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Einleitung

1. Einleitung

Jede Fraktur oder Stérung der skelettalen Integritat stellt einen massiven Eingriff in den
Alltag der betroffenen Person dar. Dabei besteht das medizinische Problem der
Frakturversorgung zum einen in der technischen Herausforderung bezlglich Reposition und
Osteosynthese an den Chirurgen und andererseits in der Zeitspanne, die bis zur restitutio ad
integrum erforderlich ist. Das Problem der Ausheilungszeit einer Fraktur ist bei Patienten mit
verzogerter Frakturheilung besonders deutlich. Daher ist das Ziel dieses umfassenden
Forschungsprojektes die biologischen Ablaufe der verzdgerten Frakturheilung besser zu
verstehen, um Ansatzpunkte fur eine frihzeitige Erkennung von Heilungsstérungen und
therapeutische Interventionen zu schaffen.

Die Knochenbruchheilung stellt einen sehr komplexen, kaskadenartig ablaufenden
Regenerationsmechanismus dar, der von zahlreichen biologischen und mechanischen
Faktoren beeinflusst wird (Duda et al., 2000). Diese Ablaufe umfassen eine Serie von
zellularen, physiologischen und mechanischen Ereignissen (Klaushofer et al., 1994). Trotz
der besonderen Eigenschaft des Knochens nach einer Verletzung seine urspriingliche Form
und Funktion ohne minderwertiges Narbengewebe wiederherzustellen, zeigen klinische
Erfahrungen, dass es bei der Frakturbehandlung in zehn bis zwanzig Prozent zu
Komplikationen wie einer verzdégerten oder sogar ausbleibenden Frakturheilung kommt.
Trotz der standigen Fortschritte in der traumatologischen und orthopadischen Chirurgie
kommt es auch heute noch zu Komplikationen. Diese Tatsache und das Streben nach immer
schnellerer Rehabilitation ohne Funktionsverlust machen die unfallchirurgische Forschung
zur Verbesserung der Frakturheilung erforderlich (Haas, 2000).

Durch ein besseres Verstandnis der mechanischen und biologischen Rahmenbedingungen
kann man gezielt in die verschiedenen Phasen der Frakturheilung eingreifen und somit die
Frakturheilung beschleunigen bzw. Stérungen der Frakturheilung besser entgegenwirken
(Haas, 2000). Das Ziel der Frakturheilungsforschung ist eine Optimierung der
Frakturversorgung im Sinne einer Beschleunigung der Heilung. Dies wird einerseits durch
eine stetige Verbesserung von Operationsverfahren und Implantaten erreicht und
andererseits durch die Aufschlisselung der auf molekularer Ebene ablaufenden Prozesse,
um diese dann gezielt beeinflussen zu kénnen.

In diesem Forschungsprojekt wird in Anlehnung an ein vorangegangenes
Tierversuchsprojekt der Heilungsverlauf einer standardisierten Osteotomie in Abhangigkeit
von definierten biomechanischen Rahmenbedingungen umfassend evaluiert. Im
vorangegangenen Forschungsprojekt wurde das Heilungsverhalten einer standardisierten
Osteotomie unter einem rigiden und einem semirigiden Fixateur externe biomechanisch und
histologisch analysiert. Dabei wurden GréRenordnungen flir Scherbewegungen definiert, die

eine optimale und eine weniger effektive Heilung zulieRen. Gestlitzt auf das validierte



Einleitung

muskuloskeletale Modell des Schafhinterlaufes wurde flir das vorliegende Projekt ein fur die
Knochenheilung kritisch-scherweicher Fixateur externe entwickelt, der mechanische
Bedingungen erzeugt, deren Grélenordnung in der Klinik zu Heilungsverzdégerungen fiihren.
Die Knochenheilung wurde zu ausgewahlten Zeitpunkten histologisch und biomechanisch
untersucht und miteinander verglichen. Der Hintergrund der histologischen Untersuchung
beruht auf den Erkenntnissen, dass mechanische Rahmenbedingungen die Auspragung und
die Differenzierung des Frakturkallus beeinflussen. Die im Rahmen der lokalen Kallusbildung
und -remodellierung gebildeten Gewebetypen lassen sich mittels konventioneller
histologischer Farbungen gut darstellen und Uber den beobachteten Heilungsverlauf
erfassen. Die genaue Gewebeverteilung zu den unterschiedlichen Zeitpunkten wird
beschrieben und ausgewertet. Des Weiteren werden die histologischen Ergebnisse mit
denen des Vorgangerprojektes verglichen, weshalb es wichtig war, den gleichen
Versuchsaufbau und die gleiche Versuchstierspezies wie in diesem zu wahlen. Abschlieend

wird gepruft, ob die histologischen mit den biomechanischen Ergebnissen korrelieren.

1.1. Zu untersuchende Hypothesen

In dieser Studie sollen folgende Hypothesen Uberpriift werden;

1. Unter der Anwendung des kritisch-scherweichen externen Fixateurs kommt es zur
Ausbildung eines sehr volumindsen Kallus, der bis zum Sechswochenzeitpunkt
Uberwiegend bindegewebig und zum Neunwochenzeitpunkt Uberwiegend knorpelig
ist.

2. Im Verlauf der neunwdchigen Knochenheilung kommt es nicht zur kndchernen
Uberbriickung des Osteotomiespaltes.

3. Die Torsionstestung, welche nach sechs und neun Wochen durchgefiihrt werden soll,
ist eventuell aufgrund einer ungentgenden Stabilisierung der osteotomierten
Fragmente unmdglich.

4. Bei derim Anschluss an die biomechanische Testung durchgeflihrten
Frakturklassifikation nach White und Mitarbeitern (White et al., 1977) erreichen die
getesteten Knochen maximal Stadium zwei, was einer wenig fortgeschrittenen

Frakturheilung entspricht.
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2. Stand des Wissens

2.1. Knochen

Knochengewebe stellt ein besonders hartes, skelettbildendes Stutzgewebe dar. In diesem
dynamischen Gewebe sind stoffwechselaktive Zellen in ein festes Netzwerk integriert
(Kalfas, 2001). Neben der Zahnsubstanz (Dentin) ist das Knochengewebe der harteste
Baubestandteil des Korpers (Hildebrandt, 1998) und das am hochsten differenzierte
Stutzgewebe. Seinen Ursprung hat Knochen im mesenchymalen Gewebe (Liebich, 1999).
Knochen ist ein sehr aktives Gewebe (Kenwright et al., 1988; Trostle et al., 1996), welches
sich zeitlebens durch Ab-, Auf- und Umbauprozesse an die funktionellen und mechanischen
Bedurfnisse des Skelettes anpasst (Kornak et al., 2003).

Der gesamte Prozess der Knochenentwicklung unterliegt einer fein geregelten hormonellen
Kontrolle (Weyrauch et al., 1998). Modelling bezeichnet den Knochenumbau und Zuwachs
im Zusammenhang mit dem Knochenwachstum (Noble et al., 2000). Druck- und Zugkrafte
spielen beim stetigen Knochenumbau eine bedeutende Rolle (Beck, 2003). So flhren
andauernd wirkende mechanische Druck- und Zugkrafte zu einer Verstarkung der
Knochenwand. Dabei kommt es innerhalb der Kortikalis zur Knochenresorption mit
anschlielender Knochenneubildung in Anpassung an die mechanischen Belastungen.
Diesen lebenslang anhaltenden Prozess nennt man Remodelling (Noble et al., 2000). Der
Knochenaufbau richtet sich dabei immer nach den Kraftvektoren aus, die auf ihn wirken
(Beck, 2003). Bei langerer Ruhigstellung (Gipsverband, Immobilitdt) hingegen schwindet
Knochenmaterial. Im Koérper Ubernimmt das Knochengewebe mehrere wichtige Funktionen
(Trostle et al., 1996). Es stitzt den Kdorper, erméglicht Bewegung durch Gelenke, schutzt die
inneren Organe, liefert Muskelansatzstellen und ist an wichtigen Stoffwechselfunktionen, wie
der Speicherung von Kalzium und Phosphor und der Regulation des Serumkalziumspiegels,
beteiligt (Trostle et al., 1996).

2.2. Knochenbestandteile

Knochengewebe besteht aus zelluldren und nichtzelluldren Bestandteilen. Den zellularen
Anteil bilden Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten, den nichtzellularen Anteil stellt die

interzellulare Knochenmatrix dar.

2.2.1.0steoblasten

Als Osteoblasten bezeichnet man reife, stoffwechselaktive Knochenzellen (Kalfas, 2001). Sie

sind plasmareich und besitzen basophile Eigenschaften. Sie entstehen aus besonders
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teilungsfahigen, osteogenetischen Knochenstammzellen, welche wiederum aus pluripotenten
Mesenchymzellen hervorgehen (Remedios, 1999). Die 20 bis 30um grof3en Osteoblasten
sind kettenférmig an der Knochenoberflache aufgereiht (Beck, 2003). Auf diese Weise
werden mosaikartig samtliche Knochenoberflachen bedeckt (Menton et al., 1984).

Man unterscheidet aktive und inaktive (ruhende) Osteoblasten. Die inaktiven Osteoblasten
werden auch als Bone lining cells bezeichnet. Diese Zellen behalten ihr osteogenes Potential
und die Fahigkeit zur Proliferation zeitlebens bei (Liebich, 1999). Die Bone lining cells sind im
Gegensatz zu den aktiven Osteoblasten, welche einen runden Kern aufweisen und
zahlreiche sekretorische Organellen besitzen, spindelartig abgeflacht. Die Bone lining cells
befinden sich auf den endostalen und periostalen Oberflachen des Knochens (Kalfas, 2001).
Die knochenbildenden Osteoblasten produzieren die organischen Bestandteile der
extrazellularen Matrix und steuern die Mineralisation des zuvor produzierten Osteoids
(Schweiberer et al., 1999). In wenigen Tagen produzieren sie das zwei bis vierfache ihres
Volumens an extrazellularer Matrix, welche dem Knochengewebe seine mechanischen
Eigenschaften verleiht (Schweiberer et al., 1999). Sie geben das von ihnen synthetisierte
Osteoid (Kalfas, 2001), vorwiegend bestehend aus Proteoglykanen und Kollagenfibrillen, an
ihre Umgebung ab und mauern sich so allmahlich selbst ein. AnschlieRend differenzieren sie

zu abgeplatteten, langlichen Osteozyten.

2.2.2.0steozyten

Osteozyten sind reife Knochenzellen, welche aus Osteoblasten hervorgehen (Liebich, 1999;
Kalfas, 2001). Sie machen den grof3ten Anteil aller im Knochengewebe vorkommenden
Zellen aus. Sie sind hoch spezialisierte Osteoblasten und die am hochsten differenzierten
Knochenzellen (Noble et al., 2000). Ungefahr zehn bis zwanzig Prozent der Osteoblasten
entwickeln sich innerhalb von drei Tagen zu Osteozyten, welche vollstandig von verkalkter
Knochensubstanz umgeben sind (Liebich, 1999). Gehen die Osteozyten zugrunde, so wird
die umliegende Matrix abgebaut (Noble et al., 2000).

Die Knochenzellen liegen isoliert und abgeflacht zwischen den lamellaren Knochenschichten
in schmalen Lakunen (Remedios, 1999). Osteozyten sind dendritische Zellen, die Uber
zahlreiche fingerformige Zytoplasmafortsdtze untereinander sowie mit Osteoblasten,
BlutgefalRen und der Interzellularflissigkeit in Kontakt stehen (Kalfas, 2001). Diese zellulare
Vernetzung stellt eine funktionelle Einheit dar, die dem Stofftransport und der
Kommunikation untereinander dient. Auflerdem sind Osteozyten an der Kontrolle des

extrazelluldren Kalzium- und Phosphorspiegels beteiligt (Kalfas, 2001).

10



Stand des Wissens

2.2.3.0steoklasten

Der Osteoklast ist eine mehrkernige Riesenzelle, welche durch die asynchrone Fusion von
mononuklearen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark entsteht (Amling et al., 1996).
Osteoklasten besitzen mindestens zwei bis maximal 100 Zellkerne pro Zelle (Liebich, 1999)
und erreichen im ausgereiften Zustand einen Durchmesser von 50 bis 100 um (Amling et al.,
1996; Li et al., 2006). Aulder den vielen Zellkernen beinhalten sie reichlich Mitochondrien,
zahlreiche Lysosomen und freie Ribosomen. Osteoklasten sind in der Lage sich amdéboid
fortzubewegen. Ihre mittlere Lebenserwartung wird mit wenigen Tagen (Owen, 1970) bis hin
zu maximal sechs Wochen (Liebich, 1999) angegeben. Osteoklasten, deren einzigartige
Fahigkeit die Knochenresorption ist, synthetisieren, transportieren und sezernieren eine
grolRe Anzahl proteolytischer Enzyme (Waldeyer et al., 1993). Die Aktivitat der Osteoklasten
wird durch hormonelle und zellulare Mechanismen kontrolliert und reguliert (Kalfas, 2001).

Die lebenslang stattfindenden Umbauprozesse des Skelettsystems erfolgen durch ein
komplexes Zusammenspiel von Osteoblasten und Osteoklasten (Kornak et al., 2003). Die
Osteoklasten bauen wahrend der Skelettentwicklung mineralisiertes Knochengewebe ab und
ermoglichen den Ersatz von Geflechtknochen durch héher organisierten Lamellenknochen
durch Osteoblasten (Bucher et al., 1997). Die enzymatische Abbauleistung eines
Osteoklasten entspricht in etwa der Aufbauleistung von 100 Osteoblasten (Junqueira et al.,
1996). Die durch den Knochenabbau entstehenden Einbuchtungen in der Grundsubstanz
werden als Howship-Lakunen bezeichnet (Schmolke, 2001). In diesen Lakunen befinden
sich die Osteoklasten vorwiegend (Amling et al., 1996; Trostle et al., 1996; Remedios, 1999).
Sind diese einzigartigen Eigenschaften der Osteoklasten gestort, so kann es bei
verminderter Funktion zu Osteosklerose (Verdichtung des spongiésen Knochengewebes)
und Osteopetrose (UbermaRige Knochendichte), sowie bei Uberschieliender Reaktion zu
Osteoporose (Knochenverlust) kommen (Hildebrandt, 1998; Li et al., 2006). Osteoklasten
stellen eine sehr kleine Zellpopulation dar und bedecken ungefahr einen Prozent der
gesamten Knochenoberflache (Amling et al., 1996). Die Aktivitdt und Differenzierung der
Osteoklasten wird durch Osteoblasten gesteuert. Diese sezernieren den macrophage
colony-stimulating factor (M-CSF) und produzieren unter anderem das Protein
Osteoprotegrin (OPG). Dieses Protein kann auf der Preosteoklastenmembran binden und so
die Osteoklastenbildung, Fusion, Differenzierung und Aktivierung stimulieren (Li et al., 2006).
Der Entwicklungsprozess zu aktiven Osteoklasten wird auRerdem durch eine grol3e Anzahl
an Zytokinen und Wachstumsfaktoren gesteuert. Aktive Osteoklasten, die der
Knochenoberflache durch zahlreiche fingerférmige Zellausstiilpungen (Resorptionsstruktur-
ruffled border) sehr eng anliegen, produzieren proteolytische Enzyme wie die saure
Phosphatase und die Carboanhydrase 2, welche die Knochengrundsubstanz abbauen,
indem sie Hydroxylapatit-Kristalle aufspalten (Li et al., 2006). Im Bereich der Knochenmatrix

aufliegenden Seite befindet sich in der so genannten ruffled border die Protonenpumpe,

11



Stand des Wissens

welche den zum Knochenabbau nétigen sauren pH-Wert von vier bis funf aufrecht halt (Li et
al., 2006). Nach Abschluss der Knochenresorption l6sen sich die Osteoklasten von der
Knochenoberflache ab und wandern zur nachsten Resorptionsstelle, wo sie nach Anheftung

erneut mit dem Knochenabbau beginnen (Liebich, 1999).

2.2.4. Interzellulare Knochenmatrix

Die Knochenmatrix, welche die Interzellularsubstanz des Knochens darstellt, besteht zu 30
Prozent aus organischen und zu 70 Prozent aus anorganischen Bestandteilen (Remedios,
1999), wobei Kollagenfasern vom Typ eins mit 90 Prozent den Hauptanteil der organischen
Knochengrundsubstanz ausmachen (Wang et al., 2002). Die restliche organische Substanz
setzt sich aus Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen zusammen (Liebich, 1999). Die
Knochenmatrix verleiht dem Gewebe seine mechanischen Eigenschaften, sie bindet Zellen
und beeinflusst deren Proliferation und Differenzierung (Schweiberer et al., 1999).
Glykoproteine wirken als lokale Mediatoren und Wachstumsfaktoren mit osteoinduktiver
Wirkung, die die Zellteilung und Differenzierung beeinflussen (Schweiberer et al., 1999).

Die anorganische Interzellularsubstanz besteht aus Kalziumphosphat, Kalziumcarbonat,
Magnesiumphosphat und Kalziumfluorid. Diese Mineralien liegen in Form von Hydroxylapatit
aullen den Kollagenfasern an und bestimmen durch ihre Verbindung die Stabilitdt des
Knochens (Liebich, 1999). Die Kalzium-Hydroxylapatitkristalle machen ungeféahr 80 Prozent
der anorganischen Knochenmatrix aus (Li et al., 2006). Wahrend der anorganische Anteil fur
die Stabilitat verantwortlich ist, bestimmen die organischen Bestandteile die Elastizitat des

Knochens, welche beim Juvenilen hoher ist als beim Adulten.

2.3. Anatomischer Knochenaufbau

Die Tibia als Stellvertreter langer Réhrenknochen besteht aus einem langen Schaft, der
Diaphyse, und weist an beiden Knochenenden jeweils eine Epiphyse auf (Remedios, 1999).
Die Diaphyse stellt das wichtigste Element flir die Steifigkeit und Tragfahigkeit des Knochens
dar (Schweiberer et al.,, 1999). Jeder Rohrenknochen besteht aus der auleren, lamellar
aufgebauten Substantia compacta (kortikaler Knochen) und der inneren Substantia
spongiosa (trabekularer Knochen). Die Spongiosa bildet im Inneren des Knochens ein
schwammartiges Balkenwerk (Kalfas, 2001), wahrend die Compacta den Knochen von
aullen als feste Schicht umgibt. Sie kommt Uberwiegend in den Diaphysen langer
Roéhrenknochen und an den Oberflachen flacher Knochen vor. Die Spongiosa befindet sich
hauptsachlich im Metaphysenbereich und den Wirbelkérpern.

Weitere Bestandteile des Knochens sind das Periost (Beinhaut), die Kortikalis und der

Markraum. Diese drei Strukturen stellen eine biologische Einheit dar. Eine Unterbrechung
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dieser Einheit kann mit Stérungen der Frakturheilung einhergehen (Schweiberer et al.,
1999).

Das Periost Uberzieht als derbe fibrovaskulare Membran die gesamte Knochenoberflache,
ausgenommen Gelenkflachen (Kalfas, 2001), sowie viele Muskelansatze (Liebich, 1999).
Das Periost ist aus zwei Schichten aufgebaut und stellt das Bindeglied zwischen
Weichteilmantel und Kortikalis dar. Es besteht aus derben kollagenen Bindegewebsfasern,
BlutgefaBen und Nerven (Schweiberer et al.,, 1999). Die Periost-Innenschicht
(Kambiumschicht) ist weniger faser-, gefal- und nervenreich als die Periost-Au3enschicht,
daflir aber sehr zellreich. Sie behalt zeitlebens die Fahigkeit zur Knochenbildung und besteht
aus Bindegewebszellen, osteoblastischen Stammzellen, Osteoklasten, Endothelzellen und
pluripotenten Mesenchymzellen (Schweiberer et al., 1999). Das Periost ist somit Trager
eines sehr grofen biologischen Reparationspotentials (Schweiberer et al., 1999). Uber
kollagene Fasern, auch Sharpeysche Fasern genannt, ist das Periost eng mit dem Knochen
verankert (Webb et al., 2000). Den Abschluss zur Markhdhle bildet das einschichtige Endost,
bestehend aus osteogenetischen Zellen ohne bindegewebige Komponente (Kalfas, 2001).
Der Markraum stellt unter physiologischen Bedingungen das fihrende Versorgungsglied des
Knochens dar. Uber Perforationskanale nimmt er die MarkgefaRe aus den Weichteilen auf
und verteilt sie nach proximal und distal zur Versorgung der Kortikalis (Schweiberer et al.,
1999). Durch den Hohlraum der Markhohle ist es dem Rdéhrenknochen moglich, hohen
elastischen Verformungen bei Spitzenbelastungen standzuhalten (Schweiberer et al., 1999).
Die Knochendurchblutung erfolgt von endostal und periostal (Kutscha-Lissberg et al., 2003).
Die axial verlaufende Blutversorgung (Mayr, 2002) des Knochens erfolgt Uber drei
Gefalsysteme (Pennig, 1990; Remedios, 1999; Phieffer et al., 2006), einem afferenten,
einem efferenten und einem metaphysaren System. Im proximalen Drittel tritt die Arteria
nutricia durch die Kortikalis in den Markraum ein und bildet die sich verzweigende
Markraumarterie (Pennig, 1990) mit auf- und absteigenden Asten. Diese teilen sich weiter in
Arteriolen auf und Ubernehmen die Versorgung der Havers'schen Blutgefale (Remedios,
1999). Eine periostale Erndhrung des Knochens erfolgt Uber segmental abgehende
periostale Gefalle, welche vom Hauptgefall der Extremitat abstammen und transversal zur
Langsachse des Knochens verlaufen (Macnab et al., 1974). Ein intaktes Periost ist von
entscheidender Bedeutung und mitbestimmend fur den Heilungsverlauf einer Tibiafraktur
(Macnab et al., 1974). Das im metaphysaren Bereich liegende arterielle Gefalisystem spielt
beim Erwachsenen eine untergeordnete Rolle (Pennig, 1990; Remedios, 1999). Wird jedoch
die Arteria nutricia durch ein Trauma oder wahrend einer Operation verletzt, kdbnnen die
metaphysaren Gefalle schnell hypertrophieren und die kortikale Blutversorgung Gbernehmen
(Remedios, 1999). Aufgrund eines hdéheren intramedullaren Druckes im Verhaltnis zum
periostalen Druck ist der arterielle Blutfluss im Knochen zentrifugal (Remedios, 1999). Die

venose Drainage verlauft zentripetal von aulRen nach innen. Jede Knochenreparation ist
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extrem stoffwechselaktiv und erfordert die Neubildung von GefalRen. Die GefalRe stammen
entweder aus der Markhdhle oder dem Periost und umliegenden Muskelansatzen (Stirmer,
1996). Wenn eine dieser Gefaltquellen gestort ist, kann die andere sie teilweise
kompensieren. Sind jedoch beide gestort, kann keine Heilung eintreten (Stirmer, 1996).
Ersatzweise erfolgt eine Revaskularisierung des toten Knochens aus der vitalen
Grenzschicht Uber Haversschen-Umbau (Stirmer, 1996). Wahrend die endostale
Durchblutung bei allen dislozierten Frakturen empfindlich gestort ist, bleibt die periostale
Durchblutung Uber die Insertionsstellen der Muskulatur und Faszien in der Regel erhalten
(Kutscha-Lissberg et al., 2003).

2.3.1. Knochenarten

Histologisch unterscheidet man zwei Arten von Knochengewebe, den funktionell hoéher
strukturierten Lamellenknochen und den einfacheren Geflecht- oder Faserknochen (Liebich,
1999; Noble et al., 2000). Beide weisen qualitativ die gleiche zelluldre, kollagenfaserige
sowie mineralisierte Zusammensetzung auf, sie differieren jedoch stark in der Quantitat der

einzelnen Bestandteile (Liebich, 1999).

2.4.1. Geflechtknochen

Geflechtknochen stellt die entwicklungsgeschichtlich einfachere Knochenform dar und kann
als verkndchertes Bindegewebe angesehen werden (Ng et al., 1997). Er kommt Uberall dort
vor, wo Uber langere Zeit durch Druck und Zug mechanische Krafte einwirken (Liebich,
1999), denn er ist besonders stabil gegen Zugkrafte und Biegung. Geflechtknochen ist
verhaltnismalig primitiv angeordnet und lasst strukturelle und belastungsabhangige
Orientierungen vermissen (Klaushofer et al., 1994). Dieser Knochen wird wahrend der
embryonalen Entwicklung angelegt (Trostle et al.,, 1996) und spater den mechanischen
Erfordernissen entsprechend durch Lamellenknochen ersetzt (Stein, 1998,(Weyrauch et al.,
1998; Liebich, 1999). Weiterhin treten Geflechtknochen in Regionen auf, in denen Knochen
schnell rekonstruiert werden muss, wie z.B. bei der Knochenbruchheilung (Trostle et al.,
1996; Noble et al., 2000). Die Bildung von Geflechtknochen erfolgt wesentlich schneller als
die lamellare Knochenbildung (Noble et al., 2000). Aulerdem findet man ihn an
Ansatzstellen von Sehnen und Bandern und an bestimmten Stellen des Schadelknochens
(Stein, 1998).

Der Geflechtknochen ist reich an Osteozyten (Noble et al., 2000), deren Verteilung ohne
erkennbare Ordnung in der knéchernen Matrix erfolgt. Die geformte Grundsubstanz wird von
einem unregelmafligen Geflecht von Kollagenfaserbindeln durchzogen, welche keine

bestimmte Verlaufsrichtung erkennen lassen (Beck, 2003). Dadurch ist der Geflechtknochen
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zwar flexibler als der Lamellenknochen, jedoch weist er eine hdhere Instabilitdt gegentber
einwirkenden Kraften auf (Liebich, 1999; Noble et al., 2000).

Die Bildung von Geflechtknochen erfolgt durch desmale (direkte) Ossifikation. Dabei entsteht
das Knochengewebe direkt aus dem mesenchymalen Bindegewebe ohne knorpelige
Vorstufe (Liebich, 1999). Dabei differenzieren sich embryonale Bindegewebszellen
(Mesenchymzellen) direkt zu Osteoblasten. Diese synthetisieren Osteoid und mauern sich
bei der Umwandlung zu Osteozyten in die entstehenden primaren Knochenbalkchen aus

Geflechtknochengewebe ein (Budras et al., 1996).

