalt hin an
Starke zunehmendem periostalen Kallus, wodurch eine wellenférmige Erhebung entsteht

Zur Kortikalis parallel verlaufender periostaler Kallus mit Iangsorientiertem, duRerem Kallusstreifen
Strukturell deutlich abgrenzbares Kallusende, hier in den Osteotomiespalt hinein ragend

Neu gebildeter zweiter Knochenmarksraum innerhalb des periostalen Kallus

Kallus-Kortikalis-Kontaktstelle

Vom Osteotomiespalt entfernt liegendes Kallusende

Knéchern miteinander verbundene endostale Kalli

*\*' ;»'Q

Abb. 4.5: Ubersichtsdarstellung einer kndchernen Uberbriickung (Union) des Osteotomiespaltes kortikal und

periostal, sowie durchgehendem Knochenmarkskanal geschaffen im Zuge des Remodeling; Kontrollgruppe,

Tier 209; Movat-Pentachrom Farbung

1 Knécherne Uberbauung des Osteotomiespaltes, wobei die Kallusenden strukturell vom spaltfiillenden
Gewebe nicht mehr zu differenzieren sind

2 Periostaler Kallus zum Pin hin an Starke zunehmend

3 Weitgehend durchgangiger 2. Knochenmarksraum; im Osteotomiebereich noch mit einigen verbliebenen
Geflechtknochenbalken durchbaut, wodurch sich groRRe Kavernen mit mesenchymalem Gewebe bilden;
kein direkter Kallus-Kortikalis-Kontakt mehr sichtbar

4 Vom endostalen Kallus sind nur noch wenige, kleine Geflechtknochenbalken zu sehen
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Abb. 4.6: Ausschnitt aus der lateralen Osteotomie-Uberbriickung des periostalen Kallus; nachdem die Kallus-
fronten vom jeweiligen Kortikalisrechteck ausgehend aufeinander zugewachsen sind, verbinden sie sich ber
eine zunachst knorpelige Verbindung; Kontrollgruppe, Tier 187; Movat-Pentachrom Farbung

Proximo-laterales Kallusende aus Geflechtknochen

Kavernen mit Gefalen und mesenchymalem Gewebe

Uberbriickung mit frisch mineralisiertem, knorpeligem Briickengewebe

Hyaline Knorpelbereiche im Briickengewebe

AWON -

Abb. 4.7: Ausschnitt aus einem verkndchernden Bereich; Versuchsgruppe, Tier 231; Movat-Pentachrom
Farbung

1 Dunkelgriin angefarbter, hyaliner Knorpel mit seinen grof3blasigen Chondrozyten

2 Gelb angefarbte Bereiche innerhalb des Knorpels beginnen zu kalzifizieren und beinhalten degenerierende
Chondrozyten

Osteozyten im Geflechtknochen

Kaverne mit :

Gefalen

Osteoblasten

Osteoklasten

NOoO ok~ W
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Versuchsgruppe:

Auch in dieser Gruppe wies jedes Kortikalisrechteck einen periostalen Kallus auf. Allerdings
bildete sich nur in einem Fall eine kndcherne und in einem weiteren Fall eine knorpelige
Uberbriickung (Union) (beide medial) (Abb. 4.6). Die (brigen Tiere wiesen keine
Uberbriickung (Nonunion) durch die periostalen Kalli auf (Abb. 4.8).

Auch hier waren die meisten Kalli (75 %) dunn (0,626 — 1,25 mm). In dieser Gruppe wurden
nur wenige Kalli (9 %) am Spalt dicker. Viele verliefen parallel zur Kortikalis (41 %) (Abb. 4.4)
oder verdickten sich am Pin (50 %), teilweise bis zu Ausmallen von 2,5 mm, aufgrund
vorliegender Pinkalli (Abb. 4.8). Die nicht Uberbriickenden Kalli liefen zum Osteotomiespalt
hin spitz an der Kortikalis anliegend aus (47 %) oder endeten abrupt (44 %) wobei sie eine
Art Front bildeten, wenige (9 %) bildeten eine lawinenférmige Nase (Abb. 4.8). Im Geflecht-
knochen der Kallusenden waren ebenfalls stets die innliegenden Osteozyten und haufig
(37,5 %) kleine (< 0,625 mm) Areale mit frisch mineralisiertem, hyalinen Knorpel
festzustellen. Selten (6 %) sall an den frontenbildenden Kallusenden zum Spalt gerichtet
eine schmale Kappe aus dunkelgriinem, hyalinem Knorpel mit hypertrophen Chondrozyten
auf. Die frontenbildenden Kallusenden beinhalteten in Spaltnahe oft kleine (< 0,625 mm)
Kavernen mit GefalRen, mesenchymalem Gewebe oder Bindegewebe. Das kompakte
Knochengewebe der spitz auslaufenden Kallusenden enthielt dagegen selten Kavernen,
meist mit kleinen Gefallen (Abb. 4.7). Die Kallusenden befanden sich stets (100 %) in der
Kauterzone von 2 mm. Dabei lagen einige Kalli (25 %) sehr nah (< 0,625 mm) an der
Osteotomie, viele (41 %) endeten in dessen Nahe (0,626 - 1,25 mm) und einige (34 %)
weiter entfernt (1,25 - 1,875 mm) (Abb. 4.8 + 4.9).

Beinahe alle periostalen Kalli (97 %) wiesen einen zweiten Knochenmarksraum mit
mesenchymalem Gewebe auf (Abb. 4.8). Jedoch waren die Knochenmarksrdume dieser
Gruppe oft (53 %) kleiner oder durch knécherne Kallus-Kortikalis-Kontakte geteilt, teilweise
stellten sich diese Kontaktbereiche recht breit dar (Abb. 4.8).

Die eine kndcherne Uberbriickung entsprach histologisch denen der Kontrolltiere, wobei sie
vereinzelt griine, nicht mineralisierte Bereiche enthielt. Die hyalin-knorpelige Uberbriickung
zeigte viele gelbe, mineralisierende Knorpelhéfe. Sie war vollig frei von Kavernen und

enthielt viele hypertrophe und einige degenerierte Chondrozyten (Abb. 4.6).

Insgesamt lieRen die Kalli an den Kortizes I, II, Il und IV keine Unterschiede untereinander

erkennen.
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Abb. 4.8: Ubersichtsdarstellung einer ausbleibenden Uberbriickung (Nonunion) des Osteotomiespaltes; die
periostalen und endostalen Kalli liegen weit vom Osteotomiespalt entfernt und sind nicht miteinander
verbunden; Versuchsgruppe, Tier 198; Movat-Pentachrom Farbung

1 Nicht Gberbriickter Osteotomiebereich, zwischen den Kallusenden hat sich Bindegewebe gebildet

Zum Pin hin ansteigender periostaler Kallus, hier aufgrund eines ausgepragten Pinkallus

Lawinenférmig auslaufendes periostales Kallusende

In Form einer Front endendes periostales Kallusende

Spitz auslaufendes periostales Kallusende, weit vom Osteotomiespalt entfernt liegend

Unterteilter zweiter Knochenmarksraum

Breiter Kallus-Kortikalis-Ansatz

Im endostalen Spaltbereich liegt viel Bindegewebe vor

O~NOoO T WN

Abb. 4.9: Ausschnitt aus dem lateralen Osteotomiespaltbereich einer Nonunion; Versuchsgruppe, Tier 249;
Movat-Pentachrom Farbung

Zwischen den Kortikalisenden und den endostalen Kalli liegt viel lockeres Bindegewebe vor
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4.3.1.2 Das Periost

Kontrollgruppe:

Das dem periostalen Kallus aufliegende Periost zeigte deutlich ein mehrschichtiges,
bindegewebiges Stratum fibrosum. Auffallend war, dass es sich ab den Schnittkanten der
Osteotomie verdickte. Dann zog es, auf dem spaltfillenden Brickengewebe liegend, Uber
den Spalt hinweg (Abb. 4.10).

Dem Knochen anliegend waren die etwa ein bis drei Progenitorzellschichten des Stratum
osteogenicum sive cambium zu erkennen. Auch dieses nahm im Osteotomiebereich haufig
(62,5 %) an Starke zu. Dessen Zellschichten endeten jedoch am frisch mineralisierten oder
knorpeligen Briickengewebe, so dass das Str. fibrosum Uber die Osteotomie ohne das Str.
cambium Uber die Osteotomie verlief. Bestand das Briickengewebe jedoch aus ,alterem*
Geflechtknochen, so zog das Str. cambium ebenfalls kontinuierlich dariber hinweg
(Abb. 4.10). Auf der Oberflache des periostalen Kallus und dem Briickengewebe lagen
haufig einzelne Osteoblasten, welche manchmal auch kleine, perlschnurartige Aneinander-
reihungen bildeten (Abb. 4.11). Nur wenige Kallusenden und Bricken (9 %) wiesen keine

Osteoblasten auf.

Im Periost waren nur wenige Gefalte, vornehmlich in Spaltndhe, zu finden. Auffallig waren

die vielen grofRen GefalRe im Muskel- und Fettgewebe um die Osteotomie herum (Abb. 4.10).

Versuchsgruppe:

Hier verdickte sich das mehrschichtige Str. fibrosum in gréRerer Entfernung vom
Osteotomiespalt, auf Hohe des zugehdrigen Kallusendes (Abb. 4.13). Die Orientierung der
Bindegewebsschichten war dabei abhangig von den Prozessen am Osteotomiebereich.
Zunachst folgte das Str. fibrosum der Kallusoberflache. Bei einem Teil (62,5 %) der
ausbleibenden Uberbriickungen, vornehmlich bei den frontenbildenden Kallusenden, loste es
sich am Kallusende und die aul3en liegenden Bindegewebsschichten zogen durchgehend
Uber die Osteotomie hinweg, wahrend sich die inneren Schichten facherférmig im
spaltfullenden Gewebe verteilten (Abb. 4.12). Bei den udbrigen ausbleibenden
Uberbriickungen (37,5 %), meist bei den spitz auslaufenden Kallusenden, facherte sich das
gesamte Str. fibrosum im spaltfillenden Gewebe oder im umliegenden Muskel- bzw.
Fettgewebe auf (Abb. 4.13). Im Fall der beiden Uberbriickungen (12,5 %) verliefen die
Schichten des Str. fibrosum, der Kontrollgruppe entsprechend, Uber das spaltfillende
Gewebe hinweg (Abb. 4.10).

Bei den ausbleibenden Uberbriickungen der Versuchsgruppe nahm das ein- bis drei-
schichtige Str. cambium v.a. an den frontenbildenden Kallusenden meist zum Spalt hin an
Starke zu (41 %) (Abb. 4.12) oder anderte seine Starke nicht (25 %). Dabei waren die
Kallusenden und deren angrenzende gekauterte und kallusfreie Kortikalisoberflachen vom

Str. cambium mit seinen Progenitorzellen bedeckt (50 %) (Abb. 4.13). Allerdings zogen die
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Schichten des Str. cambium nicht tGber den Osteotomiespalt hinweg, sondern verloren sich in
diesem. An einigen, vor allem spitz auslaufenden, periostalen Kalli traten jedoch sich
verjingende Zellschichten auf (34 %), welche an den Kallusenden stets ausliefen, so dass
auch die angrenzenden Kortikalisoberflachen nicht bedeckt waren (Abb. 4.13). Im Falle der
knorpeligen Uberbriickung stoppten diese Progenitorzellschichten bei Erreichen des

Brickengewebes, Uber die kndcherne Briicke liefen sie kontinuierlich hinweg.

Auf der Oberflache des periostalen Kallus waren ebenfalls meist einzelne Osteoblasten und
Osteoblastensdume zu erkennen (Abb. 4.11). An einigen Kallusenden (28 %) konnten
jedoch keine Osteoblasten festgestellt werden. Auf den kallusfreien Kortikalisoberflachen
befanden sich, im Falle der Weiterfihrung einzelner Schichten des Str. cambium, nur sehr
wenige Progenitorzellen und Osteoblasten. Ansonsten lagen hier keine entsprechenden
Zellen vor (Abb. 4.13).

Gefalde wies das Periost der Versuchsgruppe in dhnlichem Male auf wie die Kontrollgruppe.
Allerdings waren bei den ausbleibenden Uberbriickungen wesentlich weniger Gefale im

umliegenden Muskel- und Fettgewebe herum zu finden.

Abb. 4.10: Ausschnitt vom periostalen Kallus mit aufliegendem Periost auf Hohe des Osteotomiebereiches;

Kontrollgruppe, Tier 193; Movat-Pentachrom Farbung

1 Uber das spaltfilllende Briickengewebe hinweg ziehendes Stratum fibrosum

2 Stratum cambium, zum Osteotomiebereich an Starke zunehmend

3 hier teilweise vor dem spaltfiillenden Briickengewebe endend, wenige Schichten ziehen Uber das spalt-
fullende Gewebe hinweg

4 Gefale

ITREPTTI WIS T gl ;
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Abb. 4.11: Ausschnitt aus dem Periost; Kontrollgruppe, Tier 181; Movat-Pentachrom Farbung

1 Stratum fibrosum

2 Stratum cambium

3 Perlschnurartig aneinander gereihte Osteoblasten auf der Knochenoberflache der Kortikalis
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Abb. 4.12: Ausschnitt von einem Kallusende mit aufliegendem Periost bei einer Nonunion; der Osteotomie-

spalt befindet sich rechts im Bild; Versuchsgruppe, Tier 198; Movat-Pentachrom Farbung

1 Die aulen liegenden Bindegewebsfasern des Stratum fibrosum ziehen Uber den Spaltbereich hinweg

2 Die innen liegenden Fasern verteilen sich facherférmig im spaltfiillenden Binde- und Knorpelgewebe

3 Deutlich zu sehen ist hier die zum Osteotomiespalt hin zunehmende Starke der Zellschichten des Stratum
cambium

Abb. 4.13: Ausschnitt von einem Kortikalisrechteck mit periostalem Kallus und aufliegendem Periost bei einer

Nonunion; Versuchsgruppe, Tier 249; Movat-Pentachrom Farbung

1 Das Stratum fibrosum verdickt sich am Kallusende und hebt sich leicht ab

2 Es verliert sich gréRtenteils vor Erreichen des Osteotomiespaltes

3 Einzelne bindegewebige Fasern ziehen in den Osteotomiespalt hinein

4 Das Stratum cambium stellt sich hier sehr diinn dar und ist teilweise gar nicht vorhanden; an einzelnen
Lokalisationen sind Progenitorzellen und Osteoblasten zu sehen

4.3.1.3 Der endostale Kallus

Kontrollgruppe:

Alle Tiere wiesen einen proximalen und distalen endostalen Kallus (100 %) auf. Meist
(62,5 %) erstreckten sich diese quer durch den Knochenmarkskanal von einer Kortikalis zur
anderen und grenzten das Knochenmark von der Osteotomie ab (Abb. 4.14). Wahrend der
Standzeit hatten sich der proximale und distale Kallus im Osteotomiebereich verbunden, so
dass eine zentrale, meist ausmineralisierte, Geflechtknochenbriicke entstand (Abb. 4.4).
Diese war an den Kortizes etwa 1,25 mm breit, zum Zentrum des Knochenmarksraumes hin
verjingte sie sich (Abb. 4.14). Durch fortgeschrittene Remodelingprozesse wiesen drei Tiere
nur noch Reste der endostalen Kalli (37,5 %) auf (Abb. 4.5).

Innerhalb der endostalen Kalli traten selten kleine, griin angefarbte, hyaline Knorpelareale
mit hypertrophen oder degenerierten Chondrozyten (Abb. 4.17) auf. Kleine Kavernen
(< 0,625 mm) kamen haufig vor (Abb. 4.14). Lagen diese im Bereich der kalldsen Ver-
schmelzungslinie, so enthielten sie meist Bindegewebe, viele GefalRe und Osteoblasten.
Befanden sich die Kavernen in Knochenmarksnahe, so beinhalteten sie gefalreiches

mesenchymales Gewebe und vornehmlich Osteoklasten. Zwei Tiere zeigten nur leicht ver-
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schmolzene Kalli. Zwischen den Kallusfronten lagen lange, quer verlaufende Kavernen, mit

einer Breite von ca. 0,625 mm und viel Bindegewebe bzw. etwas Faserknorpel (Abb. 4.14).

Insgesamt waren endostal um die Kalli herum sehr viele Blutgefalle zu erkennen. Eine
Ausnahme bildeten die zwei Tiere, welche innerhalb der Kalli noch viel Bindegewebe
aufwiesen. Dieses enthielt nur wenige Gefale. Im Geflechtknochen selbst waren wenige,

kleine GefalRe zu erkennen, im Faser- oder hyalinen Knorpel kamen sehr selten Gefale vor.

Versuchsgruppe:

Auch hier besalien alle Tiere endostale Kalli, einem Tier fehlte dieser jedoch distal. Die Kalli
erstreckten sich ebenfalls quer durch den Knochenmarksraum von einer Kortikalis zur
anderen, allerdings standen sich der proximale und distale Kallus meist (75 %) in Form
zweier Fronten gegenlber (Abb. 4.15). Meist waren die Kalli gleichbleibend 0,32 — 0,625 mm
breit. Ein Tier trug einen Kallus mit Geflechtknochenauslaufern tief in den Knochen-
marksraum hinein, ein weiteres Tier prasentierte distal zwei hintereinander liegende Fronten.
Bei nur zwei Tieren verschmolzen die Kallusfronten (25 %) im Osteotomiebereich und
bildeten knécherne Briicken (Abb. 4.4). Diese waren etwa 1,25 mm breit. Die eine Brlicke
bestand aus ausmineralisiertem Geflechtknochen mit wenigen degenerierten Chondrozyten,
die andere Bricke wies teils frisch mineralisiertes, hyalines Knorpelgewebe mit vielen

hypertrophen und degenerierenden Chondrozyten auf.

Die endostalen Kalli setzten stets innerhalb der kurettierten Zone an der Kortikalis an
(Abb. 4.15). Haufig (37,5 %) wiesen sie eine zentrale Biegung auf deren Scheitelpunkt sich
zur Osteotomie zog und daher meist in den Spalt hineinragte. Auf diesem Scheitelpunkt
trugen einige Kalli (25 %) eine dinne, hyaline Knorpelkappe. Wenige Kalli verliefen parallel
zur Osteotomie (12,5 %), standen schrag (12,5 %), oder verliefen in kleinen Schleifen (6 %)
(Abb. 4.15). Auch im Spaltbereich in der Nahe der Kortikalis zeigten einige Kalli (24 %)

hyaline Knorpelbereiche.

Im Geflechtknochen der endostalen Kalli waren haufig kleine, griin angefarbte Knorpelareale
mit hypertrophen, zugrundegehenden oder -gegangenen Chondrozyten und in Spaltndhe
viele Osteoblasten enthalten. Kavernen (< 0,625 mm) traten haufiger auf als bei der
Kontrollgruppe und zeigten ebenso lageabhangig eine entsprechende Fullung, jedoch
wesentlich haufiger Bindegewebe. Stellenweise waren fein granulierte, ungeordnete
Hamatomreste mit enthaltenen Entziindungszellen oder kleine amorph-beige Serumtropfen
erkennbar. Ein Tier wies spaltnah etwas Faserknorpel auf. Haufig traten schmale
Unterbrechungen der Kalli auf, so dass der Ubergang vom Markgewebe zum spaltfiillenden
Gewebe flieRend war (Abb. 4.15).

BlutgefalRe waren, wie bei der Kontrollgruppe beschrieben, aufzufinden. Allerdings stellten
sich die kndchernen Kalli der Versuchsgruppe insgesamt weniger kompakt dar und es lagen

mehr BlutgefalRe vor.
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Abb. 4.14: Ubersichtsdarstellung einer knéchern-knorpeligen Uberbriickung (Union) des Osteotomiespaltes im
Bereich des endostalen Kallus; Kontrollgruppe, Tier 181; Movat-Pentachrom Farbung

1

g wiN

Quer durch den Knochenmarkskanal verlaufende endostale Kalli, zentral im Bereich des Osteo-
tomiespaltes miteinander verbunden; An den Kortikalisansatzen ist diese Briicke breiter, zum Zentrum hin
verjungt sich diese

Vom Osteotomiebereich abgegrenztes Knochenmark

An das Knochenmark angrenzende Bereiche der Kortikalis

Fingerférmige Geflechtknochenbalken meist langs orientiert

Kavernen innerhalb des endostalen Kallus enthalten in der Nahe des Osteotomiespaltes Bindegewebe und
Faserknorpel und in der Nahe des Knochenmarks mesenchymales Gewebe; hier liegen mehrere grofe,
sich quer erstreckende Kavernen vor, da die endostalen Kalli an vielen Bereichen nicht verbunden sind

Abb. 4.15: Ubersichtsdarstellung bei einer ausbleibenden Uberbriickung (Nonunion) im Bereich des
endostalen Kallus; Versuchsgruppe, Tier 198; Movat-Pentachrom Farbung
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Der proximale und distale endostale Kallus stehen sich in Form zweier Fronten gegenliber und bilden
einen zum Osteotomiespalt gelegenen kappenférmigen Verschluss des Knochenmarks; die Kalli verlaufen
hier leicht schrag und bilden eine Biegung mit zentralem Scheitelpunkt zum Osteotomiespalt hin; hier
ragen die endostalen Kalli nicht in den Osteotomiebereich hinein und es sind keine grofieren hyalinen
Knorpelbereiche sichtbar

Im Spaltbereich ist keine Verbindung der endostalen Kalli festzustellen; es liegt viel Bindegewebe vor
Ansatzstelle des endostalen Kallus an der Kortikalis (proximo-lateral)

Orientierung des endostalen Kallus quer zur Femurlangsachse

Orientierung des endostalen Kallus in Langsachse mit fingerférmigen Ausstilpungen

Schmale Unterbrechungen der endostalen Kalli, so dass an dieser Stelle keine Abgrenzung zum
Knochenmark erfolgt
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4.3.1.4 Der Osteotomiespalt

Kontrollgruppe:

Der periostale und endostale Osteotomiebereich wies durch die Uberbriickungen haufig
Kallusgewebe auf, welches bereits im Zuge der Schilderung der periostalen und endostalen
Kalli beschrieben wurde (Punkt 4.3.1.1 + 4.3.1.3).

Zwischen den gegenuberliegenden Kortikalisenden war die Osteotomie ebenfalls bei allen
Tieren durch Kallusgewebe Uberbriickt. Dieses bestand meist aus Geflechtknochen (56 %),
in einigen Fallen (25 %) aus hyalinem Knorpelgewebe, manchmal aus beidem (19 %)
(Abb. 4.4 + 4.5). Haufig waren Kavernen (< 0,625 mm) mit mesenchymalem Gewebe, selten

auch mit Bindegewebe, enthalten.

Versuchsgruppe:
In dieser Gruppe existierten zwei periostale und zwei endostale Kallusbriicken, deren
Beschreibung ebenfalls schon erfolgte (Punkt 4.3.1.1 + 4.3.1.3).

Der periostale Spaltbereich lag bei den ausbleibenden Uberbriickungen, bei denen die
Kallusenden spitz ausliefen (47 %), aulderhalb der ROI (Abb. 4.9). Denn das Periost lag den
Kallusenden zunachst auf um anschlieBend auf der Kortikalisoberflache zur
gegenuberliegenden Seite zu ziehen. Daher befand sich der periostale Spaltbereich
aullerhalb des Periosts und enthielt umliegendes Muskel- oder Fettgewebe. Zwischen den
sich gegenuberliegenden frontenformigen Kallusenden (53 %) befand sich teils lockeres,
teils dichtes gefalRarmes Bindegewebe (Abb. 4.19). Selten war hyaliner Knorpel (3 %) oder

zellarmer, hellgriin angefarbter Faserknorpel (3 %) zu sehen.

Die Intrakortikalspalte beinhalteten Uberwiegend Bindegewebe (Abb. 4.9). Die Fasern des
Bindegewebes zogen meist vom periostalen Spaltbereich kommend in den Intrakortikalspalt
hinein (Abb. 4.19 + 4.21). Ein Tier zeigte medial und lateral knorpelige bzw. teils frisch
mineralisierte Uberbriickungen, welche viele kleine (< 0,32 mm), bindegewebshaltige

Kavernen enthielten, ein weiteres Tier wies eine mediale Uberbriickung auf.

Das spaltfillende Gewebe im endostalen Osteotomiebereich der ausbleibenden Uber-
brickungen (75 %) erstreckte sich haufig Uber die Osteotomiegrenzen hinaus bis zu den
endostalen Kallusfronten und wurde als eine Einheit betrachtet (Abb. 4.8 + 4.9). Meist
zeigten die endostalen Spaltbereiche (75 %) lockeres, teils etwas dichteres Bindegewebe.
Dieses enthielt besonders in Kallusndhe neben Fibrozyten und Fibroblasten auch Osteo-
blasten (Abb. 4.16). Deutlich waren gelbe Kollagenfasern zu differenzieren, die longitudinal
ausgerichtet vor allem zentral an mehreren Stellen Ubergangslos in den Geflechtknochen
des endostalen Kallus einstrahlten, wobei nicht zu erkennen war, ab wo eine Mineralisierung
der Kollagenfasern begann (Abb. 4.16). Stellenweise waren wenige kleine (< 0,32 mm)
Hohlrdume mit einer amorph-beigen Fullung zu sehen welche freiliegende, rot gefarbte

Erythrozyten, verbliebene Blutreste, beinhaltete (Abb. 4.16). Ebenso waren im lockeren
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Bindegewebe stets einige (< 0,625 mm) Gefale verteilt, im dichten Bindegewebe lagen
weniger Gefalle vor. Das Tier mit der endostalen Knorpelbriicke (Punkt 4.3.1.3) lie3, an die

Intrakortikalspalte grenzend, ebenfalls noch bindegewebige Areale erkennen.

In der Versuchsgruppe traten zwei Ausnahmefalle auf. Der erste Fall wies distal einen
doppelten endostalen Kallus auf. Hier waren im spaltfillenden Bindegewebe nur extrem
wenige GefalRe zu finden. Allerdings lagen viele kleine (< 0,32 mm) Hohlrdume mit einer
deutlich rot bzw. rosarot gefarbten, fein granulierten Substanz, wobei es sich um
Hamatomreste handelte, vor. Diese zogen sich distal zwischen die doppelten endostalen
Kallusfronten. In dieser Zone herrschten viele frei liegende Erythrozyten und
Entziindungszellen vor. Medial befand sich ein Entziindungszellgemisch, welches in eine
hell-beige Grundsubstanz eingebettes war mit vielen, teils sehr groRen Gefallen
(0,625 - 1,25 mm). An den Knochengrenzen sallen sehr viele Osteoklasten. Hinter der
zweiten Kallusfront lag bis zum Pin reichend ein homogenes Entziindungsgewebe mit
wenigen Gefalken und sehr vielen Entziindungszellen vor. Angrenzend zeigte sich lateral an

Pin 3 ein Uberdimensional grofer Pinkallus (5 mm) mit Osteolyse (1,25 mm).

Beim zweiten auffalligen Tier fehlte der distale endostale Kallus. Es lag lediglich eine kleine
Kallusinsel lateral und sehr weit distal in Pinnahe vor. Der osteotomiespaltnahe Knochen-
marksbereich enthielt lockeres Bindegewebe. Dieses zeigte distal eine schmale Zone mit
Hamatomresten. Stellenweise waren Zellansammlungen mit Erythrozyten und Entziindungs-
zellen zu sehen. Die Zahl der Entziindungszellen war wesentlich geringer als beim vorher
beschriebenen Versuchstier, wenngleich immer noch sehr hoch. Die endostalen Rander der

Kortizes zeigten ausgepragte Resorptionen. Pinkalli konnten hier nicht festgestellt werden.