2.4.2. Lamellenknochen

Der Lamellenknochen ist gekennzeichnet durch seine regelmaRige Struktur, welche sich
durch die unterschiedlichen Lamellen und Knochenkandlchen auszeichnet. Diese
Knochenform entsteht auf dem Wege der enchondralen (indirekten) Ossifikation wesentlich
langsamer als Geflechtknochen (Noble et al., 2000). Die kleinste strukturelle Grundeinheit
des Lamellenknochens ist das Osteon bzw. Havers-System, in dessen Mitte ein 20 bis 30um
weiter Zentralkanal (Havers-Kanal) mit einem kleinem Blutgefall (Havers-GefaR),
Bindegewebe und vegetativen Nerven verlauft (Trostle et al.,, 1996; Liebich, 1999). Die
Osteone verlaufen parallel zur LaAngsachse des Réhrenknochens. lhr Aufbau beginnt mit der
Bildung der auflersten Lamelle. Ausgehend von dieser bilden sich weitere Lamellen in
Richtung Zentralkanal, welcher sich dadurch zunehmend verengt. Den Havers-Kanalen als
zentraler Verteiler obliegt die Versorgung der Osteozyten, die in den 4 bis 10um dicken
Lamellen des dem Havers-Kanal zugeordneten Osteons lagern (Schweiberer et al., 1999).
Die Havers-Gefalte stehen miteinander Uber sogenannte Volkmann-Kanale, welche die
Knochenlamellen quer durchbohren, in Verbindung (Weyrauch et al., 1998). Osteone sind
aus konzentrisch gelagerten Knochenlamellen (Havers-Lamellen) unterschiedlicher Anzahl
aufgebaut, welche um den zugehdrigen Zentralkanal angeordnet sind (Trostle et al., 1996).
Entlang dieser Lamellen befinden sich kleine Lakunen, in denen die Osteozyten lagern
(Trostle et al, 1996). Die einzelnen Lamellen werden von parallel angeordneten
Kollagenfasern und von der mineralisierten Knochenmatrix gebildet, wobei sich die
Verlaufsrichtung der Kollagenfasern von Lamelle zu Lamelle andert. Dieses besondere
Bauprinzip ermdglicht dem Knochen die Anpassung an auf ihn wirkende Zug- und
Druckbelastungen (Liebich, 1999) und gewahrleistet ein Hochstmald an mechanischer
Festigkeit (Trostle et al., 1996). Durch die longitudinale Ausrichtung der Osteone ist der
Knochen widerstandsfahiger gegen Kompressionskrafte im Gegensatz zu Tensionskraften
(Autefage, 2000). Die Kollagenfasern treten teilweise in benachbarte Knochenlamellen Gber
und flhren so zur Verfestigung des Gewebes (Weyrauch et al.,, 1998). Die standig

erforderlichen Adaptationsvorgange an die aktuelle mechanische Beanspruchung gehen mit
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permanenten Umbauvorgangen des Knochengewebes einher (Weyrauch et al., 1998). Dabei
entstehen Osteonenfragmente in  Form von Schaltlamellen, welche in den
Osteonenzwischenraumen liegen.

Nach innen und aufen ist der Knochen durch plattenartig geschichtete Knochenlamellen und
Generallamellen abgeschlossen, an die das Peri- und Endost grenzen (Junqueira et al.,
1996; Webb et al., 2000).

2.5. Frakturentstehung

Eine Fraktur stellt eine Zusammenhangstrennung des Knochens mit Zerstérung seiner
anatomischen Form, Schadigung des umgebenden Weichteilmantels (Haut, Muskeln,
Nerven, Sehnen, Gefale) und Verlust der GliedmafRenfunktion dar (Niemand et al., 2004).
Eine Fraktur entsteht, wenn es durch exzessive Krafteinwirkung zu einer Uberlastung des
Knochens kommt und die Energie des einwirkenden Traumas die Elastizitat des
Knochengewebes Ubertrifft (Niemand et al., 2004). Auf diese Weise wird die obere
Belastungsgrenze des Knochens uberschritten und es kommt zur Fraktur (Simmons, 1985).
Durch die Fraktur wird der Kraftfluss gestort und es treten Bewegungen auf, welche die
GliedmaRenfunktion beeintrachtigen (Perren, 1992). Der Knochen speichert die auf ihn
einwirkende Kraft und gibt diese zum Zeitpunkt des Bruches explosionsartig frei. Die
Energiemenge, die ein Knochen absorbieren kann bis er bricht, hdngt vom Umfang des
Knochens ab (Brighton, 1984). Der Knochenumfang ist direkt proportional zur
Energiemenge, die absorbiert werden kann und umgekehrt proportional zur Steifigkeit des
Knochens. Das heildt, je groRer die Steifigkeit des Knochens ist, umso geringer ist die
Energiemenge, die der Knochen absorbieren kann, bevor er bricht (Brighton, 1984).

Durch die frakturbedingte Instabilitdt kann der Knochen seine wichtige Stutzfunktion nicht
mehr erflllen, so dass Reparaturvorgange nétig sind. Die lokalen Gewebeveranderungen
der umliegenden Weichteile setzten den komplexen Mechanismus der Frakturheilung in

Gang.

2.6. Frakturheilung

Zu den besonderen Eigenschaften des Knochens gehort seine Fahigkeit zur vollstandigen
Heilung UGber Regeneration und Wiedererlangung der urspriinglichen Form und Belastbarkeit
(Trostle et al., 1996).

Knochengewebe heilt im Unterschied zum Weichteilgewebe ohne Narbenbildung (McKibbin,
1978; Brighton, 1984; DelLacure, 1994; Einhorn, 1998). Sogar nach Mehrfragment-Frakturen

kommt es zur vollstandigen Regeneration (Lacroix et al., 2002). Der Frakturheilungsprozess
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beinhaltet die funktionelle und strukturelle Wiederherstellung des traumatisierten Knochens
(Mark et al., 2004). Die zwei wesentlichen Voraussetzungen flr eine ungestorte
Frakturheilung sind eine ausreichende Vaskularisierung sowie eine mechanische
Stabilisierung der Frakturfragmente (Claes et al., 2002). Die mechanische Umgebung der
Fraktur beeinflusst den Heilungsverlauf und -ausgang durch direkte Gewebedifferenzierung
und Proliferation (Augat et al., 1998). Laut Stirmer (Stirmer, 1996) Iost jede
Knochenverletzung einen Heilungsreiz aus. Die Bewegung der Fragmente gegeneinander
und die damit verbundene Dehnung des interfragmentaren Gewebes ist dabei der
entscheidende Triggermechanismus der Heilung (Stirmer, 1996). Das wichtigste
interfragmentare Gewebe stellt das Periost dar. Ist dieses vollstandig durchtrennt, fehlt der
Triggermechanismus (Stirmer, 1996) und es kann zur verzégerten oder sogar
ausbleibenden Heilung kommen. Die sehr komplexen Prozesse der Frakturheilung erfordern
das koordinierte Zusammenspiel von mehreren Zelltypen (Einhorn, 1998). Die Frakturheilung
kann auf unterschiedliche Weise erfolgen. Einerseits ist sie abhangig von Art und Ausmalf
der Fraktur, andererseits von der Stabilisierung der Frakturzone. Sie erfolgt Uber eine
Aktivierung von Osteoblasten und Fibroblasten des Periosts, des Endosts und des Havers-
Systems.

Man unterscheidet eine primare (direkte) von einer sekundaren (indirekten) Frakturheilung
(Schenk et al., 1977; Brighton, 1984; Stlirmer, 1984; Chao et al., 1988; Klaushofer et al.,
1994; Trostle et al., 1996; Einhorn, 1998).

Die primare Knochenheilung ist durch das Fehlen eines Fixationskallus gekennzeichnet
(Kenwright et al.,, 1988; Sturmer, 1996). Hingegen findet sich bei der sekundaren
Frakturheilung als Hauptcharakteristikum ein interfragmentares Stltzgewebe (Kallus) im
Frakturspalt (Schenk et al., 1977) und eine flachenhafte Resorption der Fragmentenden
(Stirmer, 1996).

2.6.1. Primare Knochenheilung

Die primare Frakturheilung erfolgt nur unter absolut stabilen Bedingungen und vollstandiger
Reposition sowie dem exakten Aneinanderliegen der Frakturfragmente ohne verbleibenden
Frakturspalt, so dass keine Bewegung der Frakturfragmente gegeneinander maoglich ist
(Schenk et al., 1977; McKibbin, 1978).

Diese Form der Frakturheilung stellt eine Regeneration dar (Einhorn, 1998). Man
unterscheidet bei der primaren Frakturheilung eine Kontakt- und eine Spaltheilung (Schebitz
et al,, 1993). Durch sehr engen Knochenkontakt kénnen die Osteone direkt in das
Gegenfragment einwachsen (Kenwright et al., 1988), was als Kontaktheilung bezeichnet wird
(Niemand et al., 2004). Liegt hingegen ein kleiner Frakturspalt unter einem Millimeter bei

ansonsten stabilen Bedingungen vor, kommt es zur Spaltheilung. Dabei dirfen die
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interfragmentaren Verschiebungen nicht Gber zwei Prozent liegen (Palmer et al., 1992). Die
feinen Spalten werden von eingewachsenen Kapillaren aus mit Lamellenknochen gefullt und
anschliefiend kénnen Osteone den so geflillten Spalt Gberwachsen (Niemand et al., 2004).
Einwandernde Osteoprogenitorzellen differenzieren direkt zu Osteoblasten, welche die neue
Knochenmatrix produzieren (Mark et al., 2005). Es kommt zur Entstehung neuer Osteone,
die den Frakturspalt Uberwachsen und in das gegenlberliegende Fragment mit einer
Geschwindigkeit von taglich ca. 70-100um eindringen. Diese primare Form der
Frakturheilung kommt wesentlich seltener vor als die sekundare Frakturheilung. Sie tritt zum
Beispiel bei absolut stabiler Plattenosteosynthese, Fixateur externe Osteosynthesen mit
interfragmentaren Zugschrauben und bei stabiler Zugschraubenosteosynthese auf (Stirmer,
1996).

2.6.2. Sekundare Knochenheilung

Die sekundare Knochenheilung resultiert aus einer gewissen Unruhe zwischen den
frakturierten Fragmenten und ist durch periostale und endostale Kallusbildung charakterisiert
(Starmer, 1996). Sie wird im Kklinischen Alltag haufig gesehen, vor allem bei der
konservativen Frakturbehandlung, der Marknagelosteosynthese, der Fixateur externe-
Osteosynthese und bei elastischer (biologischer) Plattenosteosynthese (Stlirmer, 1996).

Im Allgemeinen wird die sekundare Frakturheilung histologisch beschrieben. Der
Heilungsverlauf gliedert sich je nach Einteilungsschema in mehrere Phasen der
Frakturheilung, die flieRend ineinander Ubergehen und teilweise parallel verlaufen. In der
Literatur werden von einigen Autoren (Owen, 1970; Cruess et al., 1975; Brighton, 1984) vier
und von anderen (Braun et al., 1996) finf Phasen der Heilung beschrieben, je nachdem, ob
man das Frakturereignis selbst als die erste vorgeschaltete Phase definiert. Nach der
Frakturentstehung treten folgende ineinander (bergehende Phasen auf: Die
Entzindungsphase mit Hamatombildung, die Phase des weichen Kallus oder
Granulationsphase genannt, die Phase des harten Kallus und abschlieRend die
Remodelling- Phase (Owen, 1970; Cruess et al., 1975; Brighton, 1984; Braun et al., 1996).

Die initiale Frakturphase beschreibt die Zeit vom Eintritt der Gewalteinwirkung bis zu dem
Moment, an dem die gesamte Energie durch den hierbei brechenden Knochen und das
umgebende Gewebe aufgenommen ist (Braun et al., 1996). Wahrend dieser kurzen Phase
werden die individuelle Form, die Schwere und das Ausmal der Fraktur festgelegt.

Durch die Verletzung wird die Kontinuitdt des Knochens gestort, oft einhergehend mit einem
Weichteiltrauma, sowie Verletzungen von Nerven, Sehnen und Gefallen. An den
Frakturenden kommt es zum Absterben von Osteozyten, wodurch lysosomale Enzyme

freigesetzt werden, die zur Zerstérung der organischen Matrix flihren (Brighton, 1984;
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Remedios, 1999). Des Weiteren werden durch das Absterben von Zellen biochemische
Botenstoffe freigesetzt, welche parakrin wirken und lokal vorhandene Zellen fir die Wirkung

derartiger Botenstoffe sensibilisieren (Klaushofer et al., 1994).

Bedingt durch die auftretenden GefalzerreiBungen in Knochen, Knochenmark und den
umliegenden Weichteilen kommt es zum Einstromen von Blut in den Frakturspalt. Es
entsteht ein Frakturhamatom (McKibbin, 1978; Simmons, 1985; Palmer et al., 1992; Kalfas,
2001; Mark et al., 2004), welches die ein bis drei Tage, laut Simmons (1985) sogar fiinf Tage
andauernde, Entziindungsphase einleitet (Braun et al., 1996). Das Frakturhdmatom ist
erforderlich fur die spatere Kallusbildung (Brug et al., 1991) und dient als Quelle von fir die
Frakturheilung unerlasslichen Signalmolekilen (Bolander, 1992). Es kommt zu akuten
Entzindungserscheinungen, wie Vasodilatation und UberschielRende Kapillaraussprossung.
Gleichzeitig kommt es unter Vermittlung von Prostaglandinen (Kalfas, 2001) zur verstarkten
Einwanderung und anschlielRender Proliferation vorwiegend polymorphkerniger neutrophiler
Granulozyten, Lymphozyten, Makrophagen und Mastzellen, welche mit dem Abbau
nekrotischen Gewebes beginnen (Klaushofer et al., 1994; Braun et al., 1996). Die Mastzellen
tragen Uber Histamin- und Heparinausschuttung ebenfalls zur Entziindungsreaktion bei und
sind laut Owen (1970) als Ausgangspunkt der Osteoklasten anzusehen. Des Weiteren treten
pluripotente mesenchymale Stammzellen auf, welche Osteoblastenvorldufer darstellen
(Braun et al.,, 1996). Die inflammatorische Hypervaskularisation des Periosts stellt eine
Grundvorrausetzung fir die sekundare Frakturheilung dar (Schweiberer et al., 1999). Die
inflammatorische Phase ist entscheidend fir die reparative Phase der Frakturheilung. Das
heilende Gewebe wird vor Infektionen geschitzt, und wichtige zellulare Mechanismen
werden durch chemische Botenstoffe wie Kinine, Histamine, Prostaglandine und Leukotriene
reguliert (Trostle et al., 1996). Klinisch ist diese Phase durch Schmerzen und lokale
Schwellung im Frakturbereich gekennzeichnet (Brighton, 1984; Braun et al., 1996). Im
Frakturhdmatom herrscht ein saures Milieu (Pennig, 1990), welches eine wichtige Rolle flr
die Enzymaktivitaten spielt. Im weiteren Heilungsverlauf normalisiert sich der pH-Wert und

geht bis ins alkalische Milieu.

Im Anschluss an die einleitende Entziindungsphase setzt die zwei bis drei Wochen
andauernde Granulationsphase ein. Diese beginnt klinisch mit dem Nachlassen des
Schmerzes und der Wundschwellung (Brighton, 1984). In dieser Phase wird das
Frakturhdmatom, welches zu diesem Zeitpunkt ein Fibrinnetz sowie Kollagenfibrillen enthalt,
rasch organisiert und durch Granulationsgewebe, bestehend aus Entziindungszellen,
Fibroblasten, Kollagen und eingewanderten Kapillaren, ersetzt (Klaushofer et al., 1994).

Fibroblasten produzieren die extrazelluldare Matrix und flllen damit den interfragmentaren

Raum aus (Braun et al., 1996). Das Granulationsgewebe flihrt somit zur ersten
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Bruckenbildung zwischen den einzelnen Knochenfragmenten, dem sogenannten ,weichen
Kallus® (Klaushofer et al., 1994). Die GroRe der gebildeten Kallusmenge ist direkt abhangig
von dem Grad der vorherrschenden Bewegung (Palmer et al.,, 1992). Je groRer die
Instabilitat, desto grofer ist auch die gebildete Kallusmenge (Palmer et al., 1992). An den
Fragmentoberflachen erscheinen bereits resorbierende Osteoklasten, die mit dem Abbau der
nekrotischen Knochenmatrix beginnen (Brighton, 1984; Klaushofer et al., 1994). Die
Osteoklasten schaffen ein saures Milieu, welches die Hydroxylapatit-Kristalle aus der
kollagenen Knochenmatrix herauslost und die lysosomalen Enzyme aktiviert (Amling et al.,
1996).

Diese Phase ist gekennzeichnet durch einen starken Anstieg der Vaskularisierung, welche
ihren Hohepunkt in der zweiten Woche nach dem Trauma mit Werten bis zum sechsfachen
der Norm erreicht (Braun et al., 1996). Hierbei findet auch die Einsprossung von Kapillaren in
den Frakturkallus statt. AuRerdem kommt es zur verstarkten Zellproliferation und
Differenzierung (Brighton, 1984), es entstehen Chondroblasten und Osteoblasten im
Granulationsgewebe. Diese Zellen synthetisieren Matrixbestandteile von Knorpel- und
Geflechtknochen, welche nach ungefahr einer Woche zu mineralisieren beginnen
(Klaushofer et al., 1994). Die Granulationsphase endet, wenn die Frakturfragmente Uber

Knorpel oder Bindegewebe miteinander verbunden sind (Brighton, 1984).

Die Phase der Kallushartung beginnt mit dem Abschluss der Vereinigung der
Fragmentenden durch den weichen Kallus (Brighton, 1984; Braun et al., 1996). Das
Auftreten erster Mineralisationsbereiche signalisiert ebenfalls den Beginn der Kallushartung
(Palmer et al., 1992). Durch zunehmende Mineralisierung der Grundsubstanz sowie des
vorhandenen Knorpelgewebes kommt es zur Aushartung des Kallusgewebes und dadurch
zur zunehmenden Stabilisierung der Frakturfragmente (Klaushofer et al., 1994). Es kommt
zur kontinuierlichen Reduktion der interfragmentaren Beweglichkeit. Durch enchondrale
Ossifikation wird der Kallus in Geflechtknochen umgewandelt (Brighton, 1984), dabei
hypertrophieren die Knorpelzellen und die Knorpelmatrix wird mineralisiert (Mark et al.,
2004). Bei vielen Frakturen nimmt dieser Vorgang drei bis vier Monate in Anspruch
(Brighton, 1984). Osteoprogenitorzellen gelangen Uber Blutgefalle in den Kallus und
differenzieren zu Osteoblasten, die anschlieRend die Knochenmatrix des Geflechtknochens
aus der mineralisierten Knorpelmatrix bilden (Mark et al., 2004). Dieses fruhe
Knochengewebe ist ein dreidimensional orientiertes Netzwerk, welches sich entlang der
Kapillaren und nicht entlang seiner mechanischen Beanspruchung ausrichtet (Braun et al.,
1996). Die Phase des harten Kallus endet, wenn die Fraktur klinisch und radiologisch geheilt
ist (Brighton, 1984).
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In der letzten Phase der Heilung, dem Remodelling, welches Monate bis mehrer Jahre
dauern kann (Brighton, 1984; Braun et al., 1996; Kalfas, 2001) wird der ungerichtete,
Fragment Uberbrickende Geflechtknochen durch regelmafig angeordneten
Lamellenknochen ersetzt (Brighton, 1984; Kenwright et al., 1988; Klaushofer et al., 1994),
wobei nun die Knochenbalkchen nicht mehr wirr, sondern geordnet ausgerichtet werden
(Braun et al., 1996; Beck, 2003). Der Abbau des Geflechtknochens erfolgt durch
Osteoklasten, wahrend Osteoblasten den entstandenen Defekt mit neuem Lamellenknochen
auffillen (Cruess et al., 1975). Bei diesen Umbauprozessen bilden Osteoblasten,
Osteozyten, Osteoklasten und vaskuldare Zellen eine als basic multicellular units of bone
(BMU) bezeichnete Einheit (Frost, 1989b; Klaushofer et al., 1994; Noble et al., 2000). Diese
BMU kommen an samtlichen Knochenbereichen wie zum Beispiel unter dem Periost, den
GefaRkanadlen und in den Markrdumen vor (Klaushofer et al., 1994). Diese stereotype
Abfolge von Aktivierung, Resorption und Neubildung umfasst einen Zeitraum von drei bis vier
Monaten (Klaushofer et al., 1994).

Ist die Kallusbildung beendet, verlagern sich die Resorptions- und Neubildungsvorgange an
die kortikalen, endostalen und periostalen Oberflachen und beginnen die Modellierung der
Compacta im Sinne der urspriinglichen Form (Klaushofer et al., 1994). Hierbei werden die
Trabekel innerhalb des Knochens entsprechend den Belastungslinien ausgerichtet. Im
Gegensatz zu den Umbauvorgangen auf Basis der BMU laufen hier Resorption und
Neubildung unabhangig voneinander und an unterschiedlichen Lokalisationen ab (Klaushofer
et al., 1994). Diese Umbauvorgange werden vor allem durch mechanische Krafte stimuliert
(Pennig, 1990). Die Phase ist abgeschlossen, wenn der Knochen seine urspriingliche Form
und Kontur zuriick erhalten hat und der Markraum rekanalisiert ist (Brighton, 1984; Palmer et
al., 1992).

2.6.3. Kallusgewebe

Die biomechanische Funktion der Kallusbildung besteht in der temporaren mechanischen
Uberbriickung der Frakturfragmente (Claes et al., 2000). Die Kallusheilung ist somit der
natirliche Weg der Stabilisierung von Knochenfragmenten (McKibbin, 1978).

Verlauf und Heilungsausgang werden durch die anfanglichen mechanischen Bedingungen
mitbestimmt (Klein et al., 2003). Der gesamte Prozess der Kallusdifferenzierung wird stark
durch mechanische und biomechanische Faktoren beeinflusst und kontrolliert (Yamagishi et
al., 1955). Die Stabilitat der Osteosynthese ist fur die Kallusbildung einer der wichtigsten
Faktoren, da sie die interfragmentaren Bewegungen beeinflusst (Claes et al., 2000).
Interfragmentare Bewegungen stellen also eine Reflexion der Fixationsstabilitat der Fraktur
dar (Epari et al., 2006) und geben laut Stirmer (1988) den entscheidenden Reiz fir die

Kallusbildung. Sie resultieren aus der Belastung der operierten Extremitat, der
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Osteosynthesesteifigkeit und der Steifigkeit der momentanen Kallusbildung (Claes et al.,
2000). Die Bewegungen im Frakturspalt sind sehr komplex und treten in allen Raumachsen
auf (Claes et al., 2000). Ein bestimmtes Mall an Bewegung kann die Kallusbildung und
Reifung stimulieren (Bishop et al., 2006). Axiale interfragmentare Bewegungen zwischen 0,2
und einem Millimeter ermdglichen laut Claes und Mitarbeitern (1998) bei Liickengréfien von
drei Millimetern einen optimalen Heilungsverlauf nach transversen Osteotomien.

Das Material des Kallus kann neben unreifem, schlecht strukturierten Knochen auch
Bindegewebe und Knorpel enthalten (Perren, 1992). Es besteht ein enger Zusammenhang
zwischen den Bewegungen der Frakturfragmente und der im Kallus gebildeten
Knorpelmenge (Sarmiento et al., 1977), wobei hydrostatische Kompression den spezifischen
Bildungsreiz fiir Knorpel darstellt. Die unter Belastung im Frakturspalt auftretenden
dreidimensionalen Bewegungen beeinflussen den Heilungsverlauf stark (Goodship et al.,
1985). Mit zunehmender interfragmentarer Belastung wird die enchondrale Ossifikation
reduziert, wahrend die Bildung von faserigem Bindegewebe zunimmt (Lacroix et al., 2002).
Die einzelnen Kallusbereiche sind unterschiedlichen Belastungen und somit verschiedenen
lokalen Dehnungsreizen ausgesetzt. So wird der externe Kallus deutlich weniger durch
Fragmentverschiebungen beeinflusst, als der interfragmentare Kallus (Lacroix et al., 2002),
woraus eine unterschiedliche Kalluszusammensetzung der verschiedenen Bereiche
resultiert. Die interfragmentare Belastung ist definiert als das Verhaltnis zwischen der
relativen Fragmentverschiebung und der anfanglichen Position der Fragmente zueinander
(Perren, 1979; Chao et al., 1988). Die interfragmentare Belastung beeinflusst die Art des sich
im Frakturspalt bildenden Gewebes (Chao et al.,, 1988). Liegt der Wert dieser Belastung
zwischen 10 und 100 Prozent, so entsteht im Frakturspalt Granulationsgewebe.
Faserknorpel entsteht bei interfragmentaren Belastungen von 2 bis maximal 10 Prozent und
erst bei geringen Belastungen bis maximal 2 Prozent bildet sich Knochengewebe (Trostle et
al., 1996). Zur mechanischen Stabilisierung der Frakturzone bildet sich eine starke periostale
und endostale Kallusmanschette aus (Stirmer, 1988). Die Biege- und Torsionssteifigkeit des
Kallusgewebes hangt vom Kallusdurchmesser ab, dabei nimmt die Steifigkeit mit der vierten
Potenz des Durchmessers zu (Perren, 1992). Der endostale Kallus uberbrickt in der
Markhdéhle die Knochenfragmente, sein Ausmafy ist deutlich geringer als jenes des
periostalen Kallus, ebenso seine Wirkung (Perren, 1992). Als letztes Verbindungsmaterial
entsteht der interfragmentére knécherne Kallus.

Wahrend der Kallusheilung sind zwei verschiedene Heilungsformen zu beobachten (Claes et
al., 2000). Endostal, periostnah und peripher wird Gberwiegend die desmale Knochenbildung
beobachtet, im Gegensatz dazu wird im Zentrum fast ausschlieBlich die enchondrale
Knochenbildung vorgefunden (Claes et al., 2000). Somit tritt in Bereichen mit hdheren

hydrostatischen Dricken und gréRBerer Gewebedehnung die enchondrale Knochenbildung
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auf. Dahingegen flhren geringe hydrostatische Dricke und kleine Gewebedehnungen zur
desmalen Knochenheilung (Claes et al., 2000).

Bei grolRer Bewegung zwischen den Fragmenten bildet sich mehr und vorerst unruhig
strukturierter Kallus, welcher noch erhebliche interfragmentare Bewegungen unter Belastung
toleriert (Claes et al., 2000). Durch Querschnittsvergrolerung und zunehmende
Verknécherung gewinnt der Kallus stetig an Steifigkeit und fihrt zur Reduktion der
interfragmentaren Bewegung (Bishop et al.,, 2006). Sehr grole interfragmentare
Bewegungen filihren haufig trotz erheblicher Kallusbildung nicht zur Fragmentiberbriickung,

woraus eine hypertrophe Pseudarthrose resultieren kann (Claes et al., 2000).

2.7. Osteosynthese mittels Fixateur externe

Das Ziel jeder Knochenbruchbehandlung, die restitutio ad integrum in anatomischer und
funktioneller Hinsicht, lasst sich auf konservativem Wege haufig nicht erreichen (Tscherne,
1969). Die operative Frakturbehandlung erfiillt primar die Aufgabe, die méglichen Nachteile
einer konservativen Behandlung abzuwehren und eine raschere Restitution herbeizufiihren
(Pennig, 1990). Implantate haben zum Ziel, die Knochenfragmente in reponierter Stellung zu
fixieren, so dass mdoglichst schnell eine volle Funktionsfahigkeit der betroffenen Gliedmale
erreicht wird (Perren, 1992).

Neue Erkenntnisse in der Knochenbruchheilung haben zu einem Umdenken in der
Anwendung der Osteosynthesetechniken gefuhrt. Wahrend friher eine exakte anatomische
Rekonstruktion und moglichst steife Fixation im Vordergrund standen, haben Erfahrungen
gezeigt, dass die Vitalitdt der Frakturzone von wesentlich groRerer Bedeutung ist (Schmickal
et al,, 1999). Die Uberbrickende Fixation der Frakturzone sowie der Verzicht auf eine
zusatzliche Weichteilkompromitierung sind vorrangige Ziele der Behandlung (Schmickal et
al.,, 1999). Diese Anforderungen erfullt der Fixateur externe (Schmickal et al., 1999). Die
Wahl des geeigneten Osteosynthesemittels wird von zahlreichen Faktoren wie der Art, dem
Ausmald und der Lokalisation des Weichteilschadens, dem Typ und der Lokalisation der
Fraktur sowie von lokalen und allgemeinen Begleitverletzungen abhangig gemacht (Runkel
et al., 1999). AuRerdem sind biologische und biomechanische Gegebenheiten zur Erzielung
eines optimalen Ergebnisses von groRRer Bedeutung (Pennig, 1990). Die Kunst der
Knochenbruchbehandlung liegt darin, die fir die jeweilige Fraktur geeignete
Osteosyntheseform aus der Vielfalt der Methoden auszuwahlen (Tscherne, 1969). Nur so

werden die Vorraussetzungen fir eine schnelle und komplikationslose Heilung geschaffen.

Das Prinzip der externen Fixation ist die Verlegung der Frakturstabilisatoren auRerhalb der
Frakturregion und ihrer umgebenen Weichteile ohne deren zusatzliche Traumatisierung
(Brug et al., 1991).
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Es gibt drei Basistypen des Fixateur externe, den uniplanaren Standard-Fixateur, den Ring-
Fixateur und den Hybrid-Fixateur, welcher eine Kombination aus beiden erstgenannten
Modellen darstellt (Taljanovic et al.,, 2003). Der Fixateur externe ist aufgrund seiner
Modulbauweise ein sehr variables System (Lewis et al., 2001). Diese modularen Systeme
bestehen aus perkutanen Schanz-Schrauben oder Steinmann-Nageln, welche transkortikal
oberhalb und unterhalb der Fraktur in den Knochen implantiert werden (Taljanovic et al.,
2003). Die Rohre, Stabe und Verbindungselemente dieser Systeme bestehen aus Stahl,
Aluminium oder Kohlefaser (Hontzsch, 2002). Aufgrund der Fixateurlage unterscheidet man
unilaterale, bei denen die Schanz-Schrauben nur eine Hautseite durchdringen, von
bilateralen Systemen, bei denen beide Hautseiten perforiert werden. Des Weiteren kann man
uniplanare von biplanaren Montageformen unterscheiden (Lewis et al., 2001), bei der
uniplanaren Form liegen alle Fixateurschrauben in einer Ebene der Gliedmale, wahrend bei
der biplanaren Form die Schrauben in mehreren Ebenen liegen.

Der Fixateur externe allein kann in der Regel eine Fraktur nicht absolut stabil fixieren, daher
tritt bei dieser Behandlungsform vor allem die sekundare Frakturheilung auf (Stirmer, 1988).
Diese Form der Frakturstabilisierung stellt prinzipiell die biologischste Osteosyntheseform
dar (Mayr, 2002). Der Fixateur externe ist von allen Madglichkeiten, Frakturen,
Pseudarthrosen, Osteotomien und Gelenke zu stabilisieren, die systemisch und lokal am
wenigsten Belastende (Hontzsch, 2002). Daraus ergibt sich das weite Indikationsspektrum.
Dieses minimalinvasive Verfahren ist besonders geeignet zur Behandlung von offenen und
infizierten Frakturen mit ausgepragtem Weichteilschaden (Hontzsch, 2002). Da der Fixateur
externe vom verletzten und infizierten Weichteilgewebe entfernt in den Knochen implantiert
wird und somit eine weitere Kontamination und Schadigung des Gewebes vermieden wird.
Frakturen mit einem ausgedehnten Weichteilschaden und Deperiostierung besitzen aufgrund
der zu erwartenden Durchblutungsstérung der betroffenen Knochenareale eine erhdhte
Infektgefahrdung. Intramedullare Implantate kénnen in diesen Extremsituationen die Vitalitat
des Knochens weiter beeintrachtigen (Schmickal et al., 1999). Durch eine externe Fixation
kann die drohende Gefahr einer Osteomyelitis und daraus resultierende Lockerung des
Fixateurs verringert werden. Die primare Versorgung zweit- und drittgradig offener Frakturen
mit dem Fixateur externe stellt laut Klemm und Mitarbeitern (1982) die Methode der Wahl
dar, um der Entstehung einer infizierten Pseudarthrose, wie sie haufig bei
Plattenosteosynthesen vorkommt, vorzubeugen. Ist es aufgrund einer Infektion zur
verzogerten Frakturheilung gekommen, so stellt die Fixateur externe Osteosynthese das
Mittel der Wahl zur infektionsherdfernen Frakturversorgung dar (Phieffer et al., 2006). Eine
bedrohte Gefaldversorgung des Knochens, sei es durch ein Trauma oder eine Infektion, stellt
laut Starmer (1984) die klinisch wichtigste Indikation zur Montage eines Fixateur externe dar,
denn die GefaRversorgung wird durch die externe Fixation nicht weiter gestort. Der Wert der

externen Fixation im Rahmen der Erstversorgung des Schwerverletzten gilt als unbestritten
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(Schmickal et al., 1999). Die primare Frakturstabilisierung beim Schwerverletzten mit einem
Fixateur externe ist zeitsparend und komplikationsarm, sie stellt ein sicheres und
schonendes Osteosyntheseverfahren dar (Taeger et al., 2002). Aufwendige und exakte
anatomische Rekonstruktionen sind nicht Aufgabe der ,first-day-surgery“ (Schmickal et al.,
1999). Auflerdem wird der externe Fixateur zur Ruhigstellung von Gelenken und zur
Korrektur von Wachstumsstérungen eingesetzt. Wo sich aus biologischen Gegebenheiten
die Implantierung von Krafttragern verbietet, stellt der Fixateur externe das
Osteosyntheseverfahren der Wahl dar (Labitzke et al., 1978).

Die Vorteile einer Fixateur externe-Osteosynthese sind also die schnelle, einfache und
minimalinvasive Applikation (Runkel et al., 1999). Der Fixateur externe stellt das einzige
Osteosyntheseverfahren dar, mit dem der Chirurg intra- und post operativ die Stabilitat der
Osteosynthese verandern kann, wie zum Beispiel bei der Dynamisierung (Claes et al., 2000).
Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass das fur die Kallusbildung mitverantwortliche
Frakturhdmatom erhalten bleibt (Brug et al.,, 1991). Diese Osteosyntheseform zeigt
quantitativ und qualitativ die wenigsten Komplikationen (Stirmer, 1988), jedoch gibt es auch
bei diesem Verfahren Nachteile. Zum einen bietet das &ufere Fixateurkonstrukt einen
geringen Tragekomfort verbunden mit Bewegungseinschrankungen, zum anderen
uberfordert die taglich korrekt durchzufihrende Pinpflege oft den Patienten (Mayr, 2002). Die
am Tag der Implantierung beginnende Pinpflege besteht aus einer griindlichen Reinigung
und Desinfektion der Pineintrittsstellen, nur so kann einer Pintraktinfektion vorgebeugt
werden (Taljanovic et al., 2003). Solch eine Knocheninfektion Uber die Pineintrittsstellen
(Claes, 1990) ist flir den Patienten sehr schmerzhaft und oft mit weiteren langwierigen
Behandlungszeiten verbunden. Es kann zu schwerwiegenden Folgen bis hin zur Amputation

der betroffenen GliedmalRe kommen (Karnezis et al., 1999).

2.7.1. Biomechanik der Fixateur externe Osteosynthese

Es ist bekannt, dass die mechanischen Rahmenbedingungen der Osteosynthese den
Heilungsverlauf der Fraktur beeinflussen (Chao et al., 1989). Die Stabilitat einer
Osteosynthese wird im Wesentlichen durch die Steifigkeit des Osteosynthesematerials und
die Qualitdt der Implantat-Knochenverbindung bestimmt (Claes et al.,, 2000). Somit
bestimmen die Variablen Fixationssteifigkeit und Fixationstyp den klinischen Verlauf und
Ausgang der Frakturheilung mit (Chao et al., 1988). Obwohl bekannt ist, dass die
mechanischen Rahmenbedingungen den Heilungsausgang beeinflussen, ist nur wenig Uber
die Rolle der mechanischen Bedingungen wahrend des Heilungsverlaufes dokumentiert
(Schell et al., 2002). In tierexperimentellen Studien an frakturierten Réhrenknochen wurde
gezeigt, dass sich eine axiale Bewegung zwischen 0,2 und einem Millimeter als

heilungsforderlich erweist (Goodship, 1988). Hingegen zeigen klinische Erfahrungen, dass
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sich ein zu groRes Ausmall an Scherbewegungen im Frakturspalt nachteilig auf eine
schnelle unkomplizierte Knochenheilung auswirkt (Yamagishi et al., 1955). Bei der
Frakturversorgung mit einem Ringfixateur kommt es fortwahrend zu Veranderungen der
mechanischen Bedingungen (Duda et al., 2000), was flr den Heilungsverlauf berlcksichtigt
werden muss.

Bei einer Fixateur externe Osteosynthese haben die GroRe der Schrauben, ihr Abstand
zueinander und zur Fraktur, sowie die Steifigkeit des Fixateurs selbst einen groRen Einfluss
auf die Frakturheilung (Claes, 1990). Den grofiten Einfluss hat jedoch der Abstand des
Fixateurs von der Achse des zu stabilisierenden Knochens. Je naher der Fixateur an den zu
stabilisierenden Knochen herangebracht wird, desto stabiler wird das System, da so die freie
Lange fur die Durchbiegung der Schrauben verringert wird (Claes et al., 2000). Die Steifigkeit
des Systems kann durch Erhéhung der Anzahl der Schanz-Schrauben oder deren
Durchmesser erhéht werden (Duda et al., 2000), denn dadurch werden die interfragmentaren
Bewegungen reduziert, was einen starken und gleichmaRigen Anstieg aller
Steifigkeitskomponenten zur Folge hat (Duda et al., 2000). Zu bertcksichtigen ist, dass beim
Fixateur externe samtliche mechanischen Kréafte Uber wenige Punkte (die Schanz-
Schrauben) in den Knochen geleitet werden und dies zu Belastungsspitzen in der
unmittelbaren Umgebung der Schanz-Schrauben fuhrt, wodurch es zum Abbau der Fixateur
Spannung mit anschlieBender Pinauslockerung kommen kann (Stirmer, 1988). Es ist
bekannt, dass eine dosierte Vorspannung der Schrauben, Pins und Drahte die Haltekraft
verbessert, dies kann durch axiales und seitliches Vorspannen erreicht werden (Hoéntzsch,
2002). Die Pin-Knochen Verbindung stellt den kritischsten Punkt bei der Fixateur externe
Osteosynthese dar (Aro et al.,, 1993). Generell sind bilaterale Fixateur-Systeme um 50
Prozent steifer als unilaterale Fixateur-Systeme (Chao et al., 1988; Aro et al., 1993).

Auch die Frakturspaltbreite hat einen groRen Einfluss auf die Knochenheilung, so kann es
mit zunehmender Frakturspaltbreite zur signifikanten Verzégerung der Kallusheilung

kommen (Claes et al., 1997).

2.8. Storungen der Knochenheilung

Wie zu Beginn erwahnt, kommt es trotz des standigen Fortschrittes in der Unfallchirurgie und
orthopadischen Chirurgie bei zehn bis zwanzig Prozent der Patienten zu Komplikationen bei
der Behandlung von Frakturen (Haas, 2000). Die verzdgerte oder ausbleibende
Frakturheilung ist eine haufige und schwerwiegende Komplikation in der Unfallchirurgie
(Zimmermann et al., 2006). Vor allem der distale Unterschenkel neigt aufgrund seiner
Durchblutungssituation und seiner schlechten muskularen Deckung zu einem gestorten

Verlauf der Frakturheilung (Mayr, 2002). Nonunions (Pseudarthrosen) des Tibiaschaftes sind
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ein weit verbreitetes Problem in der Frakturversorgung, und sie kdnnen bei allen praktizierten
Verfahren der Tibiafraktur-Versorgung auftreten (Phieffer et al., 2006).

Stérungen der Knochenbruchheilung haben ihre Ursache fast immer in der traumatischen
Schadigung des Knochens, des Periosts oder der Weichteile, hingegen spielen
Allgemeinerkrankungen und Medikamente nur selten eine Rolle (Stirmer, 1996). Da die
Heilung eines Knochenbruches von mechanischen und biologischen Faktoren abhangt,
spielen diese eine entscheidende Rolle bei auftretenden Frakturheilungsstérungen. Fehlende
Gefalversorgung und damit verbundene Knochennekrose, Instabilitit zum falschen
Zeitpunkt und ein mangelnder Kontakt der Knochenfragmente stellen die drei wesentlichen
Ursachen der gestérten Knochenbruchheilung dar (Stirmer, 1996). Da die externe
Kallusbildung von der vaskularen Versorgung, den mesenchymalen Zellen im Periost und
dem umliegenden Weichteilgewebe abhangt, kann eine Zerstérung dieser Strukturen die
Entwicklung des Kallusgewebes stark beeintrachtigen (McKibbin, 1978).

Auch mechanische Gegebenheiten sind mitverantwortlich fir den Heilungsverlauf, Goodship
und Kollegen (Kenwright et al., 1989) konnten nachweisen, dass eine minimale
Beweglichkeit die Knochenheilung fordert. Andererseits kann durch eine zu starre Fixation
die Knochenregeneration gestoért werden (Cornell et al., 1992). Ebenso kann dies durch zu
starke Beweglichkeit zwischen den Fragmenten geschehen, denn in diesem Fall werden die
neu gebildeten Knochenbélkchen und Kapillaren immer wieder zerstort, wodurch zwar der
Kallus wachst aber keine kndcherne Konsolidierung erreicht wird.

Die meisten Knochenbriiche sind beim Menschen in Abhangigkeit von Frakturform und
lokalen Begleitverletzungen innerhalb von drei bis vier Monaten verheilt (Runkel et al., 2000).
Die Bewertung einer adaquaten Heilung (Union) basiert bei Klinikern auf radiographischen
und klinischen Befunden (DenBoer et al., 2002). Nach klinischen Kriterien ist eine Fraktur
geheilt, wenn eine schmerzfreie Vollbelastung der betroffenen Gliedmalie maoglich ist und
manuell keine Bewegungen und Schmerzen im Frakturbereich ausgelost werden kénnen
(Kenwright et al., 1991). Als radiographisches Kriterium dient die Anwesenheit eines
Fragment Uberbrickenden Kallusgewebes in mindestens drei der vier Kortikalis-Bereiche
(Krettek et al., 1991).

Ist ein Knochenbruch nach vier bis sechs Monaten nicht knéchern konsolidiert, so spricht
man von einer verzdgerten Frakturheilung (delayed union) (Runkel et al., 2000; Mayr, 2002).
Es gibt viele verschieden Grinde, die zu einer verzdgerten oder sogar ausbleibenden
Heilung fuhren. Eine unzureichende Blutversorgung stellt einen der wesentlichsten Grinde
da (Phieffer et al., 2006). Fur eine optimale Frakturversorgung ist es daher besonders wichtig
die biologischen und mechanischen Gegebenheiten kritisch zu beurteilen um ein geeignetes
Osteosyntheseverfahren wahlen zu kénnen (Phieffer et al., 2006).

Bei einer verzogerten Frakturheilung auch delayed union genannt werden die

Heilungsablaufe zwar fortgesetzt, eine Heilung in der erwarteten Zeit findet jedoch nicht statt
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(Bishop et al., 2006). Die Heilungsablaufe verlaufen langsamer (Brighton, 1984). Eine
verzogerte Frakturheilung findet sich hauptsachlich nach unzureichender Ruhigstellung der
Frakturzone sowie bei fehlerhaften, instabilen Osteosynthesen. Meist sind es Scher- und
Stauchungskrafte, die die Frakturheilung stéren (Bishop et al., 2006). Hingegen kénnen
geringe axiale Bewegungen die Knochenregeneration stimulieren (Yamagishi et al., 1955).
Je nach Dauer der Verzégerung der Knochenbruchheilung kommt es entweder zu einem
verspateten lamellenartigen Knochendurchbau oder zum voélligen Ausbleiben der
Frakturheilung (Phieffer et al., 2006).

Hat nach acht Monaten klinisch und radiologisch keine knécherne Heilung stattgefunden,
bezeichnet man dies als Pseudarthrose oder nonunion (Runkel et al., 2000; Mayr, 2002). Die
biologischen Heilungsabldufe sind zum Stillstand gekommen, bevor eine Vereinigung der
Fragmente erreicht werden konnte (Phieffer et al., 2006). Pseudarthrosen treten besonders
haufig an Knochen auf, die von nur einzelnen Gefalien versorgt werden, héhergradig offene
Frakturen, speziell der Tibia, haben aufgrund ihrer vaskularen Situation ein deutlich erhdhtes
Pseudarthroserisiko (Runkel et al., 2000).

Typische klinische Symptome einer Pseudarthrose sind abnorme Beweglichkeit verbunden
mit  belastungsabhangigen instabilitdtsbedingten Schmerzen und Schwellung im
Frakturbereich (Runkel et al., 2000). Pseudarthrosen entstehen immer dann, wenn entweder
fur den Parameter Stabilitdt oder Vitalitdt (bestimmt durch die Knochendurchblutung)
bestimmte Grenzen Uberschritten werden, oder aber ein Missverhaltnis beider Parameter
vorliegt (Kutscha-Lissberg et al., 2003). Es ist unumstritten, dass sowohl die Stabilitat der
Fragmente, als auch die erhaltene Vitalitdt der Frakturzone zwei elementare
Grundvorrausetzungen fir die ungestérte Knochenbruchheilung darstellen (Kutscha-Lissberg
et al., 2003). Die Haufigkeit der Pseudarthrosen hat mit zunehmender Verbreitung
verschiedener Osteosynthesetechniken erheblich zugenommen (Stirmer, 1996). Technische
Fehler der Osteosynthese spielen in der Pseudarthroseentstehung somit ebenfalls eine
wesentliche Rolle (Stirmer, 1996). Minimalinvasive, dynamische Osteosyntheseverfahren
zeigen nach offener Reposition oder Missachtung biomechanischer GesetzmaRigkeiten hohe
Versagensraten mit Folge einer ausbleibenden Heilung auf (Kutscha-Lissberg et al., 2003).
Je nach Situation an der Bruchstelle bilden sich unterschiedliche Formen der Pseudarthrose
aus. Pseudarthrosen werden anhand radiologischer Kriterien eingeteilt in hypertrophe und
atrophe Pseudarthrosen (Schweiberer et al., 1999; Runkel et al., 2000; Mayr, 2002; Kutscha-
Lissberg et al., 2003; Phieffer et al., 2006). Diese Unterscheidung ist sehr wichtig, da sie
Informationen Uber die Atiologie und das anschlieRende therapeutische Vorgehen liefert
(Einhorn, 1998; Schweiberer et al., 1999). Die Kenntnis ihrer Ursache (biologisch-
mechanisch, infektids) ist der Schllissel zu einer erfolgreichen Pseudarthrose-Behandlung
(Runkel et al., 2000).
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Die hypertrophe Pseudarthrose stellt die klassische Form der Pseudarthrose dar (Kutscha-
Lissberg et al., 2003). Sie ist gekennzeichnet durch einen grof3en periostalen Kallus mit
fehlender knocherner Uberbriickung der Fragmente (Mayr, 2002). Diese biologisch
reaktionsfahige Form der Heilungsstoérung entsteht durch unzureichende Stabilitat bei
ausreichender Durchblutung (Schweiberer et al., 1999; Phieffer et al., 2006). Durch eine
Verbesserung der mechanischen Rahmenbedingungen, vor allem einer Stabilitdtssteigerung
zum Beispiel mittels Plattenosteosynthese oder gebohrtem Marknagel lasst sich in den
meisten Fallen eine knécherne Ausheilung erzielen (Mayr, 2002).

Ist dagegen die Instabilitat mit einer Durchblutungsstérung des Frakturbereiches gekoppelt,
kann es zur Ausbildung einer atrophen Pseudarthrose kommen (Runkel et al., 2000). Diese
biologisch inaktive Form ist durch avitales Gewebe, verbunden mit wenig Kallusvorkommen
gekennzeichnet. Die Reparationsvorgange sind bei dieser Form zum Stillstand gekommen.
Die atrophen Pseudarthrosen sind prognostisch deutlich unginstiger zu beurteilen (Kutscha-
Lissberg et al., 2003). Die Therapie zielt auf eine Verbesserung der Biologie aus. Einerseits
muss die Stabilitdt deutlich erhdht werden, andererseits muss die Stimulation der
Kallusbildung durch Dekortikation und Spongiosaplastik erfolgen (Mayr, 2002). Nekrotische
Knochenareale mussen entfernt werden, da es sonst nicht zur Heilung kommen kann (Mayr,
2002).
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3. Material und Methoden

Fur die praktische Durchfiihrung dieser Frakturheilungsstudie wurde ein etabliertes und
standardisiertes Schafmodell gewahlt. Die Genehmigung zur Durchfiihrung des
Tierversuchvorhabens wurde durch das Landesamt fur Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz
und technische Sicherheit Berlin erteilt (Genehmigungsnummer 0172/04).

Die Untersuchung der biologischen Prozesse der Frakturheilung zu ausgewahlten
Zeitpunkten erfordert eine physiologische Belastung des Frakturbereiches Uber den von uns

beobachteten Heilungszeitraum von neun Wochen.

3.1. Versuchsaufbau

In diesem Tierversuchsprojekt wurden 32 Schafe verwendet, von denen jeweils acht Tiere
randomisiert in vier Gruppen eingeteilt wurden. Diese vier Gruppen unterschieden sich in der
Lange ihrer Standzeiten von zwei, drei, sechs und neun Wochen nach der durchgefuhrten

Osteotomie und Versorgung mit einem speziellen kritisch scherweichen Fixateur externe.

3.2. Tierhaltung

Fir das Versuchsvorhaben wurden ausschlieBlich weibliche Merinomix-Schafe mit einem
durchschnittlichen Alter von zwei bis drei Jahren und einem mittleren Kérpergewicht von 75
(x7) Kg verwendet.

Vor der Unterbringung in den Stallungen der Forschungseinrichtungen flr experimentelle
Medizin der Charité, Campus Virchow-Klinikum wurden die Tiere einer tierarztlichen
Allgemeinuntersuchung unterzogen. Bei dieser Untersuchung wurde das Gewicht der Tiere
registriert.

Nach der Feststellung eines guten Gesundheitszustandes und Nichttrachtigkeit wurden die
Tiere mit einer Ohrmarke gekennzeichnet und durch die subkutane Applikation von 1,5 ml
Ivermectin (lvomec®, Biokema SA, Crissier, Schweiz) pro 50 Kg KGW prophylaktisch
entwurmt. Um eine eventuell nicht erkannte Fruhtrachtigkeit abzubrechen, erhielten die Tiere
intramuskular 0,5 ml Luprostiol (Pronolen®, Intervet Deutschland GmbH, UnterschleiRheim,
Deutschland) verabreicht. AnschlieBend erfolgte die Unterbringung in Gruppenhaltung,
wobei jedem Tier mindestens 1,5 m? Platz zur Verfugung standen.

Die Tiere wurden wahrend des gesamten Versuchzeitraumes auf Einstreu und Stroh
gehalten, welches regelmallig erneuert wurde. Eine gleichmafige Raumtemperatur mit
regelmafiger BelUftung war durch eine Klimaanlage gewahrleistet. Die Stallungen wurden

durch Tageslicht belichtet. Wasser stand den Tieren Uber eine Selbsttranke, welche taglich
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gereinigt und kontrolliert wurde, ad libitum zur Verfligung. Die Fitterung mit Heu als
Grundfutter erfolgte zweimal taglich ebenfalls ad libitum. Zusatzlich bekamen die Tiere
wahrend des Lauftrainings und nach der Operation wahrend der Ganganalyse Kraftfutter

verabreicht.

3.3. Fixateur externe

Bei allen 32 Versuchstieren wurde ein einheitlicher Fixateur externe (siehe Abb. 3.3.-1.)
medial an der rechten Tibia montiert. Dieser kritisch scherweiche Fixateur externe wurde
zuvor von Ingenieuren speziell fur dieses Projekt entwickelt.

Der kritisch scherweiche Fixateur (Abb. 3.3.-1) stellt einen Rotations-Fixateur dar, welcher
technisch gesehen einem monolateralen Fixateur externe entspricht. Der Fixateur besteht
aus einer besonders biegesteifen Fixationsstange, die das untere Gehause, einschliefdlich
des Gehausedeckels, mit der oberen Klemme verbindet. Diese obere Klemme sitzt fest auf
der Fixateurstange und ermdglicht Uber das Klemmsystem die axiale Einstellung des
entsprechenden Frakturspaltes von 3 mm. Das untere Gehause beinhaltet zwei
Ubereinander liegende Kegelrollenlager, welche die axialen Krafte aufnehmen und eine
leichtgangige Rotation ermoglichen. Die Rotationsbewegung ist komplett freigegeben und
nur durch Muskel- und Weichteilzug des Tieres selbst begrenzt.

Die obere Klemme und das Gehause bestehen aus einer leichten, hochfesten
Aluminiumlegierung, welche zum Oberflachenschutz eloxiert wurde. Die Fixationsstange,
sowie die Klemmbacken bestehen aus einem besonders biegesteifen Material.

Das Fixateurkonstrukt wurde mittels sechs den Knochen bikortikal perforierenden Schanz-
Schrauben medial an der Tibia montiert. Die Schanz-Schrauben, mit einem Durchmesser
von 5 mm, wurden proximal beginnend von eins bis sechs durchnummeriert. Ihre jeweilige
Position wurde Uber eine einheitliche Bohrschablone, welche medial an der Tibia am
Malleolus medials angelegt wurde, definiert. Die Schablone wurde so gelagert, dass alle
sechs Schanz-Schrauben mittig in den Knochen gesetzt werden konnten. Die standardisierte
Osteotomie wurde nach Fixateurmontage unter Kiihlung mittels steriler Kochsalzlésung in
der Mitte zwischen den Schanz-Schrauben drei und vier gesetzt.