Abb. 4.16: Ausschnitt aus dem endostalen Osteotomiespaltbereich; Kontrollgruppe, Tier 273; Movat-Penta-
chrom Farbung

1 Grln angefarbtes Bindegewebe

Gelb angefarbtes mineralisiertes Knochengewebe, hier endostaler Kallus

Im Bindegewebe vorliegende Fibrozyten

An den Knochengrenzen anliegende Osteoblasten

Im Knochengewebe vorliegende Osteozyten

Im Bindegewebe verlaufende, gelb angefarbte Kollagenfasern

Beige angefarbter Bluttropfen

~NoO o~ WiN
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4.3.1.5 Die Kortikalis

Kontrollgruppe:

Das gelb angefarbte Knochengewebe der Kortikalis zeigte haufig (60 %) eine
langsorientierte, kompakte und wellenférmige Struktur. In kleinen Lakunen lagen die
langlichen, schwarz gefarbten Osteozyten. Im Zentrum der Kortikalis stellte sich das
Knochengewebe aufgelockerter dar mit einer meist ungeordneten, wirbelférmigen Struktur
und rundlichen Osteozyten (Abb. 4.17). Diese traten im lockeren Knochengewebe haufiger
auf als im kompakten. Einige Kortikalisbereiche wiesen auch eine ausschlielilich
l&ngsorientierte, kompakte (20 %) oder ungeordnete, wirbelférmige (20 %) Knochenstruktur
auf (Abb. 4.20).

Die gesamte dem Periost zugewandte Seite der Kortikalis zeigte meist (91 %) schwarz
gefarbte Osteozyten. Selten enthielt das an der Osteotomie gelegene vordere Drittel (6 %)
oder die gesamte Lange (3 %) des Kortikalisrechtecks blasse Zellen oder leere
Osteozytenlakunen (Abb. 4.18). Endostal wiesen die gesamten Kortikalisrechtecke weniger
haufig (22 %) schwarz gefarbte Osteozyten auf. Oft (44 %) blieb das spaltnahe Drittel blass
bzw. leer oder aber es zeigten sich blasse Zellen auf gesamter Lange (34 %). Stets waren
die Kortikalisrechtecke mit vielen sehr kleinen (< 0,15 mm) Hohlrdumen mit Gefallen
durchsetzt, wobei diese im kompakteren Knochen haufiger aufzufinden waren als im
aufgelockerten. In Spaltnahe traten gelegentlich (9 %) gréRere Hohlrdume (0,32 - 0,625 mm)

mit mesenchymalem Gewebe auf (Abb. 4.21).

Die Oberflachen der Kortikalis waren meist gut zu erkennen und zeigten sich vornehmlich
(81 %) glattrandig oder leicht gewellt. Flache, breite Einbuchtungen von geringer Gréle
(< 0,15 mm) waren gelegentlich (19 %) periostal im Bereich der zweiten Knochenmarkshdhle
oder selten (periostal 6 %, endostal 3 %) vor den Kallusenden feststellbar (Abb. 4.20). An
den Knochengrenzen lagen hier gelegentlich Osteoklasten (Abb. 4.22). Die Kortikalisecken
an der Schnittkante stellten sich mehr oder weniger abgerundet dar (90,5 %) (< 0,625 mm).
Meist erfolgte ein Ersatz durch Geflechtknochen (69 %), selten durch mesenchymales
Gewebe oder Bindegewebe. Nur wenige Kortikalisecken (9,5 %) waren noch vollstandig

vorhanden.

An Pin 2 und 3 lieRen sich sehr selten (1,5 %) Osteolysen feststellen. Hier war die
Kontinuitat der Kortikalis unterbrochen und Bindegewebe mit vielen Entzindungszellen

herrschte vor.

Versuchsgruppe:
Viele Tiere (68 %) zeigten die langsorientierte, kompakte Knochenstruktur der Kortikalis, die
sich zum Zentrum hin auflockerte (Abb. 4.20). Einige Kortikalisbereiche wiesen jedoch

ausschlieBlich kompaktes (16 %) oder aufgelockertes (17 %) Knochengewebe auf.
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Periostal und endostal befanden sich im spaltnahen Drittel der Kortikalisrechtecke
vornehmlich leere Osteozytenlakunen auf (50 %) oder auf ganzer Lange lagen blasse Zellen
oder leere Lakunen vor (19 %) (Abb. 4.18). Einige (31 %) Rechtecke waren vollstandig mit
schwarzen Osteozyten gefiillt (Abb. 4.17). Im kortikalen Knochen gab es viele sehr kleine
(< 0,15 mm) Hohlrdume. GrofRe Kavernen (0,32 - 0,625 mm) traten in groRerer Anzahl im
gesamten gekauterten Bereich auf. Befand sich im Osteotomiebereich des Kortikalis-
rechtecks knocherner Kallus, so waren die Kavernen mit mesenchymalem Gewebe gefullt
(6 % der Kortikalisrechtecke). Enthielt der Osteotomiespalt Knorpel- oder auch Bindegewebe
befand sich in den Kavernen gefalRarmes Bindegewebe (25 % der Kortikalisrechtecke).
Insgesamt zeigten sich haufiger Osteoklasten an den Knochengrenzen der Kavernen
(Abb. 4.22).

Die Oberflachen der Kortikalis waren vornehmlich (72 %) glattrandig oder leicht gewellt.
Periostal lieRen sich haufiger flache, breite Einbuchtungen erkennen, nur wenige waren
etwas tiefer (Abb. 4.20). Endostal im Knochenmarksbereich wiesen wenige
Kortikalisrechtecke (9 %) groRRe (0,625 - 1,25 mm) Einbuchtungen auf. Aufgrund entzind-
licher Prozesse im Knochenmarksraum stellten sich die distalen endostalen Kortikalis-
oberflachen (6 %) eines Tieres vollig zerkliftet dar. Vor den Kallusenden waren haufig
Einbuchtungen zu finden. So zeigten mehrere (34 %) periostale Kortikalisoberflachen breite,
flache Einbuchtungen (Abb. 4.19), einige (28 %) lieBen gar kein Knochengewebe vor dem
Kallusende mehr erkennen, wobei der Ersatz des Gewebes stets durch Bindegewebe
erfolgte. Auch endostal fehlten einige (25 %) Kortikalisenden vollig (Abb. 4.21) oder wiesen
Buchten vor der Kallusfront auf (22 %) (Abb. 4.20). Die Kortikalisecken an der Schnittkante
waren, neben den bereits erwahnten vollig fehlenden Bereichen, abgerundet (16 %)
(< 0,625 mm) oder in gréRerem Umfang (0,625 - 1,25 mm) nicht mehr vorhanden (19 %). Ein
Gewebeersatz erfolgte durch Bindegewebe oder knorpelzellhaltigen Geflechtknochen.
Insgesamt waren in dieser Gruppe 41 % aller Kortikalisecken vorhanden (Abb. 4.19 + 4.20).

Osteolysen an den Pins 2 und 3 waren selten (6 %).
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Abb. 4.17: Ausschnitt aus dem kortikalen Knochengewebe; Versuchsgruppe, Tier 198; Movat-Pentachrom
Farbung

1 Rundliche Osteozyten in ihren Lakunen liegend
2 Von den Lakunen ausgehend sind die feinen Linien der Kanalikuli zu erkennen
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Abb. 4.18: Ausschnitt aus dem kortikalen Knochengewebe; Versuchsgruppe, Tier 198; Movat-Pentachrom
Farbung

1 Leere Osteozytenlakunen
2 Blasser, degenerierter Osteozyt in seiner Lakune
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Abb. 4.19: Darstellung des lateralen Osteotomiespaltes im Bereich der Kortikalis bei einer Nonunion,
Versuchsgruppe, Tier 190; Movat-Pentachrom Farbung

Der kortikale Zwischenspalt ist mit gefalRarmem Bindegewebe angefiillt

Die Schnittrander der Kortikalis stellen sich teils glatt, teils gefurcht dar

Resorptive Einbuchtung vor dem Kallusende

Resorptive Einbuchtung an der Ecke des kortikalen Schnittrandes

Aufgelockerte kortikale Struktur

Kompakte kortikale Struktur

A WN -

Abb. 4.20: Darstellung des lateralen Osteotomiespaltes im Bereich der Kortikalis bei einer Nonunion;
Versuchsgruppe, Tier 198; Movat-Pentachrom Farbung

Durch Resorptionen fehlende Ecke groflen AusmaRes am Osteotomiespalt vor dem Kallusende
Aufgelockerte kortikale Knochenstruktur

Kompakte kortikale Knochenstruktur

Flache Einbuchtung vor dem endostalen Kallus

Kleine Einbuchtung auf der kortikalen Oberflache endostal

A wWN -
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Abb. 4.21: Darstellung des lateralen Osteotomiespaltes im Bereich der Kortikalis bei einer Nonunion;
Versuchsgruppe, Tier 250; Movat-Pentachrom Farbung

Kaverne innerhalb der Kortikalis in Nahe des Osteotomiespaltes

Vollstéandig resorbiertes Kortikalisende

Bindegewebe im Intrakortikalspalt

Glatter Schnittrand der Kortikalis

Kleine Hohlrdume innerhalb der Kortikalis mit Gefalen

AR WN =

Abb. 4.22: Ausschnitt aus dem endostalen Kallus; Movat-Pentachrom Farbung
1 Osteoklasten an der Knochengrenze in ihren Resorptionslakunen liegend
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4.3.2 Dichte der Osteoklasten (OC)

Die Osteoklastendichte wird aus der absoluten Zahl der Osteoklasten pro Quadratmillimeter
Knochenflache [OC/ mm?] berechnet. Je ein Schnittpraparat von je acht Tieren aus der
Kontroll- und Versuchsgruppe wurde untersucht. Die errechneten Daten sind als
Medianwerte angegeben und graphisch (Abb. 4.23) bzw. tabellarisch (Tab. 4.3) aufgefuhrt.
Bei Betrachtung der gesamten Flache der ROl (Gesamtflaiche), welche samtliche
vorliegende Gewebearten umfasste, lie sich kein signifikanter Unterschied bezlglich der
Osteoklastendichte zwischen beiden Gruppen feststellen (p=0,556). Nach Untersuchung der
Sub-ROls zeigte sich in der Kontrollgruppe im periostalen Kallus eine signifikant héhere
Anzahl von 27 OC/ mm? Knochenflache im Vergleich zu 10 OC/ mm?2 in der Versuchsgruppe
(p=0,007). Dieser Unterschied beruhte auf einer ausgepragten Abweichung der
Osteoklastendichte auf der medialen Femurseite (p=0,007), wahrend sich die Dichte lateral
nur tendenziell unterschied (p=0,065). Am endostalen Kallus waren mit Zellzahlen von
18 OC/ mm? bei den Kontrolltieren und 19 OC/ mm? bei den Tieren der Versuchsgruppe
(p=0,741), lateral (p=0,366) und medial (p=0,592) keine Unterschiede auszumachen. Die
Kortikalis wies in der Kontrollgruppe mit 6 OC/ mm?, im Gegensatz zum periostalen Kallus,
eine geringere Osteoklastendichte gegenuber der Versuchsgruppe mit 12 OC/ mm? auf
(p=0,028). Dieser Unterschied war vornehmlich auf die Differenzen an der lateralen

Femurseite zurtck zu fuhren (p=0,016).
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1?; b =0,028
40 I 1
351
30 1
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01 I Versuchsgruppe
p = 0,007
periostaler endostaler Kortikalis
Kallus Kallus

Abb. 4.23: Anzahl der Osteoklasten pro mm? Knochenflache im periostalen und endostalen Kallus, sowie in der
Kortikalis. Auffallig ist die signifikant hohere Osteoklastendichte in der Versuchsgruppe im kortikalen Knochen,
wohingegen diese im periostalen Kallus signifikant niedriger ist.

93



Ergebnisse

Tab. 4.3: Dichte der Osteoklasten auf der Gesamtflache, im periostalen und endostalen Kallus, sowie in der
Kortikalis

Median Minimum-Maximum p-Wert
Dichte der
Osteoklasten Kontroll- | Versuchs- | Kontroll- | Versuchs-
Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe

Gesamtiflache OC/mm?* 54 51 25-70 14 - 62 0.556
Periostaler Kallus OC/mm-~ 27 10 12 - 47 1-24 0,007
- lateral OC/mm”* 15 6 3-24 0-22 0,065
- medial OC/mm? 14 2 6-22 0-10 0,001
Endostaler Kallus OC/mm* 18 19 8-24 4-42 0,741
- lateral OC/mm? 8 10 3-14 2-16 0,366
- medial OC/mm?* 9 7 5-17 1-28 0,592
Kortikalis OC/mm* 6 12 2-14 7-38 0,028
- lateral OC/mm? 3 7 1-5 2-17 0,016
- medial OC/mm? 4 6 0-10 0-21 0,203

4.3.3 Dichte der GefaRe

Nach Zahlung der kleinen (d < 40 ym) und grofRen (& > 40 ym) Gefalte konnte mit Hilfe der
erhaltenen Absolutzahlen sowie der berechneten Bindegewebsflache die GefalRdichte pro
Quadratmillimeter Bindegewebsflache [Gefalke/ mm?] ermittelt werden (Abb. 4.24 +
Tab. 4.4). Auch hier gelangten von jeder Gruppe acht Tiere mit je einem Schnittpraparat in
die Auswertung, die Daten werden entsprechend der Analyse der Osteoklastendichte
aufgeflihrt. Insgesamt lag in allen Sub-ROls eine recht hohe Gefaldichte vor. Es waren stets
wesentlich mehr kleine Gefale als grol3e vorhanden. Auffallig war auch die breite Streuung
der Daten innerhalb beider Gruppen, vor allem in der Kontrollgruppe. Bzgl. der
Gesamtflache lieR sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und der
Versuchsgruppe feststellen (p=0,328). Dies bezog sich sowohl auf die kleinen (p=0,234) als
auch auf die groflen (p=0,111) Gefale. Im Bereich des periostalen Kallus war ein
statistischer Unterschied bei den groflen Gefallen ersichtlich (p=0,047), wonach in der
Kontrollgruppe mehr groRe Gefalde auftraten. Bei der Einzelbetrachtung des lateralen und
medialen periostalen Kallus zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (lateral p=0,798,
medial p=0,593). Im endostalen Kallus war allgemein eine geringere Gefaldichte als im
periostalen Kallus feststellbar. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen waren hier
in keinem Bereich auszumachen (p=0,326). Der Bereich des Osteotomiespaltes wies
ahnlich viele Gefalte pro Quadratmillimeter auf wie der endostale Kallus und stellte sich bei
beiden Gruppen annahernd gleich dar. Hierbei ist zu beachten, dass die Flache des
Osteotomiespaltes eine Teilflache der periostalen und endostalen Bindegewebsflache
darstellt. Es gab keine Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abb. 4.24: Anzahl der Gefalte pro mm? Bindegewebsflache im periostalen und endostalen Kallus, sowie im
Osteotomiespalt. Hier waren keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll- und der
Versuchsgruppe festzustellen.

Tab. 4.4: Dichte der Gefalte mit Unterteilung in kleine und grolRe Gefale auf der Gesamtflache, im periostalen
und endostalen Kallus, sowie im Osteotomiespalt

. - ) . p-

Dichte der Median Minimum-Maximum Wert

GefiRe Kontroll- | Versuchs- | Kontroll- | Versuchs-
Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe

Gesamtflache n/mm? 123 76 48 - 193 55-138 10,328
<40 ym n/mm? 119 73 47 - 179 50-129 |0,234
> 40 um n/mm? 5 2 2-17 1-10 0,111
Periostaler Kallus n/mm? 118 78 40 - 302 55-158 0,442
<40 ym n/mm? 115 78 38 - 277 54 -150 |0,442
> 40 um n/mm?* 4 1 1-25 0-8 0,047
- lateral n/mm?® 148 99 55-470 | 76-212 [0,798
<40 ym n/mm? 134 97 53 -420 76 -207 ]0,878
> 40 ym n/mm? 4 1 0-2 0-15 0,129
- medial n/mm? 83 69 26 - 295 28-134 ]0,593
<40 ym n/mm? 82 69 26 - 41 27-134 |0,574
> 40 ym n/mm? 1 0 0-5 0-11 0,530
Endostaler Kallus n/mm-* 54 79 0 -236 42 - 187 0,326
<40 um n/mm? 46 77 0-221 39-187 0,277
> 40 ym n/mm? 4 4 0-54 0-13 1,000
- lateral n/mm? 41 79 0-233 58-187 0,440
<40 pm n/mm?® 41 75 0-217 | 54-187 0,440
> 40 ym n/mm? 0 5 0-40 0-15 0,166
- medial n/mm? 70 69 0-250 0-110 0,973
<40 um n/mm? 57 59 0-225 0-107 0,892
> 40 um n/mm? 8 5 0-63 0-11 |0,442
Osteotomiespalt n/mm- 60 79 13 - 246 16 - 147 ]0,959
<40 uym n/mm? 60 76 13 - 239 15-145 |1,000
> 40 um n/mm? 0 2 0-11 0-17 0,184
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4.3.4 Ergebnisse der histomorphometrischen Auswertung

Die histomorphometrische Auswertung erfolgte nach der achten Standwoche anhand der
Safranin Orange/ von Kossa-Farbungen von jeweils acht Tieren der Kontroll- und
Versuchsgruppe. Von jedem Tier wurden vier Schnitte untersucht, wobei pro Tier und
Parameter aus den vier erhaltenen Werten der Medianwert bestimmt wurde. Auf diesen
Werten basiert die gesamte nachfolgende Darstellung. Fur einen objektiveren Vergleich
wurden aus den gemessenen Absolutwerten der zu untersuchenden Flachen [mm?] die
Relativwerte [%] gebildet.

4.3.41 Analyse der Gesamtflachen

Aus histomorphometrischer Sicht berechnete sich die Gesamtflache der ROl aus der
Addition aller enthaltenen Knochen-, Bindegewebs- und Knorpelanteile (Abb. 4.25 +
Tab. 4.5). Der Bereich des Knochenmarks wurde ausgegrenzt, da hieraus fir diese

Untersuchung keine informativen Daten abzuleiten waren.

Die Gesamtfliche der Kontrollgruppe (16,3 mm?) war tendenziell kleiner als die der
Versuchsgruppe (21,8 mm?) (p=0,083). Dabei ergaben sich statistisch signifikante
Unterschiede bzgl. der periostalen und endostalen Kalli. Absolut wies die Kontrollgruppe
(6,2 mm?) keinen wesentlich groReren periostalen Kallus auf (Versuchsgruppe 5,0 mm?)
(p=0,195), allerdings war anteilig auf die Gesamtflache bezogen ein signifikanter Unterschied
festzustellen (Kontrollgruppe 38,2 %; Versuchsgruppe 21,2 %) (p=0,001). Umgekehrt zeigte
die Versuchsgruppe absolut (7,9 mm?) und relativ (35,6 %) einen wesentlich gréReren
endostalen Kallus (Kontrollgruppe 0,7 mm?% 4,2 %) (beides p<0,001). Bzgl. der
Ausdehnung der Osteotomiespalte ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
(absolut p= 0,083, relativ p=0,279). Diese waren jedoch relativ gesehen im Hinblick auf die
kortikalen Flachen feststellbar. So betrug ihr Anteil in der Kontrollgruppe 59,9 % (9,1 mm?)
und war damit deutlich hdéher als in der Versuchsgruppe mit 38,2 % (8,1 mm?) (relativ
p=0,010, absolut p=0,279).

Eine Ubersicht aus welchen fiir diese Studie relevanten Gewebetypen sich die Gesamtflache
zusammensetzte, liefern Abb. 4.26 und Tab. 4.6 in absoluter und relativer Form. Bei einem
Vergleich der Werte waren beim Knochen- und Bindegewebe im Hinblick auf ihre
Auspragung statistisch bedeutsame Unterschiede festzustellen, nicht jedoch beim
Knorpelgewebe. Die Werte des gesamten Knochengewebes bezogen sowohl die Kortikalis
als auch die kndchernen Kalli ein. Hier ergaben sich Medianwerte von 13,9 mm? in der
Kontroligruppe und 12,8 mm? in der Versuchsgruppe, somit unterschieden sich die
Absolutwerte nicht (p=0,234). In Relation zur Gesamtflache ergab sich jedoch mit den
héheren Anteilen von 89,2 % bei der Kontroligruppe im Gegensatz zu 60,1 % bei der
Versuchsgruppe ein signifikanter Unterschied (p=0,001). Die Ausdehnung des gesamten

Bindegewebes war in der Kontrollgruppe mit 1,8 mm? (10,8 %) wesentlich geringer als in
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der Versuchsgruppe mit 8,5 mm? (37,5 %). Der statistisch signifikante Unterschied wurde
sowohl bei den Absolut- als auch bei den Relativwerten ersichtlich (beides p=0,001). Bzgl.
des gesamten Knorpelgewebes war sowohl absolut als auch relativ eine starke Tendenz,
jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied festzustellen (beides p=0,054). So war nach
den ermittelten Medianwerten in der Kontrolligruppe kein Knorpelgewebe vorhanden. Die

Versuchsgruppe wies mit 0,3 mm? (1,7 %) geringe Anteile auf.
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Abb. 4.25: Darstellung der Gesamtflache und ihrer Teilflachen in Absolutwerten. Sehr deutlich stellt sich der
endostale Kallus der Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe groRer dar.

Tab. 4.5: Gegeniiberstellung der absoluten und relativen GroRenwerte der Gesamtflache und ihrer Teilflachen.
Hier wird neben dem signifikanten Unterschied im Bereich des endostalen Kallus auch der Unterschied beim
periostalen Kallus nach Bezugsetzung zur Gesamtflache deutlich. Hiernach nimmt der periostale Kallus der
Kontrollgruppe einen wesentlich groReren Anteil an der Gesamtflache ein als dies bei der Versuchsgruppe der
Fall ist.

Ausmafe der Gesamtfliche und ihrer Median Minimum-Maximum p-Wert
Teilflichen Kontroll- Versuchs- Kontroll- Versuchs-
Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe

Gesamtflache mm* 16,3 21,8 11,9-23,3 | 14,3-25,1 0,083
Periostaler Kallus mm? 6,2 5,0 41-99 26-7,6 0,195
% 38,2 21,2 25,2-52,7 | 11,6 -35,1 0,001

Endostaler Kallus mm? 0,7 7,9 0,1-3,9 5,0-12,8 <0,001
% 4,2 35,6 0,8-16,9 31,5-55,1 | <0,001

Osteotomiespalt mm? 1.1 2,2 1,0-3,4 0,5-4,1 0,083
% 7.1 10,7 6,2-14,8 3,6-17,8 0,279

Kortikalis mm”’ 9,1 8,1 65-104 | 66-10,1 0,279
% 59,9 38,2 34,7-629 | 31,7-51,8 0,010
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Abb. 4.26: Darstellung der Anteile der untersuchten Gewebetypen an der Gesamtflache. Hier wird der hdhere
Anteil des Knochengewebes sowie der geringere Anteil des Bindegewebes in der Kontrollgruppe im Gegensatz
zur Versuchsgruppe deutlich.

Tab. 4.6: Gegenuberstellung der absoluten und relativen GroRenwerte der untersuchten Gewebetypen in der
Gesamtflache. Hier werden die nach Bezugsetzung zur Gesamtflache grélReren Knochenanteile und kleineren
Bindegewebsanteile der Kontrollgruppe im Gegensatz zur Versuchsgruppe deutlich. Auch nach den absoluten
Zahlen ist der geringere Bindegewebsanteil der Kontrollgruppe festzustellen.

Median Minimum-Maximum p-Wert
Zusammensetzung der
Gesamtfliche Kontroll- Versuchs- Kontroll- Versuchs-
Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe

Gesamtflache mm°® 16,3 21,8 11,9 - 23,3 14,3 -25,1 0,083
Knochengewebe mm? 13,9 12,8 10,9 - 16,2 9,7-15,7 0,234
% 89,2 60,1 71,0-92,5 46,6 - 74,5 0,001

Bindegewebe mm? 1,8 8,5 1,0-5,3 41-12,2 0,001
% 10,8 37,5 7,5-28.2 21,7-53/4 0,001

Knorpelgewebe mm? 0,0 0,3 0,0-3,0 0,0-1,2 0,054
% 0,0 1,7 0,0-129 0,0-5,7 0,054

4.3.4.2 Analyse des periostalen Kallus

Bei der detaillierten Untersuchung der einzelnen Teilflachen kristallisierten sich im Bereich
des periostalen Kallus deutliche Unterschiede bzgl. der Ausmalfie des Knochengewebes und
des Bindegewebes heraus (Abb. 4.27 + Tab. 4.7). Bezogen auf die Gesamtflache des
periostalen Kallus (pK-Gesamtflache) enthielt die Kontrollgruppe mit Anteilen von 75,5 %

(4,7 mm?) mehr Knochengewebe als die Versuchsgruppe mit 48,6 % (2,1 mm?) (p=0,001).

Umgekehrt enthielt die Versuchsgruppe mit 51,4 % (2,6 mm?) mehr Bindegewebe in den
periostalen Kalli als die Kontrollgruppe mit 23,4 % (1,4 mm?) (relativ p<0,001).

Knorpelgewebe war in beiden Gruppen mit 0,0 % (Kontrolltiere (0,0 mm?)) und 0,2 % (Tiere
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der Versuchsgruppe (0,0 mm?)) kaum im periostalen Kallus enthalten, nennenswerte

Unterschiede ergaben sich nicht (p=0,119).
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Abb. 4.27: Darstellung der Anteile der untersuchten Gewebetypen im periostalen Kallus. Hier werden der héhere
Anteil des Knochengewebes sowie der geringere Anteil des Bindegewebes in der Kontrollgruppe im Gegensatz
zur Versuchsgruppe deutlich.

Tab. 4.7: Gegeniberstellung der absoluten und relativen GroRenwerte der untersuchten Gewebetypen im
periostalen Kallus. Hier werden die nach Bezugsetzung zur pK-Gesamtflaiche gréReren Knochenanteile und
kleineren Bindegewebsanteile der Kontrolligruppe im Gegensatz zur Versuchsgruppe deutlich. Auch nach den
Absolutwerten ist der grofRere Knochengewebsanteil der Kontrollgruppe festzustellen.

. Median Minimum-Maximum p-Wert
Zusammensetzung des periostalen
Kallus Kontroll- Versuchs- Kontroll- Versuchs-
Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe

pK-Gesamtflache mm* 6,2 5 41-99 26-76 0,195
Knochengewebe mm? 4.7 2,1 2,5-6,8 1,3-4,3 0,003
% 75,5 48,6 54,6 -83,4 | 38,4-59,8 0,001

Bindegewebe mm? 1,4 2,6 1,0-3,2 1,4-4,6 0,138
% 23,4 51,4 16,6 - 34,2 | 33,7-60,9 | <0,001

Knorpelgewebe mm? 0,0 0,0 0,0-22 0,0-0,4 0,119
% 0,0 0,2 0,0 -21,7 0,0 - 6,6 0,119

4.3.4.3 Analyse des endostalen Kallus

Auch der endostale Kallus wies ausgepragte Gruppenunterschiede bzgl. der Ausmalie des
Knochen- und Bindegewebes auf, wobei das Verteilungsmuster dem des periostalen Kallus
ahnelte (Abb. 4.28 + Tab. 4.8). Der Anteil des Knochengewebes, bezogen auf die endostale
Kallusflache (eK-Gesamtflache), lag in der Kontrollgruppe mit 78,3 % (0,5 mm?) wesentlich
héher als in der Versuchsgruppe mit 30,6 % (2,1 mm?2) (relativ p=0,020, absolut p=0,001).
Umgekehrt war der Bindegewebsanteil in der Versuchsgruppe signifikant héher (67,5 %
(5,2 mm3)) (Kontrollgruppe 13,8 % (0,2 mm?)) (relativ p=0,028, absolut p<0,001). Auch hier
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zeigte sich kaum Knorpelgewebe (Kontrolligruppe 0,0 % (0,0 mm?); Versuchsgruppe 0,7 %
(0,2 mm?)) ohne signifikante Unterschiede (relativ p=0,119, absolut p=0,100).
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Abb. 4.28: Darstellung der Anteile der untersuchten Gewebetypen im endostalen Kallus. Auch hier werden der
héhere Anteil des Knochengewebes sowie der geringere Anteil des Bindegewebes in der Kontrollgruppe im
Gegensatz zur Versuchsgruppe deutlich.