Bei den Versuchstieren mit einer Standzeit von neun Wochen wurden zusatzlich zwei
Schanz-Schrauben (@ 4 mm), welche nicht mit dem Fixateurkonstrukt verbunden waren,
kranial in die Tibia eingebracht, sie dienten der optischen Messung der

Fragmentbewegungen.
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Abb. 3.3.-1:
Graphische Darstellung der rechten Tibia mit einem medial

montiertem  kritisch  scherweichen  Fixateur externe.

®) Monolaterale Fixation des Fixateurs mittels sechs den

o Knochen perforierender Schanz-Schrauben. Mittig im

Knochen zwischen den Schanz-Schrauben drei und vier ist

der Osteotomiespalt dargestellt. Der Fixateur externe ist langs

— eroffnet, dadurch ist die innere Mechanik im unteren Teil

sichtbar.
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Biomechanik
Mit Hilfe einer Materialprifmaschine (Zwick 1455, Zwick GmbH, Ulm, Deutschland) wurde
die initiale Steifigkeit des Osteosyntheseverbundes ermittelt. Die Messungen erfolgten an

ovinen Kadavertibiae, an welche zuvor der Fixateur externe montiert wurde.

3.4. Operationsvorbereitung

Die Tiere wurden zwolf Stunden vor der Operation nlichtern gehalten, Wasser stand ihnen
ad libitum Uber eine Selbsttranke zur Verfligung.

Zur Vorbereitung der Narkose mittels intravendser Injektion wurde ein Venenverweilkatheter
in die Vena cephalica antebrachii gelegt und seine Durchgangigkeit mit Natriumchloridlésung
getestet. AnschlieRend erhielten die Tiere Uber den Katheter 0,5 g Thiopental-Natrium
(Trapanal®, Altana Pharma Deutschland GmbH, Konstanz, Deutschland) pro 50 kg KGW
infundiert. Zur Uberwachung der Narkosetiefe wurden wéahrend der gesamten
Vorbereitungszeit die Vitalparameter und die Reflexe der Tiere Uberprift. Im Anschluss an
die Sedation wurden die Tiere mit Hilfe eines Laryngoskopes mit einem Trachealtubus der
Grofke 9,0 intubiert. Nachdem der Cuff des Tubus geblockt war, wurden die Tiere an das
Narkosegerat mit Monitoriberwachung angeschlossen und mit einem Gemisch aus
Isofluran, Lachgas und Sauerstoff beatmet.

Die Beatmungsfrequenz betrug zwolf Atemzuge pro Minute. Das Atemzugvolumen betrug

etwa 10ml/kg KGW, so dass sich ein exspiratorischer CO,-Partialdruck von 35-40 mm Hg
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einstellte. Damit wahrend der Operation das Entweichen von Pansengasen gewahrleistet
war, erhielten die Tiere eine Magen-Schlundsonde.

Einem Austrocknen der Kornea wurde durch Eingabe von Bepanthen-Augensalbe
(Jenapharm®, Jenapharm GmbH & Co. KG, Jena, Deutschland) in beide Augen der Tiere
vorgebeugt. Die Tiere wurden auf dem Operationstisch in rechter Seitenlage fixiert, wobei
das linke Hinterbein nach vorn Gber den Riicken ausgebunden wurde. Das zu operierende
rechte Hinterbein lag gestreckt dem Tisch auf. AnschlieRend wurde das rechte Hinterbein
medial im Bereich vom Knie bis zum Fesselgelenk freigeschoren und mit Enthaarungscreme
enthaart. An beiden Vorderbeinen, sowie am linken Hinterbein, wurden zur EKG-
Uberwachung wahrend der Operation Klebelektroden angebracht. Zur weiteren
Uberwachung der Vitalparameter erfolgte die Sauerstoffpartialdruckmessung und ein
Kapnograph wurde angeschlossen.

Das zu operierende rechte Hinterbein wurde anschlieRend mit einer Povidon- Jod- Losung
(Braunol®, B. Braun Melsungen AG, Deutschland) desinfiziert und unter sterilen Kautelen
abgedeckt. Nachdem die Tiere steril vorbereitet waren, erfolgte praoperativ eine
prophylaktische Antibiose durch intravendse Infusion mit 2,2g Amoxicillin/ Clavulansaure
(Augmentan®, 2,2g GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG Minchen, Deutschland), welches
zuvor in 100ml Aqua destillata gelést wurde. Zur Analgesie erhielten die Tiere bei
Operationsbeginn 5ml Fentanyldihydrogencitrat (Fentanyl- Janssen® 0,5mg, Janssen- Cilag
GmbH, Neuss, Deutschland) intravends verabreicht. Perioperativ erhielten die Tiere 500ml

Vollelektrolytldsung intravends infundiet.

3.5. Operation

Der Zugang zur rechten Tibia erfolgte von medial Gber das Planum cutaneum cruris, denn
hier konnte der Weichteilschaden so gering wie mdglich gehalten werden, da sich in diesem
Bereich keine Muskulatur befindet.

Die spezielle Schablone (siehe Abb. 3.5-1.) zur Fixateurmontage wurde jeweils am Malleolus
medialis der rechten Tibia angelegt und so gelagert, dass alle sechs Bohrlécher mdglichst
mittig in den Knochen gesetzt werden konnten. Die dafiir notwendigen Markierungen wurden
mittels Hautinzision durch die Schablone hindurch gesetzt. Bei der Ausrichtung der
Schablone wurde die individuelle Tibiakrimmung berilicksichtigt. Die Béhrhiilse wurde durch
die Schablone und Hautinzisionen hindurch eng auf das Periost aufgesetzt und die
Vorbohrung fir die Schanzschrauben unter gleichmaBiger Spllung mit 0,9%iger
Natriumchlorid-Losung durchgefuhrt. Unter Hautschutz durch die Bohrhulse hindurch erfolgte
anschlielend die manuelle, bikortikale Eindrehung der sechs Schanzschrauben unter

Verwendung eines Universalhandbohrfutters. Die Operationsassistenz achtete dabei auf
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eine parallele Stellung der sechs Schanzschrauben zueinander. Die Schanzschrauben
wurden von proximal nach distal mit eins bis sechs durchnummeriert.

Nach der Entfernung der Bohrhilsen und der Schablone wurde der kritische Fixateur externe
auf die Schanzschrauben aufgesetzt und im definierten Hautabstand von zwei Zentimern
montiert. Durch eine weitere Schablone wurde der Bereich bestimmt, an dem die Osteotomie
gesetzt wurde.

Die Sageschablone wurde an die beiden mittleren Schanzschrauben drei und vier angelegt
und ein etwa drei cm langer Hautschnitt gesetzt. Nach Entfernung der Schablone wurde im
vorher gesetzten Hautschnitt mit einer Metzenbaumschere stumpf in die Tiefe prapariert, so
wurden Bindegewebe und die Tibia umgebene Muskelfaszien geldst. Durch das Einbringen
zweier GrolRzehenheber nach Hohmann und Umfahrung der Tibia konnte das umliegende
Weichteilgewebe beim Durchsagen der Tibia geschutzt werden. Danach wurde mittels einer
oszillierenden, Druckluft betriebenen Sage unter gleichmaRiger Kihlung mit 0,9%iger
Natriumchlorid-Losung die Osteotomie gesetzt.

Nach der vollstandigen Durchtrennung des Knochens wurden die oberen Klemmbacken des
Fixateur externe geldst und der Frakturspalt Uber einen Abstandhalter auf 3mm Breite
eingestellt, anschlieend wurden die Fixateurschrauben fest angezogen und der
Abstandhalter entfernt (siehe Abb. 3.5.-2. und Abb. 3.5-3.). Zum Abschluss der Operation
erfolgte die Hautnaht mittels Einzelheften.

Der operierte Unterschenkel wurde mit zwei Mullbinden steril verbunden. Beim Ausleiten der
Narkose wurde mit dem Wiedereinsetzten der Spontanatmung die Magenschlundsonde
gezogen und mit dem Einsetzten des Schluckreflexes der Trachealtubus entfernt. Die
anschlielende Unterbringung erfolgte im Stall, wo die Tiere wahrend der Aufwachphase

beobachtet wurden.
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Abb.3.5.-1.:

Mediale Ansicht der Tibia mit
aufgesetzter Bohrschablone und
sechs in den Knochen

eingedrehte Schanz-Schrauben.

Abb.3.5.-2.:

Kraniale Ansicht des montierten
kritisch scherweichen Fixateurs.
Mittig zwischen Schanz-
Schraube drei und vier ist der
Osteotomiespalt von drei mm
sichtbar (siehe Pfeil).

Far die optische Messung
befinden sich zwei zusatzliche
Schanz- Schrauben im 90°

Winkel zum Fixateurkonstrukt.

Abb.3.5.-3.:

Kaudale Ansicht des medial
fertig montierten kritisch
scherweichen Fixateurs. Die
Hautnaht erfolgte mittels

Einzelheften.
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3.6. Nachbetreuung der Tiere

Im Anschluss an die Operation wurde noch am narkotisierten Tier ein postoperatives
Kontrollrontgenbild im anterioposterioren Strahlengang mit 73KV und 2,5mA angefertigt
(siehe Abb. 3.6-1.). Dabei wurden die Osteotomiespaltweite und die Positionen und
Eindrehtiefen der sechs Schanzschrauben beurteilt. Auerdem wurde auf eventuelle
Knochenabsplitterungen geachtet. Um den Heilungsverlauf zu Uberwachen, wurden im
wochentlichen Abstand weitere Rontgenbilder angefertigt. Die letzten Aufnahmen erfolgten
post mortem mit und ohne Fixateurkonstrukt und nach der biomechanischen Testung.

Die Tiere erhielten Uber einen Zeitraum von funf Tagen zur Schmerzprophylaxe 2ml Flunixin-
Meglumin (Finadyne®, RP, Essex Pharma GmbH, Minchen, Deutschland) subcutan
verabreicht.

Wahrend des gesamten Versuchszeitraumes wurden die Tiere in Gruppen von zwei bis
maximal zehn Tieren gehalten. Im Anschluss an die Operation stand den Tieren Heu und

Wasser ad libitum zur Verfligung.

Abb. 3.6-1.:

Roéntgenbild post operationem im anteroposterioren Strahlengang,
Fixateure externe und sechs in den Knochen eingedrehte Schanz-
Schrauben sichtbar, zwischen Schraube drei und vier ist der
Osteotomiespalt als durchgehende schwarze breite Linie zu

erkennen.

3.6.1. Pinpflege

Uber den gesamten Beobachtungszeitraum wurde bei jedem Tier eine tagliche Pinpflege
durchgefthrt, beginnend einen Tag post operationem. Dabei wurden der Kklinische
Allgemeinzustand des Tieres, wie Futteraufnahme, Verhalten (Schmerzaulierungen,
Teilnahmslosigkeit), Fortbewegung (Bewegungsunlust, Grad der Lahmheit, Stellung der

operierten Gliedmalie) und die Wunde selbst beurteilt.
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Nach Abnahme des Verbandes erfolgte ein vorsichtiges Entfernen eventuell gebildeter
Krusten an den Pineintrittsstellen, danach wurde die Haut um die Eintrittsstellen herum
mittels einer 20ml Spritze und einer sterilen Knopfkanile mit einer 5%igen Ethacridinlactat-
Lésung (Rivanol®, Riedel- de Haen AG, Seelze, Deutschland) gereinigt, um einer
Wundinfektion vorzubeugen. Des Weiteren wurden die Schanzschrauben auf
Lockerungserscheinungen hin untersucht. Die verwendeten Knopfkanilen wurden nach
jedem Tier gewechselt, taglich gereinigt und desinfiziert. Abschlielend wurde die Wunde
wieder steril verbunden.

Die taglichen Beobachtungen wurden in einem Pinpflegeprotokoll dokumentiert. Zur
Erleichterung der  Protokollierung  wurde  ein einheitliches Schema  zur

Beobachtungsdokumentation gewahlt, das im Folgenden erldutert wird.

3.6.2. Pinpflegescore

0 bedeutet: es gibt keine Entzindungserscheinungen, Pineintrittsstellen sind sauber
und trocken

1 bedeutet: es gibt leichte Entziindungserscheinungen, Pineintrittsstelle vermehrt warm
oder schmerzhaft, wenig serdses Sekret

2 bedeutet: es gibt malige Entziindungserscheinungen, Pineintrittstelle vermehrt warm
und schmerzhaft, maRig bis viel serdéses Exsudat oder wenig eitriges Exsudat

3 bedeutet: starke Entzindungserscheinungen, Pineintrittstelle vermehrt warm und

schmerzhaft, gerétet, maRig bis viel eitriges Exsudat

Andere wichtige Beobachtungen wie beispielsweise Auslockerungen, Blutungen,
Verbiegungen von Pins, Verlauf der Wundheilung, Faden ziehen wurden individuell fir jedes

Tier in einer extra Spalte unter Bemerkungen protokolliert.

3.7. Probengewinnung

3.7.1.Tétung der Tiere

Die 32 Versuchstiere wurden nach ihren jeweiligen Standzeiten von zwei, drei, sechs und
neun Wochen euthanasiert. Sie erhielten 2,5g Thiopental- Natrium (Trapanal®, 2,5 g, Altana,
Pharma Deutschland GmbH, Konstanz, Deutschland) intravends zur Narkotisierung und
anschliefend zur Euthanasie 100ml 7,5%ige Kaliumchloridldsung infundiert. Mittels
Auskultation wurde der Tod durch Herzstillstand festgestellt. Nach der Euthanasie wurden

vor Entnahme der Proben die letzten Rontgenbilder in zwei Ebenen angefertigt.
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Im Sektionsraum erfolgte anschlieBend bei jedem Tier die Enthahme der operierten, sowie
der nicht operierten Hintergliedmafie. Nach Entfernung der Haut wurde das Bein im
Kniegelenk abgesetzt, das Tarsokruralgelenk durchtrennt und im Anschluss die
Muskelbauche entfernt, so dass an der Tibia nur ein kleiner Weichteilmantel als Schutz
verblieb. Danach wurde vorsichtig das Fixateurkonstrukt gelést und entfernt. Die Knochen
der Tiere mit einer Standzeit von sechs und neun Wochen wurden anschlielend
biomechanisch getestet (siehe unter 3.7.2.). AnschlieBend kamen alle Praparate
einschliellich der biomechanisch getesteten nach sauberer Freipraparation der
Gelenkflachen fiir 24 Stunden in eine 10prozentige Formalinldsung, was zur Aushartung des
Weichteilmantels und somit zu einer deutlich verbesserten Sageeigenschaft des Materials
fuhrte.

3.7.2. Biomechanische Testung

Anhand der biomechanischen Untersuchung wurden die Torsionssteifigkeit und das
Torsionsmoment des getesteten Knochens bestimmt. Diese Testung erfolgte bei den Tieren
mit einer Standzeit von sechs und neun Wochen. Es konnten aus beiden Gruppen jeweils
nur vier Knochenpraparate getestet werden, da die restlichen vier Knochen nach Entfernung
des Fixateurkonstrukts zu instabil waren. Von den acht testungsfahigen Praparaten wurde
jeweils die operierte und kontralaterale intakte Tibia untersucht.

Es wurde ein Torsionstest bis zum Versagen duchgefiihrt. Zuvor wurde am proximalen und
distalen Ende jeder Tibia das Weichteilgewebe entfernt, um anschlieBend die beiden
freipraparierten Knochenenden in viereckige Beracrylblocke (Beracryl, W. Troller, AG,
Fulenbach, Schweiz) einzubetten. Bei allen Tibiae war das beracrylfreie Knochenstlick gleich
lang und entsprach der Fixateurlange. Diese Vorbereitung war noétig, um die Tibiae in die
Materialprifmaschine (Universalprifmaschine Zwick 1455, Ulm, Deutschland) einspannen
zu kénnen (siehe Abb. 3.7.2.-1). Der verbliebene passive Weichteilmantel erhoht, verglichen
mit einem freipraparierten Knochen, die Steifigkeit um 20 Prozent (Duda et al., 2000). Zum
Schutz vor Austrocknung wurden die Tibiae mit feuchten Kompressen umwickelt.
AnschlielRend erfolgte der Torsionstest, bei dem eine axiale Vorkraft von 25N aufgebracht
wurde, um im Fall einer Fraktur eine Dislokation der einzelnen Fragmente zu vermeiden und
die Kontinuitat der Achse zu gewahrleisten. Die Tibiae wurden mit einer Testgeschwindigkeit
von 10°/min der Torsionsmessung unterzogen, welche bis zum Bruch durchgefuhrt wurde.
Die Maschine misst direkt das Drehmoment (Torsionsmoment) in Newtonmeter [Nm] und
den Torsionswinkel in Winkelgrad [°]. Es wurde online eine Belastungs-Deformationskurve
aufgezeichnet, in der sich der Bruch des Knochens als erster Abfall darstellte. Die Steigung
dieser Kurve dient im linearen Bereich als Mall der Torsionssteifigkeit (Kallussteifigkeit)

[Nm/°]. Die Steifigkeit stellt den Quotienten aus der Belastung des Knochens und seiner
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Verformung dar. Die Ergebnisse der operierten Tibia wurden im Anschluss auf die Werte der
intakten Tibia des jeweiligen Tieres bezogen und als prozentualer Anteil dargestellt, um so
individuelle tierspezifische Unterschiede wie zum Beispiel das Kdrpergewicht und die sich
daraus ergebende unterschiedliche Knochengréfie und -festigkeit auszuschliefen. Nach

abgeschlossener biomechanischer Testung wurden Rontgenaufnahmen angefertigt, um den

Bereich, in dem es zur Fraktur kam, zu bestimmen.

Abb.3.7.2-1.:

Materialprifmaschine Zwick 1455 mit
eingespannter Tibia (mit Mullbinden
umwickelt), welche oben und unten jeweils
durch die Beracrylblécke fest mit der

Prifmaschine verbunden ist.

3.7.3. Radiologische Auswertung der Biomechanik

Die biomechanische Untersuchung der Tibiae wurde im Anschluss radiologisch ausgewertet.
Die bei der Testung entstandene Fraktur wurde im Rontgenbild aufgesucht und nach der
Frakturklassifikation von White und Mitarbeitern (1977) eingeteilt und beurteilt. Dabei
konnten Rickschlisse auf das Heilungsstadium gemacht werden. White und Mitarbeiter
teilten die Frakturheilung, nach der Reaktion auf die biomechanische Torsionstestung, in vier

biomechanische Stadien ein.
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Erstes Stadium
— der Knochen bricht im urspringlichen Defektbereich bei geringer Steifigkeit

(weniger stabil als urspriinglicher Knochen)

Zweites Stadium
— der Knochen bricht im urspringlichen Defektbereich bei hoher Steifigkeit

(weniger stabil als urspriinglicher Knochen)

Drittes Stadium
— der Knochen bricht teilweise im urspriinglichen Defektbereich, teilweise im intakten
Knochen bei hoher Steifigkeit

(genauso stabil wie urspringlicher Knochen)

Viertes Stadium
— der Knochen bricht im intakten Knochen bei hoher Steifigkeit

(stabiler als ursprunglicher Knochen)

3.7.4.Sagen der Knochenproben

Die fur die histologischen und histomorphometrischen Untersuchungen bendtigten
Knochenscheiben wurden mittels einer Bandsdgge von 1mm Dicke (Makro-
Trennschleifsystems Firma Exakt Apparatebau GmbH, Norderstedt, Deutschland) aus den
osteotomierten rechten Tibiae gewonnen. Um eine thermische Schadigung der
Knochenproben zu verhindern, erfolgten die Sagearbeiten unter kontinuierlicher
Wasserkihlung. Zuerst wurden die Tibiae so eingespannt, dass der Knochen transversal in
Hohe des dritten Pinkanals durchgesagt werden konnte. Anschlieliend wurde der proximale
Knochenanteil verworfen und der distale Knochenanteil mit enthaltenem Osteotomiebereich
so eingespannt, dass mit der Bandsage mittig beginnend funf Langsschnitte gemacht
wurden. Der erste Schnitt befand sich median im Knochen, die anderen jeweils zwei rechts
und zwei links paramedian immer im Abstand von 3mm. AnschlieRend wurden die gesagten
Tibiabereiche auf Hohe des vierten Pinkanals transversal abgesetzt. Die beiden aufReren
Knochenrandbereiche wurden verworfen. Die vier jeweils 3mm dicken Knochenscheiben
wurden von S1 bis S4 durchnummeriert (siehe Abb. 3.3.7-1).

Um eine spatere Lokalisationszuordnung vornehmen zu koénnen, wurden die
Knochenscheiben aulerdem proximomedial mit einem Bleistiftpunkt gekennzeichnet. Diese
gekennzeichneten Seiten stellten die spateren Anschnittflachen fir die Gewinnung der

histologischen Praparate dar. Die Scheiben S1 und S3 wurden flr die histologische und die
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Scheiben S2 und S4 fur die immunhistochemische Untersuchung verwendet, welche von
einem Mitdoktoranden durchgefiuhrt wurde.

Alle Knochenscheiben wurden im Anschluss an das Sagen einzeln in Kompressen gewickelt,
mit der jeweiligen Tier-, sowie Schnitthummer (S1-S4) gekennzeichnet und fiir 48 Stunden in
eine 10%ige Formalinlésung gegeben. Wahrend dieser Nachfixierung standen die Proben
auf einem Laborschittler (HS 501 digital, IKA® Werke GmbH & Co KG, Staufen,

Deutschland), um eine gleichmafige Durchtrankung des Gewebes zu gewahrleisten.

anterior

o s oo 277

[Sf G]-S2- Paraffin = = = = = = -

Abb. 3.3.7-1.

Sageschema der

Knochenproben.

Die Knochen-

Mittellinie medial lateral

scheiben S1 und

[Sf G]-S1-MMA = = = = === S3 wurden fir

[Sf G]-S4-Paraffin = = = = = ——— die histologische

posterior verwendet.

Auswertung

3.8. Praparataufbereitung

Nach der zweitdgigen Formalinfixierung wurden die Knochenscheiben (siehe Abb. 3.8-1.)
unter flieRendem Leitungswasser fur 30 min gewassert. Die fur die histologische
Untersuchung vorgesehenen Scheiben S1 und S3 wurden im Anschluss in aufsteigender
Alkoholreihe nach folgendem Schema entwassert.

0 Abb. 3.8-1.:

~ Knochenscheibe nach dem  Séagen,
Bleistiftmarkierung proximomedial auf der
Kortikalis der Tibia, zwischen den stark
verschobenen Knochenfragmenten sind
deutliche  Hamatomstrukturen  sichtbar

(siehe Pfeil) zum drei Wochenzeitpunkt.
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3.8.1.Entwasserungsschema

1 x 3 Tage in 70%igen Alkohol
2 x 7 Tage in 80%igen Alkohol
2 x 7 Tage in 96%igen Alkohol
3 x 7 Tage in 100%igen Alkohol

Um eine optimale Infiltration der Knochenscheiben mit dem jeweiligen Alkohol zu erzielen,
standen die Proben wahrend der gesamten Entwasserung weiterhin auf einem
Laborschittler (HS 501 digital, IKA Labortechnik).

3.8.2.Kunstoffeinbettung

Nach der mehrwdchigen Entwasserung wurde eine vierstindige Entfettung in Xylol
(Mallinckrodt Baker, Griesheim, Deutschland) durchgefihrt. AnschlieRend erfolgte als
Vorbereitung auf die Kunststoffeinbettung eine siebentagige Prainfiltration und abschliellend
eine siebentagige Infiltration, welche bei Kuhlung auf 4 °C erfolgte. Bis zur Infiltration
standen die Praparate in Glasern auf einem Laborschuttler (HS 501 digital, KA
Labortechnik) um eine gleichmaRige Durchtrankung der Gewebe mit der jeweiligen Lsung
zu erzielen. Die Pra- und Infiltrationslésungen wurden laut Herstellerangaben zubereitet,
beide Losungen enthielten bereits in verschiedenen Anteilen das Einbettmedium Technovit®
9100 NEU (Heraus Kulzer GmbH & Co KG, Wehrheim/Ts., Deutschland).

Technovit® 9100 NEU ist ein spezielles Medium zur Einbettung von mineralisierten
Geweben, es stellt ein Polymerisationssystem auf der Basis von Methylmethacrylat dar. Die
chemische Polymerisation erfolgt unter Sauerstoffausschluss mit Hilfe eines
Katalysatorensystems aus Peroxid und Amin. Im Anschluss an die siebentagige Infiltration
erfolgte die eigentliche Einbettung der Praparate in Methylmethacrylat (Technovit 9100
NEU). Dafir wurden eine Stammldsung A und eine Stammldsung B nach den jeweiligen
Herstellerangaben angefertigt und die Einbettldsungen im Verhaltnis 9:1 gemischt. Jede
Knochenscheibe wurde einzeln, mit der spateren Anschnittflache nach unten zeigend, in eine
runde, zur Einbettung vorgesehene Kunststoffform gegeben. In diese Form wurde zuvor
Einbettldsung gefiillt, anschlieRend luftdicht verschlossen und bei 4 °C gelagert, um ein
Entweichen der Polymerisationswarme zu gewahrleisten.

Nach 24 Stunden war die Polymerisation abgeschlossen und die Praparate ausgehartet, so
dass sie aus der Kunststoffform herausgelést werden konnten. Zur besseren
Einspannfahigkeit in das Hartschnittmikrotom wurde an der Unterseite der Praparatblécke
ein weiterer schnellhartender, kaltpolymerisierender Kunststoff Technovit® 3040 (Heraeus
Kulzer GmbH & CO. KG, Wehrheim/Ts., Deutschland) angebracht.
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Die runden Praparatblocke wurden an einer Handschleifmaschine Phoenix 3000 (Jean Wirtz
GmbH & Co. KG, Wehrheim/Ts., Deutschland) angeschliffen. Durch das Anschleifen war es
moglich, die Blocke in der Haltevorrichtung am Hartschnittmikrotom einzuspannen, ohne

dass diese beim anschlieenden Schneidevorgang verrutschen konnten.

3.8.3.Schneiden am Mikrotom

Die durchgefiihrte Kunstoffeinbettung bietet die Mdoglichkeit, nichtentkalktes Gewebe am
Mikrotom zu schneiden, so dass anschlieRend anhand von verschiedenen Farbungen die
Differenzierung von mineralisiertem und nicht mineralisiertem Gewebe moglich ist.

Nach Einspannen des Kunststoffblockes und Einstellung der Schnittdicke wurden am
Hartschnittmikrotom (Leica® SM 2500S, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland) von jedem Praparatblock mehrere Schnitte von jeweils 6um Dicke angefertigt,
von denen spater die Besten fir die Farbungen verwendet wurden. Wahrend des gesamten
Schneidevorganges wurden die Praparatblocke und das Messer mit einer
Schneidefliissigkeit benetzt, um die Oberflache geschmeidig zu halten und ein Reiflen der
Schnitte zu verhindern. Diese Schneideflissigkeit bestand aus einem Wasser- Seifen-
Gemisch.

Die gewonnenen Schnitte wurden einzeln auf zuvor beschriftete und mit 70%igem Alkohol
befeuchtete Objekttrager aufgebracht und anschlieRend mit einer Streckfllissigkeit
(bestehend aus 70 ml 70%igem Ethanol und 30ml 2-Butoxyethyl-Acetat) betraufelt, um eine
Glattung der Schnitte zu erzielen. Dann wurde jeder Objekttrager mit Krisolfolie (Kettenbach
GmbH & Co. KG, Eschenburg, Deutschland) abgedeckt und mittels eines Pinsels wurden
teilweise vorhandene Luftblasen und leichte Faltenbildung vorsichtig herausgestrichen,
abschlielend wurde ein zurechtgeschnittenes Filterpapier aufgelegt. Die Objekttrager
wurden in einer Presse Ubereinander gestapelt und bei 60 °C fir mindestens 24 Stunden im
Brutschrank getrocknet. Durch den gleichmaRigen Druck der Presse auf die einzelnen
Praparate konnte ein Abrutschen der dinnen Knochenscheiben vom Objekttrager beim

anschlielenden Farbevorgang verhindert werden.

3.9. Histologische Farbungen

Als histologische Farbung bezeichnet man die Art der Schnittfarbung, bei der ein Farbstoff,
der in Losung angeboten wird, an definierte Gewebestrukturen bindet, wodurch eine
Kontrastierung von Zell- und Gewebestrukturen erreicht wird.

Die Farbetheorie der biologischen Farbungen begrindet sich in der unterschiedlichen

Affinitdt bestimmter Gewebestrukturen zu bestimmten Farbstoffen, es kommt zur
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differenzierten Anfarbung unterschiedlicher Gewebe- und Zellbestandteile. Dabei stellt die
lonenbindung die Hauptbindungskraft dar, durch sie werden zum Beispiel saure Farbstoffe
an basische Proteine (bzw. basische Farbstoffe an saure Proteine) gebunden und so farblich
hervorgehoben. Der Kontraststeigerung dienen Kombinationsfarbungen wie in Bi- oder
Trichromfarbungen.

Von den zuvor fixierten und geschnittenen Praparaten wurden von jedem Tier drei Schnitte

nach folgenden Farbeprotokollen angefarbt und anschlieRend ausgewertet.

1. Safranin-von-Kossa-Farbung
2. Azan-Farbung nach Heidenhain

3. Movat-Pentachrom-Farbung

3.9.1. Safranin-von-Kossa-Farbung

Diese Farbung dient der Unterscheidung von mineralisiertem und nichtmineralisiertem
Gewebe. Bei dieser Farbemethode (siehe Abb. 3.9.1-1.) wird mineralisiertes Knorpel- und
Knochengewebe schwarz angefarbt. Mineralisationsfronten stellen sich schwarz granuliert
dar und Bindegewebe, hyaliner Knorpel und nicht mineralisierter Knochen werden intensiv
rot gefarbt.

Bevor die Schnitte nach einem einheitlichen Farbeprotokoll angefarbt werden konnten,
mussten sie in MEA (Methoxyethylacetat) entplastet und anschlieRend in absteigender
Alkoholreihe rehydriert werden. Die ausgewahlten Schnitte wurden Gruppenweise (zwei,
drei, sechs und neun Wochentiere jeweils zusammen) in so genannte Farbeschiffchen

gegeben und der entsprechenden Farbung nach folgendem Farbeschema unterzogen.

Farbeprotokoll

Schnitte entplasten in MEA 3 x 20 min
Rehydrierung in 100-96-80-70%igen Alkohol jeweils 2 min
in Aqua destilata geben 2 min

Farben in 3%iger wassriger Silbernitratldsung flr 5 min

1

2

3

4

5. Spulen in Aqua destillata 3 x kurz
6. Reduzieren in Natrium- Formaldehydlésung 2 min
7. Wassern mit Leitungswasser 10 min

8. 5%iges Natriumthiosulfat 5 min

9. Wassern mit Leitungswasser 10 min

1

0. Spulen in Aqua destillata kurz
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11. Farben mit Safranin Orange 8 min
12. Spllen in Aqua destillata kurz

13. Entwassern 2 x 96% Alkohol 2 min
14. Entwassern 2 x 100% Alkohol 2 min
15. Entfetten in Xylol 2x 5 min

16. Eindeckeln mit Vitroclud

Abb. 3.9.1-1.: Safranin-von-Kossa-Farbung, drei Wochen post operationem

3.9.2. Azan-Farbung nach Heidenhain

Die Azanfarbung wurde 1915 von dem Tubinger Professor fur Anatomie M. Heidenhain in die
Histologie eingefihrt. Der Name dieser Farbung ist ein Akronym aus den
Anfangsbuchstaben der Farbstoffe Azokarmin und Anilin, den Haupttragern der prachtigen
Farbwirkung. Azokarmin ist ein roter Farbstoff, er dient vorwiegend der Zellkernanfarbung.
Der Farbstoff Anilinblau dient der Gegenfarbung. Diese Farbemethode (siehe Abb. 3.9.2-1.)
stellt eine Mehrfach-Farbung dar, welche der Differenzierung von extrazellularen
Bindegewebsfasern, Geweben und Zellbestandteilen dient. Zellkerne stellen sich rot und
Zytoplasma rotlich dar, kollagene und retikulare Bindegewebsfasern werden hellblau bis blau

angefarbt, wohingegen elastische Fasern nicht angefarbt werden.

Farbeprotokoll
1. Schnitte entplasten in MEA 3 x 20 min
2. Rehydrieren in 100- 96- 80- 70%igem Alkohol jeweils 2 min
3. in Aqua destillata geben kurz
4. Farben in Azokarmin bei 60°C fur 15 min
5. in Aqua destillata 5- 10 min abkuihlen lassen
6. Entfarbung und Beizen des Bindegewebes in 5%iger wassriger Phosphormolybdan-

saure fur 20 min
7. Spulen in Aqua destillata kurz

8. Gegenfarbung in Azanlésung fir 20 min
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9. Spulen in Aqua destilata kurz

10. Differenzieren in 96%igem Eisessig- Alkohol
11. Rehydrieren in 100%igem Alkohol

12. Entfetten in Xylol fir 2 x 5 min

13. Eindeckeln mit Vitroclud

3.9.3. Movat-Pentachrom-Farbung

Diese Mehrfach-Farbung ermdglicht eine farbenprachtige Unterscheidung der Hart- und
Weichgewebekomponenten. Sie ist besonders fur Studien der chondralen Ossifikation und
Frakturheilung geeignet, da mineralisiertes von nichtmineralisietem Knorpel- und
Knochengewebe unterscheidbar sind.

Mineralisiertes Knochengewebe, sowie Kollagen werden leuchtend gelb und mineralisierter
Knorpel blau- griin angefarbt. Knorpelgewebe stellt sich je nach Fixierung rétlich bis gelb dar.
Saure Glykosaminoglykane farben sich leuchtend hellblau, Osteoid dunkelrot und elastische
Fasern rot an. Zellkerne werden blauschwarz und Zytoplasma rétlich angefarbt. Bei dieser
Farbung ist die Differenzierung des Osteoids von mineralisiertem Knochengewebe ahnlich
spezifisch wie nach Safranin-von-Kossa-Farbungen, jedoch erlaubt die Movat-Pentachrom-

Farbung auch noch die Beurteilung des Fibrillenverlaufes.

Farbeprotokoll

1. Schnitte entplasten in MEA 3x 20 min
2. Rehydrierung in 100- 96- 80- 70%igem Alkohol jeweils 2 min
3. kurz in Aqua destillata geben

4. Farben in Alcianblau- Lésung 10 min
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5. Spulen in flieBendem Leitungswasser 5 min

6. Stabilisieren in alkalischem Athylalkohol (10 ml Ammoniumhydroxid
auf 90 ml 96%igen Athylalkohol) 60 min

7. Spulen in flieRendem Leitungswasser 10 min

8. kurz Eintauchen in Aqua destillata

9. Kernfarbung in Weigerts Eisenhamatoxylin 10 min

10. kurz Spulen in Aqua destillata

11. Wassern in flieRendem Leitungswasser 15 min

12. Farben in Brillant Crocein- Saurefuchsin 10- 15 min

13. kurz in 0,5%iger Essigsaure spulen

14. Differenzieren in 5%iger Phosphorwolframsaure 10 min

15. sorgfaltig spulen in 0,5%iger Essigsaure

16. Dehydrieren in 100%igem Alkohol 3x 3 min

17. Farben in Saffron du Gatinais 60 min

18. Waschen in 100%igem Alkohol 3x 3 min

19. Entfetten in Xylol flir 2 x 5 min

20. Eindecken mit Vitroclud

Abb. 3.9.3-1.: Movat-Pentachrom-Farbung, drei Wochen post operationem

Um aus den einzelnen Schnitten Dauerpraparate herzustellen, mussten sie luftdicht
abgedeckt werden. Dazu wurden die Objekttrager mit passenden Deckglasern versehen,
welche zuvor mit dem Klebstoff Vitroclud (Einschlussmittel fir mikroskopische Technik, R.
Langenbrink, Emmendingen, Deutschland) benetzt wurden. Nach 24 Stunden waren die
Objekttrager getrocknet und konnten in entsprechenden Mappen fiir histologische Praparate

aufbewahrt werden.

3.10. Deskriptive Auswertung der histologischen Praparate

Die gefarbten Praparate wurden einzeln unter einem binokularen Lichtmikroskop (Novex

Holland B-Series) und einem Photomikroskop bei aufsteigender Vergrélterung nach einem
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einheitlichen Schema durchgemustert und deskriptiv ausgewertet. Zur Anwendung kamen
die Objektive 2,5fach (2,5x), 10fach (10x), 20fach (20x), 40fach (40x) und 100fach (100x,
Olimmersion). Begonnen wurde die mikroskopische Untersuchung mit der 2,5 fachen
VergroRerung, mit dieser wurde sich ein Uberblick tiber den jeweiligen Schnitt verschafft.

Die morphologischen Ablaufe der Frakturheilung (wie Inflammation, Hamatombildung,
Organisation, Phase des weicher Kallus, Knorpelbildung, enchondrale Ossifikation, Phase
des harten Kallus, Remodeling) wurden zu den vier unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkten anhand der in der Literatur beschriebenen Frakturheilungsphasen
nachvollzogen.

Jeder Schnitt wurde nach einem einheitlichem Vorgehen und zuvor festgelegten Kriterien
ausgewertet. Die im Folgenden aufgezahlten morphologischen Gegebenheiten, Zellen und
Gewebearten sind mafRgeblich an den Ablaufen der Frakturheilung beteiligt und wurden
histologisch ausgewertet. Nach Orientierung und Uberblickverschaffung eines jeden
Schnittes wurden folgende Kriterien besonders beachtet. Es wurde auf vorliegende
Fragmentverschiebungen (beurteilt anhand der jeweiligen Kortikalisbreite) geachtet. Die
einzelnen Kortizes wurden ebenfalls lichtmikroskopisch untersucht und beurteilt, dabei wurde
besonderes Augenmerk auf die spaltnahe kortikale Dichte sowie die Form der kortikalen
Osteotomierander gelegt. Des Weiteren wurden die Schnitte auf Vorkommen und
Zusammensetzung des Kallusgewebes, sowie deren raumliche Verteilung (periostal,
endostal, interfragmentar) untersucht. Bei der Zusammensetzung des Kallusgewebes wurde
auf die jeweilige Menge an bindegewebigen, knéchernen und knorpeligen Anteilen geachtet.
Aulerdem wurde die Dichte des Kallusgewebes beurteilt und jeweils mit den anderen
untersuchten Zeitraumen verglichen. Anschlielend wurde auf das Vorkommen von
Hamatomgewebe, deren Zusammensetzung und deren Verteilung geachtet. Die Bereiche, in
denen enchondrale Ossifikation auftrat wurden ebenfalls festgehalten, sie wurden mittels der
Safranin-von-Kossa-Farbung anhand der sich schwarz darstellenden granulierten
Ossifikationsfronten ermittelt.

Die verschiedenen Gewebeanteile wie Knochen, knécherne Kallusformationen, Knorpel und
bindegewebige Proliferation konnten so bei aufsteigender VergréRerung bewertet werden.
Das Vorkommen von Osteoklasten im Zusammenhang mit einem Knochenumbau- und
abbau wurde ebenfalls dokumentiert.

Die histologische Aufarbeitung der Osteotomieregion zu unterschiedlichen Zeitpunkten bietet
die Mdglichkeit, die Ablaufe der Frakturheilung im Detail zu beurteilen. Mittels den in dieser
Studie angewandten drei unterschiedlichen Farbemethoden ist die differenzierte Darstellung
bestimmter Strukturen, Gewebe, Zellen und von Frakturheilungsablaufen moglich. Mit Hilfe
dieser Ubersichtsfarbungen konnte neu gebildetes Gewebe im Osteotomiespalt, sowie An-,

Ab- und Umbauvorgange der Kortizes zu den verschiedenen Zeitpunkten histologisch
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dargestellt und unterschieden werden. Die Beschreibung der histologischen Befunde der

zwei, drei, sechs und neun Wochentiere erfolgte gruppenweise.

Zusammenfassung der Untersuchungskriterien

. Fragmentverschiebungen

. Dichte der spaltnahen Kortikalis, kortikale Osteotomiekanten
. Hdmatom, Vorkommen, Zusammensetzung

. Kallusgewebe, Vorkommen, Zusammensetzung

. Knorpelgewebe, Vorkommen

. Osteotomiespalt allgemein

N OO OB~ WDN -

. Osteoklasten als Zeichen von Abbauvorgangen

3.11. Statistische Auswertung der Daten

Die Ergebnisse der biomechanischen Testung wurden graphisch in Form von
Punktediagrammen (=Streudiagramm) dargestellt. Eine zuerst geplante Boxplotdarstellung
erwies sich als ungeeignet aufgrund der geringen Probenanzahl. Die ermittelten Daten der
Torsionstestung der beiden unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkte wurden miteinander
verglichen. Aufgrund der geringen Probenanzahl wurde von einer statistischen Auswertung
abgesehen. Alle Knochen, die getestet werden konnten, wurden graphisch dargestellt und
miteinander verglichen. Aus jeder fur die biomechanische Untersuchung vorgesehenen

Gruppe gingen jeweils vier Praparate in die Untersuchung ein.
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4. Ergebnisse

4.1. Aligemein

Insgesamt gingen 32 Merino-Mix Schafe in die Auswertung ein. Post operationem wurden
die Tiere im Rahmen der taglichen Wundkontrolle untersucht. Anhand des Pinpflege-Scores
wurde der Gesundheitszustand jedes einzelnen Tieres taglich uUber den gesamten
Versuchszeitraumes dokumentiert.

Es kam bei funf Tieren zu einer leichten Pintraktinfektion (Grad1, siehe Pinpflege-Score), bei
vier Tieren war jeweils einer der beiden Messpins betroffen und bei einem Tier kam es zu
leichten Entziindungserscheinungen an Pin eins und sechs. Alle Tiere konnten erfolgreich
behandelt werden und Uberstanden die restliche Versuchszeit ohne weitere Komplikationen.

Die 32 Tiere waren noch am Operationstag in der Lage selbststandig aufzustehen, im Stand
entlasteten sie das osteotomierte Hinterbein in den ersten Tagen. Spater zeigten sie
unterschiedlich starke Lahmheiten, bei ungestértem Allgemeinbefinden und normaler
Futteraufnahme. Bei der iberwiegenden Zahl der Tiere war eine leichte Lahmheit bis zum
Versuchende zu beobachten.

Ein Tier aus der Zweiwochengruppe musste aufgrund einer Komplikation friihzeitig
euthanasiert werden und konnte daher nicht in die Auswertung eingehen. Des Weiteren
traten technische Probleme beim Schneiden am Mikrotom auf, weshalb ein weiteres
Praparat der Zweiwochengruppe nicht ausgewertet werden konnte. Es gingen somit sechs
Tiere der Zweiwochengruppe in die Auswertung ein und jeweils acht Tiere in den drei, sechs

und neun Wochengruppen.

4.2. Radiologische Befunde

Anhand der wochentlich durchgeflinrten Réntgenuntersuchung konnte der Heilungsverlauf
radiologisch kontrolliert werden. Das Ausheilungsergebnis basierte auf der Auswertung der
Anzahl der Uberbrickten Kortizes, woflir Rontgenbilder in zwei Ebenen herangezogen
wurden. Begonnen wurde die rontgenologische Dokumentation post operationem.

Bei allen Tieren war Uber den jeweiligen Beobachtungszeitraum von zwei bis zu neun
Wochen eine fortschreitende sekundare Frakturheilung roéntgenologisch sowie auch
histologisch zu erkennen. Es kam innerhalb der neun Wochen jedoch bei keinem der 32
Tiere zu einer kndchernen Uberbriickung des Osteotomiespaltes. Bei allen Tieren war ein,
wenn auch teilweise sehr schmaler, durchgehender Spalt zwischen den beiden

Knochenfragmenten vorhanden.
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Auf den ersten Rontgenbildern post operationem stellte sich der drei Millimeter breite
Osteotomiespalt deutlich dar, er wurde proximal und distal durch glatte, scharfkantige
Osteotomierander der einzelnen Kortizes der osteotomierten Fragmente begrenzt.

Des Weiteren konnte der bikortikale Sitz der Pins beurteilt werden. Eventuelle
Fragmentabsprengungen, wie sie bei zwei Tieren der Fall waren, konnten so ebenfalls
beurteilt werden. Aufierdem wurden alle Réntgenbilder auf Osteolysen der implantierten Pins
hin untersucht.

Zwei Wochen post operationem war bereits eine erste geringe periostale Kallusbildung
sichtbar, die sich als eine leichte Auflockerung der zuvor glatten periostalen Seitenrander der
Kortizes darstellte. Bei flnf der sechs Praparate lagen deutliche Fragmentverschiebungen in
der Langsachse vor. Bei dem einen Tier mit nur dezenten Fragmentverschiebungen wurde
die geringste periostale Kallusbildung beobachtet. Diese nahm Uber den Zeitraum von drei,
sechs und neun Wochen stetig zu. Die Kallusformationen stellten sich zunehmend als
einheitliche wolkige bzw. kugelférmige knochendichte Strukturen dar, die zunehmend den
Osteotomiespalt Uberragten. Die Uberwiegenden periostalen Kallusanteile dehnten sich nach
proximal und distal um die Osteotomieregion herum aus. Geringe endostale Kallusanteile
waren ebenfalls sichtbar.

Trotz der Kalluszunahme kam es innerhalb der neun Wochen bei keinem der Tiere zu einer
vollstdndigen knéchernen Konsolidierung der Osteotomiefragmente. Der Osteotomiespalt
war bei allen Tieren zum Neunwochenzeitpunkt noch als schmale Linie erkennbar, die mittig
durch die Osteotomieregion zog. Die distalen und proximalen knoéchernen Kallusanteile
wuchsen zwar aufeinander zu, flllten jedoch den urspriinglichen Osteotomiedefekt nicht
vollstandig aus. Anhand der Rontgenbilder konnten die Fragmentverschiebungen, welche
aufgrund der freigegebenen Rotationsbewegung des scherweichen Fixateurs entstanden,

ebenfalls gut dokumentiert und beurteilt werden.

4.3. Biomechanische Testung

Es folgt die Darstellung der Ergebnisse der post mortem durchgeflihrten Torsionstestung.
Beim Torsionstest wurden das Torsionsmoment in [Nm] sowie der Torsionswinkel in [°]
bestimmt. Mittels dieser beiden Werte konnte die Torsionssteifigkeit [Nm/°], welche das
Verhaltnis zwischen Torsionsmoment und Torsionswinkel widerspiegelt, berechnet werden.
Die biomechanische Untersuchung erfolgte zum sechs und neun Wochenzeitpunkt.

Aus den Tiergruppen mit einer Standzeit von sechs und neun Wochen konnten jeweils nur
vier der acht Knochenpraparate in die Testung eingehen, die anderen Knochen waren nach
Entfernung des Fixateurkonstruktes zu instabil fir die Testdurchfiihrung. Im Anschluss an die
Testung der osteotomierten Tibia erfolgte bei jedem Tier die Testung der linken intakten

Tibia. Die ermittelten Daten der osteotomierten Seite wurden anschlielend auf die Werte der
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intakten Seite bezogen, um tierspezifische Unterschiede auszuschlieen. Es werden nur die
relativen Werte bezogen auf die gesunde Seite dargestellt, da die absoluten Werte bei den
einzelnen Tieren der beiden Untersuchungszeitraume sehr stark voneinander abwichen.
Aufgrund der geringen Untersuchungsanzahl von nur vier Proben pro Gruppe erfolgt keine
statistische Analyse, sondern eine rein deskriptive Analyse der gewonnenen Daten.

Zunachst werden die Werte der biomechanischen Analyse der Sechswochentiere und
anschlielend die der Neunwochentiere dargestellt. Die relativen Ergebnisse der
Torsionssteifigkeit, sowie des Torsionsmomentes werden fiir beide Untersuchungszeitpunkte

zum direkten Vergleich in graphischer Form als Punktediagramm dargestellt.

4.3.1.Torsionstestergebnisse

Biomechanische Analyse sechs Wochen post operationem

Tiernummer Torsionsmoment Torsionsmoment % Anteil osteotomiert
6 Wochen intakt Nm osteotomiert Nm zu intakter Tibia
Schaf 58 76,60 13,70 18

Schaf 20 81,10 11,34 14

Schaf 70 69,53 21,91 32

Schaf 90 76,03 15,85 21

Biomechanische Analyse neun Wochen post operationem

Tiernummer Torsionsmoment Torsionsmoment % Anteil osteotomiert
9 Wochen intakt Nm osteotomiert Nm zu intakter Tibia
Schaf 5 76,95 9,12 12

Schaf 6 72,09 12,26 17

Schaf 7 66,00 5,58 9

Schaf 88 67,84 16,37 24
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Torsionsmoment in [%] der

intakten Gegenseite

Graphische Darstellung des Torsionsmomentes in % der
osteotomierten Seite bezogen auf die contralaterale
Gegenseite 6 und 9 Wochen post operationem
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Zeit (Wochen)

Vergleicht man die nach sechs und neun Wochen gemessenen Torsionsmomentwerte der

Tiere, so sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Zeitpunkten zu

verzeichnen.

Von der

sechsten zur

neunten Woche

lag keine Erhéhung des

Torsionsmomentes als Anzeichen eines Heilungsfortschrittes vor.

53



Ergebnisse

Graphische Darstellung der Torsionsteifigkeit in % der
osteotomierten Seite bezogen auf die contralaterale
Gegenseite 6 und 9 Wochen post operationem
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Bei einem Vergleich der relativen Werte der Torsionssteifigkeit der osteotomierten Seite
bezogen auf die contralaterale gesunde Seite nach sechs und neun Wochen sind keine
signifikanten Unterschiede zu verzeichnen. Es kam innerhalb der drei Wochen zu keiner
Erhohung der Torsionssteifigkeit als Mald der vorangeschrittenen Frakturheilung in Form

einer Steifigkeitszunahme.
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4.3.2. Auswertung der radiologischen Befunde

Auswertung der biomechanischen Ergebnisse anhand der Frakturklassifikation nach White

und Mitarbeitern (1977)

Tiernummer Standzeit in Wochen Frakturklassifikation nach
White (1977) Stadium eins
bis vier

Nr. 20 6 Erstes Stadium

Nr. 58 6 Erstes Stadium

Nr. 70 6 Erstes Stadium

Nr. 90 6 Erstes Stadium

Nr. 5 9 Erstes Stadium

Nr. 6 9 Erstes Stadium

Nr. 7 9 Erstes Stadium

Nr. 88 9 Erstes Stadium

Bei der radiologischen Beurteilung der zuvor biomechanisch getesteten Knochenproben

waren keine relevanten Unterschiede zu verzeichnen. Alle acht Knochen der Sechs- und

Neunwochentiere brachen bei der Durchfihrung der Torsionstestung im urspringlichen

Defektbereich mit geringer

Steifigkeit und nicht

im angrenzenden urspringlichen

Knochengewebe. Die Frakturlinien verliefen schrag und Uberwiegend mittig durch das

kndcherne Kallusgewebe im ehemaligen Osteotomiespalt und stellten sich auf den

Roéntgenbildern als schmale durchgehende Verschattung dar.
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Histologische Darstellung einer bei der biomechanischen Testung entstandenen

Fraktur durch das neu gebildete Kallusgewebe im ehemaligen Osteotomiespalit.
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Abb. 4.3.-1: Movat-Pentachrom-Farbung, neun Wochen post operationem, durchgehende
Frakturlinie (1) durch knéchernes Kallusgewebe nach Torsionstestung (erstes Stadium der
Frakturklassifikation nach White), gelb stellt sich mineralisiertes Kallusgewebe (2) dar, rote

Umrandung der Hohlrdume im Kallusgewebe ist synthetisiertes Osteoid (3).

4.4. Ergebnisse der deskriptiven histologischen Auswertung

Die angefarbten Schnitte zu den unterschiedlichen Zeitpunkten von zwei, drei, sechs und
neun Wochen wurden unter dem Lichtmikroskop bei aufsteigender VergréRerung nach
einem einheitlichen Schema durchgemustert und ausgewertet.

Jedes Tier ging mit drei unterschiedlich angefarbten Schnitten in die Auswertung ein. Die
Safranin-von-Kossa-Farbung diente vor allem der Unterscheidung von mineralisiertem und
unmineralisiertem Gewebe, so konnten die kndchernen Kallusanteile deutlich von
bindegewebigen und knorpeligen Anteilen unterschieden werden, aul3erdem wurden mittels
dieser Farbung die Osteotomiekanten und die spaltnahe kortikale Dichte beurteilt. Mit der
Azan-Farbung lieRen sich besonders gut Bindegewebe, deren Faserverlauf und

Knorpelzellen differenzieren. Die Movat-Pentachrom-Farbung findet vor allem bei Studien
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der enchondralen Ossifikation und der Frakturheilung Anwendung, daher eignete sie sich
besonders gut fur die Auswertung der einzelnen Frakturheilungsphasen. Das synthetisierte
Osteoid, welches im Rahmen der Knochenneubildung entstand, hob sich in dieser Farbung
ebenfalls sehr gut hervor. Obwohl die Movat-Pentachrom-Farbung nicht
osteoklastenspezifisch ist, konnte man die knochenabbauenden Riesenzellen mit dieser
Farbung sehr gut differenzieren. Es gab zwei Kriterien die eine Zelle erfiillen musste, um als
Osteoklast eingestuft zu werden, die Zellen mussten in direkter Verbindung mit einer
knochernen Struktur (Knochenlakune) liegen und mindestens zwei Zellkerne aufweisen.