Tab. 4.8: Gegeniberstellung der absoluten und relativen GroRenwerte der untersuchten Gewebetypen im
endostalen Kallus. Hier werden die nach Bezugsetzung zur eK-Gesamtflache groReren Knochenanteile und
kleineren Bindegewebsanteile der Kontrollgruppe im Gegensatz zur Versuchsgruppe deutlich. Auch anhand der
Absolutwerte ist der grolere Knochengewebsanteil und geringere Bindegewebsanteil der Kontrollgruppe
feststellbar.

Median Minimum-Maximum p-Wert
Zusammensetzung des endostalen
Kallus Kontroll- Versuchs- Kontroll- Versuchs-

Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe
eK-Gesamtflache mm® 0,7 7.9 0,1-3,9 50-12,8 <0,001
Knochengewebe mm? 0,5 2,1 0,1-1,9 1,8-4,4 0,001

% 78,3 30,6 21,2-100,0| 15,5-55,7 0,020
Bindegewebe mm”® 0,2 5,2 0,0-1,9 2,0-10,8 <0,001
% 13,8 67,5 0,0-78,8 | 41,8-84,3 0,028
Knorpelgewebe mm? 0,0 0,2 0,0-0,8 0,0-1,0 0,100
% 0,0 0,7 0,0-36,5 0,0-24 0,119

4.3.4.4 Analyse des Osteotomiespaltes

Relativ betrachtet stellten sich die Gesamtausmalie der Osteotomiespalte (O-Gesamtflache)
recht ahnlich dar (p=0,279). Absolut zeigte die Versuchsgruppe tendenziell eine gréRere
O-Gesamtflache (p=0,083). Bzgl. der Zusammensetzung dieser Flache waren eklatante
Unterschiede erkennbar. Diese fanden sich ebenfalls beim Knochen- und Bindegewebe und
entsprachen auch in ihrem Verteilungsmuster dem der periostalen und endostalen Kalli
(Abb. 4.29 + Tab. 4.9). So hatte die Kontrollgruppe sowohl absolut (p=0,014) als auch relativ
(p=0,001) einen signifikant hoheren Anteil an Knochengewebe (81,5 % (0,9 mm?))
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verglichen mit der Versuchsgruppe (3,2 % (0,0 mm?)). Die Versuchsgruppe hatte die
héheren Bindegewebsanteile (70,8 % (1,5 mm?)) gegenlber der Kontroligruppe (18,5 %
(0,2 mm?)) (beides p=0,001) aufzuweisen. Die Versuchsgruppe (5,5 %, 0,1 mm?) zeigte
tendenziell (p=0,054) mehr Knorpelgewebe als die Kontrollgruppe (0,0 %, 0,0 mm?).

p = 0,001
100 ! [ 1 —_
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50 | x
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30 | 75
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0 L1 —
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gewebe gewebe gewebe

Abb. 4.29: Darstellung der Anteile der untersuchten Gewebetypen im Osteotomiespalt. Hier werden wiederum
der hdhere Anteil des Knochengewebes sowie der geringere Anteil des Bindegewebes in der Kontrollgruppe im
Gegensatz zur Versuchsgruppe deutlich.

Tab. 4.9: Gegeniiberstellung der absoluten und relativen GréRenwerte der untersuchten Gewebetypen im
Osteotomiespalt. Hier werden die nach Bezugsetzung zur O-Gesamtflaiche gréReren Knochenanteile und
kleineren Bindegewebsanteile der Kontrollgruppe im Gegensatz zur Versuchsgruppe deutlich. Auch nach den
Absolutwerten ist der groflere Knochengewebsanteil und geringere Bindegewebsanteil der Kontroligruppe
feststellbar.

Median Minimum-Maximum p-Wert
Zusammensetzung des
oSteotomiespaltes KOntrO”- VerSUChS- KOntrO”- VeI'SUChS-
Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe

O-Gesamtflache mm- 1,1 2,2 1,0-34 0,5-4,1 0,083
Knochengewebe mm? 0,9 0,0 0,7-1,1 0,0-1,6 0,014
% 81,5 3,2 24,4 -95,3 0,3-43,8 0,001

Bindegewebe mm? 0,2 1,5 0,0-1,0 0,4-4,0 0,001
% 18,5 70,8 4,7 - 38,9 46,0 - 98,3 | <0,001

Knorpelgewebe mm? 0,0 0,1 0,0-1,6 0,0-0,7 0,054
% 0,0 5,5 0,0-49,0 0,0-37,3 0,054

4.3.4.5 Analyse der Kortikalis

In Bezug auf die Gesamtflache der ROI ergab sich bei der Gesamtausmale der kortikalen
Flachen (K-Gesamtflache) relativ ein bedeutender Unterschied
(p=0,010) (Abb. 4.25 + Tab. 4.5), wonach die Kontrollgruppe groRRere kortikale Anteile an der
ROI Da die Kkortikalen

im Gruppenvergleich

Gesamtflache der aufwies. Flachen vornehmlich aus

101



Ergebnisse

Knochengewebe bestanden (Tab. 4.10), zeigten sich absolut und relativ keine statistisch

signifikanten Unterschiede. Daher wird hier auf eine weitere Beschreibung verzichtet.

Tab. 4.10: Gegeniberstellung der absoluten und relativen GréRenwerte der untersuchten Gewebetypen in der
Kortikalis. Es sind keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroll- und der Versuchsgruppe
festzustellen.

Median Minimum-Maximum p-Wert
Zusamw:rr:isktztlzi:ng der Kontroll- Versuchs- Kontroll- Versuchs-
Gruppe Gruppe Gruppe Gruppe

Gesamtflache mm®* 9,1 8,1 6,5-10,4 6,7-10,1 0,279
Knochengewebe mm? 8,9 8,0 6,3-10,2 6,6 - 10,0 0,267
% 98,4 98,9 96,2-100,0 | 98,7 -994 0,382

Bindegewebe mm?® 0,2 0,1 0,0-04 0,1-0,1 0,224
% 1,6 1,1 0,0-3,7 0,6-14 0,314

Knorpelgewebe mm? 0,0 0,0 0,0-0,0 0,0-0,0 1,000
% 0,0 0,0 0,0-0,1 0,0-0,1 0,733

4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.41 Radiologie

In beiden Gruppen lieRen sich bereits nach zwei Wochen Standzeit periostale Kalli
erkennen. In der Kontrollgruppe fiihrten diese in vielen Fallen zu einer Uberbriickung der
Osteotomie. An zwei lateralen Spaltbereichen waren die periostalen Kalli nach der Standzeit
verschwunden. In der Versuchsgruppe zeigten weniger Kortizes frihen Kallus, nach sechs
Wochen alle. Hier bildeten die Kalli meist keine Uberbriickungen. Die Uberwiegend diinnen,

freien Kallusenden lagen im gekauterten Bereich relativ nahe am Osteotomiespalt.

Die endostalen Kalli waren in der Kontroligruppe sehr friih festzustellen, in der
Versuchsgruppe traten sie etwa zwei Wochen spater auf. Sie stellten sich zunachst als
gegenuberliegende Fronten proximal und distal des Spaltes dar. In der Kontrollgruppe
verschmolzen sie wahrend der Standzeit meist miteinander und Uberbrickten so die
Osteotomie. Nach der Standzeit waren diese Verschmelzungen réontgenologisch nicht mehr
feststellbar, es lagen teilweise nur noch einzelne Knocheninseln vor. Einige sich
gegenuberliegende Fronten blieben jedoch bis nach der Standzeit bestehen. In der
Versuchsgruppe standen sich wahrend der gesamten Standzeit meist zwei Fronten
gegenuber, vornehmlich etwas weiter vom Osteotomiespalt entfernt, jedoch innerhalb des

kirettierten Bereiches. An wenigen Lokalisationen fehlten die endostalen Kalli.

Nach etwa vier Wochen Standzeit trat in der Kontrollgruppe diffus réntgendichtes Gewebe
sowohl intrakortikal als auch intramedulldar im Osteotomiespaltbereich auf, in der
Versuchsgruppe nach sechs Wochen. In der Kontrollgruppe nahm wahrend der Standzeit
das Gewebe in diesen Bereichen deutlich an Réntgendichte zu. Nach der Standzeit wies fast
die Halfte der intrakortikalen Spalte eine dem kortikalen Knochen ahnliche Dichte auf. In den
Halfte der

Verdichtungen. Die Rontgendichte entsprach dem des Knochenmarks und die Osteotomie

intramedullaren Spaltbereichen verschwanden bei fast der Tiere die

war nicht mehr abgrenzbar. Die Versuchsgruppe wies nach der Standzeit in nur sehr
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wenigen intrakortikalen Spaltbereichen Gewebe auf, welches der Rdéntgendichte des
kortikalen Knochens nahe kam. Meist waren rdntgenologisch leichte Verschattungen
festzustellen. In den intramedullaren Spaltbereichen zeigten sich vorwiegend nur leichte
Verschattungen, wodurch die Osteotomie meist deutlich abgrenzbar blieb, in 2 Fallen stellten

sich diese Bereiche rontgendichter dar.

Einbuchtungen in der Kortikalis oder eine Abnahme der Rontgendichte des kortikalen
Knochens waren zuerst bei der Versuchsgruppe, nach einer Standzeit von vier Wochen,
festzustellen. Diese nahmen im Verlauf der Standzeit zahlenmaRig und in ihren Ausmalen
zu, so dass die Integritat der Kortizes nach der Standzeit deutlich beeintrachtigt war. Dies
hatte in vielen Fallen eine Erweiterung der Osteotomiespalte zur Folge. Dahingegen zeigte
sich die Integritat der Kortizes in der Kontrollgruppe nahezu unversehrt, Osteotomiespalt-

erweiterungen ergaben sich hier nicht.

Kalluszubildungen um die Pindrahte traten in der Versuchsgruppe nach zwei Wochen
Standzeit auf. Sie nahmen im Verlauf der Standzeit zahlenmaRig und in ihren Ausmalen zu.
So waren nach der Standzeit medial an P2 und P3 kleine Pinkalli feststellbar, lateral waren
samtliche Pins betroffen, wobei an P1 nur Pinkalli groien Ausmales auftraten. Erst nach
vier Wochen Standzeit waren auch in der Kontrollgruppe Pinkalli erkennbar. Auch diese
nahmen wahrend der Standzeit zunachst zahlenmafig und in ihren Ausmal3en zu, in den
letzten zwei Wochen der Standzeit zeigte sich jedoch eine leichte Tendenz zur
GrofRenabnahme. Letztendlich wiesen halb so viele Pins wie in der Versuchsgruppe Pinkalli

auf, ebenfalls vornehmlich lateral.

Zu gleichen Zeitpunkten waren in den Gruppen Pin-Kortikalis-Kontaktstellen mit
abnehmender Rontgendichte des Knochens erkennbar. lhre Zahl stieg im Verlauf der
Standzeit leicht an und die Ausmalie vergréRerten sich. Nach der Standzeit wies die
Versuchsgruppe doppelt so viele dieser Zonen mit Dichteverlusten auf als die
Kontrollgruppe. Insgesamt traten sie vornehmlich lateral, mit einer Konzentration an P1 und
P4, auf. In beiden Gruppen zeigten sich einige Kontaktbereiche mit vorherigem
Dichteverlust, vornehmlich an P1 und P4, welche sich nach der Standzeit wieder

rontgendichter darstellten.

4.4.2 Deskriptive Histologie

Auch histologisch waren an allen Kortizes samtlicher Tiere periostale Kalli festzustellen. In
der Kontroligruppe filhrten sie alle zu einer Uberbriickung der periostalen Osteotomiespalte.
Die voll ausmineralisierten Kallusenden bestanden aus Geflechtknochen, ebenso das
spaltfillende Briickengewebe zwischen den Kallusenden. In diesem Bereich waren meist
frisch mineralisiete und auch einige hyaline Knorpelbereiche zu erkennen. In der
Versuchsgruppe war nur in einem Fall eine knécherne und in einem Fall eine knorpelige

Uberbriickung (beide medial) des periostalen Osteotomiespaltes erkennbar. Die knécherne
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Briicke entsprach in ihrem Erscheinungsbild denen der Kontrolltiere mit vereinzelten hyalinen
Knorpelbereichen. Die zweite Bricke bestand vornehmlich aus hyalinem Knorpel und
enthielt zusatzlich viele mineralisierte Knorpelareale. Die freien Kallusenden liefen spitz an
der Kortikalis anliegend aus oder endeten abrupt. Zwei Fronten war zum Osteotomiespalt hin

eine Kappe aus hyalinem Knorpel aufgesetzt.

Beinahe alle periostalen Kalli enthielten einen zweiten Knochenmarksraum mit mesen-
chymalem Gewebe. In der Kontrollgruppe stellte sich dieser Raum haufig grof3er dar als in
der Versuchsgruppe. Zwei Kontrolltiere wiesen Uber die Osteotomie zweite Knochenmarks-

raume auf, die durchgehend verliefen, so dass der Spalt nicht vollstandig kallusgefullt war.

UbermaRige Kalluszubildungen an den Pins innerhalb der ROI traten in der Kontrollgruppe
sehr selten auf. In der Versuchsgruppe waren haufiger Pinkalli an den Pins P2 und P3

festzustellen, vornehmlich lateral, welche teilweise Ausmafie von bis zu 2,5 mm annahmen.

Das Periost stellte sich bei beiden Gruppen deutlich dar. In der Kontrollgruppe verlief das
Str. fibrosum in mehreren Schichten Uber das spaltfiillende Gewebe hinweg, wobei die
Anzahl der Schichten an der Schnittkante der Osteotomie zunahm. In der Versuchsgruppe
hingegen nahm dessen Schichtung schon spaltferner, im Bereich der Kallusenden zu und
verlief nur in den Fallen der Gberbriickten Osteotomiebereiche Uber diese hinweg. Lag keine
Uberbriickung vor, verliefen meist nur die &uReren Schichten Uber den Spalt, die
innenliegenden facherten sich im spaltfiillenden Bindegewebe auf und verloren sich dort. In
mehreren Fallen zog sogar das komplette Str. fibrosum facherférmig in den Spaltbereich

oder in das umliegende Muskelgewebe um dort zu enden.

Das Str. cambium beider Gruppen lag meist in ein bis drei Schichten dem spaltfernen
kalldsen Knochen auf. In der Kontrollgruppe nahm dessen Schichtung zum Spalt hin meist
leicht zu, manchmal &nderte sie sich nicht. Stets endete das Str. cambium aber bei Erreichen
des jungen Brickengewebes. Bei den zwei Tieren, welche durchgehende zweite
Knochenmarksraume aufwiesen, zog das Str. cambium kontinuierlich Gber den Spalt hinweg.
Bei den Uberbriickungen der Versuchsgruppe verhielt sich das Str. cambium entsprechend
der Kontrollgruppe. Etwa ein Drittel der freien, periostalen Kalli dieser Gruppe wies ein sich
zum Spalt hin verjingendes Str. cambium auf, welches auf den Kallusenden oder dem
gekauterten Bereich der Kortizes auslief. Bei den Ubrigen anderte es seine Starke nicht oder

verdickte sich, Uberzog jedoch nicht den Osteotomiespalt.

Die endostalen Kalli entsprachen histologisch weitgehend dem rdntgenologischen
Erscheinungsbild. In der Kontrollgruppe war jedoch erkennbar, dass die Kalli im
Osteotomiebereich zu einer zentralen Geflechtknochenbriicke verschmolzen waren. Bzw.
lieRen sich bei einem Drittel der Tiere nur einzelne Inseln des endostalen Kallus erkennen,
umgeben von Knochenmark, welches den Spalt durchzog. In der Versuchsgruppe waren bei

zwei Tieren die endostalen Kallusfronten zu einer zentralen Briicke verschmolzen, welche
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haufig noch viele Knorpelanteile enthielten. Die verbliebenen gegenliberstehenden Fronten
wiesen meist eine Biegung mit zentral liegendem Scheitelpunkt in Richtung Osteotomiespalt
auf. Einige Kalli trugen im Spaltbereich begrenzte hyaline Knorpelzonen. Insgesamt erschien
der endostale Geflechtknochen der Kontrollgruppe etwas kompakter als in der Versuchs-
gruppe. Ebenso waren in letzterer teilweise Hamatomreste und Entzindungszellen

erkennbar.

Aufgrund der unterschiedlichen Kallusauspragungen gab es grol’e Gruppenunterschiede
bzgl. des Inhaltes der Osteotomiespalte. Bei den Kontrolltieren lag im gesamten Spalt
hauptsachlich Uberbriickender, meist ausmineralisierter Kallus vor. Die einzige ausbleibende
Uberbriickung enthielt dichtes Bindegewebe. Die Versuchsgruppe hingegen wies nur bei
wenigen Tieren kalldses Briickengewebe auf. Ansonsten befand sich periostal zwischen den
gegenuberliegenden Kallusfronten lockeres bzw. dichtes Bindegewebe, selten mit hyalinen
Knorpelarealen. Zwischen spitz auslaufenden Kallusenden lag Muskel- und Fettgewebe vor.
In den Kortikaliszwischenspalten war Uberwiegend Bindegewebe anzutreffen, haufig mit
Anteilen an hyalinem Knorpel, welcher sich in einem Fall ausmineralisiert darstellte, oder
manchmal Anteilen an Faserknorpel. Endostal wiesen die ausbleibenden Uberbriickungen

ebenfalls vornehmlich Bindegewebe auf.

Die Kortizes beider Gruppen bestanden iUberwiegend aus kompaktem, langsorientiertem
Geflechtknochen, welcher sich zentral aufgelockert und ungeordnet darstellte. In der
Kontrollgruppe enthielten die periostal gelegenen Bereiche der Kortikalis meist vollstandig
schwarz gefarbte Osteozyten. Die endostalen Bereiche wiesen vornehmlich am spaltnahen
vorderen Drittel der Kortikalisrechtecke blasse Zellen oder auch leere Osteozytenlakunen
auf. In der Versuchsgruppe hingegen waren sowohl periostal als auch endostal meist am
spaltnahen Drittel leere Osteozytenlakunen zu finden, wahrend die Ubrigen zwei Drittel
schwarz gefarbte Zellen enthielten. Nur einige Kortizes zeigten auf ganzer Lange schwarze
Osteozyten oder blasse Zellen bzw. leere Osteozytenlakunen. Bei beiden Gruppen waren
innerhalb des kortikalen Knochens stets kleine, regelmaRig verteilte Hohlrdume mit Gefalzen
zu erkennen. Groflere Hohlrdume mit mesenchymalem Gewebe zeigten sich bei den
Kontrolltieren gelegentlich in Spaltnahe. In der Versuchsgruppe lagen diese vornehmlich im
gekauterten Bereich. Lag hier um die Schnittenden kndcherner Kallus vor enthielten sie
mesenchymales Gewebe. Lag Knorpel oder Bindegewebe vor, befand sich in ihnen
Bindegewebe, haufig mit Osteoklasten an den Knochengrenzen. Die Oberflachen der
Kortikalis stellten sich in beiden Gruppen meist glatt oder leicht gewellt dar. Bei den
Kontrolltieren waren hier gelegentlich kleine Einbuchtungen zu erkennen. Die Tiere der
Versuchsgruppe wiesen diese haufiger auf, wobei sie sich teils etwas groRer darstellten.
Besonders auffallig waren die vielen Einbuchtungen vor den Kallusenden im gekauterten
bzw. kirettierten Bereich. Bei einigen Kortizes war vor den Kallusenden kein kortikaler

Knochen mehr vorhanden, ein Gewebeersatz erfolgte durch Bindegewebe. Die
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Kortikalisecken an den Osteotomieschnittkanten zeigten in der Kontrollgruppe haufig leichte
Abrundungen. In der Versuchsgruppe traten sie wesentlich seltener auf. Denn hier fehlten
bereits einige Ecken vollstdndig bzw. fehlte Knochengewebe in groRerem Umfang.
Insgesamt waren hier bei weniger als der Halfte der Kortizes die Ecken an den Schnittkanten
noch vorhanden, ein Gewebeersatz erfolgte durch Bindegewebe. Osteolysen traten in
beiden Gruppen an den in der ROI liegenden Pins P2 und P3 sehr selten auf. Anstelle des

kortikalen Knochens lagen Bindegewebe und viele Entziindungszellen vor.

In der Versuchsgruppe traten zwei Ausnahmefille auf. Sie wiesen im Knochenmarks-
bereich Bindegewebe und Faserknorpel sowie viele Hdmatomreste und Entzindungszellen
auf. Das erste Tier zeigte distal eine knécherne, endostale Doppelfront und an P3 einen
UbermaRigen Pinkallus mit einhergehender Osteolyse der Kortikalis. Das zweite Tier wies
distal keinen endostalen Kallus auf, UbermaRige Pinkalli und Osteolysen waren nicht zu

erkennen.

4.4.3 Dichte der Osteoklasten

Bei Betrachtung der Gesamtflache war kein signifikanter Unterschied bzgl. der
Osteoklastendichte zwischen den Gruppen erkennbar. Jedoch zeigte die gesonderte
Betrachtung der periostalen Kallusflachen einen signifikant hoheren Osteoklastenanteil in der
Kontrollgruppe, besonders auf der medialen Femurseite. Bzgl. der endostalen Kallusflachen
ergab sich kein signifikanter Unterschied. Die kortikalen Flachen betreffend wies die

Versuchsgruppe eine signifikant hdhere Dichte auf, besonders auf der lateralen Femurseite.

In der Kontrollgruppe waren die meisten Osteoklasten im periostalen Kallus zu finden, in der
Kortikalis die wenigsten. Die Versuchsgruppe zeigte die groRte Anzahl im endostalen Kallus,

die Mengen im periostalen Kallus und in der Kortikalis waren anndhernd gleich.

4.4.4 Dichte der Gefale

Auch bzgl. der Gefalddichte war bei Betrachtung der Gesamtflache kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen feststellbar. Im periostalen Kallus war eine Tendenz zur
grolReren Gefaldichte bei der Kontrollgruppe auszumachen, bzgl. der groRen Gefalde ergab
sich hier eine Signifikanz. Im endostalen Kallus lagen bei beiden Gruppen weniger Gefalte
vor, hier wies die Versuchsgruppe eine Tendenz zur hdéheren GefalRdichte auf. Im
periostalen und endostalen Osteotomiespaltbereich ergab sich bei beiden Gruppen kein

signifikanter Unterschied.

Die Kontrollgruppe zeigte deutlich mehr GefalRe im periostalen Kallus. Endostal und im
Osteotomiespalt war die Gefallzahl anndhernd gleich. Ebenso ergaben sich in der
Versuchsgruppe im periostalen und endostalen Kallus und im Osteotomiespalt weitgehend

gleiche Gefaltzahlen.
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4.4.5 Ergebnisse der histomorphometrischen Auswertung

4.4.5.1 Analyse der Gesamtflachen

Die Gesamtflaichen der Kontrollgruppe stellten sich Vergleich zur Versuchsgruppe
tendenziell kleiner dar. Die periostalen Kallusflachen wiesen anteilig, in Bezug auf die
Gesamtflache, in der Kontrollgruppe signifikant mehr Flache auf als in der Versuchsgruppe.
Diese zeigte jedoch einen signifikant grofieren endostalen Kallus. Die Ausdehnung der
Osteotomiespalte ergab keinen Unterschied. Bzgl. der kortikalen Flachen war in der

Kontrollgruppe, relativ gesehen, eine grofiere Flache feststellbar.

An Knochengewebe war, in Relation zur Gesamtflache, ein signifikant héherer Anteil in der
Kontrollgruppe feststellbar als in der Versuchsgruppe. Auch die Ausdehnung des gesamten
Bindegewebes ergab eine Signifikanz, dessen Anteil in der Versuchsgruppe wesentlich
héher war. Bzgl. des Knorpelgewebes ergab sich kein signifikanter Unterschied. Allerdings
war bei der Versuchsgruppe, im Gegensatz zur Kontrollgruppe, etwas Knorpelgewebe

aufzufinden.

4.4.5.2 Analyse des periostalen Kallus

Innerhalb der gesamten periostalen Kallusflachen war in der Kontrollgruppe signifikant mehr
Knochengewebe aufzufinden als in der Versuchsgruppe. Umgekehrt enthielten die
periostalen Kalli der Versuchsgruppe signifikant mehr Bindegewebe. Knorpelgewebe war

in beiden Gruppen kaum enthalten, nennenswerte Unterschiede ergaben sich hier nicht.

4.4.5.3 Analyse des endostalen Kallus

Insgesamt ahnelte das Verteilungsmuster der Gewebe im endostalen Kallus dem des
periostalen Kallus. So lag der Anteil des Knochengewebes, bezogen auf die endostalen
Kallusflachen, bei der Kontrollgruppe signifikant hoéher als bei der Versuchsgruppe.
Umgekehrt war der Bindegewebsanteil der Versuchsgruppe signifikant héher. Auch im

endostalen Kallus zeigte sich kaum Knorpelgewebe ohne signifikante Unterschiede.

4.4.5.4 Analyse des Osteotomiespaltes

Bei genauerer Betrachtung dieser Flachen zeigten sich eklatante Unterschiede bzgl. ihrer
Zusammensetzung. Diese entsprachen in ihrem Verteilungsmuster wiederum dem der
periostalen und endostalen Kalli. So hielt die Kontrollgruppe die signifikant hdheren Anteile
am Knochengewebe, die Versuchsgruppe hatte die signifikant héheren Bindegewebs-
anteile aufzuweisen. Bzgl. des Knorpelgewebes waren keine signifikanten Unterschiede

festzustellen.

4.4.5.5 Analyse der Kortikalis
Die Kontrollgruppe wies groRRere kortikale Anteile an der Gesamtflache der ROl gegenuber
der Versuchsgruppe auf. Da die Kortikalis vornehmlich aus Knochengewebe besteht,

entfallt die Betrachtung der Gewebezusammensetzung.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion von Material und Methoden

Da ein geeignetes Modell einer experimentellen, atrophen Pseudarthrose in der Literatur zu
Projektbeginn nicht beschrieben war, stand als Ziel dieser Studie die Modelletablierung. Das
Osteotomiemodell am Rattenfemur sollte einfach und unter standardisierten mechanischen
und biologischen Bedingungen reproduzierbar sein. Diese Modelletablierung ist Bestandteil
eines Projektes, in welchem nachfolgend die Knochenregenerationspotenz von lokal
implantierten mesenchymalen Zellen in einer atrophen Pseudarthrose zu definierten
Zeitpunkten erforscht werden sollte 3827153194200 - Aych weitere Therapieansatze fir die

humane Forschung kénnten mit diesem Modell untersucht werden.

Realisiert wurde das Vorhaben (ber eine mittel-diaphyséare, transverse Osteotomie am
Femur der Ratte. Ein unilateraler Fixateur externe als Stabilisationssystem gewahrleistete
eine rigide Fixierung, welche eine Vollbelastung erlaubte. Der externe Fixateur minimiert
Interaktionen zwischen dem Fixierungssystem und den Heilungsprozessen im Frakturbereich

und ermoglicht einen leichten Zugang zum Osteotomiebereich (Punkt 5.1.3).

5.1.1 Das Modell der atrophen Pseudarthrose

Knochendefektmodelle gelten als unverzichtbarer Bestandteil der unfallchirurgischen und
orthopadischen Forschung 2#%>¢°8' Dabei wird versucht die zugrundeliegenden molekularen
und zellularen Prozesse der gestorten Frakturheilung besser zu verstehen um geeignete
Therapiemodelle entwickeln zu kdnnen sowie dem Ruf der Patienten nach schneller
Rehabilitation ohne Funktionsverlust nachzukommen %%,

Gerade im Bereich der atrophen Pseudarthrosen existieren nur wenige wissenschaftliche
Studien '>**. In der Kilinik ist diese Form der Heilungsstérung nur schwer zu untersuchen, da

t 11142426273353123 |0 der Literatur sind

sie sich individuell sehr unterschiedlich darstell
vergleichsweise wenig Tiermodelle zur Entstehung und den biologischen Ablaufen von
atrophen Pseudarthrosen, welche mit einer reduzierten regenerativen Kapazitat

einhergehen, zu finden 381017193353

Das zeigt, wie schwierig es ist, eine solche
Heilungsstérung experimentell zu erzeugen '*%5'%°. Zwar gab es in der Vergangenheit eine
Vielzahl an Studien die sich mit dem Heilungspotential von Pseudarthrosen beschaftigten
519.21.2432338  gllerdings lagen hier vornehmlich Modelle mit groRen Frakturspalten, auch
Defekt kritischer GroRe (CSD) genannt (Punkt 2.3.2), zugrunde '92"24:25.27:30.32:40.47,55,57,58,66,70,
767882 | angfristig kann sich hieraus eine atrophe Pseudarthrose entwickeln, dies liegt jedoch
allein in der nicht iiberbriickbaren Spaltbreite begriindet '72>384047:58119 | atztendlich herrscht
bei dieser Heilungsstorung ein mechanisches und biologisches Milieu vor, welches nicht die
biologisch inaktive Situation widerspiegelt, aus der sich im klinischen Alltag eine atrophe

t 7,17,27,32,38,40,47,49,

Pseudarthrose entwickel *%%8 Diese Studien erlauben aber die Erforschung

von Tragerkonstrukten, die, in den Frakturspalt eingebracht, die Heilung stimulieren

108



Diskussion

sollen %, Viele Studien arbeiteten auch mit intramedullaren Marknageln als
Fixierungssystem ’19.2429.40.45:49.78.81,84,114.122180 ' Fin phedeutender Nachteil dieser ist aber die
fehlende Rotationsstabilitdt, woraus eine vitale, hypertrophe Pseudarthrose resultiert, deren

biomechanische Situation weder genau zu definieren noch zu reproduzieren ist

1724253340458 Andere Forschungsarbeiten versuchten (iber die Interposition von Gewebe

I 17,19,29,35,48,53,58,160

oder Fremdmateria eine atrophe Pseudarthrose zu induzieren, was der

klinischen Situation nicht entspricht 3192448138

In der initialen Phase der Osteogenese werden Praosteoblasten und Osteoblasten in der
Kambiumzellschicht des Periosts aktiviert °'®'. Die nachfolgende permanente Phase der
Osteoinduktion wird mit differenzierten Zellen aus dem mesenchymalen Reservoir bedient ™.

Somit wird vorwiegend das Periost als Zelltrdger und —lieferant vermutet >?4%3838% gber auch

16,26,47,66,121,157

das Knochenmark Beide Strukturen sind mit ihren pluripotenten

19,26,28,47,49,

Zellpopulationen fiir die Knochenheilung unerlasslich 1% Der Hypothese folgend,

dass eine atrophe Pseudarthrose durch einen Mangel an lokalen mesenchymalen

Stammzellen sowie deren Vorlaufern bedingt ist %, wurde in dieser Studie deren duRerst

3,25,47,109 Die

potentes, osteogenes Potential beeintrachtigt Induktion der atrophen

Pseudarthrose erfolgte {iber die thermische Zerstérung des Periosts 7'#17:19.24-27.33.35.36:48,60

und die manuelle Entfernung des Knochenmarks, wobei auch das Endost zerstort wurde

26:33,36.4547.48 ' Auch die umgebenden Weichgewebe sind in der Lage (iber GefaRe pluripotente

1025287882112 Gje migrieren in den Osteotomie-

Zellen zur Knochenheilung bereitzustellen
spalt und differenzieren sich zu knorpel- und knochenbildenden Zellen. Daher spielt eine
ungestorte Vaskularisation besonders in der frthen Phase der Knochenheilung eine

725265053138 m die Osteotomie am Femur setzen zu kénnen, musste

entscheidende Rolle
ein Zugang durch das Muskelgewebe erfolgen. Wie bei einer natirlichen Fraktur auch,
entstand dabei ein ausgepragter Gewebeschaden '*'°. Daneben beeintrichtigten auch die
Manipulationen an Periost, Knochenmark und Endost die Durchblutung und damit
einhergehend dessen Funktionalitat immens "%, Insgesamt simuliert damit dieses Modell

die kliniknahe Situation einer Fraktur mit ausgepragtem Weichteilschaden "*3**7.

5.1.2 Tiermodell
Die Modelletablierung erfolgte an der Ratte. Untersuchungen am Kleintier sind bei der

Bearbeitung wissenschaftlicher Fragestellungen in der Medizin weit verbreitet

14.19,25,26,3240.70.19 " In vitro-Versuche mit Zellkulturen weisen zwar aufgrund der einfachen

Standardisierung eine hohe Zuverlassigkeit auf, sind jedoch nicht in der Lage den gesamten

5485162 gowohl das Mikromilieu als auch die

Frakturheilungsprozess zu reprasentieren
dreidimensionalen Ablaufe im Skelettsystem lassen sich nur in vivo darstellen “®®"'?' Eine
atrophe Pseudarthrose im menschlichen Organismus ware das reprasentativste Modell, ist

33

aber ethisch nicht vertretbar Traumatisch bedingte Frakturen zeigen durch ihre

individuelle Morphologie und die vielen Begleitfaktoren extreme Variationen zwischen den
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11,14,26,27,33,42,65,123

Fallen Daher koénnen biologische Prozesse derzeit nur im in vivo-

2,14,19,24,25,27,54,65,127,162

Tierexperiment untersucht werden , wobei standardisierte Bedingungen

24-26,42,199
d

gewahrleistet sin . Allerdings sind die komplexen molekularen und zellularen

Mechanismen bei der Knochenregeneration nur teilweise bekannt

, und es ist schwierig, die
im Tierversuch gewonnenen Erkenntnisse auf den Menschen zu lbertragen 2#2"4%% Trotz
ethischer Bedenken sind angemessene in vivo-Versuche in der Knochenforschung weit

verbreitet und notwendig 3'922:27:3233.70.162,199

, bis die gegenwartigen wissenschaftlichen
Bemuhungen entsprechende Alternativen zum Tierversuch ermdglichen. Das Tierschutz-
gesetz regelt mit seiner Fassung vom 18. Mai 2006 im flnften Abschnitt genau, wie beim
Tierversuch zu verfahren ist. Diese Arbeit wurde streng nach den Vorgaben des Animal
Welfare Act, des NHI Guide for Care and Use of Laboratory animals und den National
Welfare Guidelines durchgefihrt. Eine Prifung erfolgte Uber den lokalen Beauftragten des

Landesamtes fir Gesundheit und Soziales in Berlin.

Paragraf 9, Absatz 2 des TierSchG schreibt vor, dass in einem Experiment mit Wirbeltieren
die Wahl auf die sinnesphysiologisch am niedrigsten entwickelte mdgliche Tierart fallen
muss. Diesen Bedingungen entsprechend wurde fir die Modelletablierung die Laborratte,
abstammend von der Wanderratte (Rattus norvegicus), als Versuchstier gewahlt '®*. Am

haufigsten werden die Stamme Sprague Dawley (SDR) und Wistar (WR) zu

8,11,14,21,25-27,31,32,45,46,48,57,58,67,70,76,81,164

Versuchszwecken verwendet Durch die grolde

5,8,25,40,70,84

Beliebtheit der Laborratte in der Forschung existiert ein breites Spektrum von

spezifischen  Antikbrpern und  Werkzeugen fur  molekularbiologische  Analysen
19.256570.76:84,127.162  Rattus norvegicus ist bisher das dritte Saugetier dessen Erbgut
entschliisselt wurde '®'%. Aus Aufzuchtstationen stammende Ratten zeigen eine hohe

genetische Ahnlichkeit 9258127

, dadurch werden interindividuelle Unterschiede in der
Frakturheilung minimiert. Die anatomischen GroRenverhaltnisse der Ratte stellen jedoch
eine kritische untere Grenze fiir Operationen am Knochen dar “*%*. Die in dieser Arbeit
vorgenommenen technisch anspruchsvollen Eingriffe und post mortalen Untersuchungen am

Oberschenkelknochen waren noch gut durchzufiihren 82°127.199

Kleine Tiere, besonders Ratten, besitzen ein groRes Frakturheilungs-Potential "'*%. So
heilen Frakturen der langen ROhrenknochen innerhalb von vier bis sechs Wochen
17,25,27.40.70.84.114.122 | jungen Ratten ist die Heilung einer Femurfraktur normalerweise nach
vier Wochen abgeschlossen ®''*'% die mechanischen Eigenschaften werden aber schon
nach wesentlich kiirzerer Zeit wiedererlangt **'??. Ein pathologischer Heilungsverlauf kann
daher schnell erkannt werden. So ist die Entwicklung einer atrophen Pseudarthrose bei der

7.17,21,36:4583,57.70 Baim Menschen kann

Ratte bereits nach acht Wochen sicher vorhersagbar
frihestens nach sechs Monaten eine Manifestierung nachgewiesen werden

17.19.212534.38.128167 Dyjeser ,Zeitraffer* kommt dem Forscher sehr entgegen, lassen sich doch
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Untersuchungen in wesentlich kiirzerer Zeit durchfiihren als dies beim menschlichen Modell

der Fall ware %2,

Ein weiterer Vorteil von Ratten ist das einfache Handling, was den Umgang mit ihnen sehr
unkompliziert gestaltet. Bei Erwerb, Unterbringung und Materialien flr Osteosynthese-

systeme oder pharmakologische Substanzen verursachen sie relativ geringe Kosten

24.25.3540,46,7084,95127.138,162163 ' Djas erméglicht, wie hier notwendig,

19,25,84

verglichen mit Grolfitieren

den Einsatz auch groRerer Tierzahlen

Es galt interindividuelle Unterschiede moglichst zu vermeiden. So kamen nur Tiere einer
Rasse sowie gleichen Alters, Gewichts und Geschlechts zum Einsatz. Um eine atrophe
Pseudarthrose mit einer moglichst geringen osteogenen Aktivitat zu erzeugen, ist es sinnvoll,
Uber das Alter der Tiere Einfluss auf die Knochenheilungspotenz zu nehmen, denn
ausgewachsene adulte Ratten entwickeln haufiger Pseudarthrosen als junge Tiere
172540.7084 | otztere weisen wachstumsbedingt einen hdheren Knochenstoffwechsel auf,
welcher auch ihre Heilungspotenz steigert 2'“%%_ Ab dem Zeitpunkt der Geschlechtsreife mit
ca. acht Wochen gelten die Tiere als adult "°. Um ein ausreichendes Alter der Tiere zu
Versuchsbeginn sicherzustellen, mussten die Tiere mindestens 410 g wiegen '®®. Die
Alterspanne lag somit zwischen 10 - 20 Wochen. Obwohl der physiologische
Frakturheilungsprozess im adulten Tier erst nach etwa zwolf Wochen vollstandig

abgeschlossen ist 324084122168

, gilt der hier vorliegende Untersuchungszeitraum mit acht
Wochen Standzeit als aussagekréftig bzgl. einer Vorhersage "'**. Das Héchstgewicht der
Tiere wurde aus Griinden der Standardisierung auf 460 g festgelegt. Um geschlechtsbedingt
unterschiedliche hormonelle Wirkungen auf die Knochenheilung zu verhindern 225407384
kamen nur mannliche Tiere zum Einsatz. Letztendlich wurden die Ratten randomisiert in

zwei Gruppen eingeteilt.

Die pra- und post-operativen Haltungsbedingungen, die Standzeit, das operative Verfahren
und das Osteosynthesesystem waren standardisiert. Nicht vermeidbare Unterschiede
ergaben sich zwischen den Tiergruppen nur durch die modellbedingten zusatzlichen

chirurgischen Manipulationen in der Versuchsgruppe (Punkt 3.2 + 5.1.3).

Wie bereits erwahnt, stellt sich die Ubertragung der im Tierversuch gewonnenen
Erkenntnisse auf die humane Situation haufig schwierig dar. Besonders die direkte
Ubertragung von Rattenexperimenten auf den Menschen darf aufgrund der groRen
Unterschiede zwischen den Spezies nicht vollzogen werden 2427323540:54127.162.169 ' yar Femyr
der Ratte unterscheidet sich im Vergleich zum Menschen durch seine GroRRe, Anatomie,
Biomechanik, Knochenzusammensetzung und den Knochenmetabolismus 244046192 Dje
Anatomie und die Biomechanik entsprechen den Belastungen, die der Gang der VierfuRRer
mit sich bringt. Bzgl. der histologischen Zusammensetzung ist besonders der Aufbau des

Rattenknochens (ber Primarosteone hervorzuheben, welche von ungerichtetem
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Geflechtknochen umschlossen sind. Primarosteone treten bei hoher entwickelten Tieren nur
fetal oder postnatal auf, werden anschlieRend durch Sekundarosteone ersetzt und von
Lamellenknochen umschlossen, wodurch sich eine gerichtete Struktur ergibt. Weiterhin fehlt
der Ratte das Havers-System, wodurch sich der Remodeling-Prozess andert *%84127:16° - Ayf
den in seiner Geschwindigkeit gegeniber dem Menschen wesentlich erhéhten Knochen-
metabolismus wurde bereits eingegangen. Da diese Arbeit jedoch der Grundlagenforschung
sowie der Erprobung neuer Therapien dient und sich die in der Frakturheilung
vorkommenden Zellmechanismen bei allen Sdugetierarten sehr dhneln, sind Rickschllisse

auf die Ablaufe beim Menschen durchaus méglich '419:24-27:54.70.84.199

5.1.3 Versuchsaufbau

Das vorliegende Modell ist an die Pseudarthrose-Modelle von Hietaniemi und Mitarbeiter
(1995) ' und Kokubu und Mitarbeiter (2003) ’ angelehnt. Beide Arbeitsgruppen versuchten
am Rattenfemur eine Heilungsstérung zu erzeugen, die dem Trauma einer natirlichen
Fraktur moglichst nahe kommen sollte. Dies realisierten sie durch das Setzen einer
geschlossenen Fraktur bzw. Osteotomie und das Kautern des Periosts zwei Millimeter
proximal und distal des Frakturspaltes. Allerdings erwies sich die dort eingesetzte intra-
medullare Marknagelung in Bezug auf die Rotationsstabilitat nicht als rigide genug um eine
standardisierte biomechanische Situation zu gewahrleisten '718:2533,37.40.81,84,122,127,134,140170
Weiterhin befindet sich bei diesem Fixierungssystem Fremdmaterial im Frakturspalt, was den
Heilungsverlauf erheblich beeinflussen kann und Untersuchungen an dieser Lokalisation

einschrankt %,

Dennoch gelang es beiden Autoren eine atrophe Pseudarthrose zu
erzeugen, wenn auch beim Team um Hietaniemi (1995) ' erst nach mehr als einem Jahr
Standzeit.

Wie bereits erwahnt, versuchten viele Studien eine atrophe Pseudarthrose Uber die
Schaffung eines kritischen Defektes zu erzeugen '92":242527.303240.46:47.57.58,70.76,7880-82.149 jjagg
resultierten jedoch aufgrund der DefektgroRe und nicht aufgrund der veranderten Biologie in
einer verzdgerten oder ausbleibenden Heilung. Wegen dieses atiologischen Unterschiedes
ist es falsch anzunehmen, diese Heilungsstorungen kénnten die genaue klinische Situation
der atrophen Pseudarthrosen reprasentieren ’, nur weil bei beiden die Wiederherstellung der
Funktionalitdt ausbleibt. Andere Studien versuchten Uber das Einbringen von Fremd-

,29,35,48,

materialien in den Frakturspalt °8.160171 die Heilung zu verhindern, dies entspricht

jedoch nicht dem klinischen Alltag.

Das Problem der adaquaten Frakturfixierung wurde in dieser Studie Uber die Verwendung
eines monolateralen externen Fixateurs geldst. Dieser stabilisiert durch seinen Aufbau eine
Fraktur in allen Ebenen *°37681127:152170.172 'Byie nost-mortalen Befunde bestétigen dies durch
die anatomisch korrekte Position der Fragmentenden und die geringe Kallusbildung mit

einem hohen Anteil an knéchernem Gewebe im Kallus in der Kontrollgruppe 26822 Aych
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die sofortige Belastung der Gliedmale bei allen Tieren post operationem deutet auf eine
weitgehende Schmerzfreiheit durch die vollstdndige Wiederherstellung der Funktionalitat

hin*. Vor Beginn des Projektes wurde der Fixateur externe einer ausgiebigen

127,152

biomechanischen Testung in vitro unterzogen . Dabei ergaben sich Werte fur die

Rotationsstabilitat von 7,8 £ 1,7 Nmm/° und fur die axiale Stabilitat von 34,3 £ 6,0 N/mm.
Damit weist dieses Fixierungssystem eine hohe biomechanische Festigkeit auf '*?, die kaum
eine interfragmentare Bewegung zuldsst und weit Uber der Festigkeit des intakten Femurs

der Ratte wahrend des normalen Ganges liegt '¥’. Die damit ausbleibende mechanische

4,19,152,173,174

Stimulation bietet keine optimalen Heilungsbedingungen , was der Etablierung

der atrophen Pseudarthrose in dieser Studie entgegen kommt.

Neben dem Fixateur externe standen als Fixierungsalternativen die intramedullare Nagelung
und osteosynthetische Platten zur Diskussion. Uber die Plattenosteosynthese kann eine
entsprechende Frakturstabilitat erreicht werden 7’ und der Patient kann die GliedmaRe friih

belasten *'. Um eine ordnungsgeméRe Plattenfixierung sicher zu stellen ist es allerdings

40,77

notwendig groRe Knochenareale freizulegen . Dadurch treten Komplikationen wie

ausgepragte Gewebetraumata, Infektionen und Devaskularisationen des Gewebes bzw. des

40,41

gesamten Kkortikalen Knochens mit eventuell nachfolgenden Knochennekrosen und

18,41,77

Pseudarthrosen auf. Auch die Verwendung von Marknageln bedeutet eine Zerstérung

gewisser Gewebestrukturen. Das um die Fraktur befindliche Muskelgewebe sowie das

Periost werden geschont, da der Zugang zur Implantation des Marknagels frakturfern

t32

erfolgt **. Jedoch wird ein Grofteil des intramedulldaren Gewebes mit der zugehdrigen

t 32,84,122,175,176

Blutversorgung verdrang . Inwieweit dies als Hauptfaktor fur eine gestorte

Frakturheilung angefiihrt werden kann, wird kontrovers diskutiert '®4"'?2'7% |nsgesamt bietet

der Marknagel keine dem Fixateur externe oder Plattensystemen vergleichbare Stabilitat

18.24,2537.3340.4583.84177 * Marknagel und Platten haben den entscheidenden Nachteil, dass

durch ihre Prasenz in der Heilungszone die dort stattfindenden Prozesse >'2"'%

gestort
werden. Die Verwendung des externen Fixateurs hingegen erlaubt es durch die frakturferne
Fixierung Uber Pins die Frakturheilung zu analysieren oder Therapien zu etablieren, ohne
dass es im Spalt zu Wechselwirkungen zwischen Implantat und Gewebe kommt

38.40,53,70.81.84.127.140 g0 wird der Fixateur externe heutzutage haufig fiir experimentelle Studien

6,8,10,21,23,28,30,31,36,47,48,53,57,67,70,76,81,82,97,118,120,127,129,138,145,170,177,178 In der Human-

angewendet *
medizin gilt er gegeniiber anderen Systemen als sehr gewebeschonend °' und gut
vertraglich ">'"?. Neben seiner Effektivitat stellt er sich unkompliziert im Aufbau dar. Je nach
Tierart kann im Experiment eine komfortable GrofRe mit entsprechend geringem Gewicht
verwendet werden (Punkt 3.2.2). Der Aufbau und das Design des Fixateurs haben eine
groRe Auswirkung auf dessen Steifigkeit ®. So zeigten rostfreie Stahlpins die groRte axiale
Steifigkeit. Auch wird ein Fixateurkérper aus Metall im Rattenmodell als am stabilsten

40,81,179
t

bewerte . Insgesamt verspricht die Verwendung des Fixateur externe ein leicht
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[ 3,53,70,81,127,152

reproduzierbares und biomechanisch gut definiertes Model mit einer niedrigen

Versagensrate 8%,

Die wichtigsten chirurgischen Schritte dieses Modells sind nach der Knochendurchtrennung
die Deperiostierung und Knochenmarkskurettage, um jegliches biologisches Potential fur die
Knochenheilung auszuschalten. Das chirurgische Vorgehen erfolgte nach den
Knochenbehandlungs-Kriterien der Arbeitsgemeinschaft Osteosynthese (AO) und wurde
stets von ein und demselben hochqualifizierten Chirurgen ausgefihrt. Die Entwicklung der
atrophen Pseudarthrose wurde in dieser Arbeit am Oberschenkelknochen (Femur)
durchgefuhrt. Als geeignete Knochen fur Frakturmodelle werden lange Réhrenknochen wie
der Femur oder die Tibia angesehen. Zum einen eignen sie sich durch ihren anatomischen
Aufbau %°, zum anderen treten hier am Menschen die haufigsten Pseudarthrosen auf
20.23,24,2621,34.3640. = Allerdings weist die Tibia durch ihre dreieckige Form und gebogene
Langsachse eine Asymmetrie auf. Dies erschwert die Implantation von stabilen

25

Fixationssystemen und biomechanische Testungen “°. Der Femur eignet sich aufgrund

seiner ubersichtlichen Morphologie besonders gut fur die Erarbeitung wissenschaftlicher

24,40,46,84,199

Fragestellungen in der Knochenforschung und wird viel verwendet

1419.21.25,32.334558.6067.74  Der  symmetrische  Aufbau  erleichtert die  chirurgischen
Vorgehensweisen, sowie rontgenologische, computertomographische oder histologische

25

Auswertungen und ermdglicht somit eine hdhere Standardisierung eines Modells.

Weiterhin wird der Femur in der Ratte, wie auch beim Menschen, beim Laufen

biomechanisch zyklisch belastet 2>

Kokubu und Mitarbeiter (2003)  setzten in ihrem Modell eine geschlossene Fraktur, welche
der natiirlichen Situation ndher kommt als eine Osteotomie *. Allerdings ist das Setzen einer
Fraktur mit einhergehender Montage eines Fixateur externe nicht durchflhrbar, da es dabei
zu komplexen Frakturen, besonders um die Pinkanale herum, kommen kann #4%'?7 Eine
offene Fraktur mit Osteotomie ist technisch wesentlich leichter zu realisieren und bietet eine
bessere Standardisierung der Situation 2**®’°. Auch der Fixateur externe wurde
standardisiert montiert. Dies erforderte zunachst eine weitreichende Freilegung des Femurs
mit einhergehendem groflen Weichteilschaden, wie es auch klinisch im Fall einer Fraktur
auftreten kann "'*?°_ Im Allgemeinen wird angenommen, dass durch das gréRere Trauma die
Heilung beeintréchtigt werden konnte 7202>27:31:334249.145 1| andry und Mitarbeiter (2000) *°
haben untersucht, inwieweit sich das Ausmalf der Gewebeverletzung auf die Frakturheilung
auswirkt und beobachteten eher Gegenteiliges: die periostale Antwort und damit
einhergehende Osteogenese wird von einem groflen Weichteiltrauma eher angekurbelt.
Auch Kokubu und Mitarbeiter (2003) ’ stellten in ihren Vorversuchen mit Osteotomien keinen
wesentlichen Heilungsunterschied zu geschlossenen Frakturen fest. Fir diese Studie wurde
der gewebeschonendste Zugang von lateral gewiahlt ®', der eine stumpfe Praparation

zwischen den Muskelbauchen bis auf den Femur erlaubt. Um die Operation standardisiert
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und reproduzierbar durchzufihren, wurde der Fixateur externe vor der Osteotomie komplett
montiert >#"'?’. So konnte einer Fragmentdislokationen durch Banderzug und Muskelkrafte
vorgebeugt werden **'. Dazu mussten zunéchst die Pins des Fixateurs gesetzt werden. Hier
wurde ein grof3erer Pindurchmesser (1,25 mm) im Vergleich zum Bohrloch (1 mm) gewahlt,
da dieses Ubermal den Verbund mit dem Knochen und somit die Stabilitat des Fixateurs
verbessert ""®®3'70  Ebenso verringert ein groRerer Pindurchmesser das Risiko von
Pinbriichen wahrend der Tragezeit '°. Der Querbalken des externen Fixateurs wies vier
Nuten flir die Pins auf. So lie3 er sich als Bohrschablone nutzen, was das parallele Setzen
der Bohrldcher in einem definierten Abstand erheblich vereinfachte und standardisierte .
Da beim Bohren leicht thermische Nekrosen des Knochens entstehen, wurde darauf
geachtet, mit stets scharfen Bohrern nur langsam und ohne grof3en Druck zu bohren und
den Knochen standig durch Spulungen zu kihlen. Die Kortikalis wurde monokortikal gebohrt
und die Pins bikortikal eingedreht. Auf diese Weise sind die Pins besser in der Kortikalis
verankert was ebenso die Stabilitdt des Fixierungssystems steigert. Bei vorsichtiger
Operationstechnik zerstéren die Pins keine groReren Gefafle und beim langsamem

41

Eindrehen von Hand entstehen keine thermischen Nekrosen “'. Das exakt senkrechte

Eindrehen aller Pins, wodurch Lysen-ausldsende Spannungen vermieden werden 328127
gelang wiederum mit dem Fixateur-Querbalken als Schablone. Nach der vollstandigen
Montage des Fixateurs wurde mittels einer Trennscheibe die Osteotomie durchgefuhrt. Auch
bei diesem Vorgang musste stetig zur Kihlung gespult werden, um Knochennekrosen zu

verhindern *

' Diese wiirden der Entwicklung der atrophen Pseudarthrose zwar entgegen
kommen, lassen sich aber nicht standardisieren. Im Anschluss an die Osteotomie wurde das
umliegende Weichgewebe ebenfalls grundlich gespilt, um Knochenspane mit ihrer

heilungsférdernden Wirkung oder auch mégliche Metallspane zu entfernen *#'.

Die zusatzlichen Manipulationen in der Versuchsgruppe erforderten eine anschliellende
Demontage des Fixateurs. Das Periost wurde im Abstand von zwei Millimetern von der
Osteotomie thermisch zerstort, ebenso samtliche darin enthaltene Zellen. Damit wurde die
Knorpel- und Knochenformierung an der Verletzungsstelle sowie die dort vorliegende
Blutversorgung nachhaltig inhibiert #'". Schweiberer und Mitarbeiter (1999) '® verwiesen auf
einen dem Periost innewohnenden Progenitorzelltyp, die praterminierten osteogenen
Stammzellen (DOPC). Diese Uben vor allem initial eine Schrittmacherfunktion im
Heilungsprozess aus und kdénnen sich zu samtlichen fur die Osteogenese notwendigen
Zellen differenzieren (Punkt 2.2.2). Gleichzeitig wird Uber die zerstorte Gefallversorgung
verhindert, dass initial osteogene Stammzellen aus dem umliegenden Weichgewebe in die

10,28,67,78,82,

Defektzone einwandern "2 Die Deperiostierung wird in der Literatur als eine sehr

effektive Methode angesehen, um erfolgreich eine atrophe Pseudarthrose zu erzeugen
37.17,26,33,364783  Kokubu und Mitarbeiter (2003) ” fiihrten Vorversuche zum Kautern des

Periosts durch und konnten bei vorsichtiger Vorgehensweise keine thermischen Nekrosen an
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der Kortikalis feststellen. Das fir den kortikalen Knochen schonendere Abziehen des

3147.4883138 \yyrde als Zelleliminationsmethode nicht als ausreichend

Periosts (Strippen)
erachtet, da Teile der Kambiumzellschicht auf der Kortikalis verbleiben kénnen °'. Durch die
Klrettage der Knochenmarkshéhlen im Abstand von vier Millimetern vom Spalt mit
anschlielender Spulung wurde auch die endostale Regenerationsreaktion gehemmt. Die
Manipulationsabstande von der Osteotomie (2 und 4 mm) werden als ausreichend erachtet,
um wahrend der nachfolgenden achtwochigen Standzeit die heilungsbezogenen

Zellreaktionen dieser Einheiten zu inhibieren 1424334760,

Zur endgultigen Montage des Fixateurs wurde der Fixateur-Querbalken als Mal} fur einen
standardisierten Querbalken-Knochenabstand herangezogen. Der gewahlte Abstand von
zwei Querbalkenbreiten (10 mm) verhinderte Uberlagerungen des rontgendichten

Querbalkens mit dem Femur bei den radiologischen Verlaufskontrollen.