Die Beschreibung und Auswertung der mikroskopischen Untersuchung erfolgt gruppenweise,
beginnend mit dem friihen Zeitpunkt von zwei Wochen. Es folgt die Beschreibung des drei,

sechs und abschliellend des neun Wochenzeitpunktes.

4.4.1. Allgemeine Praparatbeschreibung

Aufgrund der gewahlten S&geebene durch die Tibialdngsachse stellten sich die
histologischen Knochenpraparate der Osteotomiezone unter dem Lichtmikroskop
folgendermalen dar: Die Kortikalis eines jeden Fragmentes stellte sich als zwei schmale,
langliche Rechtecke dar, die mittig durch den Markraum voneinander getrennt waren.
Zwischen dem proximalen und distalen Fragment befand sich der Osteotomiespalt von
ursprunglich drei Millimetern Breite.

Aufgrund der starken Verschiebungen der beiden osteotomierten Knochenfragmente war es
teilweise sehr schwierig, beim Sagen der Knochenscheiben dieses einheitliche Bild von vier
Kortikalisrechtecken zu erreichen. Bei einigen Praparaten war der Markraum nicht
vollstandig angesagt, so dass sich die Kortikalis dieses Fragmentes nur als ein Rechteck
darstellte (siehe Abbildung 4.4.2.-1), welches nicht durch den Markraum unterteilt war.
Aufgrund der Ungleichheit der Schnitte konnte keine histomorphometrische Auswertung
stattfinden, denn eine Standardisierung der Schnitte war nicht moglich. Daher erfolgt die
histologische Auswertung der Schnitte rein deskriptiv.

Die einzelnen Praparate innerhalb einer der vier Gruppen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
wiesen vergleichsweise ahnliche histologische Bilder auf, weshalb die Beschreibung

gruppenweise erfolgt.

4.4.2. Zwei Wochen post operationem

In die Auswertung gingen 18 histologische Praparate von insgesamt sechs Tieren mit einer

Standzeit von zwei Wochen ein.
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1. Fragmentverschiebung

Bei fast allen untersuchten Praparaten zeigten sich leichte bis starke
Fragmentverschiebungen von einer halben bis zu eineinhalb Kortikalisbreiten. Nur bei einem
Praparat waren kaum  Fragmentverschiebungen vorhanden, so dass die
Osteotomiefragmente genau Ubereinander lagen und mittig durch den Osteotomiespalt

getrennt waren.

2. Dichte der spaltnahen Kortikalis, kortikale Osteotomiekanten

Die spaltnahe kortikale Dichte war bei allen untersuchten Praparaten unverandert (siehe
Abb. 4.4.2.-1). Die Kortikalis bestand aus gleichmaflig mineralisiertem Gewebe. Aufgrund
der gewahlten Sageebene waren in der Kortikalis langs angeschnittenen Osteone mit darin
gelagerten Osteozyten erkennbar (siehe Abb. 4.4.2.-4). Die Osteozyten stellten sich als
sternformige Zellen dar, welche feine Zytoplasmaausldufer aufwiesen. Die durch die
Osteotomie erzeugten Osteotomiekanten der Kortizes waren bei allen Praparaten scharf und
rechtwinkelig (siehe Abb. 4.4.2.-1), wie auch auf den postoperativen Kontrollréntgenbildern.
Zu diesem friihen Zeitpunkt waren bereits bei zwei Drittel der Praparate an den periostalen
und endostalen Kortikaliskanten erste zarte Geflechtknochenausldufer vorhanden (siehe
Abb. 4.4.2.-1). Bei den Ubrigen Praparaten hatten zum Zweiwochenzeitpunkt noch keine

kndchernen Anbauvorgange in diesem Bereich stattgefunden.
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Abb. 4.4.2.-1: Safranin-von-Kossa-Farbung, zwei Wochen post operationem, beim oberen
Knochenfragment ist der Markraum nicht angeschnitten, deshalb stellt sich die Kortikalis als ein
Rechteck dar. Die Dichte der spaltnahen (3) Kortikalis ist hoch, die Osteotomiekanten sind glatt,
wobei unten rechts erste zarte kndcherne Kallusauslaufer von der Osteotmiekante der Kortikalis in
Richtung Osteotmiespalt wachsen. Interfragmentdr im Osteotomiespalt (2) befinden sich
bindegewebiger Kallus und Hamatomstrukturen. Eine deutliche periostale Kallusbildung (1) ist

vorhanden, diese liegt vorwiegend dem verschobenen Fragment gegenuber.

3. Hdmatom, Vorkommen, Zusammensetzung

Durch die Osteotomie bedingte Kontinuitatsunterbrechung wurden periostale, kortikale und
endostalen BlutgefaRe zerstort. In folge dessen kam es zur Einblutung in den
Osteotomiespalt sowie das umliegende Weichteilgewebe und somit zur Bildung eines
Frakturhdmatoms.

Die Hamatomstrukturen waren zum Zweiwochenzeitpunkt vor allem interfragmentar noch
deutlich erhalten (siehe Abb. 4.4.2.-2). Bei fast allen Praparaten befanden sich auch
aullerhalb des Osteotomiespaltes medial und lateral zwischen den proximalen und distalen
Fragmenten vereinzelt Hamatomstrukturen. Nur bei einem Praparat, bei dem kaum
Fragmentverschiebungen vorlagen, war kein Hamatomgewebe aulerhalb des
Osteotomiespaltes vorhanden. Das Hamatom selbst bestand aus zahlreichen, dicht
aneinander liegenden Zellen, wobei es sich Uberwiegend um zusammengeballte
Erythrozyten mit vereinzelt dazwischen liegenden Abwehrzellen handelte. In der
UbersichtsvergroRerung stellte sich das Hamatom in allen Préparaten als groRe ovale bis
kugelige rot angefarbte homogene Masse dar (siehe Abb. 4.4.2.-2). Teilweise war das
Hamatom durch proliferierendes Bindegewebe und Kapillareinsprossungen bereits
organisiert (siehe Abb. 4.4.2.-3).
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Abb. 4.4.2.-2: Movat-Pentachrom-Farbung, zwei Wochenpost operationem, Himatomgewebe (2)

zusammengeballt zu einer homogenen grofden Masse interfragmentar im Osteotomiespalt, es besteht

Uberwiegend aus Erythrozyten und in geringeren Anteilen aus Abwehrzellen. Oben blau dargestellt

Abb. 4.4.2.-3: Safranin-von-Kossa-Farbung, zwei Wochen post Operationem, Hématomgewebe(1)

Uberwiegend bestehend aus zusammengeballten Erythrozyten und in geringerer Anzahl aus
Abwehrzellen. Homogen rosa-rot stellt sich Fibrin (2) dar. Teils sind geschlangelt verlaufende

Bindegewebsstrange (3) vorhanden.
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4. Kallusgewebe, Vorkommen, Zusammensetzung

Allgemein unterscheidet man aufgrund seiner Lokalisation drei verschiedene Kallusregionen,
den periostalen, den endostalen und den interkortikalen Kallus. In ihrer Zusammensetzung
unterscheiden sie sich nicht, sondern die Bezeichnungen dienen der besseren
Lagebeschreibung, wobei der interkortikale Kallus sich direkt zwischen den osteotomierten
Knochenfragmenten im Osteotomiespalt befindet und die anderen jeweils in der
bezeichneten Kortikalisregion, periostal (auf’en) und endostal (innen).

Im interfragmentaren Raum befand sich neben den grofien Hamatomstrukturen tberwiegend
bindegewebiger Kallus. Periostal lateral und medial kam es an den spalthahen
Kortikalisrandern zur ersten Bildung von vereinzelten fingerférmigen knochernen
Kallusauslaufern (siehe Abb. 4.4.2.-4). Uberwiegend kam es an der periostalen Seite, die
dem anderen verschobenen Fragment zugewandt war, zur Geflechtknochenbildung, bei der
die Knochenbalkchen noch ungeordnet und ungleichmallig ausgerichtet sind. Bei den
Préaparaten von zwei Tieren, wo nur leichte beziehungsweise keine Fragmentverschiebungen
vorlagen, war eine deutlich geringere knocherne Kallusmenge vorhanden, als bei den
Praparaten von  Tieren mit grolleren  Verschiebungen. Je  starker die
Fragmentverschiebungen waren, desto gréler war die zum Zweiwochenzeitpunkt zu
beobachtende kndcherne Kallusmenge.

Die zarten Knochenbalkchen waren nicht miteinander verbunden, ihre Bildung begann
ungefahr 15mm proximal und distal des Osteotomiespaltes und sie wuchsen aufeinander zu.
Diese diskontinuierlichen, strangformigen Geflechtknochenauslaufer waren auflen mit einem
dichten perlschnurartigen Besatz von aneinander gereihten Osteoblasten besetzt (siehe Abb.
4.4.2.-4; Abb. 4.4.2.-5).

Die Osteoblasten, welche sich als kubische Zellen mit einem gro3en runden Zellkern
darstellten, bildeten die knocherne Grundsubstanz, das Osteoid. Dieses hob sich in der
Movat-Pentachrom-Farbung deutlich durch die rote Farbung vom gelb angefarbten bereits
mineralisierten Kallus hervor (siehe Abb. 4.4.2.-4). Das knocherne Kallusgewebe hatte zu
diesem friihen Zeitpunkt ein einheitliches und gleichmaRiges Aussehen. Die kndchernen
Kallustrabekel waren sehr dinn, dazwischen war reichlich bindegewebiger Kallus
vorhanden. Zu diesem friihen Zeitpunkt bestand somit das Kallusgewebe Uberwiegend aus
Bindegewebe, der kndcherne Anteil war im Verhaltnis noch sehr klein. Die Kontinuitat des

kndchernen Kallusgewebes war zum Zweiwochenzeitpunkt nur gering ausgepragt.
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Abb. 4.4.2.-4: Movat-Pentachrom-Farbung zum Zweiwochenzeitpunkt: Ausschnitt aus einem

Kortikalisbereich (gelb) mit beginnender periostaler knécherner Kallusbildung. In der Kortikalis (1)
befinden sich langs angeschnittene Osteone mit darin gelagerten Osteozyten (2), die kortikale Dichte
ist hoch. Der periostale Kortikalisrand ist unregelmafRig aufgrund des von dort beginnenden
diskontinuierlichen  Kalluswachstumes. Von den (berwiegend perlschnurartig gelagerten
Osteoblasten (4) neu gebildetes Osteoid (5) ist rot angefarbt, mineralisiertes Knochengewebe stellt
sich gelb dar. Zwischen den ersten zarten knoéchernen Kallusbalken (3) befindet sich blau
angefarbter bindegewebiger zellreicher Kallus. Die Ausrichtung der Kallusauslaufer ist noch

ungerichtet.
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Abb. 4.4.2.-5: Safranin-von-Kossa-Farbung, zwei Wochen post operationem, Bildung eines

Geflechtknochentrabekels. Schwarz stellt sich mineralisiertes Gewebe dar, in den Randbereichen
deutlich zu erkennen die kérnigen fein granulierten Mineralisierungsstrukturen (1). Innerhalb des
Knochentrabekels sind sich einmauernde Osteozyten (2) zu erkennen, diese flachen ab und
verlieren die Eigenschaft Osteoid zu produzieren. Um den Knochentrabekel herum befindet sich
zellreiches Bindegewebe, direkt auRen liegen dicht aneinander gereihte Osteoblasten (3), welche

das sich homogen rot darstellende Osteoid produzieren.

5. Knorpelgewebe, Vorkommen

Bei einem Drittel der Praparate waren bereits vereinzelt kleine knorpelige Areale periostal
medial und lateral auf Spalthdhe vorhanden. Die Knorpelzellen waren teilweise stark
hypertrophiert und befanden sich in Form von kleinen Inseln am Ubergang des kndchernen

zum bindegewebigen Kallusgewebe Uberwiegend aulerhalb des Osteotomiespaltes.

6. Osteotomiespalt allgemein

Bei keinem der untersuchten Praparate kam es zur knéchernen Uberbriickung des
Osteotomiespaltes. Dieser war bei allen Praparaten tUberwiegend mit Himatomgewebe und
bindegewebigem Kallus ausgefillt (siehe Abb. 4.4.2.-1). Die Anordnung des

interfragmentaren Gewebes war ungeordnet. Der Markraum war mit Bindegewebe und

63



Ergebnisse

Fettgewebe ausgefillt. Zu diesem frihen Zeitpunkt der Frakturheilung dominierten
Mesenchymzellen und weniger differenziertes Gewebe das Bild. Allgemein traten somit bei
allen untersuchten Praparaten aktive Vorgange der sekundaren Frakturheilung auf. Beim
Praparieren der Schnitte musste man sehr vorsichtig vorgehen, da das junge noch
groftenteils undifferenzierte Gewebe sehr empfindlich war und schnell einriss, vor allem im

Bereich des Osteotomiespaltes.

7. Osteoklasten als Zeichen von Abbauvorgédngen
Zum Zweiwochenzeitpunkt waren in keinem der Praparat Osteoklasten nachweisbar. Als
eindeutiges Kriterium missen diese Zellen in direkitem Kontakt zu kndchernem Gewebe

liegen und mindestens zwei Zellkerne aufweisen.

4.4.3. Drei Wochen post operationem

In die Auswertung gingen 24 histologische Praparate von insgesamt acht Tieren mit einer

Standzeit von drei Wochen ein.

1. Fragmentverschiebung
Bei allen Praparaten lagen deutliche Fragmentverschiebungen zwischen einer und maximal

zwei Kortikalisbreiten vor (siehe folgende Abb. 4.4.3.-1).

W
AusschnittsvergroRerung in Abb. 4.4.3.-2
Abb. 4.4.3.-1: Safranin-von-Kossa-Farbung, drei Wochen post operationem, starke

Fragmentverschiebung von mehr als zwei Kortikalisbreiten, Osteotomiespalt mit bindegewebigem
Kallus und Hamatomgewebe ausgefiillt. Deutliche periostale knécherne Kallusbildung vorhanden,

geringe endostale Kallusbildung.

2. Dichte der spaltnahen Kortikalis, kortikale Osteotomiekanten
Die spaltnahe kortikale Dichte war bei allen Praparaten weiterhin unverandert hoch (siehe
Abb. 4.4.3.-3). Der spaltnahe kortikale Knochenaufbau war gleichmaRig. An den zuvor

scharfkantigen Osteotomierandern der einzelnen Kortizes waren erste Veranderungen in
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Form von leichten Abrundungen, Zackungen und dezenter knécherner Kallusbildung
vorhanden, so dass an der ehemaligen glatten Osteotomielinie ein ungleichmafiger
Kortikalisrand entstand (siehe Abb. 4.4.3.-3). Dieser war zu diesem friihen Zeitpunkt noch

sehr gut abgrenzbar vom neu gebildeten kndchernen Kallusgewebe.

Ausschnittsvergréferung folgt in Abb. 4.4.3.-3

Abb. 4.4.3.-2: Safranin-von-Kossa-Farbung, drei Wochen post operationem, Ausschnitt aus Abb.
4.4.3.-1 GleichmaRig dichte Kortikalis, mit leichter Abrundung der operationsbedingt scharfkantigen
Osteotomiegrenze. Zarte knodcherne Kallustrabekel Uberwiegend periostal (1) teilweise

interkortikal (3). Deutlich aufgelockerte Hamatomstrukturen (2).
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Abb. 4.4.3.-3: Safranin-von-Kossa-Farbung, drei Wochen post operationem, vergroRerter Ausschnitt

eines Kortikalsabschnittes aus Abb. 4.3.3.-2. deutliche Abrundung und leichte Zackung der
Osteotomiekante (1), beginnendes Kalluswachstum an der abgerundeten Ecke, diskontinuierliche
knécherne Trabekel, zwischen ihnen Bindegewebe und GefalRe. Uber dem Kortikalisfragment im
Osteotomiespalt intensiv rot angefarbter bindegewebiger Kallus sichtbar. Hohe kortikale Dichte (2)

vorhanden.

3. Hdmatom, Vorkommen, Zusammensetzung

Das Frakturhamatom befand sich weiterhin Uberwiegend im Osteotomiespalt interkortikal
und teilweise auch aufllerhalb medial und lateral auf Spalthéhe. Im Vergleich zum
Zweiwochenzeitpunkt war die Menge des Frakturhdmatoms geringer. Es stellte sich im
Vergleich zum Zweiwochenzeitpunkt aufgelockerter und in der Form nicht mehr so einheitlich
dar (siehe Abb. 4.4.3.-2). Es bestand aus zahlreichen Zellen, die von Fibrinfaden und
Bindegewebe durchzogen waren. Die Uberwiegende Zellzahl waren Erythrozyten und in
geringerer Anzahl Abwehrzellen. Das Hamatom wirkte im Vergleich zum
Zweiwochenzeitpunkt aufgelockert und wies zahlreiche Hohlrdume zwischen den

zusammengeballten Zellpaketen aus Erythrozyten auf (siehe Abb. 4.4.3.-3).

4. Kallusgewebe, Vorkommen, Zusammensetzung

Im zeitlichen Verlauf war bei allen Praparaten im Vergleich zum Zweiwochenzeitpunkt eine
deutliche Zunahme der kndchernen Kallusbildung vorhanden. Die knécherne Kallusbildung
nahm, vor allem periostal und in geringerer Menge auch endostal, zu (siehe Abb. 4.4.3.-1).

Im Vergleich zum Zweiwochenzeitpunkt nahm nicht nur die knécherne Kallusflache, sondern
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auch die Kallusdichte erheblich zu. Die geflechtartigen kndchernen Kallusauslaufer wurden
breiter und lieBen eine erste richtungsweisende Anordnung erkennen. Die periostalen
Kallustrabekel, die gegenuber dem verschobenen Fragment entstanden, wiesen einen
Uberwiegend parallelen Verlauf zur Osteotomie auf. Der bindegewebige Anteil zwischen den
kndchernen Kallustrabekeln nahm im Vergleich zum Zweiwochenzeitpunkt ab (siehe Abb.
4.4.3-4).

Neben dem medialen und lateralen periostalen Kallusgeflecht entstand zunehmend auch
endostal kndéchernes Kallusgewebe, wenn auch deutlich weniger als periostal.
Interfragmentar bildeten sich vereinzelt zarte Knochenauslaufer, die von den
Osteotomiekanten ausgingen und in den Spalt wuchsen, mit Giberwiegend zur Knochenachse
parallelem Verlauf. Das knoécherne Kallusgewebe wies auch zu diesem Zeitpunkt ein
einheitliches Aussehen auf. Aulen waren die Knochenauslaufer dicht mit kubischen
Osteoblasten besetzt, welche Osteoid produzierten. Die periostalen kndchernen
Kallusformationen stellten sich in einigen Praparaten kugelférmig dar und wuchsen in die

Breite.

5. Knorpelgewebe, Vorkommen

Im Vergleich zum Zweiwochenzeitpunkt nahm die Knorpelmenge deutlich zu. Bei allen
Praparaten traten zunehmend knorpelige Areale auf. Diese Knorpelinseln waren vor allem im
periostalen Kallus auf Hohe des Osteotomiespaltes zwischen den proximalen und distalen
kndchernen Kallusformationen. Die Knorpelbereiche lagen immer in unmittelbarer Nahe zum
knochernen Kallus. Auflerdem befand sich in der Mehrzahl der Praparate im
Osteotomiespalt ein diskontinuierlicher breiter Saum von Knorpelzellen, der ebenfalls direkt
an Kallusgewebe angrenzte (siehe Abb. 4.4.3.-4).

Die Knorpelzellen lagen in kleinen Gruppen zusammen, teilweise war eine saulenférmige
Anordnung vorhanden (siehe Abb. 4.4.3.-5) und sie waren Uberwiegend hypertroph. Sie
wiesen ein homogenes, gering angefarbtes Zytoplasma auf und hatten einen ovalen bis
runden Zellkern, auflen waren sie von einer deutlich angefarbten Knorpelkapsel umgeben
(siche Abb. 4.4.3.-6). Das Knorpelgewebe zeigte die verschiedenen Phasen der
Mineralisation auf (siehe Abb. 4.4.3.-6). Die Mineralisationsbereiche der hypertrophen
Knorpelzellen waren in der Safranin-Orange/von-Kossa-Farbung als kleine schwarze,
ungleichmaflige kdrnige Strukturen erkennbar, dabei handelte es sich um granulierte
Ossifikationsfronten (siehe Abb. 4.4.3.-6). Die unmineralisierten Knorpelzellen waren in der

Safranin-von-Kossa-Farbung intensiv rot angefarbt (siehe Abb. 4.4.3.-6).
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Ausschmttsvergro[&erung folgtin Abb 4.4.3.-5.

Abb. 4.4.3.-4: Safranin-von-Kossa-Farbung, drei Wochen post operationem, mittig rot angeféarbter,
durchgehender breiter Spalt (1) zwischen den knéchernen Kallusformationen, im Spalt viele
Chondrozyten und an den Ubergangsbereichen von knéchernem Kallus zu knorpeligem Kallus sind

vermehrt granulierte Bezirke der chondralen Ossifikation erkennbar.
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¥
Ausschnittsvergréferung folgt in Abb. 4.4.3.-6

Abb. 4.4.3.-5: Safranin-von-Kossa-Farbung, drei Wochen post operationem, Ausschnitt aus vorheriger
Abbildung, uberwiegend Chondrozyten vorhanden, welche sich teilweise séaulenférmig (1)
anordnen, granulierte Mineralisationsfronten (2) im Rahmen der enchondralen Ossifikation sind

erkennbar in den Ubergangsbereichen von Knorpel- zu Knochengewebe.
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Abb. 4.4.3.-6: Safranin-von-Kossa-Farbung, drei Wochen post operationem, Ausschnitt aus Abb.

4.43.-5 Knorpelzellen in den verschiedenen Phasen der Mineralisation. Unmineralisierte
Knorpelzellen (2) sind intensiv rot angefarbt, sie besitzen einen ovalen bis runden Zellkern und sind
teilweise groRblasige Zellen, die von der Knorpelmatrix umgeben sind und in Knorpelhéhlen lagern.
Die schwarz granulierten Bereiche sind Bezirke der Mineralisation im Rahmen der enchondralen
Ossifikation. (1) kennzeichnet eine Knorpelzelle, deren umgebene Matrix sich in Mineralisation
befindet.

6. Osteotomiespalt allgemein

Trotz der fortschreitenden Kallusbildung im Vergleich zum Zweiwochenzeitpunkt kam es bei
keinem der Praparate zur knéchernen kalldsen Vereinigung der Osteotomiefragmente. Es
blieb ein deutlich durchgehender Spalt, in dem sich Uberwiegend zellreicher, bindegewebiger
Kallus, Knorpelgewebe und Hamatomreste befanden. Der bindegewebige Faserverlauf,
welcher mittels der Azan-Farbung gut beurteilt werden konnte, war Uberwiegend ungerichtet,
vereinzelt durchzogen kleine Faserblndel parallel zur Osteotomierichtung den Spalt, wobei

die Fasern selbst wellenartig verliefen.

7. Osteoklasten als Zeichen von Abbauvorgdngen
Zum Dreiwochenzeitpunkt traten erste knochenabbauende Osteoklasten im Rahmen von

aktiven Resorptionsvorgangen auf. Diese mehrkernigen Riesenzellen waren in kleinen
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Knochenlakunen angeordnet (siehe Abb. 4.4.3.-7). Diese Umbauvorgange des Knochens
erfolgten hauptsachlich periostal an den Kortikalisbereichen, die jeweils am weitesten
entfernt waren von dem gegentberliegenden verschobenen Fragment. Die Osteoklasten
waren Uber eine Verschmelzungszone (ruffled border) direkt mit dem Knochen verbunden
(siehe Abb. 4.4.3.-7). Des Weiteren kamen sie an den Ubergéangen von bindegewebigem

zum knochernen Kallus vor.

- B

Abb. 4.4.3.-7: Movat-Pentachrom-Farbung, dargestellt ist ein rot angefarbter mehrkerniger Osteoklast
(1), welcher direkt Uber eine Verschmelzungszone (ruffled border) (2) mit dem anliegenden
Knochen (3) fest verbunden ist. Der Osteoklast liegt in einer deutlich bogenférmig verlaufenden
Howschip’schen Knochenlakune. Im gelblich angefarbten Knochen befindet sich ein wesentlich
kleinerer Osteozyt (5), welcher Uber Zytoplasmafortsatze (gap junctions) (4) mit anderen Zellen

komuniziert.

4.4.4. Sechs Wochen post operationem

In die Auswertung gingen 24 histologische Praparate von insgesamt acht Tieren mit einer

Standzeit von sechs Wochen ein.
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1. Fragmentverschiebung

Bei allen ausgewerteten Schnitten lagen Fragmentverschiebungen von mindestens einer und
maximal zweieinhalb Kortikalisbreiten vor. Somit lag bei Schnitten mit Verschiebungen von
Uber zwei Kortikalisbreiten dem verschobenen Fragment kein Knochen des anderen

Fragmentes gegenuber, sondern Weichteilstrukturen wie Muskeln und Bindegewebe.

2. Dichte der spaltnahen Kortikalis, kortikale Osteotomiekanten

Die spaltnahe kortikale Dichte war zum Sechswochenzeitpunkt herabgesetzt. Im Vergleich
zu den vorherigen Zeitpunkten wirkte die spalthahe Kortikalis in mehreren Bereichen etwas
aufgelockert, es waren vereinzelt langliche, sehr schmale Spalten als dezente Hohlraume in
den Kortizes in Osteotomiespaltnahe vorhanden (siehe Abb. 4.4.4.-2).

An den urspringlich glatten Osteotomiekanten waren anhand von verstarkten Zackungen
und ungleichmafligen Osteotomiekanten der einzelnen Kortizes deutliche Resorptionszonen
erkennbar. Die ehemaligen Osteotomiekanten waren nur noch schwer abzugrenzen. Die
Kortikalis wies in den periostalen und endostalen Randbereichen Bezirke auf, in denen die
urspringliche lamellare Knochenarchitektur durch Geflechtknochen und Bindegewebe
ersetzt war. Es kam zu deutlichen Abrundungen an den aufleren Kortikaliskanten, die am
weitesten vom anderen verschobenen Fragment entfernt waren (siehe Abb. 4.4.4.-1). Um
diese abgerundeten Kortkalisecken zogen vermehrt bogenférmig angeordnete
Bindegewebsfasern. Diese Abrundungen traten vermehrt bei den Praparaten auf, bei denen

grolie Fragmentverschiebungen von mehr als einer Kortikalisbreite vorlagen.
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AusschnittsvergroRerung folgt in Abb. 4.4.4.-2.