Die abschlielende Hautnaht wurde um die Pins herum gesetzt. Hierdurch kénnen
Hautreizungen auftreten, die Wundheilungsstérungen verursachen und Mikroorganismen
einen erleichterten Zugang ermdglichen. Moglicherweise wurde der Wundverschluss mittels
eines Hautlappens diese Faktoren reduzieren. Dabei werden Stichinzisionen im Hautlappen
vorgenommen und Uber die Pins gezogen. Die endgultige Hautnaht liegt letztendlich weiter

von der Operationsstelle entfernt '8

Da das Gesamtprojekt auch Tiergruppen mit Therapieversuchen umfasste, die mit autologen

Zellen behandelt wurden %%

(Punkt 3.2.1), wurde aus Grinden der Standardisierung
samtlichen Tieren Knochenmark aus der rechten Tibia entnommen. Dies schloss auch die in
dieser Arbeit beschrieben Tiere zur Modelletablierung ein. Diese Entnahme erfolgte an der
kontralateralen Tibia um Reizungen am zu osteotomierenden Femur zu vermeiden. Bei
diesem einfachen, wenig invasiven Eingriff per kurzer Inhalationsnarkose zwei Wochen prae
operationem wurde nur eine kleine Menge Aspirat (1 ml) entnommen. Insgesamt ist nicht
davon auszugehen, dass diese MalRnahmen die Heilungsvorgdnge am osteotomierten
Femur beeinflussten. Ebenso erforderte die Standardisierung die Applikation eines Placebos
(Zellmedium) zwei Tage post operationem in den Osteotomiespalt der Tiere der
Versuchsgruppe (Punkt 3.2.5). Es handelte sich um ein einfaches, flissiges Zellmedium
ohne weitere Agenzien, somit war ein Einfluss auf den Heilungsprozess nicht zu er-
warten 882 Es wird vermutet, dass das Medium im Verlauf der Standzeit resorbiert wird.
Dennoch hatte zur besseren Vergleichbarkeit der Tiergruppen in dieser Studie die
Kontrollgruppe ebenfalls Zellmedium erhalten missen, um so einen Einfluss des Mediums

konsequent ausschlie®en zu kénnen.

5.1.4 Entnahme und Aufbereitung des Untersuchungsmaterials
Die Entnahme der zu untersuchenden Femora nach der Standzeit war einfach, der Fixateur

externe verblieb zunachst aus Stabilitdtsgriinden am Knochen. So konnte das Kallusgewebe
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durch von aulien einwirkende Krafte keinen Schaden nehmen. Bei der Praparation des
Femurs wurde eine dinne Muskelschicht auf der Knochenoberflache belassen, ebenfalls um
das Kallusgewebe zu schonen. Der Fixateur wurde entfernt, sobald die Praparate durch die

anschliel3ende Fixierung mittels Formaldehyd ausgehartet waren.

Das Anfertigen der Serienschnitte aus dem Osteotomiebereich erfolgte am eingebetteten
Praparat (Punkt 3.5.1). Die unentkalkten Kunststoffpraparate waren schwierig zu schneiden,
da bereits kleinste, nicht ausreichend infiltrierte Knochenareale zu ZerreiRungen des
Schnittes  fuhrten. In diesen Fallen war ein Auflésen der Praparate in
Methoxyethylacetat (MEA) notwendig. Die Knochen mussten erneut die vollstandige Pra-
und Infiltrationskaskade durchlaufen und anschliefend neu eingebettet werden, was zu
optimalen Schnitten fuhrte. Aus den entkalkten Paraffinpraparaten wurden problemlos
Serienschnitte angefertigt. Binde- und Knorpelgewebe in Schnittpraparaten kdénnen gut
mittels Safranin Orange/ Lichtgrin-Farbung differenziert werden. Bei den Farbeversuchen an
den unentkalkten Kunststoffpraparaten stellte sich jedoch heraus, dass die Farbung mit

Safranin Orange/ von Kossa die beste Ubersicht bot.

5.1.5 Auswertungen

Um die Auswertung der Gewebedaten zu standardisieren wurde eine ROI festgelegt
(Punkt 3.6.1), die 7 mm breit war und so nur den osteotomiespaltnahen Bereich umfasste.
Reaktionen des Knochens und der Weichteile durch die Bohrdrahte wurden dabei nicht in die
Auswertung aufgenommen, um eine Verfalschung der Ergebnisse zu vermeiden. Die Hohe
der ROI legte sich durch die Héhe des weichen, periostalen Kallus fest, variierte somit von
Tier zu Tier. Auf diese Weise konnte sichergestellt werden, dass das im Osteotomiebereich

entstandene Gewebe komplett erfasst wurde.

Die Auswertung der Rodntgenbilder und die Festlegung der zu untersuchenden Kriterien
wurden durch die Autorin durchgefuhrt. Aus diesem Grund erfolgte deren Beschreibung
einschliellich der Grélkenverhaltnisse rein subjektiv. Um dies zu relativieren kamen pro Tier
und Untersuchungszeitpunkt Rdntgenaufnahmen in drei verschiedenen Ebenen zum
Einsatz. So war es mdglich, eine vergleichende und aufschlussreiche Ubersicht im Hinblick
auf den Heilungsvorgang bzw. die Etablierung der atrophen Pseudarthrose zu erhalten.

Insgesamt liefern zweidimensionale Réntgenbilder '#203¢:12°

nur begrenzte Informationen
(iber den Heilungsverlauf °*%*_ In Kombination mit der Histologie, Histomorphometrie und
Biomechanik ergibt sich jedoch eine eindeutige Aussage ‘. Die Aufnahmen lassen sich
mittels der heutzutage Uberall verfligbaren Gerate kostengunstig, mit geringem Aufwand und
im Tierversuch uber eine nur sehr kurze Narkose schnell erstellen. Die Belastung der Tiere
und ein eventueller Einfluss auf die Frakturheilung durch zusatzliche Faktoren werden so

minimiert.
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Im Tierversuch und am Patienten hat in den letzten Jahren die Untersuchung von

Heilungsbeeintrachtigungen mittels Mikro-Computertomographie immer mehr zugenommen

11,25,126 11,27,36,48,70,73,74,125

Die Erstellung dieser dreidimensionalen Aufnahmen ergibt
zuverlassigere Serienschnittbilder in allen Ebenen, welche quantitative Messungen der
Struktur und Zusammensetzung von Geweben mit einer hoheren Aufldésung ermdglichen

11,31,34,36,48,73,74,83.84.125,199 ' \1it dieser Alternativmethode kénnen evtl. zusatzliche Informationen

abgeleitet werden '":%5:26:84199

um vergleichbare oder auch bessere Prognosen stellen zu
kdnnen '®. Allerdings stellt es sich teilweise schwierig dar, die entstehende Datenfiille
entsprechend zu deuten '°. Da die kostspieligen Geréte haufig noch nicht zur Verfiigung
stehen und die Untersuchung fiir die Patienten eine hohe Strahlenbelastung bedeutet "',
wird diese Bildtechnik am Patienten derzeit als ,Goldstandard“ gefiihrt und vorwiegend zur
pra-operativen Planung eingesetzt %%, Auch ist die Verwendung bei bestehenden
Metallimplantaten als kritisch zu werten ?°> und im Tierversuch zeigt sie sich durch eine lange

Aufnahmedauer mit entsprechender Narkosedauer als relativ aufwandig.

Derzeit gilt die Erstellung von Réntgenaufnahmen sowohl am Patienten im klinischen Alltag
als auch im Tierversuch als Standard und wird am haufigsten eingesetzt "%, Die
Fragestellungen dieser Studie wurden mit Unterstitzung dieses Verfahrens ausreichend
beantwortet, daher konnte auf die zusatzliche Auswertung Uber die Mikro-Computer-

tomographie verzichtet werden.

Die deskriptiv-histologische Untersuchung der Movat Pentachrom-gefarbten Praparate unter
aufsteigender lichtmikroskopischer VergrofRerung erfolgte nach einem Schema, in dem die
zu untersuchenden Gesichtspunkte selbst zusammengestellt und dem Thema dieser Arbeit
entsprechend gewichtet wurden. Diese deskriptiven Beurteilungen wurden durch die
histomorphometrisch erhobenen Daten untermauert und erganzt, wodurch sich die

Gesamtbeurteilung des Heilungsverlaufes bzw. der Pseudarthroseentwicklung objektivierte.

Die Bestimmung der Osteoklastenanzahl erfolgte unter dem Lichtmikroskop. Gezahlt wurden
aktive Osteoklasten, die sich rosarot angefarbt darstellten, mindestens zwei Kerne enthielten
und sich in unmittelbarer Nahe des Knochens befanden "', Bei der TRAP-Farbung wird zur
Bestimmung der Osteoklasten die fur sie charakteristische, lysosomenstandige Tartrat-
resistente saure Phosphatase, ein Enzym, angefarbt. Dabei ergaben sich auch innerhalb
eines Praparates unterschiedlich abgesattigte Anfarbungen, vermutlich je nach
Enzymaktivitat. Allerdings konnten diese unterschiedlichen Anfarbungen der Osteoklasten
auch durch den vorherigen Aufbereitungsprozess zustande gekommen sein. Enzyme sind
sehr hitzeempfindlich. Die entkalkten Knochen mussten zur Einbettung mit teils bis zu 60°C
erhitztem Paraffin Ubergossen werden. Diese Temperaturen koénnten teilweise eine
Denaturierung der Enzyme hervorgerufen haben. Weiterhin zeigte sich die Markierung der

ROI zur Osteoklastenauswertung schwierig, da die eingesetzte Plexiglasschablone leicht
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verrutschte. Um Fehler seitens der Untersucherin zu verringern wurde eine Dreifachzahlung
eines Schnittpraparates mit anschlielender Berechnung des Mittelwertes durchgefuhrt. Die
Angabe der Osteoklastendichte, definiert als die Anzahl der Osteoklasten pro mm?
Knochen [OC/ mm?], erfolgte mit Hilfe der in der Movat Pentachrom-Farbung bestimmten
Knochenflachen [mm?]. Die Bestimmung der Dichte ermdglicht den objektiven Vergleich,
denn anhand der Absolutwerte war aufgrund der interindividuell unterschiedlich grofden

ROI-Gesamtflachen keine gultige Aussage moglich.

Die Darstellung der Blutgefalle in den entkalkten Schnittpraparaten erfolgte anhand der
a-SMA-Farbung, welche die glatte GefaBmuskulatur mit einer intensiven, gut sichtbaren
Rotfarbung versah. Da sich neue Kapillaren anfangs nur aus endothelialen Zellen formen,
enthalten sie noch nicht die zur Farbung notwendigen Antigene. Auch weitere Versuche,
diese Kapillaren mit einer Farbetechnik zu erfassen, z.B. durch Anfarbung des
endothelzellstdndigen von Willebrand-Faktors, fihrten zu keinem befriedigenden Ergebnis.
Daher blieb die Anfarbung der Kapillaren aus ''®. Die Auszahlung der GefaRe erfolgte mittels
eines Bildbearbeitungsprogrammes am Computer unter lichtmikroskopischer Kontrolle.
Dabei wurde jedes gezahlte Gefald markiert, was eine Mehrfachzahlung verhinderte und die
Genauigkeit der Ergebnisse erhohte. Aufgrund dieser computergestiitzten Untersuchung
wurde jedes Praparat nur einmalig ausgewertet. Auch die GefalRdichte wurde fir den
objektiveren Vergleich mit Hilfe der Uber die Movat Pentachrom-Farbung errechneten
Flachen, in diesem Fall Bindegewebsflachen, berechnet und definierte sich als die Anzahl

der Gefalle pro mm? Bindegewebe [Gefalke/ mm?].

Mit Hilfe der computergestltzten Bildanalyse lassen sich histomorphometrische Daten leicht
erheben. Dabei kdnnen spezielle Programme Uber die Modifikation von Parametern auf die
besonderen Bedurfnisse einer Auswertung zugeschnitten werden. Die Breite der ROl wurde
durch das Programm bestimmt, die Festlegung der Héhe erfolgte manuell vom Anwender.
Die Berechnungen aller zu untersuchenden Gewebeflachen wurden auf die GroRe der ROI-
Gesamtflache bezogen, um die tierspezifischen Flachenunterschiede zu relativieren. Diese
prozentuale Anteilsberechnung ermdglichte den objektiven Vergleich. Ebenso kdnnen die
Bildanalyseprogramme auf bestimmte Farbungen eingestellt werden. Anhand von Farbpixeln
werden die zu ermittelnden Gewebetypen automatisch detektiert, was wiederum die
Objektivitat der Daten sichert. Bei der Safranin Orange/ von Kossa-Farbung ergaben sich
einige Probleme. So konnte das Programm &hnlich angefarbte Gewebe nicht ausreichend
differenzieren. Daher war es notwendig, einige Gewebebereiche manuell unter
lichtmikroskopischer Kontrolle zu korrigieren bzw. zu kennzeichnen, so z.B. bei der
Differenzierung der schwarz angefarbten kndchernen Gewebe der Kortikalis und der
periostalen und endostalen Hartkalli oder bei der Differenzierung von rétlich angefarbtem
Knorpel- und Bindegewebe. Ebenso mussten Artefakte in den Praparaten manuell aus der

computergestitzten Auswertung entfernt werden (Punkt 3.6.4.1). Um die Fehlerquote und
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die Subjektivitat zu minimieren, wurden pro Tier vier Schnitte ausgewertet. Aus diesen vier
Schnitten wurde der Median berechnet, welcher eventuell auftretenden grofen Streuungen
der Daten innerhalb eines Tieres weniger Gewicht zukommen lasst. Im Fall der Movat
Pentachrom-Farbungen mussten aus gleichen Grinden einige manuelle Markierungen und
Korrekturen vorgenommen werden (Punkt 3.6.4.1). An diesem Paraffinschnitt wurden die
kndchernen und bindegewebigen Flachen bestimmt, welche wiederum als Berechnungs-
grundlage fur die Osteoklasten- und Gefalldichte herangezogen wurden. Die Flachendaten
konnten nicht aus der Berechnung der Safranin Orange/ von Kossa-Farbungen stammen, da
es sich hier um andere Tiere handelte. Die Osteoklasten-, Gefal3- und Movat Pentachrom-

Farbungen erfolgten an dem entkalkten Praparat ein und desselben Tieres.
5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Operationsverlauf und Kontrolluntersuchungen der Versuchstiere

Die Operation verlief bei samtlichen Tieren ohne Komplikationen. Der gute postoperative
Allgemeinzustand und die sofortige, dauerhafte Belastung der osteotomierten Gliedmale
sind Zeichen flr eine durch das Osteosynthesesystem wiederhergestellte Funktionalitat der
GliedmaRe ohne, oder mit anfanglich nur geringem, Schmerz **'?’. Beides weist auf eine

ausgepragte interfragmentare Stabilitat hin *.

Die Prufung der Korpergewichte bei den woéchentlichen Kontrolluntersuchungen ergab eine
signifikante Differenz am Tag der Osteotomie. Diese resultierte aus der Gewichtsspanne fur
den Einsatz der Tiere in der Studie. Am Tag der Operation lagen die Gewichte der Tiere der
Versuchsgruppe (berwiegend im unteren Bereich dieser Gewichtsspanne, die der
Kontrolltiere im oberen. Letztendlich blieb die Differenz ohne Bedeutung, da sich die
Kdrpergewichte beider Gruppen nach der zweiten Standwoche wieder angeglichen hatten.

Im weiteren Versuchsverlauf nahmen alle Tiere altersgemaf an Gewicht zu.

Zwei Tiere wurden aufgrund von Infektionen wahrend der Standzeit von der Studie
ausgeschlossen. Ein Tier zeigte eine tiefe, eitrige Infektion des osteotomierten Femurs mit
radiologisch feststellbaren, ausgepragten Osteolysen. Post mortem erfolgte per Obduktion
die Diagnose einer infektidsen Entziindung des Knochens und des Knochenmarks (Osteitis).
Das zweite Tier erkrankte an einer systemischen Infektion, gekennzeichnet durch einen
schlechten Allgemeinzustand und einem stark geschwollenen, osteotomierten Femur. Es ist
unwahrscheinlich, dass bereits vor der Osteotomie Infektionen vorlagen, denn Neuzugange
an Tieren stammen aus renommierten Zuchtlaboren und stehen vor ihrem Studieneinsatz
einige Wochen unter Beobachtung. Ebenso verliefen die Eingriffe und Untersuchungen unter
mdglichst hygienischen Bedingungen. Osteitiden treten sehr haufig nach Operationen am
Skelett durch eingedrungene Krankheitserreger auf '®*. Diese kénnen auch post operationem
iiber die Pins des Fixateur externe in den Knochen gelangen 3707612718518 " A5 Folge von

32,76,83,186

Infektionen kénnen Pinlockerungen, Osteolysen und Nekrosen auftreten . In der
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Rattenhaltung ist es mdglich, dass Kontaminationen der Operationswunde mit Kot
vorkommen. Da Pintraktinfektionen als Risikofaktor bei der Verwendung des externen

Fixateurs bekannt sind 3270.76.127.185186

, ist dieser Weg der Infektion am wahrscheinlichsten.
Eine Antibiotikaprophylaxe erfolgte nicht, um die Ergebnisse der nachfolgend durchgeflihrten
Therapiestudien nicht zu beeinflussen (Punkt 3.2.1). Auch werden geringe lokale Infektionen
von Ratten gut durch ihre hohe immunologische Kompetenz kompensiert **'#. So wiesen
die meisten Pineintrittsstellen eine gute Wundheilung auf, welche nach 14 Tagen
abgeschlossen war. Pintraktinfektionen sind vermutlich auch die Ursache fir die
vorhandenen Verkrustungen und Granulationsgewebe an den Pineintrittsstellen, welche
haufig vernehmlich an P1 und P4 mit einem Ausmal} von 1 — 5 mm auftraten. Beim Vergleich
der Kontrolluntersuchungsdaten mit den histologischen Schnittpraparaten der
entsprechenden Tiere ist eine eindeutige Korrelation dieser Wundverhaltnisse zu
bestehenden Pinkalli und Osteolysen festzustellen. Allerdings bedeutete das Vorliegen
auffalliger Wundverhaltnisse keinen Ausschluss aus der Studie, da anhand dieser das

Ausmal} eventuell bestehender Pinkalli und Osteolysen nicht abgeschatzt werden konnte.

Vier Kontrolltiere sowie 15 Tiere der Versuchsgruppe mussten aufgrund massiver
Kalluszubildungen und/ oder starker osteolytischer Veranderungen um die Pins herum nach
der achtwdchigen Standzeit ausgeschlossen und ersetzt werden. Dieses Ungleichgewicht
zwischen den Gruppen deutet darauf hin, dass die Ursache nicht in dem nahezu identischen
Operationsverlauf oder den Haltungsbedingungen liegen kann. Beinahe samtliche
Kontrolltiere entwickelten, im Gegensatz zu den Tieren der Versuchsgruppe, wahrend der
Standzeit einen den Spalt Uberbrickenden Kallus (Punkt 4.3.1.1). Dadurch erfolgte
offensichtlich eine Entlastung des Pin-Knochen-Kontaktes. Durch die ausbleibenden
Uberbriickungen in der Versuchsgruppe waren die Pin-Knochen-Kontakte starker belastet
was teilweise zu einer Nekrose und Lyse des Knochengewebes um die Pins herum fuhrte.
Die daraus resultierende Pinlockerung wurde mit einer vermehrten Formierung von
stabilisierendem Kallus beantwortet. Die Beeintrachtigungen ebneten den Weg fir Uber den
Pin eindringende Bakterien, die tiefe, in diesen Fallen stets vorhandene Entziindungen
hervorriefen und ihren Teil zur Osteolyse beitrugen **7%7®. Bestatigt wird diese Vermutung
auch uber die radiologisch erfasste Lokalisation der Osteolysen und Pinkalli. Sie traten meist
auf der lateralen Femurseite (Kortikalis | und Il), an der Eintrittsseite der Pins, auf. Auch ist
bekannt, dass bei der natirlichen Belastung der Gliedmalfie auf der lateralen Femurseite die
meiste Kraft auftritt, was die Entwicklung von Osteolysen um die Pinkanale begunstigt. Die
erhohte Pinkallusbildung an P1 und P4 lasst sich durch die nahe Lokalisation zu den
Gelenken erklaren. Durch die Gliedmalenbelastung wahrend der Standzeit wurden auch die
Gelenke beansprucht, deren Bewegung sich auf die nahe gelegenen Pins ausweitete. Der
Grund fir den Ausschluss osteolytischer Tiere liegt in der mit den Osteolysen

einhergehenden Pin-Lockerung. Denn diese fluhren wiederum zu einer vermehrten
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Bewegung im Osteotomiespalt "®'®”. Zur Schaffung der atrophen Pseudarthrose wurde in
diesem Modell jedoch eine biomechanisch mdglichst rigide Situation angestrebt
(Punkt 2.3.3) >"1194384 " Mikrobewegung im Osteotomiebereich wiirde die Heilung eher

fordern #1829374176118 = ihermaRige Bewegung fiihrt zu einer hypertrophen Pseud-

3,7,17,20,25,34,37,38,40,41,44,45,115
arthrose .

Die radiologisch festzustellenden Ausschlusskriterien
,Pinkallus > 6 Pindurchmesser‘ und ,Osteolyse > 1,5 Pindurchmesser” (Punkt 4.1) wurden
als Grenzwerte beschlossen, oberhalb derer man in jedem Fall von einem unerwinschten
Einfluss auf die Frakturheilung ausgehen kann. Am zweiten Kortikaliskontakt eines
osteolysetragenden Pins durfte keine weitere Osteolyse vorliegen. Denn in diesem Fall ware
der Pin nicht mehr fest. Die in der ROI liegenden Pins P2 und P3 zeigten ebenfalls in einigen
Fallen Pinkalli (Punkt 4.2.6 + 4.3.1.1). Am histologischen Schnitt konnte anhand der Form
des Pinkallus kontrolliert werden, ob das Entstehen dieser kallésen Zubildungen durch Reize
von Seiten der Pins zustande kam. In solch einem Fall baut sich der Pinkallus in Form eines
kleinen Vulkans um den Pin herum auf. Der Fu des Vulkans durfte den Spaltbereich nicht

tangieren, andernfalls hatte der Ausschluss des Tieres erfolgen missen.

Der gesamte Fixateur wurde im Rahmen der wochentlichen Untersuchungen manuell und
radiologisch auf korrekten Sitz Uberprift. So konnten Schrauben- und Pinlockerungen
ausgeschlossen und die anatomisch korrekte Position der knéchernen Osteotomieenden
Uberpruft werden. Post operationem blieben wahrend des gesamten
Untersuchungszeitraumes Dislokationen aus, ebenfalls ein Hinweis fur eine bestandige

Knochen-Implantat-Steifheit '#’.

5.2.2 Radiologie

Die Rdntgenaufnahmen nach zwei, vier, sechs und acht Wochen Standzeit lassen einen
Heilungsprozess in der Kontrollgruppe und die Entwicklung einer deutlichen Heilungsstérung
in der Versuchsgruppe erkennen. In der Kontrollgruppe wurde dies durch die mit der Heilung
einhergehenden, rontgenologisch feststellbaren Merkmale, wie vollstandige rdntgeno-
logische Verdichtung des Osteotomiespaltes mit periostaler und endostaler Kallusformierung
deutlich 24788.77.78170 Bej ginigen Tieren traten bereits Remodelingerscheinungen auf. Die
meisten Tiere der Versuchsgruppe hingegen zeigten deutlich sichtbare Osteotomiespalte,

nur wenige enthielten lokal rontgendichteres Gewebe.

So waren die periostalen Kalli der Kontrollgruppe bereits zwei Wochen post operationem
an samtlichen Kortizes als wolkige Verschattungen sichtbar. Da das Periost durch die
Osteotomie nur durchtrennt und nicht in gréBerem Umfang vom Knochen abgehoben

wurde 428°

, war es offensichtlich sehr schnell in der Lage, per intramembrandéser Ossifikation
auf der Kortikalisoberflache innerhalb der ROI und direkt am Osteotomiespalt Kallus bilden.
Im Verlauf der Standzeit steigerte sich die Rontgendichte der periostalen Kalli und die

Kallusenden befanden sich bereits sehr friih direkt am Spalt. Dort verstarkten sie sich durch
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die erhdéhte Aktivitat des Periosts und die zwei gegenlberliegenden Enden wuchsen
aufeinander zu bis sie sich miteinander verbinden konnten. So bildete ihre den Knochen
ummantelnde Uberbriickung eine wellenférmige Erhebung (iber dem Spalt . Die schnelle
Entwicklung, die rontgenologisch durchgehend darstellbare Mineralisierung und die
insgesamt nur geringe Verstarkung der Ausmalle der Kalli weisen auf einen Prozess hin, der

ablief 1921:24354%47.127  Opne ausreichende

unter optimalen Bedingungen storungsfrei
Stabilitdt entstehen UbermaRige Kalluszubildungen. Da dabei die Mineralisierung
beeintrachtigt ist, ware der Osteotomiespalt fortwahrend im Rontgenbild sichtbar geblieben
34476118 Nach der Standzeit zeigten mehr als zwei Drittel der Kontrolltiere periostale
Uberbriickungen. Da 30 — 50 % der Knochenmineralisierungsdichte benétigt werden, um
knéchernes Gewebe rontgenologisch darzustellen '?/, waren vermutlich mehr
Uberbriickungen vorhanden. Aufgrund mangelnder optischer Sichtbarkeit wurden diese
jedoch als ,nicht Uberbrickt® gewertet. Darauf verwiesen auch die dort sichtbaren
Kallusenden, welche sich meist direkt in Osteotomiespaltndhe befanden. Bei manchen
Tieren war der periostale Kallus im Verlauf der Standzeit diinner geworden, bei zweien so
stark, dass er letztendlich nicht mehr erkennbar war (lateral). Auch war haufig die
wellenformige Erhebung verschwunden. Diese Kallusreduzierungen lassen vermuten, dass
bereits der Prozess des Remodeling eingesetzt hat ***>'"®'?’ Da die vollstindige Integritat
des Knochens offensichtlich wiederhergestellt war, konnte der periostale Kallus fortlaufend

abgebaut werden 376127188,

Die periostalen Kalli der Versuchsgruppe waren erst nach sechs Wochen Standzeit bei
allen Tieren an allen Kortizes darstellbar. Somit zeigte die Versuchsgruppe eine deutliche
Heilungsverzégerung. Zum frihen Zeitpunkt waren einige Kalli sehr weit vom
Osteotomiespalt entfernt aulRerhalb des gekauterten Bereiches erkennbar, was auf die
Aktivitat des verbliebenen Periosts zurlickzufiihren ist. Nur dieses gesunde Gewebe war per
intramembrandser Ossifikation zu einer schnellen Knochenbildung fahig ''161951.70.83.104
Wahrend der Standzeit naherten sich die meisten Kallusenden dem Spaltbereich nur
geringfugig an, so dass diese letztendlich innerhalb des gekauterten Bereiches endeten. Das
langsam voranschreitende Wachstum des Kallusenden in Richtung Osteotomiespalt Iasst
vermuten, dass das Periost Uber den gekauterten Bereich hinweg wachsen und, im
Vergleich zur Kontrollgruppe etwas verspatet, dort ebenfalls wieder Kallus bilden konnte.
Dieser war in einem Fall (medial) sogar zu einer Uberbriickung fahig. Aber der in den
meisten Fallen dennoch bestehende weite Abstand der Kallusenden vom Osteotomiespalt
von mindestens 0,5 mm weist eindeutig auf eine Heilungsstérung hin. Weiterhin nahmen,
neben vielen zur Kortikalis parallel verlaufenden freien Kallusenden, auch viele zum Spalt hin
an Starke ab. Da hier noch keine Uberbriickung aufgetreten war, kann in diesen Fallen kein

Kallus abbauender Remodelingprozess zugrunde gelegen haben. Vielmehr ist zu vermuten,
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dass die intramembrandse Ossifikation von Seiten des Periosts hier verringert oder zum

Stillstand gekommen war.

Die Entwicklungsverzogerung der Versuchsgruppe stellte sich an den endostalen Kalli sehr
deutlich dar. Die endostalen Kalli der Kontrollgruppe waren nach zwei Wochen Standzeit
bei knapp der Halfte der Tiere feststellbar. Sie traten in Form von zwei diffusen
Verschattungsfronten im Knochenmarksbereich proximal und distal der Osteotomie und
dieser sehr nahe gelegen auf. Nach sechs Wochen zeigten samtliche Tiere endostalen
Kallus. Da bei den Kontrolltieren das Knochenmark nicht kirettiert worden war, war hier
offenbar eine frihe Kallusbildung von Seiten des Endosts bzw. Knochenmarks
moglich 311:21414247.95 = \welche das Knochenmark zunichst vom Osteotomiebereich
abgrenzte und die interkortikale Stabilitat erhdhte #'*"°"'® \Wahrend der Standzeit wuchsen
die Kalli in den Osteotomiebereich hinein, so dass bereits nach sechs Wochen ein Viertel
dieser Kalli den Osteotomiespalt Gberbrickte. Zwischen der sechsten und der achten Woche
kamen vermutlich weitere Uberbriickungen zustande. Diese waren jedoch nach der
Standzeit teils nicht mehr feststellbar, da die Rontgendichte der Kalli wieder abnahm, einige
verschwanden sogar vollig. Diese Reduktion der endostalen Kalli erfolgte vermutlich im
Rahmen des Remodeling, wodurch der natlrlichen Anatomie entsprechend der
Knochenmarkskanal wiedereroffnet wurde %%, Auch die noch feststellbaren, in Form
zweier Fronten gegenuberstehenden, endostalen Kalli hatten den Spalt vermutlich schon
uberbruckt, dies war nur aufgrund mangelnder Réntgendichte des zwischenliegenden jungen

Kallusgewebes noch nicht erkennbar.

Die endostalen Kalli der Versuchsgruppe traten erst nach vier Wochen Standzeit bei etwa
der Halfte der Tiere auf. Sie befanden sich vornehmlich mindestens 0,5 mm vom
Osteotomiespalt entfernt, jedoch meist innerhalb des kirettierten Bereiches. Offenbar nahm
der Regenerationsprozess des Endosts bzw. Knochenmarks durch die zusatzlichen
Manipulationen mehr Zeit in Anspruch. Insgesamt stellten sich die Kalli etwas dicker dar als
bei den Kontrolltieren. Anscheinend wurde durch die Kirettage ein breiterer intramedullarer
Gewebebereich angeregt, stabilisierenden Knochen zu bilden. Nach sechs und auch acht
Wochen wiesen beinahe alle Tiere der Versuchsgruppe endostale Kalli in Form von zwei
sich gegenuberstehenden Fronten auf. Wie bei den Kontrolltieren waren sie naher an den
Spalt herangerickt. Letztendlich befand sich ein Drittel der Kalli im oder direkt am Spalt. Ein
Zusammenhang zu der Entfernung der periostalen Kallusenden vom Spalt war nicht zu
erkennen. Die meisten der endostalen Kalli blieben mindestens 0,5 mm vom Spalt entfernt,
wenige sogar wesentlich weiter. Das Heranrlicken der Kalli an den Spalt geschieht durch
Knochen aufbauende Vorgange zum Spalt hin und durch Knochen abbauende Vorgange am
Knochenmarkbereich. Nach der Standzeit stellten sich die endostalen Kalli der
Versuchsgruppe ahnlich diinn dar wie die der Kontrollgruppe. Anscheinend Gberwogen in der

Versuchsgruppe die resorptiven Vorgange, wodurch die Knochenmarkshohle sich etwas
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erweitern konnte und der Kallus dinner wurde. Da nach acht Wochen Standzeit
rontgenologisch noch keine endostale Uberbriickung feststellbar war, ist anzunehmen, dass
die endostale Ossifikation im Vergleich zur Kontrollgruppe stark verlangsamt ablief oder
sogar zum Stillstand gekommen war. Mdglicherweise hat das Endost hier, wie flr eine
3,21,47,57,76,138

atrophe Pseudarthrose typisch, kndcherne Kappen gebildet , die das

Knochenmark zum Spaltbereich abgrenzen.

Die intrakortikalen Spaltbereiche der Kontrollgruppe wiesen ab der vierten Standwoche
sich zunehmend verstarkende Verschattungen auf. Nach der Standzeit trat dort bei der
Halfte der Tiere Gewebe auf, welches die dem kortikalen Knochen entsprechende
Roéntgendichte zeigte. Offensichtlich war der Osteotomiebereich der Kortikalis ebenfalls

kndchern Uberbriickt worden bzw. wurde diese Uberbriickung gerade gebildet.

In den intrakortikalen Spaltbereichen der Versuchsgruppe waren erste Verschattungen
erst nach sechs Wochen erkennbar, und dies auch nur bei sehr wenigen Tieren. Wiederum
ist eine zweiwochige Zeitverzogerung im Vergleich zu den Kontrolltieren zu bemerken, ein
weiterer Hinweis flr die Heilungsbeeintrachtigung. Auch nach der Standzeit zeigten sich
meist keine Verschattungen und die Osteotomiespalte blieben deutlich sichtbar. Nur zwei
Tiere hatten medial deutliche Verschattungen. Bei einem dieser Tiere traten rontgenologisch

gleichzeitig periostale Uberbriickungen auf.

Entsprechend der Entwicklung der endostalen Kalli trat wahrend der Standzeit zunehmend
rontgendichtes Gewebe im intramedullaren Spaltbereich der Kontrolltiere auf. Nach der
Standzeit zeigten sich die endostalen Kalli entweder noch in Form zweier Fronten oder sie
waren schon im Zuge des Remodelings abgebaut worden. Die deutlichen Verschattungen
zwischen zwei gegenuberstehenden Fronten sind hinweisend fir eine bevorstehende
vollstdndige Mineralisierung dieser Bereiche. Denn beim physiologischen Heilungsablauf
bildet sich im Frakturgranulom per enchondraler Ossifikation zunachst Knorpelgewebe,
welches spater durch Knochen ersetzt wird *""®. So war der urspriingliche Osteotomiespalt

in nahezu allen Fallen nicht mehr erkennbar.

Ganz im Gegensatz dazu stand der intramedullare Spaltbereich der Versuchsgruppe.
Hier hatte sich, ebenfalls zeitverzdgert, eine leichte Dichtezunahme des Gewebes feststellen
lassen, offenbar durch eine Umstrukturierung des Gewebes. Diese anderte sich im Verlauf
der Standzeit bei den meisten Tieren nur noch unwesentlich, so dass der Osteotomiespalt
auch nach acht Wochen deutlich abgrenzbar blieb. Offenbar war hier die enchondrale
Ossifikation durch mangelnde Stimulation zum Erliegen gekommen, so dass eine Aktivierung
der Knorpelzellen unterblieb und kein Knorpel gebildet wurde *"'"*2. So blieb die

2,4,16,18,95

Kallusbildung aus und es erfolgte langfristig die Bildung von

Ersatzgewebe 7,14,19,21,38,49,60,70,76
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Die Integritit der Kortizes der Kontrollgruppe veranderte sich im GroRen und Ganzen
nicht. In einem Fall trat direkt an der Osteotomieschnittkante eine kleine Abrundung einer
endostalen Kortikalisecke auf. Vermutlich war die Kortikalis an dieser Stelle durch die
Osteotomie soweit beeintrachtigt worden, dass sie nekrotisch wurde und anschlieend, im

Zuge der Heilung, abgebaut und durch neues Knochengewebe ersetzt wurde.

Die Integritat der Kortizes der Tiere der Versuchsgruppe war bereits nach vier
Standwochen beeintrachtigt. So wiesen die Kortizes diverse Einbuchtungen vor den
Kallusenden und Abrundungen der Schnittkantenecken auf. Harrison und Mitarbeiter
(2003) ® beschrieben diese in ihrer Studie bereits nach drei Wochen. Sie wurden im
weiteren Verlauf gréler, so dass der intrakortikale Spaltbereich bei vielen Tieren nach der
achten Standwoche erweitert erschien. Als Erklarung kommt hier ein Ungleichgewicht der
knochenauf- und -abbauenden Prozesse in Frage, eine Folge der stark beeintrachtigen
Reparationsvorgange. Hat die Aktivitat des Peri- und Endosts bzw. Knochenmarks
abgenommen, bzw. sind diese, wie in diesem Fall, im entsprechenden Knochenbereich gar
nicht vorhanden, so kédnnen sich keine Chondro- und Osteozyten differenzieren, um Knorpel-

37.174749.53,7683128 * Dja knochenstandigen Osteoklasten

oder Kallusgewebe zu formieren
behalten ihre Aktivitat jedoch bei und resorbieren Knochengewebe, wodurch zunachst
Lakunen entstehen, die sich spater erweitern. So wurde wahrend der Standzeit viel
Knochensubstanz am  Spaltbereich abgebaut. Die Kortikalisenden verkirzten

3,7,20,29,34,37,38,49,60,

sich ® bzw. erweiterte sich der Osteotomiespalt was die Voraussetzungen

fir eine spatere Heilung erschwerte 267:14.17:44.48,76.79.122

Die Umgebung um die Kirschner-Drahte zeigte in beiden Tiergruppen im Laufe der
Standzeit Gewebe, welches Pinkalli und osteolytische Veranderungen entwickelte. Diese
traten in der Versuchsgruppe jedoch wesentlich haufiger und ausgepragter auf als in der
Kontrollgruppe. Auf die rontgenologische Darstellung, die Entstehung und die Problematik
dieser Pinkalli wurde bereits unter Punkt 5.2.1 eingegangen. Die dort gegebene Begrindung,
nach welcher sich die Pinkalli durch die mangelnde Stabilitdt im Osteotomiebereich und
somit grolRere Belastung der Pin-Kortikalis-Kontaktstellen entwickelten, kommt in der
Kontroligruppe nur bedingt zum Tragen. Denn durch die dortige schnelle
Osteotomielberbriickung kann eine Instabilitdt nur anfanglich aufgetreten sein. Offensichtlich
werden hier weitere Faktoren deutlich, die beide Gruppen betreffen, wie z.B. Bewegung der
GliedmalRe durch das Tier mit einhergehendem lokalen Stress auf die Pindrahte oder
Pinkanalinfektionen, die eine Osteolyse nach sich ziehen. Weiterhin fiel ins Auge, dass in der
Kontrollgruppe ab der sechsten und in der Versuchsgruppe ab der achten Standwoche die
Ausmale einiger groRer Pinkalli abnahmen und einige Osteolysebereiche wieder
rontgendichteres Gewebe aufwiesen. Hier wird deutlich, dass die bei stark beanspruchten,
osteolytischen Pinkontaktstellen produzierten exzessiven Pinkalli ihre stabilisierende

Funktion erfiillten und dem kortikalen Knochen die Méglichkeit zum Wiederaufbau gaben.
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War von Seiten der Kortikalis eine genigende Stabilitdt geschaffen, wurde der grofe
Pinkallus nicht mehr bendtigt und konnte langsam abgebaut werden. Dieser Prozess setzte
in der Kontrollgruppe offensichtlich durch die zusatzliche Festigung des Osteotomie-

bereiches friher ein, als dies in der Versuchsgruppe maoglich war.

5.2.3 Histologie und Histomorphometrie
Der radiologisch festgestellte Heilungsunterschied zwischen den Tiergruppen konnte durch

die histologischen und histomorphometrischen Analysen untermauert werden.

Die Gesamtiibersicht der deskriptiv-histologischen Analyse mit Hilfe der Movat
Pentachrom-Farbungen bestatigt die Vermutung, dass in der Kontrollgruppe mehr
Brickenbildungen vorhanden sind, als radiologisch diagnostiziert wurden. Stets war eine
vollstdndige knécherne Uberbauung der Osteotomie periostal und endostal festzustellen.
Auch die vermuteten Remodelingprozesse in der Kontrollgruppe wurden histologisch
nachgewiesen ®. So bildete die Kortikalis bei allen Tieren strukturell eine durchgehende
Einheit und war vollstandig wiederhergestellt. Den reduzierten, periostalen Kalli lag das
vollstandig rekonstruierte Periost auf. Die Knochenmarkshoéhle zeigte bei einigen Tieren ihr

physiologisch durchgangiges Erscheinungsbild mit enthaltenem Knochenmark.

In der Versuchsgruppe wiesen funf von acht Tieren deutlich das Bild einer atrophen
Pseudarthrose mit den zugehdrigen morphologischen Kriterien auf. Aufgrund der
ausbleibenden kndchernen Uberbriickung zeigte sich ein klar abgrenzbarer Osteotomiespalt,
viel spaltfillendes Bindegewebe, spaltferne areaktive Kalli, abgerundete und verkirzte
Kortikalisenden, leere Osteozytenlakunen im Knochengewebe, ein unterbrochenes Periost
und intramedullar knécherne Kappen, die das Knochenmark abgrenzten. Die Ubrigen drei
Tiere wiesen an verschiedenen Lokalisationen innerhalb der ROl in unterschiedlichen
Ausmalien reaktives Gewebe, wie sich entwickelnde periostale, intrakortikale oder endostale
Kalli, auf. Ein Tier zeigte eine beinahe vollstandige, mediale Uberbriickung der Osteotomie
periostal, intrakortikal und endostal. Ein weiteres Tier wies eine in Uberbriickung begriffene
endostale Reaktion auf, ein anderes eine entsprechende periostale/ intrakortikale Reaktion
ebenfalls medial. Weiterhin war nur noch eine Iokal sehr begrenzte endostale

Gewebeaktivitat bei einem Tier zu erkennen.

Die Gesamtanalysen der Osteoklasten— und GefaRdichte ergaben keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Die ahnlichen Osteoklastendichten kdnnten
sich durch die remodelingbedingten Resorptionen der Kontrollgruppe und das
Ungleichgewicht zwischen Knochenauf- und -abbau der Versuchsgruppe, wobei der
Knochenabbau deutlich Gberwog, erklaren. Die ahnliche Gefalkdichte widerspricht scheinbar
dem Vorliegen einer atrophen Pseudarthrose, galt bislang doch die Annahme, dass atrophe
Pseudarthrosen generell durch eine gestorte Vaskularisierung begrindet seien

1019.27,33,34.37.115,119.137.138151 )nqd somit die GefaRdichte entsprechend geringer sein miisste.
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Allerdings existieren jlingere Studien und auch diese Arbeit, die belegen, dass die Gefald-
dichte von Ratten mit einer atrophen Pseudarthrose acht Wochen post operationem nicht
von denen mit einer physiologisch verlaufenden Heilung abweicht ' 9.27:47:48.138.159,190191 " g
stellten Reed und Mitarbeiter (2003) ", Geris und Mitarbeiter (2010) *’, Tawonsawatruk und
Mitarbeiter (2014) *®, Minkwitz und Mitarbeiter (2015) # sowie Waki und Mitarbeiter (2015) ™
fest, dass zu Beginn der Entwicklung einer atrophen Pseudarthrose, im Vergleich zur
ungestoérten Frakturheilung, die GefaRbildung weit zuriick bleiben kann. Nach acht Wochen
Standzeit hat die GefalRdichte jedoch wieder aufgeholt, so dass sich kein signifikanter
Unterschied zwischen atropher Pseudarthrose und ungestorter Frakturheilung ergibt. Die
Pseudarthrosetiere erreichen das entsprechende Dichte-Level nur zu einem spateren
Zeitpunkt 27413 Auch im Studienvergleich an menschlichen atrophen Pseudarthrosen

konnte eine gute Durchblutung festgestellt werden 2"’

Auf die Osteoklasten- sowie Gefalkdichte wird in der Ursachenanalyse genauer

eingegangen.

Die Gesamtiibersicht der histomorphometrischen Daten unterstitzte die vorangehenden

Aussagen.

Samtliche Kontrolltiere zeigten eine vollstdndige kndcherne Uberbauung der Osteotomie

periostal und endostal mit teils einhergehenden Remodelingprozessen >.

Morphologisch wiesen sieben Tiere der Versuchsgruppe eindeutig die Charakteristika einer
atrophen Pseudarthrose auf. Ein Tier zeigte Heilungstendenzen, die sich von endostal her
entwickelt zu haben schienen. Hier lag auf lateraler Seite endostal bereits mineralisierter

chondraler Knorpel vor, der sich bis in den intrakortikalen Spalt hineinzog.

Die signifikant grofleren periostalen Kallusflachen der Kontrolltiere wiesen auf eine dem
normalen Heilungsprozess entsprechende Kallusbildung hin. In der Versuchsgruppe
errechnete sich durch den fehlenden Briickenkallus und die spaltfernen Kalli eine kleinere

periostale Kallusflache.

Die signifikant kleineren endostalen Kallusflachen der Kontrolltiere lassen sich durch die
fortgeschritten, remodelierenden Heilungsprozesse erklaren auf welche bereits in der
radiologischen Befunddiskussion hingewiesen wurde (Punkt 5.2.2). Die endostalen Kalli
waren im Osteotomiespalt zu einer schmalen, kndchernen Briicke verschmolzen bzw.
zeigten einige Tiere histologisch nur noch inselférmige Reste dieser Bricken. Die Tiere der
Versuchsgruppe hingegen wiesen, aufgrund der weniger fortgeschrittenen Heilung,

vornehmlich zwei sich gegenliberstehende Kallusfronten auf.

Die Flachenberechnung der Osteotomiespalte ergab keine signifikanten Unterschiede,
offenbarte jedoch bzgl. der Auswertung eine bedeutende Problematik. Demnach flihrte die

anhand der periostalen Kalli festgelegte Flachenbegrenzung der ROI in der Kontrollgruppe
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zu einer breiteren Ausdehnung des Spaltes. In der Versuchsgruppe waren die Verhaltnisse
im Fall der wenigen Uberbriickungen und der sich gegeniiberstehenden periostalen
Kallusfronten entsprechend. Bei den spitz auf der Kortikalis auslaufenden Kallusenden stellte
sich die periostale Ausdehnung der ROl im Osteotomiespaltbereich jedoch geringer dar.
Demnach musste die Versuchsgruppe bei gleicher intrakortikaler Osteotomiespaltweite wie
in der Kontrollgruppe insgesamt eine kleinere Osteotomiespaltflache aufweisen. Da sie aber
laut Analyse annahernd gleich grof3 waren, konnte sich der Ausgleich nur Uber eine
intrakortikale Erweiterung des Osteotomiespaltes in der Versuchsgruppe ergeben, einem
weiteren Kriterium der atrophen Pseudarthrose *"'"424° Diese Spalterweiterungen lieRen
sich auch histologisch feststellen und anhand der histomorphometrisch bestimmten,

signifikant kleineren, kortikalen Flache der Versuchsgruppe beweisen.

Auch die Gewebeanalyse der ROI-Gesamtflache deutete auf einen Gruppenunterschied
bzgl. des Heilungsfortschritts. So stand der signifikant gréRere Anteil an Knochengewebe in
der Kontrollgruppe dem gréReren Bindegewebsanteil in der Versuchsgruppe gegenuber. Mit
Hilfe von knochernem, somit hartem und nicht verformbarem Kallus wird eine Fraktur
stabilisiert *'%? bis der frakturierte Knochen strukturell und funktional wiederhergestellt
worden ist 12417482 Kann eine zeitgemaRe Frakturiiberbriickung nicht stattfinden, fillt

7,14,21,25,38,49,60,70,

fibrotisches Bindegewebe als Ersatzmaterial die Osteotomiezone % Hyalines

Knorpelgewebe konnte in der Kontroligruppe nicht detektiert werden. Bewegung im
Osteotomiebereich triggert die Differenzierung von Chondrozyten 2416182034130 Bgj
genugender Stabilitat besteht keine Notwendigkeit, Uber die Phase der Knorpelbildung
neues, stabilitdtssteigerndes Material bereitzustellen. Offensichtlich war der Heilungsprozess
dieser Gruppe so weit fortgeschritten, dass durch das vorhandene, qualitativ hochwertige,
knocherne Kallusgewebe ausreichend Stabilitdt gegeben war. In der Versuchsgruppe war
histomorphometrisch sehr wenig Knorpelgewebe feststellbar. Dies ist als Hinweis auf

geringflgige, lokal begrenzte aktive Prozesse zu werten.

Die deskriptiv-histologische Analyse der periostalen Kalli beider Gruppen entsprach
weitgehend den radiologischen Ergebnissen. Allerdings zeigten hier sdmtliche periostale
Kalli der Kontrollgruppe Uberbriickungen. Proliferierende Osteoblasten, zugrundegehende
bzw. degenerierte Chondrozyten und teils noch griin angefarbte, hyalinknorpelige Inseln im
Briickenkallus lassen auf eine gerade erfolgte bzw. noch stattfindende Mineralisierung
schlieRen. Diese Form der Umwandlung des Knorpels in Knochengewebe erfolgt per
enchondraler Ossifikation '"**>'® Réntgenologisch waren diese Briicken aufgrund der noch
unvollstandigen Dichte nicht sichtbar. Vermutlich migrierten mesenchymale Stammzellen aus
dem umliegenden Muskel- und Bindegewebe in den periostalen Osteotomiespalt und
differenzierten sich zu knorpel- und knochenbildenden Zellen 2747882112,

Die Kallusenden selbst sind auf eine Entstehung per intramembrandser Osteogenese von

7,11

Seiten des Periosts zurtckzuflihren . Darauf lassen die zahlreichen syntheseaktiven
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Osteoblasten auf der Kallusoberflache und in den intraossaren Kavernen schlieRen, aber
auch die schnelle Entstehung dieses Kallus. Die Kombination von enchondralen und intra-

membrandsen Heilungsvorgangen wurde unter den durch den Fixateur externe gegebenen

t 11,27,42,65,84 114 |

Bedingungen erwarte , wobei die Ossifikation vom Periost aus startete m

Stratum cambium differenzierten sich die notwendigen Zellen und bildeten Geflechtknochen

parallel zur Knochenoberflache "%

. In den Kallusenden enthaltene Osteozyten, kleine
frisch mineralisierte Knorpelareale und spaltnahe Kavernen mit zellreichem Inhalt zeugten
von der Vitalitdt des Gewebes. Die Fillung der Kavernen wies haufig viele Gefalle auf, wenn
das angrenzende Brickengewebe Mineralisierungsprozesse durchlief. Der vormals
bestehende Knorpel benétigte keine Sauerstoffversorgung Uber Gefalke, da dieser per
Diffusion erndhrt wurde und weniger sauerstoffabhangig war #'"%%'%* Das nachfolgende
Knochengewebe war jedoch auf eine Sauerstoffversorgung tber Blutgefalie angewiesen.
Alle Tiere wiesen im periostalen Kallus einen zweiten Knochenmarksraum auf. Anscheinend
entwickelt sich der periostale Kallus an langen Réhrenknochen bei der Ratte in Form eines
Neokortex '?’, also einer Ersatzkortikalis. Zwischen dieser und der urspriinglichen Kortikalis
lag mesenchymales Gewebe.

Drei Kontrolltiere zeigten strukturell einheitliche, sehr diinne periostale Kalli, die stets parallel
zur Kortikalis verliefen. Im urspriinglichen Verschmelzungsbereich dieser Kalli waren im
zweiten Knochenmarksraum nur noch wenige Geflechtknochenreste erkennbar. Daher ist
anzunehmen, dass die Uberbriickung dieser Osteotomien schon langere Zeit zuriick lag.
Das vollstandig ausmineralisierte Kallusgewebe, die gro3e Anzahl an randstandigen
Osteoklasten und die Abnahme der knéchernen Kallusvolumina wiesen auf fortgeschrittene

18,118

Remodelingprozesse hin Somit lassen sich die radiologisch vermuteten

Remodelingprozesse im periostalen Bereich histologisch eindeutig belegen.

Das Periost spielt bei der Frakturheilung schon initial eine grof3e Rolle. Dabei dient das
Str. fibrosum als Leitstruktur fiir den zu bildenden Kallus '%°. Das Str. cambium stellt die
gestérte Vaskularisierung rasch wieder her und liefert Zellen fir die Osteogenese
37.111837.4547.51,74.8385104111 ° Das  Periost der Kontrollgruppe schien sich nach der
osteotomiebedingten Zerstérung ausreichend rekonstruiert zu haben. So verlief das
mehrschichtige Str. fibrosum durchgehend Uber die urspriinglichen Osteotomiebereiche
hinweg. Das Str. cambium bildete in Spaltnahe eine multiple Schichtung aufgrund der dort
gesteigerten Aktivitdt, um die notwendigen Osteoprogenitorzellen und Osteoblasten
bereitzustellen *°°8*%%122  gSimon und Mitarbeiter (2003) °' stellten fest, dass sich das
aktivierte Str. cambium um bis zu 300 % seines urspringlichen Ausmalles verdicken kann.
Allerdings stoppte das Str. cambium bei Erreichen des spaltfillenden, frischmineralisierten
oder knorpeligen Briuckengewebes. Diese Gegebenheit weist darauf hin, dass die
Kallusbriicken nicht den Zellen des Periosts entstammten. Lag im Spalt alteres,

ausmineralisiertes Kallusgewebe vor, zog das Str. cambium gemeinsam mit dem Str.
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fiborosum darliber hinweg. Vermutlich ist das vollstandige Uberwachsen der Osteotomie mit

Periost als eine der letzten Phasen der Frakturheilung zu werten.

Die periostalen Kalli der Versuchsgruppe zeigten histologisch eine kndcherne und eine
knorpelige Uberbriickung. Letztere enthielt viel chondrogenes Gewebe, was auf eine friihere
Phase im enchondralen Ossifikationsprozess hinweist. Im Fall dieser Uberbriickungen
nahmen die Ausmalle der periostalen Kalli aufgrund der ausgepragten Gewebeaktivitat in

Spaltnahe zu.

Auch die nicht Uberbriickenden, frontenbildenden Kallusenden lielen etwas aktives Gewebe
erkennen. Sie waren stets in Spaltndhe lokalisiert und zeigten flachenmafig reichlich
Kallusgewebe mit vielen gefalireichen Kavernen. Nur wenige dieser Kallusenden bildeten
eine lawinenférmige Nase in Spaltrichtung, teilweise waren sehr dinne Knorpelkappen
aufgesetzt. Der Grofdteil der nicht tberbriickenden Kallusenden endete jedoch spitz auf der
Kortikalis auslaufend und zeigte ein inaktives Erscheinungsbild. Dieses bestatigte die
Vermutung der zum Stillstand gekommenen intramembrandsen Ossifikation aus der
radiologischen Befunddiskussion (Punkt 5.2.2). Diese Kallusenden blieben spaltferner,
wiesen insgesamt weniger Kallusflache auf und bestanden aus kompaktem Geflechtknochen
mit wenigen Kavernen. Auffallig war, dass beinahe jedes Versuchstier beide Formen der
Kallusenden aufwies, wobei die frontenbildenden Kallusenden vornehmlich proximal und die
spitz auslaufenden distal auftraten. Die Ursache fir den deutlichen Unterschied der
Gewebeaktivitat ist vermutlich in der Vaskularisation zu suchen. Offenbar waren durch die
von proximal erfolgende Durchblutung diese Knochenabschnitte besser versorgt als die
distalen Abschnitte, welche durch die Osteotomie initial eine starkere Durchblutungsstérung
erfuhren 8. Allerdings ist sehr fraglich, ob diese geringen Gewebeaktivitaten bei anhaltender
mangelnder Stimulation in der Lage gewesen waren, sich auszuweiten.