Abb. 4.4.4.-1: Safranin-von-Kossa-Farbung, sechs Wochen post operationem, viel kndcherne
Kallusbildung, grofle periostale nasenférmige Kallusformation (2) wachst gegeniber dem
verschobenen Fragment und bildet dadurch ein knéchernes Gegenstlick. Die spaltnahe kortikale
Dichte ist reduziert, man erkennt langliche schmale Hohlrdume und kann die ehemalige
Osteotomiegrenze nur noch schwer erkennen aufgrund des Kalluswachstums auf der Kortikalsflache.

GefaB (1) im Osteotomiespalt erkennbar.
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Abb. 4.4.4.-2: Safranin-von-Kossa-Farbung, sechs Wochen post operationem, Ausschnitt aus Abb.

4.4.4.-1 Auflockerung der spaltnahen Kortikalis (1) anhand von (berwiegend langlichen
Hohlradumen (2), Zackungen und Einbuchtungen erkennbar. Keine genaue Grenze zwischen
ehemaliger Osteotomiekante und neuem Kallusgewebe erkennbar (3). Periostal dichte knocherne

Kallusbildung (4), mit kontinuierlichen breiten Knochentrabekeln.

3. Hdmatom, Vorkommen, Zusammensetzung

Zu diesem fortgeschrittenem Heilungszeitpunkt wurden nur noch in einem Praparat
Hamatomreste interfragmentar im Osteotomiespalt nachgewiesen, diese waren von
bindegewebigem Kallus umgeben. Diese Hamatomstrukturen stellten sich als kleine
langliche Areale von zusammengeballten Erythrozyten dar. Bei allen anderen Préparaten
lieRen sich weder interfragmentar noch auferhalb des Osteotomiespaltes

Hamatomstrukturen nachweisen.

4. Kallusgewebe, Vorkommen, Zusammensetzung

Die knécherne Kallusbildung hat im Vergleich zum Dreiwochenzeitpunkt kontinuierlich
zugenommen. Vor allem periostal in den Bereichen, die dem anderen verschobenen
Fragment gegentlberliegen, hier ist die grofdte Kalluszunahme zu verzeichnen. An der
periostalen Seite, die am weitesten entfernt ist vom verschobenen Gegenfragment, war die
knocherne Kallusmenge im Vergleich zum Dreiwochenzeitpunkt eher reduziert (siehe Abb.
4.4.4.-1). Der Knochenquerschnitt in der Osteotomieregion nahm durch das vermehrte
Kalluswachstum im Vergleich zum Dreiwochenzeitpunkt ebenfalls erheblich zu. Neben der

medialen und lateralen periostalen Kalluszunahme kam es auch endostal zu einem
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vermehrten kndchernen Kalluswachstum. Die endostalen diskontinuierlichen Kallustrabekel
wuchsen Uberwiegend parallel zum Osteotomiespalt auf die benachbarte Kortikalis zu (siehe
Abb. 4.4.4.-1). Bei den Praparaten von zwei Tieren war der Markraum fast vollstandig
kndchern durchbaut.

Das knocherne Kallusgewebe nahm im Vergleich zum Dreiwochenzeitpunkt weiter an Dichte
zu, der bindegewebige Anteil zwischen dem Geflechtknochennetzwerk wurde geringer. Im
knéchernen Kallusgewebe selbst waren Umbauvorgadnge erkennbar, das Kallusgewebe
stellte sich nicht mehr so einheitlich dar, wie zu den vorherigen Zeitpunkten. Es wies
strukturell unterschiedliche Bereiche auf. Teilweise wirkte es sehr dicht, kompakt und
gleichmaBig, und in anderen Regionen war es aufgelockert und zeigte ungleichmalige
Mineralisationsbezirke, die durch eine unterschiedlich starke Anfarbung gekennzeichnet
waren. Auch die Osteoidbildung war in den aufgelockerten Kallusbezirken geringer als in den
dichten kompakten Bereichen. Die Knochentrabekel im Kallus waren tUberwiegend gerichtet
angeordnet. Der Kallus wuchs bei den stark verschobenen Praparaten periostal proximal in
Gestalt einer nasenformigen Ausziehung in Richtung auf das verschobene Fragment zu,
dabei waren die Trabekel Uberwiegend ,nasenspitzenwarts“ ausgerichtet, und die untere
Begrenzung verlief parallel zum Osteotomiespalt (siehe Abb. 4.4.4.-1). Die Spitze des
nasenférmigen Kallusgewebes reichte so weit, dass sie dem verschobenen Fragment
gegenlberlag (siehe Abb. 4.4.4.-1). Die Kallusformation befand sich somit in dem Bereich, in
dem ohne vorliegende Fragmentverschiebung das gegentiiberliegende Osteotomiefragment

liegen wirde.

5. Knorpelgewebe, Vorkommen

An den spaltnahen Randbereichen des Kallusgewebes befanden sich langliche Bezirke mit
zum grofdten Teil saulenférmig angeordneten hyalinen Knorpelzellen (siehe Abb. 4.4.4.-3),
welche Uberwiegend groRblasig waren. Im Osteotomiespalt lag das Knorpelgewebe wie ein
Verbindungsglied zwischen den proximalen und distalen Kallusformationen, es durchzog den
Spalt fast auf ganzer Lange in Form eines ungefahr ein Millimeter breiten Knorpelsaumes. In
der Safranin-von-Kossa-Farbung lielken sich in der unmittelbaren Umgebung dieser
Knorpelzellen vermehrt Mineralisationsbereiche anhand granulierter Ossifikationsfronten
erkennen. Das Knorpelvorkommen nahm im Vergleich zum Dreiwochenzeitpunkt weiter zu.
Auch aullerhalb des Osteotomiespaltes waren aneinander gelagerte Knorpelzellinseln
vorhanden. Diese befanden sich zwischen den proximalen und distalen kndchernen

Kallusformationen.
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Abb. 4.4.4.-3: Movat-Pentachrom-Farbung, sechs Wochen post operationem, Knorpelgewebe im

Osteotomiespalt zwischen den kndchernen Kallusformationen. Die Knorpelzellen des hyalinen

Knorpelgewebes zeigen vermehrt eine sdulenférmige Anordnung (1).

6. Osteotomiespalt allgemein

Obwohl die Kallusgrofie im Vergleich zum Dreiwochenzeitpunkt erheblich zugenommen hat,
kam es bei keinem der Praparate zur kndchernen Uberbriickung und Vereinigung der
Osteotomiefragmente. Bei allen Praparaten war zu diesem Zeitpunkt noch ein deutlicher
Spalt von einem bis zwei Milimetern Breite vorhanden. Die dichten
Geflechtknochenformationen der beiden Osteotomiefragmente waren durch einen
durchgehenden bindegewebigen und knorpeligen Spalt verbunden. Dieses interfragmentare
Gewebe wurde von zahlreichen Bindegewebsfasern durchzogen, die Uberwiegend
wellenférmig angeordnet waren und hauptsachlich parallel zur Osteotomie verliefen. Des
Weiteren befand sich bei drei Praparaten im Osteotomiespalt zwischen den bindegewebigen

und knéchernen Kallusformationen ein langlicher schmaler Spailt.

7. Osteoklasten als Zeichen von Abbauvorgéangen

Bei allen Praparaten fand man in osteotomienahen Abschnitten der Kortizes in kleinen
Lakunen knochenabbauende Osteoklasten, (siehe Abb. 4.4.4.-4). Auch im knochernen
Kallusgewebe fand man ein zunehmendes Vorkommen von knochenabbauenden

Osteoklasten. Beim genauen Fokussieren der verschiedenen Ebenen des Praparates
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erkannte man die Verschmelzungszone (ruffled border) des Osteoklasten mit dem Knochen
in Form von feinsten Harchen, die fest mit dem Knochen verankert waren. Im Vergleich zum

Dreiwochenzeitpunkt hat die Anzahl der Osteoklasten deutlich zugenommen.

Abb. 4.4.4.-4: Movat-Pentachrom-Farbung, sechs Wochen post operationem. Gelb stellt sich

kndchernes Kallusgewebe (1) dar, mit ummauerten Osteozyten (2). In den ungleichmaRigen und
gezackten Randern und Ubergangen vom kndchernen zum bindegewebigen Kallus (4) lagern in
einzelnen Knochenlakunen vermehrt Osteoklasten (3), welche in direktem Knochenkontakt stehen.
Vereinzelte sind kleine rote Bezirke vorhanden, welche von Osteoblasten neu gebildetes Osteoid
darstellen. Deutliche Umbauvorgdnge in Form einer Knochenresorption durch Osteoklasten sind

erkennbar.

4.4.5. Neun Wochen post operationem

In die Auswertung gingen 24 histologische Praparate von insgesamt acht Tieren mit einer

Standzeit von neun Wochen ein.
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1. Fragmentverschiebung

Bei allen Praparaten waren Fragmentverschiebungen von einer bis zu zweieinhalb
Kortikalisbreiten  vorhanden (siehe Abb. 4.4.5.-1). Aufgrund dieser starken
Fragmentverschiebungen lag teilweise nicht Knochenfragment auf Knochenfragment,
sondern den einzelnen Osteotomiefragmenten lag Bindegewebe, Knorpelgewebe und
zunehmend auch knochernes Kallusgewebe gegenlber. Dieses kndécherne Kallusgewebe
war teilweise sehr schwer vom urspringlichen Knochengewebe abzugrenzen, da es in

einigen Bereichen genauso dichte Bezirke aufwies wie das urspriingliche Knochengewebe.

Abb. 4.4.5.-1: Safranin-von-Kossa-Farbung, neun Wochen post operationem, starke

Fragmentverschiebung von mehr als zwei Kortikalisbreiten vorhanden. Eine groRRe periostale
kndcherne Kallusbildung (3) ist jeweils an der periostalen Seite, die dem verschobenen
Gegenfragment am nachsten liegt, zu erkennen. Deutliche Reduktion der spaltnahen kortikalen
Dichte (4). Abrundung der &uBeren Kortikalisecken (1), die jeweils vom verschobenen
Gegenfragment am weitesten entfernt liegen. Knécherne Uberbauung des Markraumes (2) durch

endostales Kallusgewebe vorhanden.

2. Dichte der spaltnahen Kortikalis, kortikale Osteotomiekanten

Die Dichte der spaltnahen Kortikalis war in allen untersuchten Praparaten aufgelockert, es
waren im Vergleich zum Sechswochenzeitpunkt mehr langliche spaltférmige Hohlrdume
vorhanden (siehe Abb. 4.4.5.-1). An den ehemaligen Osteotomiekanten waren flieRende
Ubergéange zwischen aufgelockertem Lamellenknochen und dichtem neu gebildeten
Geflechtknochen vorhanden, nur noch an wenigen Stellen konnte man das neu gebildete
Kallusgewebe gut abgrenzen (siehe Abb. 4.4.5.-2). Es kam zu deutlichen Abrundungen vor
allem an den &aufleren Kortikaliskanten, die am weitesten entfernt waren vom anderen
Fragment, also in den Bereichen, wo der Kortikalis eines Fragmentes aufgrund der starken
Fragmentverschiebung kein Knochen des anderen Fragmentes, sondern Weichteilstrukturen

gegenuber lagen (siehe Abb. 4.4.5.-1).
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Abb. 4.45.-2; Safranin-von-Kossa-Férbung neun Wochen post perétionem, aufngnd der starken

Fragmentverschiebung liegen der dem anderen Fragment zugewandten Kortikalis Kallusgewebe und
Weichteilstrukturen gegentber. Kndcherne Durchbauung des Markraumes durch groflen endostalen
Kallus (1) zu erkennen. Es ist ein deutlich durchgehender breiter bindegewebiger und knorpeliger
Spalt zwischen den Fragmenten vorhanden. Kein kndcherner Kallus vorhanden an periostaler
Kortikalis, die jeweils am weitesten vom verschobenen Fragment entfernt ist. Die spaltnahe kortikale
Dichte (2) ist reduziert. Am Ubergang vom kndchernen Kallus zum Osteotomiespalt befinden sich

viele leuchtend rote Bezirke, die Knorpelgewebe (3) darstellen.

3. Hamatom, Vorkommen, Zusammensetzung
Zum Neunwochenzeitpunkt konnten in keinem der Praparate, weder interfragmentar noch
aullerhalb des Spaltes, Hamatomstrukturen nachgewiesen werden. Die Hamatomstrukturen

waren zu diesem fortgeschrittenen Zeitpunkt vollstandig abgebaut.

4. Kallusgewebe, Vorkommen, Zusammensetzung

Die knocherne Kallusbildung hat im Vergleich zum Sechswochenzeitpunkt weiterhin
zugenommen. Somit war zum Neunwochenzeitpunkt der grofRte Kallusumfang wahrend des
beobachteten Versuchszeitraumes vorhanden. Die periostalen knéchernen Kallusanteile
wuchsen medial und lateral bogenférmig von proximal und distal aufeinander zu und waren
durch einen Uberwiegend knorpeligen und in geringeren Anteilen bindegewebigen Spalt
voneinander getrennt. Auffallig war die Reduktion der periostalen kndchernen Kallusanteile
an den auferen Kortizes, die jeweils am weitesten entfernt waren vom anderen Fragment,
hier war der kndécherne Kallusanteil verglichen mit dem des Sechswochenzeitpunktes
deutlich verringert (siehe Abb. 4.45.-1; Abb. 4.4.5.-2). Der endostale Anteil des
Kallusgewebes Uberbrickte in zwei Dritteln der Praparate den Markraum vollstandig auf
Hoéhe des Osteotomiespaltes (siehe Abb. 4.4.5.-2), bei den Ubrigen Praparaten waren
ebenfalls endostal kndcherne Kallusformationen vorhanden, welche jedoch den Markraum

nicht vollstandig, sondern diskontinuierlich Gberbriuckten.
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Sehr imposant war die Zunahme der interkortikalen knéchernen Kallusanteile im Vergleich
zum Sechswochenzeitpunkt. Die urspringlich glatten Osteotomiekanten wurden durch
dieses interkortikale Kalluswachstum deutlich umgestaltet und waren teilweise nicht mehr
abgrenzbar vom neu gebildeten Kallusgewebe. Es kam zu flieBenden Ubergangen des
dichten Geflechtknochennetzes und der angrenzenden aufgelockerten Kortikalis. Wobei die
Ausrichtung der dichten knéchernen Kallusmassen einen mehr senkrechten Verlauf zur
Knochenlangsachse aufwies, im Gegensatz zur Knochenstruktur der Kortikalis, welche einen
parallelen Verlauf zur Knochenlangsachse aufwies.

Das knoécherne Kallusgewebe wurde in allen Bereichen (periostal, endostal, interkortikal)
dichter, und die bindegewebigen Zwischenrdume zwischen den einzelnen Knochentrabekeln
wurden kleiner (siehe Abb. 4.45.-3). Es ftraten vermehrt Bezirke auf, in denen
knochenaufbauende Osteoblasten neben knochenabbauenden Osteoklasten vorkamen.
Interfragmentar in unmittelbarer Kortikalisndhe wies der kallose Knochen im strukturellen
Aufbau erste Anzeichen von Lamellenknochen auf, wobei vereinzelt erste Osteone, welche
einen senkrechten Verlauf zur Knochenlédngsachse aufwiesen, auftraten. Das Kallusgewebe
zeigte groRRe strukturelle Variationen auf, wahrend es spaltnah sehr dicht und kompakt war,
wirkte es osteotomiespaltfern weniger homogen und auch weniger kompakt. In den
peripheren Bereichen medial sowie auch lateral befand sich der knécherne Kallus im Umbau

und wies unterschiedlich starke Mineralisationsbereiche auf.
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Abb. 4.4.5.-3: Movat-Pentachrom-Farbung, neun Wochen post operationem, gelb dargestellt ist
dichtes knéchernes bereits mineralisiertes Kallusgewebe (4). Vereinzelt lagern darin langliche blau-
lila angefarbte Osteozyten (5), welche vollstédndig von knéchernem Gewebe (gelb) umgeben sind. Am
Ubergang vom blau gefarbten Bindegewebe (1) zum knéchernen Kallus sind die Osteoblasten
perlschnurartig (2) dicht aneinander gereiht. Diese kubischen Zellen produzieren die unmineralisierte

Knochenmatrix, das Osteoid (3), welches sich in dieser Farbung rot darstellt.

5. Knorpelgewebe, Vorkommen

Im Vergleich zum Sechswochenzeitpunkt nahm die Anzahl der Knorpelzellbereiche deutlich
zu. Die machtigen proximalen und distalen knoéchernen Kallusformationen wurden auf
Osteotomiehéhe durch einen durchgehenden ein bis zwei Millimeter breiten Spalt
unterbrochen, dieser bestand Uberwiegend aus saulenformig angeordneten Knorpelzellen
und in geringeren Anteilen aus Bindegewebe (siehe Abb. 4.4.5.-2). Es waren grol3e Bereiche
vorhanden, die von enchondraler Ossifikation gepragt waren, welche sich in der Safranin-
von-Kossa-Farbung als schwarz granulierte Bezirke in unmittelbarer Umgebung zu
hypertrophen Knorpelzellen darstellten. AuRBerdem wurden die groRen periostalen
Kallusmassen nach aufl)en von Knorpelgewebe umschlossen und lagen somit zwischen
knéchernem Kallusgewebe und angrenzendem Bindegewebe. Das Knorpelgewebe bestand
Uberwiegend aus hyalinem (siehe Abb. 4.4.5.-4) und in geringeren Anteilen aus Faserknorpel
(siehe Abb. 4.4.5.-5).
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Abb. 4.4.5.-4: Azan-Farbung, neun Wochen post operationem. Dargestellt sind reihenférmig

angeordnete, groRblasige Knorpelzellen dicht aneinander liegend mit vereinzelt blau angefarbten
Fasern zwischen den Knorpelzellen. Weil3 dargestellt sind Knorpellakunen mit darin liegenden

Knorpelzellen, welche auRen eine intensiv blau gefarbte Kapsel aufweisen.
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Abb. 4.4.5.-5: Azan-Farbung, neun Wochen post operationem, Knorpelgewebe aus dem
Osteotomiespalt, zwischen den einzelnen Knorpelzellen befinden sich neben der amorphen
Grundsubstanz vermehrt blau angefarbte kollagene Fasern.

6. Osteotomiespalt allgemein

Trotz der weiteren Zunahme des Kallusgewebes im Vergleich zum Sechswochenzeitpunkt
kam es bei keinem der Praparate zur kndchernen Uberbriickung des urspriinglichen
Osteotomiedefektes. Bei allen Praparaten war ein schmaler durchgehender Spalt zwischen
den grolien kndchernen Kallusformationen im ehemaligen Osteotomiespalt vorhanden (siehe
Abb. 4.4.5.-6). Dieser war wesentlich schmaler als zum Sechswochenzeitpunkt (siehe Abb.
4.4.5.-6). Er bestand Uberwiegend aus Knorpelgewebe und in geringeren Anteilen aus

dazwischen gelagertem Bindegewebe.

83



Ergebnisse

Abb. 4.4.5.-6: Safranin-von-Kossa-Farbung, neun Wochen post operationem, zwischen den grof3en

kndchernen Kallusformationen ist ein durchgehender Gberwiegend knorpeliger Bewegungsspalt (4)
vorhanden. In den a&ufleren Randbereichen sind die proximalen und distalen kndchernen
Kallusgebilde fast vereint (5), innerhalb des knorpeligen Spaltes sind schwarz granulierte Bereiche
der enchondralen Ossifikation (3) vorhanden. Die ehemalige Osteotomielinie an der oberen
Kortikalis (1) ist nicht mehr eindeutig vom neu gebildeten knéchernen Kallusgewebe (2)
abgrenzbar.

7. Osteoklasten als Zeichen von Abbauvorgédngen

In den aufgelockerten Hohlrdumen der spaltnahen Kortikalis waren vermehrt Osteoklasten
vorhanden. Auch in den peripheren Bereichen medial sowie auch lateral traten immer mehr
Osteoklasten im kndchernen Kallusgewebe auf, vor allem in randsténdigen Bereichen, in
denen der kndcherne Kallus an Bindegewebe oder Knorpel angrenzt, waren die
knochenabbauenden Riesenzellen zu finden. Es gab zunehmend Bereiche, in denen
knochenbildende Osteoblasten direkt neben knochenabbauenden Osteoklasten Osteoid
produzierten. Im Vergleich zu den vorherigen Zeitpunkten war zum Neunwochenzeitpunkt

die grofte Anzahl an Osteoklasten vorhanden.
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Zusammenfassung der histologischen Befunde

Die Beobachtungen des Heilungsverlaufes Uber den definierten Zeitraum von neun Wochen
zeigten einen der Literatur entsprechenden charakteristischen Verlauf der sekundaren
Frakturheilung mit einer zeitlichen Verzdgerung.

Unter Verwendung des kritisch scherweichen Fixateurs zeichnete sich ein stetiger Anstieg
des Kallusdurchmessers auf Osteotomiespalthéhe von der zweiten bis zur neunten Woche
ab. Wahrend allen vier Untersuchungszeitraumen waren aktive Vorgange der sekundaren
Frakturheilung vorhanden, man erkannte anhand der beobachteten Gewebesituationen
einen stetigen Fortschritt der Frakturheilung, jedoch kam es in keinem der untersuchten
Praparate innerhalb des Beobachtungszeitraumes zur kndchernen Uberbriickung des
Osteotomiespaltes. Auch nach neun Wochen befand sich bei allen Praparaten ein ungefahr
ein bis zwei Millimeter breiter durchgehender knochenfreier Spalt, welcher mit

Knorpelgewebe und in geringerer Anzahl mit Bindegewebe geflllt war.
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5. Diskussion

5.1. Allgemeine Uberlegungen

Die verzogerte oder sogar ausbleibende Frakturheilung ist eine haufige und oft
schwerwiegende Komplikation in der Unfallchirurgie (Zimmermann et al., 2006). Vor allem
der distale Unterschenkel neigt aufgrund seiner schlechten muskuldren Deckung und seiner
Durchblutungssituation zu einem gestdrten Verlauf der Frakturheilung (Mayr, 2002). Laut
Esterhai und Mitarbeitern (1981) zeigt der Humerus mit 57,1 Prozent die héchste Inzidenz fiir
die Ausbildung einer synovialen Pseudarthrose, welche aber durchaus auch in anderen
Bereichen, wie zum Beispiel der Tibia, im Rahmen von Heilungsstérungen auftreten kann.
Die hoch komplexen Ablaufe der Frakturheilung sind auch heute noch nicht vollstandig
verstanden und aufgeklart. Trotz des standigen therapeutischen Fortschrittes in der
orthopadischen und unfallchirurgischen Forschung weist noch jeder flinfte bis zehnte Patient
erhebliche Probleme bei der Frakturheilung auf. Diese Tatsache und das Streben nach
immer schnellerer Rehabilitation ohne Funktionsverlust machen die unfallchirurgische
Forschung zur Verbesserung der Frakturheilung zwingend erforderlich (Haas, 2000).

Wir wollen die zugrunde liegenden Vorgange bei der verzégerten Reparatur von knéchernem
Gewebe in dieser Studie analysieren. Durch ein besseres Verstandnis der genauen Ablaufe
wahrend den einzelnen Phasen der Frakturheilung soll eine friihzeitige Erkennung von
Heilungsstorungen mit raschem therapeutischem Eingreifen ermdglicht werden, mit dem Ziel

einer schnellen Ausheilung der Fraktur.

5.2. Tiermodellwahl

Auch heute ist der Einsatz von Versuchstieren in der medizinischen Forschung
unumganglich. Dabei muss ein Tiermodell bestimmte Anforderungen erflillen, welche sich
zum einen aus der Fragestellung und zum anderen aus den Eigenschaften der Tierspezies
selbst ergeben. Einige der entscheidenden Auswahlkriterien sind die allgemeine
Ubertragbarkeit der Ergebnisse, die gute technische Durchfiihrbarkeit des
Versuchsvorhabens, sowie die ethische Vertretbarkeit.

Bei orthopadischen Studien, wie im vorliegenden Fall, spielen die anatomischen Verhaltnisse
der Versuchstierspezies im Vergleich zum Menschen fir die Ubertragbarkeit der
gewonnenen Daten eine entscheidende Rolle. In der muskuloskeletalen Forschung werden,
je nach Fragestellung, verschiedene Tiermodelle verwendet. Aus friiheren Untersuchungen
ist bekannt, dass die Frakturheilung beim Schaf nach den gleichen Prinzipien wie beim

Menschen verlauft, daher lassen sich die gewonnenen Daten gut auf den
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humanmedizinischen Bereich Ubertragen. Auch in Bezug auf eine Vergleichbarkeit der
Knochenstoffwechselaktivitat und der skeletalen GrofRenverhaltnisse zur Humansituation bei
osteologischen Fragestellungen hat sich das Schaf als sehr gut geeignete
Versuchstierspezies etabliert (Wissing et al., 1990). Daher wird das Schaf trotz seiner Grofke
haufig fir orthopadische Fragestellungen als Versuchstier genutzt. Auch in unserem
Forschungsprojekt wurde fir die praktische Durchfiihrung das Schafmodell gewahit.

Metak und Mitarbeiter (1998) fanden anhand eines von ihnen durchgefihrten
Interspeziesvergleiches bezlglich der unterschiedlichen Dynamik der Knochendefektheilung
heraus, dass sich das Schaf hinsichtlich der Ubertragbarkeit von Versuchsergebnissen auf
den Menschen am besten eignet. Des Weiteren eignet sich das Schaf besonders flir
Langzeitstudien der Knochendefektheilung (Metak et al., 1998), denn das Schaf weist eine
ahnlich lange Frakturheilungszeit wie der Mensch auf (Sturmer et al., 1980). Je nach
Frakturversorgung dauert diese mindestens sechs bis acht Wochen (Wu et al., 1984), daher
waren die einzelnen Frakturheilungsphasen, die in dieser Studie untersucht wurden, gut mit
den Phasenabldufen des Menschen zu vergleichen. Hingegen weisen kleinere
Versuchstierspezies wie zum Beispiel Mause und Ratten aufgrund ihrer primitiven Knochen
ohne Haversches System eine wesentlich schnellere kndécherne Durchbauung der
Frakturregion auf und erweisen sich daher als ungeeignet fir die Untersuchung der
einzelnen Phasen der Frakturheilung. Auch das Kaninchen ist ungeeignet flir unser
Versuchsvorhaben, denn bei ihm verlaufen die Knochenumbauprozesse dreimal schneller
als beim Schaf (Flautre et al., 1999). Dies erschwert die Festlegung einzelner
Untersuchungszeitpunkte und Iasst keinen Vergleich mit der Frakturheilungssituation beim
Menschen zu (Metak et al.,, 1998). Die von Finlay und Mitarbeitern (1995) festgestellten
anatomischen und biomechanischen Ahnlichkeiten zwischen der ovinen und humanen Tibia
sprechen ebenfalls fur die Verwendung des Schafes als Versuchstier. Auch Rehman und
Mitarbeiter (Rehman et al., 1995) kamen zu dem Schluss, dass sich das Schaf aufgrund
seiner dem Menschen sehr ahnlichen Knochenstrukturverhaltnissen sehr gut als
Versuchstierspezies eignet. Denn sowohl beim Schaf als auch beim Menschen stellt die
Tibia einen englumigen Rohrenknochen dar, der sich in Form und Struktur sehr ahnelt
(Starmer, 1988). Nach dem Wolffschen Gesetz der Transformation kann man bei &hnlicher
Form zweier Knochen auch auf eine ahnliche Belastung dieser schlieRen (Stirmer, 1988).
Auch funktionell ist die Schaftibia mit der Tibia des Menschen gut zu vergleichen, da sie
beide in der Tragachse stehen und dadurch sehr dhnliche Belastungen erfahren (Stirmer,
1988).