Samtliche periostale Kalli der Versuchsgruppe bildeten ebenfalls einen Neokortex mit

27 stellten

innenliegendem mesenchymalem Gewebe. Auch Kaspar und Mitarbeiter (2007)
fest, dass diese Kallusformierung vom Entwicklungsgrad der Uberbriickung unabhangig zu
sein scheint. Daher ist anzunehmen, dass es sich um eine rattenspezifische Erscheinung

handelt.

Der Verlauf des thermisch zerstorten Periosts der Versuchsgruppe glich nach der
Standzeit im Fall der Uberbriickungen dem der Kontrolltiere. Endeten die Kalli jedoch abrupt
als Front, verlief das Str. fiborosum nur teilweise Uber die Osteotomie hinweg. Das Str.
cambium bedeckte die Kallusenden und auch einen kleinen Bereich der freiliegenden
Kortikalisenden. Hier wird das immense Heilungspotential des Periosts deutlich. Denn um
seinen Aufgaben als Leitstruktur, sowie der Vaskularisierung und Osteogenese

nachkommen zu koénnen, ist eine aullerst schnelle Eigenregeneration notwendig. Das
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Periost war stets in der Lage, die Kalli bis in den gekauterten Bereich hinein zu bilden,

manche endeten sogar sehr nahe an der Osteotomie.

Dennoch ist ersichtlich, dass die Heilung von Seiten des Periosts stark beeintrachtigt ist.
Denn etwa die Halfte der periostalen Kalli verjingte sich zum Spalt hin, das aufliegende
Periost mit seinen Schichten ebenso. Dabei Uberbrickte keine der Periostschichten die
Osteotomie. Hierbei waren spaltfern auf den periostalen Kallusoberflachen Progenitorzellen
und Osteoblasten erkennbar, die Kallusenden und freiliegenden Kortikalisabschnitte zeigten
sich weitgehend zellfrei. Somit entsprach das Erscheinungsbild der periostalen Kalli und des
Periosts dem bei einer atrophen Pseudarthrose erwarteten. Fern vom Spalt konnte vom
intakten Periost noch Kallus gebildet werden. Zum Spalt hin wurde dieser immer dlnner, da
sich das zerstorte Periost nicht ausreichend regenerieren und das zur Osteogenese
notwendige Zellmaterial nicht bereitstellen konnte. Die Kallusenden lagen spaltfern und ohne
Anzeichen von Aktivitat. Dennoch wiesen im Geflechtknochen liegende Osteozyten auf die

Vitalitat des Kallusgewebes hin.

Auch die Analysen der periostalen Gefal3- und Osteoklastendichte bestatigten die bisherigen
Feststellungen. Die GefaBdichte im periostalen Kallus war bzgl. der zahlreich auftretenden
kleinen Gefalie nicht signifikant. Grolke Gefalde waren nur sehr wenige darstellbar, wobei sie
in der Kontrollgruppe signifikant haufiger auftraten. Sie konnten sich hier durch die geringere
Gewebebeeintrachtigung des Periosts vermutlich schneller entwickeln um rasch eine

adaquate Durchblutung, bedingt durch die erhéhte biologische Aktivitat, zu gewahrleisten.

Im Falle der spitz auslaufenden, inaktiv erscheinenden Kallusenden der Versuchsgruppe
rekonstruierte sich das Periost vermutlich nicht schnell genug um die essentielle

Vaskularisierung zum friihen Zeitpunkt bereitzustellen.

Die Osteoklastendichte im periostalen Kallus zeigte sich in der Kontrollgruppe signifikant
erhdht. Wie bereits oben erwahnt, waren ausgepragte Remodelingprozesse ursachlich,

wobei Uberschissiges Kallusgewebe abgebaut wurde.

In der Versuchsgruppe fanden augenscheinlich deutlich weniger knochenabbauende oder
-umbauende Prozesse am periostalen Kallus statt. Im Fall der wenigen Uberbriickungen
uberwog zum Achtwochenzeitpunkt vermutlich der Knochenaufbau. An den frontenbildenden
Kallusenden ist fraglich ob ein weiterer Aufbau des Knochens zukunftig stattgefunden hatte,
zumindest lag hier kein groferer Knochenum- oder -abbau vor. Bei den spitz auslaufenden
Kallusenden fand kein Knochenaufbau statt und der aktuelle Umbau des Knochens war

vermutlich stark reduziert bzw. bezog sich nur auf eine relativ kleine Kallusflache.

Die histomorphometrischen Analysen der periostalen Kalli festigen die zuvor gestellten
Vermutungen bzgl. der ossaren und fibrésen Strukturen. Der signifikant hohere Anteil an

Knochengewebe in der Kontrollgruppe stand dem hoheren Bindegewebsanteil in der
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Versuchsgruppe gegentber. Die groReren Knochenareale der Kontrollgruppe sind
hauptsachlich auf die ausgepragte Zellaktivitat des Periosts zurlickzufihren. Der hohe
Knochen- und geringe Bindegewebsanteil lassen auf eine qualitativ hochwertige

Zusammensetzung des Kallusgewebes schlieBen, welches eine gute Stabilitat aufweist '’

Die hohen Bindegewebs- und niedrigen Knochenanteile der periostalen Kalli der
Versuchsgruppe zeugen von einem qualitativ minderwertigen Gewebe. Durch die Stérungen

im Heilungsvorgang wurde viel fibrotisches Ersatzmaterial gebildet.

Knorpelgewebe konnte in der Kontrollgruppe keines detektiert werden, da es bereits
mineralisiert worden war. Die Versuchsgruppe zeigte periostal sehr wenig Knorpel. Die
Bildung des periostalen Kallus erfolgte im Fall der wenigen Uberbriickungen vorwiegend per

knorpelfreier, intramembrandser Osteogenese.

Auch die deskriptiv-histologischen Analysen des endostalen Kallus untermauerten die
in der radiologischen Ergebnisdiskussion gestellten Vermutungen (Punkt 5.2.2). So zeigte
sich der endostale Kallus der Kontrollgruppe nach acht Wochen bei mehr als der Halfte
der Tiere intramedullar als eine im Osteotomiespalt verschmolzene Geflechtknochenbriicke,
bei den Ubrigen war diese im Zuge des Remodeling bereits abgebaut worden. Die Bildung
des frihen endostalen Kallus geht vom osteogenen Zellmaterial des Endosts/
Knochenmarks aus und erfolgt vornehmlich per desmaler Ossifikation. Im Geflechtknochen
haufig auftretende, kleine Kavernen mit enthaltenen Gefalen und Osteoblasten sowie viele
umliegende Blutgefalle sind als Zeichen ausgepragter Gewebeaktivitat zu werten. An das
Knochenmark angrenzende Kavernen im Kallus enthielten haufig Osteoklasten. Dies erklart
sich durch den allmahlichen Abbau des Kallusgewebes im Zuge des Remodeling. Die
Resorption des Kallus vollzog sich vom Knochenmarkskanal ausgehend in Richtung der

Osteotomie, ebenso wie zuvor in den friiheren Heilungsphasen der Kallusaufbau.

Drei Kontrolltiere zeigten durch fortgeschrittene Remodelingprozesse eine Rekanalisierung
des gesamten Knochenmarkraumes entsprechend der ursprunglichen, physiologischen
Anatomie. Dabei waren nur noch einzelne verbliebene Kallusinseln und eine vollstandige
Reorganisation des Knochenmarks feststellbar. Diese drei Tiere zeigten auch periostal

ausgepragte Remodelingerscheinungen.

Die endostalen Kalli der Versuchsgruppe stellten sich auch in den histologischen
Praparaten vorwiegend in Form zweier gegenuberliegender Fronten dar. Bei zwei Tieren
waren diese zentral Uberbrickt. Eines dieser Tiere besall ausschlielllich diese endostale
Bricke, das zweite Tier war zusatzlich periostal Uberbrickt. Die endostalen Bricken waren
noch im Mineralisierungsprozess begriffen und enthielten viele hyalinknorpelige Anteile

sowie Kavernen, daher waren sie rontgenologisch nicht sichtbar.
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Drei weitere Tiere wiesen osteotomieseitig an einem endostalen Kallus kleine, hyaline
Knorpelkappen vornehmlich am Scheitelpunkt auf. Hier traten die desmale und enchondrale

Ossifikation kombiniert auf "

, was den Vorgangen im Rahmen einer friihen endostalen
Ossifikation entspricht "8, Ob im Vergleich zur Kontrollgruppe mehr Knorpelgewebe vorlag,
ist aufgrund der unterschiedlichen Entwicklungsstufen nicht nachzuvollziehen und wegen der
geringen Anteile wenig relevant. Histomorphometrisch waren nach acht Wochen keine
signifikanten Unterschiede feststellbar. Auch hier ist fraglich, ob sich diese Gewebe-
aktivitaten im weiteren Verlauf per friher endostaler Ossifikation ausweiten wiirden. Oder ob
sie dem Vorgang der knochenmarkabgrenzenden Kappenbildung bei atrophen
Pseudarthrosen zuzuordnen sind, wobei sich ein osteotomiegerichteter Scheitelpunkt
bildet 2!, und die Ossifikation letztendlich zum Erliegen kommen. Dies erscheint hier
wahrscheinlicher und erklart ebenfalls das Auftreten syntheseaktiver Osteoblasten und
Chondrozyten am Osteotomiespalt. Mehr als die Halfte der endostalen Kalli zeigte sich
histologisch eindeutig dem Erscheinungsbild der atrophen Pseudarthrose entsprechend als

knochenmarkabdichtende, reaktionslose, kndcherne Kappe *2'47:57:76.138

. Sklerosierungen
des Kallus, die als Kriterium flir eine atrophe Pseudarthrose gewertet werden, waren hier

nicht feststellbar *?, vermutlich war dafiir noch nicht genug Zeit verstrichen.

Die Osteoklastendichte im endostalen Kallus beider Gruppen zeigte keine signifikanten
Unterschiede. In der Versuchsgruppe saf’en diese resorptiven Zellen ebenfalls vornehmlich
an den knochenmarksseitigen Kallusgrenzen. Dies unterstitzt die Theorie des Knochenauf-
und -abbaus in Spaltrichtung, bei den Versuchstieren jedoch, wie bereits erwahnt, vermutlich

zu einem anderen Zweck.

Die Analyse der GefaRdichte im endostalen Kallus wies keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen auf. Dies entspricht auch den Vermutungen anderer Autoren

1419.27,4748.53.138 \velche besagen, dass atrophe Pseudarthrosen nicht avaskular sind (s.o.).

Auch per histomorphometrischer Analyse des endostalen Kallus konnte der signifikant
héhere Bindegewebsanteil in der Versuchsgruppe und entgegengesetzt der hdhere
Knochenanteil in der Kontrollgruppe festgestellt werden. Somit wiesen auch die endostalen
Kalli der Versuchsgruppe eine geringere Qualitat auf, einhergehend mit einer geringeren
Stabilitat. Dies untermauert die Vermutung, dass der endostale Kallus eher im Zuge der

atrophen Pseudarthrose zum Zweck der Knochenmarksabgrenzung gebildet wurde.

Die deskriptiv-histologische Analyse zeigte, wie bereits erwahnt, samtliche
Osteotomiespaltbereiche der Kontrolltiere vollstandig Uberbaut. Periostal lag stets
kndcherner Kallus vor. Drei Tiere wiesen jedoch endostal aufgrund der Remodelingprozesse
lediglich Kallusreste auf, wobei Knochenmarksgewebe den Spalt fullte. Der intrakortikale
Spaltbereich war ebenfalls stets mit Geflechtknochen Uberbaut. Dort vereinzelt enthaltene,

hyaline Knorpelareale lassen auf die Entstehung per enchondraler Ossifikation schlie3en.
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Die Osteotomiespaltbereiche der Versuchsgruppe enthielten periostal, intrakortikal und
endostal Uberwiegend teils lockeres, teils dichtes Bindegewebe, welches dem natirlichen
Heilungsverlauf einer Fraktur entsprechend gebildet worden war und vereinzelt
Hamatomreste enthielt. Im Fall einer Heilungsverzogerung erfolgt der Ersatz durch
Knochengewebe nur sehr langsam, bei einer atrophen Pseudarthrose wird dieses
Bindegewebe nie abgebaut und nur geringflgig umorganisiert, so dass es als Narben-

gewebe bestehen bleibt 7,14,17,19,21,38,49,60,70,76,78,138

. Endostal waren haufig gelb angefarbte
Kollagenfasern zu erkennen die in die endostalen Kalli einstrahlten. Ab welcher Stelle eine
Mineralisierung dieser Fasern begann, war aufgrund der ahnlichen Anfarbung des
Knochengewebes nicht feststellbar. Viele aufsitzende Osteoblasten schienen fir die
Mineralisierung dieser Fasern per desmaler Ossifikation zu sorgen. Moéglicherweise dienen
diese Fasern als Leitstruktur bei der endostalen Ossifikation. Bleibt diese dann aufgrund
mangelnder Stimulation aus, wirde sich Uber die zentralen Kollagenfasern auch die flr
atrophe Pseudarthrosen typische Kappenbildung des endostalen Kallus erklaren, welche

t 2'. An zwei Intra-

haufig eine, in den Spalt hineinragende, zentrale Biegung aufweis
kortikalspalten war ein knocherner Gewebeersatz ahnlich der Kontrollgruppe erfolgt. Die
periostalen bzw. endostalen Uberbriickungen hatten sich bis in den intrakortikalen

Zwischenraum entwickelt und die fehlenden Kortikalisbereiche durch Kallusgewebe ersetzt.

Die Analyse der GefdBdichte in den Osteotomiespaltbereichen ergab eine gleichwertige
Vaskularisierung in den Gruppen welche ebenfalls auf eine bestehende Vaskularitat der

atrophen Pseudarthrose hindeutet.

Die histomorphometrischen Analysen der Osteotomiespaltbereiche festigten das

histologische Bild. Die Gewebeverteilung entsprach der der periostalen und endostalen Kalli.

Die deskriptiv-histologische Analyse der Kortikalis zeigte in beiden Gruppen den
physiologischen, strukturellen Geflechtknochenaufbau des Rattenfemurs. Das kombinierte
Auftreten von gerichtetem und ungerichtetem Geflechtknochen ist Ausdruck des fortwahrend
stattfindenden Knochenumbaus. Auffallig waren die vielen leeren oder mit blassen,
degenerierten Osteozyten gefllliten Osteozytenlakunen im kortikalen Knochen. In der
Kortikalis der Kontrollgruppe traten diese vornehmlich endostal auf und erstreckten sich
teilweise Uber den gesamten Kortikalisbereich innerhalb der ROI. Das Absterben der
Osteozyten verweist auf eine Minderversorgung der Zellen zu einem bestimmten Zeitpunkt.
Da die degenerierten Zellen vornehmlich in ,alterem®, gerichtetem und die vitalen Zellen in
Jungerem®, nicht nach den Zugkraften ausgerichtetem Knochengewebe vorkamen, ist eine
langer zurlckliegende Minderversorgung anzunehmen. Diese ware durch die Unterbrechung
der Blutzufuhr bei Setzen der Pins erklarbar. Schweiberer und Mitarbeiter (1999) ' erklarten,
dass jede Gewebeverletzung den komplizierten zentrifugalen Blutstrom im Knochen

zeitweise blockiert, wovon der gesamte kortikale Knochen betroffen ist. Rhinelander (1974) *'
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beschrieb thermale Kortikalisnekrosen durch den Trennschnitt bei einer Osteotomie,
wodurch Osteozytenschadigungen in einer Entfernung von 0,8 — 1,5 mm vom Osteotomie-
schnitt entstehen koénnen. Letztlich schien sich dies nicht nachteilig auf die Heilung
auszuwirken. Vermutlich waren die avitalen Knochenbereiche zukinftig schrittweise durch
vitalen Knochen ersetzt worden 2%'?°, Die Kortikalisrander zeigten in der Kontrollgruppe
selten resorptionsbedingte Einbuchtungen. Die Kortikalisecken an der Osteotomie-
schnittkante hingegen wiesen haufig Abrundungen durch Resorptionen auf. Entstandene

Knochenliicken waren meist nach der Standzeit durch kalloses Gewebe ersetzt worden.

Die Kortikalis der Versuchsgruppe zeigte endostal und periostal wesentlich haufiger leere
oder mit degenerierten Zellen gefiilite Osteozytenlakunen. Dies ist sowohl auf das Setzen
der Osteotomie, als auch auf die zusatzlichen Manipulationen an Peri- und Endost
zurtckzufihren, wodurch postoperativ der Blutfluss stark beeintrachtigt war. In Folge trat,
entgegen der Feststellung von Kokubu und Mitarbeitern (2003) 7, eine tiefe Nekrose des
Knochens auf *'®%%49  Auch waren in dieser Gruppe wesentlich haufiger ausgepragte
Einbuchtungen im kortikalen Knochen, Abrundungen der Kortikalisecken und bindegewebig
geflllte Kavernen im gekauterten/ kurettierten Bereich der Kortikalis zu bemerken. Diese
Erscheinungen sind auf ein Ungleichgewicht zwischen knochenaufbauenden Osteoblasten

und knochenabbauenden Osteoklasten zuriickzufiihren 72

Letztendlich Uberwog der
Knochenabbau und fuhrte in einigen Fallen zu Verkirzungen der Kortikalisenden, so dass

sich der Osteotomiespalt erweiterte.

Die Analyse der Osteoklastendichte in der Kortikalis lieferte die Bestatigung fur ein
signifikant hdheres Aufkommen dieser Zellen in der Versuchsgruppe. Auch andere Studien
beschrieben das vermehrte Auftreten von Osteoklasten an der Kortikalis und die Folgen bei

37.17.294976.1%9  Dabei wird der resorbierte

der Entwicklung von atrophen Pseudarthrosen
Knochen durch Bindegewebe ersetzt, wodurch sich letztendlich das fir atrophe
Pseudarthrosen typische Bild der Syndesmosis ergibt 227¢"1% |n der Kontrollgruppe ist die
geringe Anzahl an resorptiven Zellen in der Kortikalis vermutlich dem physiologischen

Knochenumbau zuzuordnen.

Die Ursachenanalyse liefert bzgl. der verzégerten Heilungssituation der Versuchsgruppe
mehrere Aspekte. Vergangene Frakturheilungsstudien betonen die Bedeutsamkeit der

Stabilisation, Vaskularisation und Anwesenheit des osteogenen Materials (Punkt 2.3.3).

In dieser Studie werden die notwendigen Bedingungen der Osteotomiestabilisierung durch
den Fixateur externe erflllt. Beide Tiergruppen zeigten réntgenologisch und histologisch
keine exzessiven Kalluszubildungen, keine Verschiebungen der Knochenenden und nur
wenig hyalinen Knorpel am Osteotomiebereich. Dies lasst auf eine hohe biomechanische
Rigiditat des Fixateurs und eine sehr geringe interfragmentdre Bewegung im Spalt

schlieken 2877,
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Die Osteovaskularisation wurde durch die zusatzlichen Manipulationen an Peri- und Endost
in der Versuchsgruppe initial erheblich beeintrachtigt mit folglich negativen Auswirkungen auf
den Heilungsverlauf. Insgesamt konnte sich die Blutversorgung soweit erholen, dass sich die
GefalRzahlen der Kontroll- und Versuchsgruppe nach acht Wochen Standzeit nahezu
glichen, was die Theorie, bei atrophen Pseudarthrosen sei eine gestérte Durchblutung
urséchlich ""9"%"1% widerlegt. Das Auftreten vieler kleiner Blutgef4Re weist auf eine intensive
GefaRsprossung hin '8, die die Initierung der Knochenheilung unterstiitzt %>'%. Kann das
Periost bei einer Knochenfraktur die Blutversorgung nicht kompensieren, da es selbst massiv
geschadigt ist, erfolgt die Versorgung mittels einsprielender Gefalle aus dem umliegenden
Weichgewebe. In diesem Fall kam wahrscheinlich eine Kombination aus periostaler,
endostaler und umgebender Blutversorgung zum Tragen. Die Gefalstrukturen des Peri- und
Endosts in den nicht gekauterten Bereichen blieben erhalten und konnten so osteotomiefern

138 sowie Garcia und Mitarbeiter

entsprechend reagieren '*. Reed und Mitarbeiter (2003)
(2008) ' stellten fest, dass eine gestérte Durchblutung zu einem friihen Zeitpunkt der
Reparatur eine Uberbriickung verhindert. Ist der Spaltbereich dann zu einem spéteren
Zeitpunkt ausreichend vaskularisiert, scheint allein dies die Heilung nicht gentigend triggern

zu kénnen und eine atrophe Pseudarthrose kann bestehen bleiben '3,

Einige Studien, die mit intramedullaren Marknagelungen arbeiteten, kamen ebenfalls zu dem
Schluss, dass der initial extrem beeintrachtigte, endostale Blutfluss sehr schnell wieder
restauriert werden kann. Sie zweifelten an, dass dieser Faktor allein die Frakturheilung
nachhaltig stéren kénnte "5, Damit waren die hier v.a. endostal vorliegenden Heilungs-
tendenzen erklarbar. Insgesamt erschien die GefalRdichte und damit die Blutversorgung in
der hier prasentierten Studie bei beiden Tiergruppen nach der Standzeit hoch genug um die
Heilung adaquat unterstitzen zu kénnen, so dass angenommen werden kann, dass andere

Stérfaktoren den Frakturheilungsprozess schwachen 2.

Somit gilt es, die eingangs gestellte Hypothese, eine atrophe Pseudarthrose ware bedingt
durch einen Mangel an osteogen reaktionsfahigem Substrat, zu prifen. Dieses wird zur
Reparatur des Knochens vornehmlich durch lokale mesenchymale Stammzellen sowie deren

Vorlaufer gestellt 381828496685

In dieser Studie wurden in der Versuchsgruppe die
entsprechenden Zellquellen Periost und Knochenmark/ Endost zerstort. Durch diese
Manipulationen gelang es offensichtlich, die Progenitorzellen, die praterminierten

osteogenen Stammzellen (DOPC)

, zu eliminieren, was ihre Aktivierung in der initialen
Heilungsphase verhinderte. Auch nach acht Wochen Standzeit erschien das Periost der
Versuchsgruppe histologisch in vielen Fallen nicht ausreichend rekonstruiert um
osteotomiespaltnah als Zellquelle fungieren zu koénnen. Einige Tiere zeigten eine
vollstandige Unterbrechung des Periosts, bei mehreren Tieren waren durchgehende, dinne
Faserschichten des Str. fibrosum erkennbar. Auch Ito und Mitarbeiter (2001) ' beschrieben

die Bildung einer dinnen zellarmen Faserschicht in der frihen Phase der Frakturheilung, die
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vermutlich als Leitstruktur dient. Eine intramembrandse Kallusbildung erfolgte bei ihnen und
in dieser Studie nur an Periostbereichen mit bestehendem Str. cambium. Ito und
Mitarbeiter (2001) "' nahmen an, dass die Restauration des Str. cambium nur an Stellen
erfolgen kann, die durch Kallusgewebe abgestitzt werden, also fortschreitend vom
gesunden Periost aus in Richtung der Osteotomie. In dieser Studie verwies das Stoppen des
Str. cambium vor dem spaltfiillenden Briickenkallus der Uberbriickungen auf einen anderen
Zellursprung dieses Kallus. Bestand dieser jedoch eine Weile, schien sich das Str. cambium
aufliegend soweit restaurieren zu kdnnen, dass sich eine durchgehende Periosteinheit bilden
konnte. Daher scheint die vollstdndige Rekonstruktion des Periosts tatsachlich von der
knéchernen Kallusbildung abzuhangen, eine zeitlich exakte Abfolge der Periost-
rekonstruktion kann jedoch nur schwer definiert werden '®'. Das gekauterte Periost ist somit
in der Lage sich nach einer Verletzung langsam zu regenerieren. Fraglich ist, ob es zu einer
vollstdndigen Regeneration fahig ist, sollte die periostfremde Kallusbildung im Uber-
briickungsbereich ausbleiben. Dabei kénnte das Str. fibrosum als Leitstruktur dienen. Nach
Schweiberer und Mitarbeiter (1999) *® sind die DOPCs des Periosts allein nicht in der Lage
die Frakturheilung zu vollbringen, bzw. wirde dies extrem viel Zeit in Anspruch nehmen.
Eine vollstandige Regeneration des Periosts ist daher keine Voraussetzung fir eine

fortschreitende Knochenheilung .

Da sich dieser Vorgang aber mit den Ubrigen
Knochenregenerationsvorgangen Uberschneidet, ist die heilungsfoérdernde Bedeutung
unubersehbar. Eine Aussage uUber die Rekonstruktion des Endosts kann nicht getroffen
werden, da es histologisch nicht darstellbar war. Das spaltferne Knochenmark schien durch
das erhaltene biologische Potential nach wie vor in der Lage DOPCs bereitzustellen 8,
wodurch sich weit von der Osteotomie entfernt endostaler Kallus bilden konnte, der im
Heilungsverlauf in Richtung Osteotomie wuchs. Bei dem weiteren Progenitorzelltyp, den
pluripotenten Mesenchymzellen (IOPC) ', handelt es sich um ubiquitdr im Stiitzgewebe
vorkommende Zellen %7819 gje werden durch eine initiale Osteoinduktion stimuliert und
sind wahrend der Knochenheilung permanent von grofRer Bedeutung, da sie sich der
Notwendigkeit entsprechend differenzieren kdnnen. Diese Zellgruppe konnte durch die
thermischen Manipulationen nur bedingt eliminiert werden. AufRerdem ist es den IOPC
maglich, liber BlutgefaRe in das Verletzungsgebiet einzuwandern "?788299.112  Aych Boyan
und Mitarbeiter (1999) "® konnten in ihrer Nonunion-Studie sieben Tage post operationem
undifferenzierte mesenchymale, jedoch keine ausdifferenzierten Progenitorzellen
nachweisen, so dass sie eine frihe Inhibierung der Zelldifferenzierung vermuteten. Erhalten
die vorliegenden Zellen im weiteren Heilungsverlauf geeignete Signale aus dem
Verletzungsbereich, sind sie in der Lage, die Knochenheilung zu induzieren '®’®. Uber diese
Zellen aus dem mesenchymalen Reservoir sind vermutlich die wenigen periostalen/
kortikalen Uberbriickungstendenzen in der Versuchsgruppe erklarbar. Anhand dieser Studie

kann nicht differenziert werden, ob vornehmlich der gestérte Blutfluss oder der Mangel an

138



Diskussion

osteogenem Material die Heilung beeintrachtigt hat. Beide Faktoren sind vor allem initial

mafgeblich an der Entwicklung der hier vorliegenden atrophe Pseudarthrose beteiligt.

Die Frage, warum einzelne Tiere der Versuchsgruppe verschiedene Heilungsphasen
aufwiesen, ist nicht prazise zu beantworten. Vermutlich fihrten kleine Differenzen in der
Operationstechnik und die biologische Variation der einzelnen Tiere zu den
unterschiedlichen Heilungstendenzen. So war beispielsweise wahrend der OP nicht genau
messbar ob der Millimeterabstand der thermischen Zerstérung von Periost und Endost exakt
eingehalten wurde. Auch koénnen durch den Aufbau des Fixateur externe leicht
Pinkanalinfektionen auftreten (Punkt 5.2.1). Diese haben einen entsprechend storenden
Einfluss auf die Heilung. In der Versuchsgruppe kamen vergleichsweise haufig Pinkalli und
Osteolysen in verschiedenen Auspragungen vor, allerdings ergaben die Untersuchungen der

Osteolysen in Bezug auf die Fragestellung keine Hinweise.

Die hohe Ausfallquote von 37 % (19 Tiere von insgesamt 51) in der Versuchsgruppe
aufgrund Ubermafiger Pinkalli und Osteolysen erklart sich durch die erhéhte Pinkanal-
belastung in dieser Gruppe. Weiterhin setzte die Autorin die Ausschlusskriterien diesbzgl.
(Punkt 4.1) sehr eng um einen mdglichen Einfluss auf die Entstehung der atrophen

Pseudarthrose zu verhindern.

5.2.4 Vergleich mit anderen Studien

Die Etablierung eines Tiermodelles mit einer Heilungsstérung, die auf einer reduzierten,
regenerativen Kapazitat beruht, ist schwierig *#2>'°. Viele vergangene Studien versuchten
atrophe Pseudarthrosen in direktem Zusammenhang mit einer Therapieetablierung zu
schaffen %. Bei genauerem Hinsehen lagen jedoch meist andere Formen von Heilungs-

stérungen vor, wie z.B. eine verzogerte Heilung "33

5,7,17,23,24,27,35,45,78,114,122

, hypertrophe Pseudarthrosen

oder Critical Size Defects '6:2%27:30,32,56,57,58,76,80-82

Da die bisherigen Nagetier-Studien verschiedene Designs aufweisen, welche den Prozess
der Frakturheilung unterschiedlich beeinflussen %, ist eine direkte Vergleichbarkeit mit dieser

Studie nicht oder nur schwer méglich .

Diese Arbeit erfolgte in Anlehnung an die atrophe Pseudarthrose-Experimente von Kokubu
und Mitarbeitern (2003) " sowie Hietaniemi und Mitarbeitern (1995) ', an denen sich auch

weitere Autoren orientierten 419242649,

Hietaniemi und Mitarbeiter (1995) ' schufen in ihrem Pseudarthrosemodell eine offene,
schmale Osteotomie am Femur der Ratte. Sie vermieden bewusst einen kritischen Defekt
(CSD) und kauterten das Periost jeweils in einem Abstand von zwei Millimetern vom Spalt.
Zusatzlich erfolgte eine weitreichende Kirettage des Knochenmarks. Sie wahlten eine
lockere Stabilisierung mittels intramedullarem Marknagel (Durchmesser 0,7 mm) um uber die

Rotationsinstabilitdt eine Pseudarthrose zu erzeugen. Nach sieben Wochen Standzeit
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konnten Hietaniemi und Mitarbeiter die Entwicklung einer hypertrophen Pseudarthrose
feststellen, deren Heilungsprozess zum Stillstand gekommen war. Samtliche
Voraussetzungen fir die Bildung eines kalzifizierten Knochens schienen verloren. Uber die
folgenden Monate anderte sich dieser Zustand nicht, so dass die Arbeitsgruppe nach einem

Jahr eine persistierende Nonunion in Form einer atrophen Pseudarthrose vorweisen konnte.

Kokubu und Mitarbeiter (2003) ’ modifizierten das Modell von Hietaniemi und
Mitarbeitern (1995) '". Um die klinische, traumatische Situation besser zu reprasentieren,
entschieden sie sich fir das Setzen einer geschlossenen Fraktur am Femur der Ratte.
Anschlie3end kauterten sie ebenfalls das Periost zwei Millimeter von der Fraktur ausgehend.
Um der hohen Rate an Draht-Migration und Systemermiidung entgegen zu wirken und um
eine rigidere Fixierung zu erreichen, wahlten sie einen Marknagel mit grélerem
Durchmesser (1,25 mm). Nach acht Wochen Standzeit konnten Kokubu und Mitarbeiter *
radiologisch bei den meisten Tieren und histologisch bei allen Tieren die Kriterien einer
atrophen Pseudarthrose feststellen, welche ebenfalls teils geringe Mengen an neu
gebildetem Knorpel enthielten. Auch andere Studien verwendeten in ihren Pseudarthrose-
Modellen intramedulldre Marknagel '9:2420:29:32:33.45.49.7881.83,114,122160 - pllerdings besteht dabei
generell die Gefahr der Rotationsinstabilitdt mit einer nicht standardisierbaren Situation

2533404584 direkte Studienvergleiche sind hier somit kaum méglich.

Daher wurden in der vorliegenden Studie die Arbeiten von Hietaniemi und Mitarbeitern
(1995) ' sowie Kokubu und Mitarbeitern (2003) 7 wiederum modifiziert und ein Fixateur
externe eingesetzt. In vitro weist er standardisierte biomechanische Eigenschaften mit
Abweichungen von +/- 5 % auf, andere Fixierungssysteme haben wesentlich hohere
Abweichungsraten "°. Auch kénnen bei Implantation des externen Fixateurs die Heilungs-
prozesse im Osteotomiebereich, einschliel3lich des Knochenmarksbereiches, genauer unter-

14,15,27,60,73,74,84
,15,27,60,73,74,8 ist

sucht werden “*"*% Das Setzen einer kliniknahen, geschlossenen Fraktur
bei dieser Art der Fixierung mit sehr vielen Komplikationen behaftet und nur sehr schwer zu
standardisieren “*°. Daher wurde hier eine offene Fraktur per Osteotomie gesetzt. Dieses
Vorgehen ist hoch standardisiert durchfihrbar und kann fir Studienvergleiche herangezogen
werden 2>%07% (Punkt 5.1.3).

rt 7,17,24-26,33,49,53,82,114,122,138

In vielen Studien wurde das Periost gekaute , da dies als

grundlegender Schritt gilt, der erfolgreich zur Induktion einer atrophen Pseudarthrose fuhrt
32633364783 ' 7um Zeitpunkt der Modelletablierung wurde das Periostkautern jedoch selten mit
der Fixierung lber einen Fixateur externe kombiniert *®. Als weiterer notwendiger Schritt zur
Schaffung einer atrophen Pseudarthrose wird das Zerstéren des Knochenmarks/ Endosts

17,24-26,33,36,47,53,138

angesehen (Punkt 5.1.3) . Denn die alleinige Zerstorung des Periosts

erscheint nicht als ausreichend 924263347
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Insgesamt kamen Kokubu und Mitarbeiter (2003) ’ der Entwicklung einer reduziert
regenerativen, atrophen Pseudarthrose schon recht nahe, ebenso Brownlow und Mitarbeiter
(2000) ** sowie Reed und Mitarbeiter (2003) ™ an deren Studien sich ebenfalls einige

% gsetzten an der Tibia von

Autoren orientierten ***"*®. Brownlow und Mitarbeiter (2000)
Kaninchen eine Osteotomie und fixierten diese mit einem Minifixateur. Zur Einddmmung der
osteogenen Potenz kirettierten sie das Knochenmark und strippten das Periost. Letzteres
tragt jedoch das Risiko in sich, dass osteogen potente Kambiumzellen auf der Kortikalis-
oberflache verbleiben (Punkt 5.1.3). Nach acht und 16 Wochen Standzeit stellten sie zu
100 % die Entwicklung von atrophen Pseudarthrosen fest, welche ebenfalls geringe Mengen
an neu gebildetem Knochen und Knorpel aufwiesen. Sie untersuchten die atrophen
Pseudarthrosen hinsichtlich ihrer Konzentration an Adenosintriphosphat (ATP), welches als
Marker fiir eine metabolische Aktivitit des heilenden Knochens gilt '*®. Die detektierte hohe
ATP-Konzentration lieR® die Arbeitsgruppe ihre Hypothese verwerfen, in welcher sie von einer
geringen metabolischen Aktivitat der atrophen Pseudarthrosen ausgingen. Diese Art der hier
vorliegenden Modelletablierung ist auf symmetrisch aufgebaute Knochen, wie z. B. dem
Femur, angewiesen um die notwendige Stabilitdt und Standardisierung gewahrleisten zu
kénnen 244 Studienvergleiche zwischen Frakturmodellen unterschiedlicher Knochen sind
daher nur bedingt durchfihrbar, ebenso wie Vergleiche mit Studien unterschiedlicher

Tierarten.

Reed und Mitarbeiter (2003) *® Geris und Mitarbeiter (2010) * sowie Tawonsawatruk und
Mitarbeiter (2014) *® brachten nach ihrer Osteotomie bei Ratten teils am Femur, teils an der
Tibia einen Fixateur an, strippten das Periost und klrettierten den Knochenmarkskanal.
Nach der acht- bzw. 16- wdchigen Standzeit stellten sie alle die 100 %ige Etablierung einer
atrophen Pseudarthrose fest. Weiterfihrende Untersuchungen bei Reed und Mitarbeitern
(2003) '*® ergaben eine hohe GefaRanzahl in der Pseudarthrosegruppe, welche auf eine
bestehende Aktivitdt des Gewebes hinweist. Méglicherweise muss die bisher in der Literatur
bestehende Meinung, eine atrophe Pseudarthrose sei avital, neu Gberdacht werden, worauf

10.14.1927.4748 | etztendlich konnte in der bestehenden

auch andere Autoren hinweisen
Literatur nur ein weiteres Modell gefunden werden, welches ein Studiendesign aufweist
anhand dessen ein direkter Vergleich mit dieser Modelletablierung moglich ist. Dickson und
Mitarbeiter (2007) % osteotomierten den Oberschenkel von 62 Ratten, kauterten das Periost,
strippten das Endost und brachten einen Fixateur externe an. Bei ihren Untersuchungen
nach acht und 16 Wochen Standzeit stellten sie bei nur einem Tier eine spontane Heilung
fest, die Ubrigen 61 Tiere wiesen atrophe Pseudarthrosen auf.

Aber auch einige Studien mit nur &hnlichen Designs (z. B. Periost gestrippt *'*®
28,29,31,47,48

, an der Tibia

24,28

, an Hasen #® oder Mausen ) waren erfolgreich im Hinblick auf die Schaffung

einer atrophen Pseudarthrose.
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5.2.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Das Ergebnis dieser Studie zeigt einen deutlichen Unterschied zwischen dem
physiologischen Heilungsverlauf der Kontrollgruppe, welcher sich nach acht Wochen sehr
weit fortgeschritten bzw. in einigen Fallen weitgehend abgeschlossen zeigte, und der
Heilungsbeeintrachtigung der Versuchsgruppe. Das Ziel, ein Modell einer experimentellen,
atrophen Pseudarthrose am Femur der Ratte zu schaffen, konnte erreicht werden. Funf von
acht Versuchstieren aus der histologischen Auswertungsgruppe zeigten eindeutig das
erwartete Bild der atrophen Pseudarthrose, in der Gruppe der histomorphometrischen
Auswertung waren es sieben von acht Tieren, insgesamt wiesen damit 12 von 16 Tieren eine

atrophe Pseudarthrose auf.

Die Ubrigen Tiere der Versuchsgruppe hatten mehr oder weniger ausgepragte Heilungs-
tendenzen. Die Morphologie der beinahe vollstandigen Uberbriickung aus der histologischen
Auswertungsgruppe und die halbseitige knécherne Uberbriickung aus der histo-
morphometrischen Auswertungsgruppe lassen darauf schlielen, dass sie sich lGberwiegend
von endostaler Seite entwickelten, somit im Rahmen der ,spaten endostalen Heilung®
entstanden sein kénnten >*. Denn stimmen die Bedingungen um die kritische Phase der
Osteogeneseinduktion zu Uberwinden, so werden die weniger stéranfalligen, nachfolgenden
Prozesse dieser Ossifikationsform durch signalgebende Faktoren immer weiter
vorangetrieben. Auch foérdert die Rigiditdt des Fixateur externe die Entwicklung dieses
endostalen Kallus *'. In der Vergangenheit wurde auch von anderen Autoren (iber Fille von

t % Die lokal begrenzten, endostalen Uberbriickungs-

spontaner Heilung berichte
tendenzen bei wenigen Versuchstieren kdnnten ebenfalls dieser Ossifikationsform
zuzuordnen sein oder dienten der Bildung einer knochenmarksabgrenzenden Kappe, wie sie
fur atrophe Pseudarthrosen typisch ist. Ob diese Tiere oder auch die mit nur geringen
Bereichen an periostalem, reaktivem Gewebe zukinftig eine atrophe Pseudarthrose
entwickelt hatten, ist schwer vorhersagbar. Um die Vorhersagegenauigkeit der atrophen
Pseudarthroseentwicklung in dieser Studie zu verbessern, ware es gunstig gewesen, eine
weitere Versuchsgruppe mit einer langeren Standzeit zu integrieren. Bei diesem Vorgehen
stellten einige Autoren fest, dass nach z.B. 16 Wochen Standzeit ein wesentlich héherer
Prozentsatz der Tiere aufgrund der mangelnden Stimulierung eindeutig eine atrophe
Pseudarthrose entwickelt hat *¢47°%138 S0 ist anzunehmen, dass auch hier die lokalen
Heilungstendenzen noch zum Erliegen gekommen waren. Einige Autoren betonen, dass
nach entsprechender Stimulation einer atrophen Pseudarthrose bei Vorliegen von Heilungs-

tendenzen vermutlich eine Heilung méglich ware *7°%1%,

Die Tiere der Versuchsgruppe die eine Pseudarthrose entwickelt haben zeigen, dass die
Vorgehensweise dieser Studie das Ziel der Pseudarthroseinduktion erreicht hat. Die in dieser
Studie vorgenommenen Manipulationen wirkten sich offensichtlich so stark aus, dass die

Heilung verhindert werden konnte.
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Die eingangs gestellte Hypothese, eine atrophe Pseudarthrose ware durch einen Mangel an
osteogen reaktionsfahigem Substrat bedingt, welches unter physiologischen Bedingungen
vornehmlich durch lokale mesenchymale Stammzellen sowie deren Vorlaufer gestellt
wird 3828496685 ann anhand dieser Studie weder verworfen noch bestétigt werden. Sie
bleibt jedoch, besonders unter Beachtung der aktuellen Literatur, weiterhin als sehr

wahrscheinliche Vermutung bestehen.

Insgesamt ware das Ergebnis dieser Studie nach der achtwdchigen Standzeit eventuell
deutlicher ausgefallen, wenn die ergriffenen MalRnahmen zur Minimierung des gesamten
osteogenen Potentials weitreichender gewesen waren. Ein ausgedehnteres Kautern des
Periosts kénnte hierbei unterstitzend wirken. Denn einige Tiere der Versuchsgruppe wiesen
regenerierte Periostbereiche auf, viele zeigten aber auch grol3e beeintrachtigte Periostanteile

die ganzlich an Aktivitat und Mineralisierungskapazitat verloren zu haben schienen.

Die eingangs gestellte Hypothese, dass die Integritat des Periosts als Leitstruktur essentiell
fur die Heilung eines Defektes am langen Réhrenknochen ist, muss verworfen werden. Eher
gegenteilig scheint das Periost allein nicht zur vollstandigen Regeneration fahig zu sein,
solange eine kndcherne Uberbriickung fehlt '®'. Dennoch spielt das Periost fiir eine schnelle

Knochenbruchheilung eine sehr grole Rolle.

In dieser Studie zeigten sich die Heilungstendenzen der Versuchsgruppe vorwiegend im
endostalen Bereich. Eine periostale Uberbriickung dieser Gruppe schien ebenfalls von
endostal erfolgt zu sein und sich progressiv nach periostal entwickelt zu haben. Vermutlich
ware das Studienergebnis eindeutiger gewesen, wenn der Knochenmarkskanal Gber einen
ausgedehnteren Bereich kdirettiert worden ware. Denn vermutlich wurden die
mesenchymalen Zellen vornehmlich aus dem Knochenmark rekrutiert. Aber auch uber
Méglichkeiten der Abschirmung des umliegenden Weichgewebes von der Verletzungsstelle
muss nachgedacht werden um ein Einwandern der Zellen von dort zu verhindern. Denn auf

diese Art und Weise schienen sich zwei periostale Uberbriickungen gebildet zu haben.

Weiterhin nahm man bisher an, ausgepragte Weichteilsverletzungen kénnen Uber den
gestorten Blutfluss eine Heilungsstérung induzieren. Allerdings stellten Landry und
Mitarbeiter (2000) *° fest, dass diese eher gegenteilig die Osteogenese zusatzlich ankurbeln.
Daher ist nicht geklart, ob eine weitreichendere Weichgewebezerstorung der Pseudarthrose-
etablierung entgegenkommen wirde. Ob es maoglich ware, Uber eine ausgepragtere
Einschrankung der Blutzufuhr das gewinschte Ziel zu erreichen, ist schwer zu sagen. Wie
festgestellt, erholt sich die Blutversorgung auch im Fall einer atrophen Pseudarthrose sehr
rasch 13199190191 “Mgglicherweise konnte (iber eine dauerhafte Obliteration der Markarterien
mit einhergehender ausgepragterer Kurettage des Knochenmarks die spate endostale
Ossifikation verhindert werden. Dabei wirde neben der Entfernung des lokalen, osteogenen

Materials auch die Migration der Zellen durch die starke Beeintrachtigung der Vaskularisation
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extrem eingeschrankt, mit dem Ziel auch hier die Mineralisierungskapazitat vollstandig zu

inhibieren.

Insgesamt wurde hier ein standardisiertes und gut reproduzierbares Modell einer atrophen
Pseudarthrose etabliert, welches dem klinischen Bild einer atrophen Pseudarthrose
entspricht. Vermutlich sind die wenigen Heilungsdifferenzen der Versuchsgruppe im
chirurgischen Vorgehen bzgl. der Zerstorung des osteogenen Materials begrundet. Daher
misste fur die exakte Messung der Ausmalie der Gewebezerstérung ein standardisiertes
Vorgehen integriert werden Die mangelnden periostalen Reaktionen verweisen auf die
angestrebte absolute Rigiditdt des externen Fixateurs. Dies verhinderte die heilungs-

194 und

fordernde Mikrostimulation durch mechanische und physikalische Belastungsreize
somit die periostale Kallusbildung. Weiterhin trat kein Pinversagen oder dauerhafter
Fixationsverlust auf und die Knochenfragmente verblieben in anatomisch korrekter Position.
Allerdings ist eine hohe Ausfallquote von 37 % (19 Tiere von insgesamt 51) in der
Versuchsgruppe aufgrund der Bildung von UbermaRigen Pinkalli und Osteolysen zu
bemangeln, bedingt durch erhohte Pinkanalbelastungen und damit einhergehenden

Pinkanalinfektionen.

Insgesamt weist das Modell eine gute Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit auf. Samtliche
Gesamtergebnisse dieser Studie bestatigen sich ebenfalls in der zugehérigen

Verdéffentlichung von Kaspar und Mitarbeitern (2008) ® unter Mitbeteiligung der Autorin.

Dieses Modell kann fir nachfolgende Untersuchungen im Rahmen der Therapieetablierung
bei atrophen Pseudarthrosen angewendet werden und wurde von einigen Autoren bereits zu

diesem Zweck erfolgreich eingesetzt 8192154200,
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6 Zusammenfassung

Im Verlauf einer Frakturheilung koénnen vielfaltige Stérungen auftreten, woraus im

schlimmsten Fall eine atrophe Pseudarthrose resultieren kann. Diese Heilungsstérung sind

t 3,8,26,34,38

gekennzeichnet durch eine reduzierte regenerative Kapazita ohne erkennbare

Heilungstendenzen in Form von intramembrandsen oder enchondralen Ossifikationen

3,14,19-21,27,31,33,37,46

angrenzend an die Fraktur Die Unkenntnis (ber die genauen

Mechanismen, die der Entwicklung einer atrophen Pseudarthrose zugrunde liegen,

erschwert die Suche nach einem erfolgreichen therapeutischen Ansatz '"12192123:31.33.43.54.56

Bisher konnte kein Konsens (iber die optimale Therapiestrategie erreicht werden 292526,
Der derzeitige therapeutische ,Goldstandard” umfasst ein aufwandiges chirurgisches

9,11,20,34,38,41,45,56,128,139,144

Debridement & mit einhergehender Optimierung der biomechanischen

Situation mittels eines geeigneten Osteosynthesesystems °920:2223.34,3537.384365139.144 = 7 g

20,143,144

eines Ring-Fixateurs nach llizarov sowie der Bereitstellung von osteogen

reaktionsfahigem Substrat 39334582 1har den Transfer von autologem Spongiosagewebe

8,20,21,25,31,34,36,37,41,43,45,58-60,66,73,82,112,120,139,144,146,155_ Hanlg blelbt der geWUnschte Er‘folg aus
und erfordert Wiederholungsbehandlungen. Neben den hohen volkswirtschaftlichen Kosten
bedeutet dies eine enorme physische und psychische Belastung fir den Patienten
511.14.152024.25.2736 - Ayfgrund dessen ist die medizinische Forschung bestrebt, ein optimales
Therapiemodell zu entwickeln. Dies setzt jedoch voraus, die einer atrophen Pseudarthrose
zugrundeliegenden, komplexen Mechanismen zu ergrinden. Aufgrund der Fallvariabilitat in
der Klinik am Menschen sind atrophe Pseudarthrosen nur schwer zu untersuchen
11142627.3353.123 ' \veshalb Tiermodelle angewandt werden miissen. Zu Projektbeginn waren in
der Literatur jedoch keine geeigneten Tiermodelle mit dem Ziel der Entwicklung einer
atrophen Pseudarthrose beschrieben. Somit war es Ziel dieser Studie, ein leicht
reproduzierbares und standardisiertes Modell der atrophen Pseudarthrose zu etablieren,
welches die klinische Situation realistisch darstellt und fir die Grundlagenforschung und

therapeutische Fragestellungen herangezogen werden kann.

Realisiert wurde dieses Vorhaben anhand eines in vivo-Modells an 32 Ratten, welche
randomisiert in zwei Gruppen eingeteilt wurden. Samtliche Tiere erhielten eine
standardisierte Osteotomie an der Diaphysenmitte des Femurs. Wahrend der sich
anschliellenden achtwdchigen Standzeit lie sich in der Kontrollgruppe der physiologische
Heilungsverlauf verfolgen. Die Versuchsgruppe sollte vergleichend die Entwicklung einer
atrophe Pseudarthrose liefern. Als wichtigste Schritte zur Induktion der atrophen
Pseudarthrose galten die thermische Zerstérung des Periosts 2 mm und die Kirettage des
Knochenmarks 4 mm proximal und distal um den Osteotomiespalt, um jegliches biologisches
Potential fur die Knochenheilung auszuschalten. Die biomechanische Versorgung der

Osteotomie erfolgte durch einen Fixateur externe. Dieser ermoglicht einen freien Zugang
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Zusammenfassung

zum Osteotomiebereich um Analysen oder Therapieetablierungen durchzuflihren, ohne dass
es im Spalt zu Wechselwirkungen zwischen Implantat und Gewebe kommt
384053.708184.127.140  7,r Auswertung kamen radiologische Verlaufskontrollen die wahrend der
Standzeit angefertigt wurden sowie im Anschluss an die Standzeit die histologische,
histomorphometrische und immunhistologische Auswertung der post mortem enthommenen,

osteotomierten Femora.

Das gesamte Untersuchungsmaterial der Kontroligruppe verwies auf einen sich teilweise in
der Endphase befindenden, physiologischen Heilungsverlauf. Bei der Versuchsgruppe war
hingegen eine deutliche Heilungsbeeintrachtigung festzustellen. So demonstrierten zwolf von
16 Tieren der Versuchsgruppe eindeutig das Erscheinungsbild einer reaktionsunfahigen,
atrophen Pseudarthrose. Die Ubrigen Tiere der Versuchsgruppe zeigten in und am
Osteotomiespalt lokale Bereiche mit moglichen Heilungstendenzen. Das Periost hatte sich
meist nicht vollstdndig rekonstruiert und den Osteotomiespalt nicht Uberwachsen.
Offensichtlich muss zur Knochenheilung nicht erst die Phase der periostalen Rekonstruktion

durchlaufen werden, da die Heilung auch von endostaler Seite aus madglich ist.

Das in der Studie angestrebte Ziel der Etablierung einer atrophen Pseudarthrose wurde
erreicht. Die vorgenommenen Manipulationen reichten aus, um die Heilung massiv zu
beeintrachtigen. Insgesamt weist das Modell eine gute Zuverlassigkeit und
Reproduzierbarkeit auf. SGmtliche Gesamtergebnisse dieser Studie bestatigen sich ebenfalls

% unter

in der zugehdérigen Veroffentlichung von Kaspar und Mitarbeitern (2008)
Mitbeteiligung der Autorin. Dieses Modell kann fur nachfolgende Untersuchungen im
Rahmen der Therapieetablierung bei atrophen Pseudarthrosen angewendet werden und

wurde hierzu bereits erfolgreich von einigen Autoren eingesetzt &'%%75420,
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Summary

7 Summary

Establishment of an atrophic non-union-model in the femur of rats

During fracture healing manifold disorders are possible, resulting in atrophic non-unions in

worst case. This healing-disorder is characterized by a reduced regenerative capacity

38263438 \ithout any noticeable evidence of healing in terms of intramembraneous or

3,14,19-21,27,31,33,37,46

endochondral ossification near the osteotomy side The unknown

mechanisms of atrophic nonunion development complicate the finding of successful

11,12,19,21,23,31,33,43,

treatments %45 Up to now it was not possible to find a consensus for optimal

strategy of therapy ®'2'9%% The actual therapeutic “golden standard” enfolds a complex

9,11,20,34,38,41,45,56,128,139,144

chirurgical debridement & along with the optimization of the

biomechanical situation by means of an applicative osteosynthesis-system

5,9,20,22,23,34,35,37,38,43,65,139,144 20,143,144

, such as an llizarov ring-fixator , and the contribution of

8,9,11,34,38,45,82

competent osteoinductive substrate via the transfer of autologous spongiosa

8,20,21,25,31,34,36,37,41,43,45,58-60,66,73,82,112,120,139,144,146,155

tissue Therapies fail frequently and

repeated more invasive therapies are necessary. Apart from the high economic costs this

511.14.15.20.24.25.2736  Therefore researchers are seeking

stresses both physically and mentally
to develop optimal therapy-models. However this implies to investigate the complex
mechanisms underlying an atrophic non-union. Due to the variability of patients, atrophic

non-unions are difficult to examine '"1426:27:33:83123

, So animal models has to be applied.
However, to beginning of this project in literature no practical animal models with atrophic
non-unions were available. The aim of this study was to establish a simply reproducible and
standardized model of an atrophic non-union, which simulates the clinic situation in a realistic

way and can be used for basic and therapeutic research.

This proposition was implemented on the basis of an in vivo-model with 32 rats, which were
randomized in two groups. All animals received a standardized, mid-diaphyseal osteotomy at
the femur. During the following eight-weeks life-time the control group showed the course of
physiological healing, which could be compared to the test group, which was expected to
develop an atrophic non-union. The most important steps to induce an atrophic non-union
are thermal destruction of the periosteum 2 mm and curettage of bone marrow 4 mm
proximally and distally of the osteotomy side for deactivating the full potential of bone
healing. The osteotomy was supplied by an external fixator which allows to analyse the
osteotomy site or therapy effects without any interactions between implant and tissue
3840,53,708184.127.140 "Eor evaluation a radiological follow-up was performed during the time post
operation. And post mortal sampling of the osteotomized femora was performed for the

histological, histo-morphometrical and immunhistological evaluation.
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Summary

The control group showed a physiological healing course, partially in the final stage of
healing. Whereas the test group showed a clearly negative impact of healing. Twelve of 16
animals in this group demonstrated the expected appearance of an atrophic non-union. The
remaining animals showed small regions with possible healing-tendencies in and around the
osteotomy site. The periosteum was not totally reconstructed. Obviously for bone-healing it is
not necessary to complete the phase of periosteal reconstruction, because endosteal healing

is feasible as well.

By means of this model it was possible to create an atrophic pseudarthrosis. Obviously the
performed manipulations were sufficient to impair healing gravely. All together this model
shows a good reliability and reproducibility. All overall results of this study are ratified in the
associated publication of Kaspar and und colleagues (2008) ® by assistance of the author.
This model can be used for following evaluations of new therapies for atrophic

pseudarthrosis and was already successful constituted for this by some authors &'%1%4:200,
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