Da Schafe ihre Hintergliedmalien nicht effektiv schonen kbénnen, gewahrleisten sie nach
einem Eingriff wie der von uns durchgeflihrten Osteosynthese eine friihzeitige Belastung
(Starmer, 1988). Diese Belastung war in vorliegender Studie erwinscht, denn die

Beurteilung der Knochenheilung ist nur sinnvoll, wenn sie wahrend der Heilungsphase einer
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physiologischen Be- und Entlastung unterliegt. Auch schon in friheren Studien hat sich das
Schaf als Versuchstier aufgrund seiner knéchernen Dimension in der traumatologischen und
orthopadischen Forschung als geeignet erwiesen (Claes et al., 1997; Hente et al., 2004;
Schell et al., 2005; Epari et al., 2006; Lienau et al., 2006).

Rinder und Pferde eignen sich aufgrund ihrer GroRe und einer wesentlich langeren
Ausheilungszeit einer Fraktur nicht fir solche Forschungsvorhaben (Roach et al.,, 1989).
Eine Verwendung von humanmedizinischem Osteosynthese-Instrumentarium, wie es in
vorliegender Studie der Fall war, ist bei diesen Tierarten aufgrund der Gré3e ebenfalls nicht
mdglich. Laut den Ergebnissen der Interspeziesuntersuchungen von Aerssens und
Mitarbeitern (1998) eignet sich der Hund besonders gut fir Knochenstudien, da der
Hundeknochen die groRten anatomischen wie auch strukturellen Ubereinstimmungen mit
humanen Knochen aufweist. Jedoch wurde aufgrund deutlich hdéherer Kosten flr
Anschaffung sowie Unterbringung und vor allem aufgrund ethischer Bedenken Abstand von
dieser Tierart genommen.

Da Alter und Geschlecht der verwendeten Tierart Einfluss auf die Versuchsergebnisse haben
kénnen (Aerssens et al., 1998), wurden ausschliefl3lich weibliche Tiere mit einem Zahnalter
von zwei Jahren verwendet. Die Tiere wurden aus einer Gruppe von Merino-Mix Schafen
ausgewahlt und randomisiert in vier gleich grolle Gruppen eingeteilt. Externe
Einflussfaktoren auf das Ausheilungsergebnis wurden durch identisches operatives
Vorgehen, sowie durch identische Haltungs- und Versorgungsbedingungen fir jedes Tier
weitgehend ausgeschlossen. Schafe zeichnen sich aufierdem durch ein leichtes Handling

und ein geringes Aggressionspotential aus.

5.3. Versuchsaufbau

Die vorliegende tierexperimentelle Arbeit stellt eine Teilstudie eines komplexen
Forschungsprojektes zur Biologie der verzdgerten Frakturheilung dar. Diese Teilstudie
beschaftigt sich mit der deskriptiven histologischen Analyse der verzdgerten Frakturheilung
unter kritisch scherweicher Fixation, begleitet von radiologischen und biomechanischen
Ergebnissen.

Speziell fir die zu untersuchende Fragestellung wurde ein kritisch scherweicher Fixateur
externe entwickelt. Dieser wurde mittels sechs Schanz-Schrauben medial an der rechten
Tibia montiert und eine Osteotomie mit einem Osteotomiespalt von drei Millimetern nach
einem bewahrten und standardisierten Verfahren durchgefiihrt. Dass die Steifigkeit einer
Osteosynthese den Verlauf und das Ergebnis der Frakturheilung beeinflusst, ist allgemein
bekannt. Aulerdem wird davon ausgegangen, dass sich moderate

Kompressionsbewegungen forderlich auf die Heilung auswirken, wohingegen den
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Scherbewegungen eher ein negativer Einfluss auf die Heilung zugeschrieben wird (Claes et
al., 2000).

Nach den Regeln der Knochenbruchheilung und der Regulation des Knochenauf- und
abbaues wird bei einer Fraktursituation die sukzessive Wiederherstellung des urspriinglichen
Zustandes erwartet. Durch die starke Beweglichkeit des verwendeten kritisch scherweichen
externen Fixateurs sollten die Ablaufe der unter optimalen Bedingungen (rigide Fixation)
verlaufenden Frakturheilung verzogert werden. Die Prozesse der Frakturheilung wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (zwei, drei, sechs, neun Wochen) radiologisch, biomechanisch
und vor allem histologisch untersucht und ausgewertet. Da bekannt ist, dass die
Frakturheilung mehrere Phasen (initiale Entziindungsphase, Phase des weichen Kallus,
Phase des harten Kallus, Remodelling) durchlauft, wurden die vier Untersuchungszeitraume
so gewahlt, dass alle vier Phasen der sekundaren Frakturheilung in die Untersuchung
eingehen konnten.

Der genaue Versuchsaufbau, sowie die Art des operativen Vorgehens wurden aus
erfolgreichen vorangegangenen Studien am Tiermodell des Schafes Ubernommen (Schell et
al., 2002; Duda et al., 2003; Klein et al., 2003; Schell et al., 2005; Schell et al., 2006).
Aufgrund vorangegangener Studien und den anatomischen Gegebenheiten beim Schaf ist
die mediale Tibiaflache am besten geeignet fir die Implantierung eines Fixateurkonstruktes,
denn in diesem Bereich befinden sich keine Muskelgruppen. Hingegen befinden sich lateral
sowie kaudal der Tibia Muskelbauche, die durch eine Implantierung von Schanz-Schrauben
und die Durchfihrung einer Osteosynthese unndétig traumatisiert wirden und somit den
Heilungsverlauf negativ beeinflussen konnten. Des Weiteren liefert die mediale Tibia eine
lange plane Flache, welche die besten Vorraussetzungen fir eine bikortikale Implantierung
aller sechs Schanz-Schrauben bietet. Im cranialen Tibiabereich befindet sich eine unebene
Flache aufgrund des dort liegenden Margo cranialis, welcher eine zusatzliche Erschwernis
bei der Fixateur Implantierung darstellen wirde. Somit kann das beste Ausheilungsergebnis
bei einer medialen Fixateur Anbringung erwartet werden.

Beim operativen Vorgehen war es wichtig, die Osteosynthese mdglichst in einem Ablauf
ohne Absetzen der oszillierenden Sage durchzufihren. Ansonsten koénnte es durch
Stufenbildungen und Fragmentabsprengungen im Osteotomie nahen Bereich zu
Komplikationen wahrend des Heilungsverlaufes kommen. Bei der Anbringung des kritisch
scherweichen Fixateurs musste darauf geachtet werden, dass alle sechs Schanz-Schrauben
bikortikal im Knochen salien, denn nur so konnten sie einen optimalen festen Sitz des stark
beweglichen Fixateurkonstruktes gewahrleisten. Aufgrund der komplett freigegeben
Rotationsbewegung und der grolen Axialen- und Scherbewegungen des kritisch
scherweichen Fixateurs waren die osteotomierten Tibiafragmente sehr beweglich und
mussten grofRen Belastungen standhalten. Die elastischen Fixationssysteme, wie der in

dieser Studie verwendete Fixateur, lassen grof3e interfragmentare Verschiebungen zu
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wahrend der funktionellen Belastung (Hente et al., 2004). Der Bewegungsradius wurde nur
durch umliegendes Weichteilgewebe und Muskeln begrenzt.

Sobald die Tiere aus der Narkose erwachten, standen sie selbstandig auf, und da es sich
beim Schaf um ein Fluchttier handelt, kam es sehr schnell zur Belastung der operierten
Gliedmalde, was im Rahmen dieser Studie erwlinscht war. Es gibt andere Vergleichsstudien,
in denen eine sofortige Belastung der operierten Gliedmale durch eine Tenotomie verhindert

bzw. stark reduziert wurde (Hente et al., 2004).

5.4. Probenentnahme- und Aufbereitung

Nach Ablauf der jeweiligen Standzeit von zwei, drei, sechs und neun Wochen wurden die
Tiere euthanasiert und jeweis die osteotomierte, sowie die kontralaterale Tibia zu
Vergleichszwecken entnommen. Alle rechten, operierten Tibiae wiesen ab der dritten Woche
im Vergleich zur kontralateralen Seite eine zunehmende, knécherne Umfangsvermehrung im
Bereich der Osteotomie auf. Zur Aushartung des Gewebes kamen die osteotomierten Tibiae
mit montiertem Fixateur externe fir 24 Stunden in eine Formalin-Fixierlésung. Im Anschluss
an diese Aushartung konnte das Fixateurkonstrukt vorsichtig entfernt werden. Dabei musste
mit besonderer Sorgfalt vorgegangen werden, da die Knochenfragmente teilweise sehr
beweglich waren. Von diesem Harteprozess ausgenommen waren die Sechs- und Neun
Wochenproben, welche biomechanisch getestet wurden. Zum frihsten
Untersuchungszeitraum von zwei Wochen war die Knochenverbindung der osteotomierten
Fragmente am instabilsten und es waren die groten Bewegungen zwischen den
Fragmenten vorhanden. Ohne die 24stindige Aushartung wére es beim Entfernen des
Fixateurs zu starken Verschiebungen und ZerreiRungen im noch sehr instabilen
Osteotomiespalt gekommen.

Die vorliegende Instabilitdt der Knochenfragmente beeinflusste auch die Durchfuhrbarkeit
der biomechanischen Untersuchungen, welche nach sechs und neun Wochen Standzeit
erfolgte.

Die Aushartung des Gewebes war fur die anschlieRenden Sagearbeiten der osteotomierten
Tibiabereiche ebenfalls notwendig. Auch nach diesem Hartungszeitraum gestalteten sich die
Sagearbeiten dulerst schwierig, denn der sehr weiche bindegewebige Kallus, welcher den
Osteotomiespalt zusammen mit Hamatomgewebe Uberbriickte war noch sehr instabil und es
kam leicht zu Zerreillungen des Gewebes.

Um ein Verschieben wahrend des Sagevorganges zu verhindern, wurden die
Knochenpraparate vor dem longitudinalen Sageschnitt mit festem Klebeband umwickelt und
somit stabilisiert. Durch Auswahl einer longitudinalen Sageebene durch die Tibia, erzielte
man ein Praparat, welches alle wichtigen Knochenbereiche angrenzend an die

Osteotomieregion enthielt. Ein Nachteil dieser Vorgehensweise ist, dass man nur einen

90



Diskussion

zweidimensionalen Einblick in den Knochen bekommt. Durch Anfertigung und Auswertung
von so genannten Serienschnitten hatte man einen dreidimensionalen Eindruck des
osteotomierten Knochens erhalten, jedoch erfordert dieses Vorgehen einen sehr viel
héheren Zeitaufwand, weshalb von diesem Vorgehen Abstand genommen wurde. Zu Beginn
der Sagearbeiten orientierte man sich an den zuletzt post mortem angefertigten
Rontgenbildern eines jeden Tieres, jedoch traten aufgrund der starken
Fragmentverschiebungen rasch erste Probleme auf, weshalb die anschlielende
Ebeneneinstellung nicht mehr strikt anhand der Réntgenbilder erfolgte, sondern individuell
fur jedes Tier nach Augenmall und unter Bericksichtigung der aktuellen
Verschiebungssituation der Knochenfragmente. Diese starken Fragmentverschiebungen
stellten somit eine besondere Herausforderung an den Sagenden dar. Denn durch sie war es
teilweise nicht moglich die einzelnen Proben so zu sdgen, dass man bei jedem Schnitt ein
einheitliches Bild mit vier Kortikalis-Rechtecken erzielte, einige Male wurde der Markraum bei
einem der beiden Knochenfragmente nicht angeschnitten, was die histologische Auswertung
erschwerte.

Da die drei Millimeter dicken Knochenscheiben Uberwiegend nur durch ein sehr labiles
Gewebe zusammengehalten wurden, musste man mit besonderer Sorgfalt wahrend den
einzelnen Uberfiihrungen von einer Fixierlésung in die nachste vorgehen. Als positiv zu
bewerten ist, dass man von jedem Knochenpraparat zwei drei Millimeter dicke Scheiben
hatte, so dass bei allen Tieren mindestens eine Knochenscheibe weiter bearbeitet und
spater ausgewertet werden konnte.

Aufgrund der starken Fragmentverschiebungen entstanden beim Sagen oft sehr grofe
Knochenscheiben, die eine Erschwernis bei den anschlie®enden Schneidearbeiten am
Mikrotom darstellten. Je groRer die Schnitte waren, desto mehr rollten sie sich beim
Schneidevorgang ein. Das anschlieRende Glatten mit der Streckflissigkeit und einem Pinsel
musste sehr sorgfaltig und vorsichtig erfolgen, da es aufgrund der Grofe und des instabilen
Gewebes leicht zu Faltenbildung und Zerreillungen kam. Im Anschluss an diese Vorarbeiten
konnten die histologischen Farbungen erfolgen.

Die histologische Aufarbeitung des Knochens erlaubt die qualitative Beurteilung des
Stadiums der Frakturspaltiberbriickung ausgehend vom Bindegewebe bis zu zunehmend
sich schwarz darstellenden Kalziumeinlagerungen im Rahmen eines
Frakturheilungsfortschrittes. Bei den histologischen Farbungen traten in der Azan-Farbung
vermehrt Artefakte in Form von langlichen Rissen in den Kortizes auf. Dies war aber nicht
weiter von Bedeutung, da diese Farbung vor allem der Bindegewebs- und
Knorpeldarstellung diente und sich diese relevanten Gewebe ohne Probleme darstellen
lieBen. Die Auswertung der spaltnahen kortikalen Dichte und der Osteotomiekanten der
einzelnen Kortizes erfolgte anhand der Safranin-von-Kossa-Farbung, in der sich die

Kortikalis ohne Probleme darstellte. Obwohl die Movat-Pentachrom-Farbung nicht
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osteoklastenspezifisch ist, lieRen sich diese Zellen mit ihr sehr gut darstellen und
differenzieren. Somit konnte in vorliegender Arbeit auf eine osteoklastenspezifische Farbung
verzichtet werden.

Aufgrund der uneinheitlichen Anschnitte der jeweiligen Kortizes war keine Standardisierung
der einzelnen Schnitte mdglich, so dass keine histomorphometrische Auswertung erfolgen
konnte. Eine Computergestitzte histomorphometrische Auswertung bietet gegenliber einer
rein deskriptiven Auswertung den Vorteil, dass sie standardisiert und vom Menschen
unabhangig bewertet ist. Die histologische Auswertung erfolgte rein deskriptiv anhand eines
bei jedem Schnitt gleichen Vorgehens. Sicher ist diese rein deskriptive Auswertungsart als
kritisch zu bewerten. Jedoch wurde jeder Schnitt nach einem einheitlichen zuvor vom

Untersucher festgelegten Schema durchgemustert und analysiert.

5.5. Diskussion der Ergebnisse

5.5.1.Pinpflegebeobachtungen

Die taglich durchgefuhrte Pinpflege dieser Studie war erfolgreich. Durch das téagliche
Entfernen von aus Wundsekret bestehenden Krusten um die Pineintrittsstellen konnte in fast
allen Fallen eine sekundare Infektion vermieden werden. Bei den wenigen Tieren, bei denen
es zu leichten Pintraktentzindungen kam, konnte durch die intensive tagliche Pflege eine
schnelle Heilung erzielt werden, und alle Tiere Uberstanden den Beobachtungszeitraum
ohne weitere Komplikationen. Das rasche und regelmafige Entfernen der sich taglich neu
bildenden Krusten beugte einem verzoégerten Wundsekretabfluss der Pinkanale vor und
verhinderte so schwerwiegende Infektionen.

Aufgrund des Aufbaues eines externen Fixateurs sind die Pineintrittsstellen besonders oft
von Infektionen betroffen, solche Pintraktinfektionen stellen die haufigste Komplikation bei
der Versorgung mit einem Fixateur externe dar. Deshalb war eine taglich korrekt ausgefiihrte
Pinpflege besonders wichtig. Auch Mayr (2002) beschrieb die Wichtigkeit einer regelmaigen
Durchfiihrung der Pinpflege.

Einen weiteren Schutz gegen Verschmutzungen und etwaige Wundinfektionen der Pinkanale
stellte der taglich im Rahmen der Pinpflege frisch angelegte Schutzverband dar. Weiterhin
als positiv zu bewerten ist das aulderst kooperative Verhalten der Schafe, bei denen es nicht
zur Kontamination des Wundgebietes sei es durch Belecken oder Benagen des Tieres selbst
oder durch Artgenossen kam. Die Tiere zeigten weder direkt nach der Operation noch zu
einem spateren Zeitpunkt ein Interesse an der Wunde oder dem Fixateur externe. Damit hing
der Erfolg der Pinpflege von der Regelmafigkeit und der Intensitat der Durchfihrung der

Reinigung und Desinfektion ab.
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5.5.2. Biomechanische Ergebnisse

Die Wiederherstellung der mechanischen Kompetenz und der anatomischen Integritat des
Knochens demonstrieren das funktionelle Ergebnis der Knochenheilung. Dabei ist das
maximale Torsionsmoment ein geeignetes Mald zur Bestimmung der mechanischen
Kompetenz langer Réhrenknochen (Netz et al., 1978). Das Torsionsmoment wird demnach
in Studien der Frakturheilung haufig als MessgroéfRe verwendet.

Die Ermittlung der Torsionssteifigkeit und des maximalen Torsionsmoments im Rahmen der
biomechanischen Untersuchung bieten die Mdglichkeit, die biomechanische Qualitat des im
Beobachtungszeitraum entstandenen Kallusgewebes beziehungsweise des gesamten
Knochens zu ermitteln und zu analysieren. Es ist bekannt, dass die Steifigkeit exponentiell
zur Heilungszeit ansteigt, und es lasst sich Uber deren Ermittlung die Heilungsrate
bestimmen. Auftretende Heilungsverzogerungen konnen somit anhand einer geringen
Steifigkeit des reparierten Gewebes aufgezeigt werden.

Alle Testungen der praparierten Knochen erfolgten unter Erhaltung eines passiven
Weichteilmantels, laut Duda und Mitarbeitern (2000) fihrt die Weichteilerhaltung zu einer
Erhéhung der Steifigkeitswerte um 20 Prozent. Diese Angabe ist wichtig fir den Vergleich
mit Ergebnissen anderer Studien, schwierig ist der Vergleich mit Studien, in denen nicht
angegeben ist, ob die Testung mit oder ohne Weichteilmantel erfolgte.

Die eingangs aufgestellte Hypothese, dass eine Durchflhrung der Torsionstestung
moglicherweise nicht moglich ist, hat sich in 50 Prozent der vorliegenden Falle bestatigt. Die
biomechanische Torsionstestung konnte jeweils nur bei vier Tieren der Sechs- und
Neunwochengruppen durchgefihrt werden. Die Tibiae der anderen acht Tiere dieser beiden
Gruppen waren nach Entfernung des Fixateurkonstruktes zu instabil fur die Untersuchung.
Ein Einspannen der Knochen in die Prifmaschine war ohne Schadigung der instabilen
Osteotomieregion nicht mdoglich. Das heildt, das Kallusgewebe war aufgrund einer
unzureichend fortgeschrittenen Heilung noch nicht in der Lage, eine genilgende
Stabilisierung der Knochenfragmente zu gewahrleisten. Das Kallusgewebe bestand
hauptsachlich aus kartilaginosen und fibrosen Anteilen, welche noch leicht verformbar
waren. Bei einem Vergleich der Ergebnisse der Sechs- und Neunwochentiere ergab sich
keine Steifigkeitserhéhung im Rahmen eines Heilungsfortschrittes innerhalb der drei Wochen
zwischen beiden Untersuchungszeitpunkten. Trotz der weiteren Kalluszunahme von der
sechsten bis zur neunten Woche, die histologisch zu verzeichnen war, kam es nicht zur
Steifigkeitszunahme, somit hat innerhalb dieser drei Wochen keine Verfestigung des
Kallusgewebes im Rahmen eines Heilungsfortschrittes stattgefunden.

Es konnten anhand der sich an die Testung anschlieBenden Einteilung in die
Frakturklassifikation nach White (1977) Aussagen Uber den Fortschritt der Heilung gemacht
werden. Denn es ist nicht nur die gebildete Kallusmenge allein, sondern auch deren

qualitative Eigenschaft selbst von groller Bedeutung fir die Beurteilung des
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Heilungsfortschrittes und deren anschlieRenden Heilungsausgang. White und Mitarbeiter
(1977) fanden in Untersuchungen heraus, das anhand der bei der biomechanischen Testung
auftretenden Fraktur je nach ihrer Lokalisation Rickschlisse auf den jeweiligen
Heilungszustand des Knochens gemacht werden koénnen. Daraufhin haben sie eine
Einteilung fir die radiologischen Befunde nach Durchfiihrung der biomechanischen
Torsionstestung, welche bis zum Versagen des Knochens durchgefiihrt wird, erstellt. Anhand
des Schemas von White und Mitarbeitern (1977) erfolgt eine Frakturklassifikation in vier
Stadien, dabei ist die Heilung im Stadium eins am geringsten und im Stadium vier am
weitesten fortgeschritten.

Die anschlieRend radiologisch gewonnenen Ergebnisse korrelieren mit denen der
Biomechanik. Denn auch radiologisch konnte kein Heilungsfortschritt von der sechsten bis
zur neunten Woche verzeichnet werden. Bei keinem Tier war der urspringliche
Osteotomiedefekt vollstandig mit knéchernem Gewebe ausgefllt. Die eingangs aufgestellte
Hypothese, dass die biomechanisch getesteten Knochen nicht Gber das Stadium zwei der
Frakturklassifikation nach White hinausgehen hat sich in jedem Fall bestatigt. Bei allen
untersuchungsfahigen Proben beider Untersuchungszeitpunkte kam es im Bereich der
Frakturregion zum Versagen, wobei alle Knochen eine geringe Torsionssteifigkeit aufwiesen,
dies entspricht dem Stadium eins des Auswertungsschemas von White und Mitarbeitern
(1977) und somit einer wenig fortgeschrittenen Heilung. Stadium eins zeichnet sich durch ein
Versagen in der Frakturregion aus, dabei weist der Kallus eine geringe Steifigkeit und grofe
Verformungsfahigkeit auf. Es ist jedoch zu beachten, dass das Schema von White und
Mitarbeitern (1977) streng genommen fir Frakturen gilt und es sich bei vorliegendem
Versuchsaufbau um eine Osteotomie handelt. Allgemein kann man sagen, dass es bei
keinem der untersuchten Knochen zur Wiederherstellung der mechanischen Kompetenz
kam.

In Abbildung 4.3.1 im biomechanischen Ergebnissteil ist die schrag verlaufende
testungsbedingte Fraktur durch den knoéchernen Kallus nach der Durchfihrung der
Torsionsprifung zu erkennen. Die auf den Knochen einwirkenden Krafte Uberschritten die
Toleranzgrenze des Knochens (Stirmer, 1996). Es kam im urspringlichen
Osteotomiebereich zur Fraktur. Die testungsbedingte Fraktur ist von einer im vitalen Gewebe
erfolgten Fraktur gut abzugrenzen, denn bei letzterer waren Hamatomstrukturen, vermehrte
BlutgefaRbildung sowie Anzeichen einer frakturbedingten Entziindungsreaktion vorhanden,
was hier nicht nachgewiesen werden konnte. Die biomechanischen Ergebnisse korrelieren
auch mit den Befunden der deskriptiven histologischen Untersuchungen. Denn auch
histologisch war die Heilung nach neun Wochen im Vergleich zur optimal verlaufenden
Heilung nicht weit genug vorangeschritten, es kam innerhalb des Beobachtungszeitraumes

bei keinem Tier zur kndchernen Uberbriickung des Osteotomiespaltes.
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5.5.3. Ergebnisse der deskriptiven histologischen Analyse

Die verschiedenen Phasen der sekundaren Frakturheilung konnten in dieser Studie anhand
typischer Zellen und Gewebesituationen zu den untersuchten Zeitpunkten nachvollzogen
werden. Alle vier Untersuchungszeitrdaume wiesen histologische Veranderungen auf, es
konnte der Entwicklungsprozess von unreifem, ungeordnetem und bindegewebigem Kallus
bis hin zu dichtem kndchernen Kallusgewebe beobachtet werden. Im Vergleich zur optimal
verlaufenden Frakturheilung (unter rigider Fixation) lie® sich aufgrund des von uns gewahlten
Versuchsaufbaues mit grofler mechanischer Instabilitit eine zeitliche Verzégerung der
Frakturheilung erkennen. Denn bei physiologisch ablaufender Frakturheilung ware zum
letzten Untersuchungszeitpunkt von neun Wochen eine kndcherne Uberbriickung des
Osteotomiespaltes nachweisbar, was im vorgestellten Modell weder peripher im kndéchernen
Kallus, noch direkt zwischen den Kortizes der Fall war.

Die =zuvor aufgestellte Hypothese, dass es innerhalb des von uns gewahlten
Versuchszeitraumes nicht zur kndchernen Uberbriickung kommt, hat sich in jedem Fall
bestatigt. Eine weitere zuvor aufgestellte Hypothese bzgl. der Kallusbeschaffenheit zum
Sechs- und Neunwochenzeitpunkt konnte nur teilweise bestatigt werden. Unter Anwendung
des kritisch-scherweichen Fixateur externe sollte es zur Ausbildung eines sehr voluminésen
Kallusgewebes kommen, dies war bei jedem untersuchten Knochen der Fall. Dieser Kallus
sollte bis zum Sechswochenzeitpunkt Uberwiegend bindegewebig und zum
Neunwochenzeitpunkt Uberwiegend knorpelig sein. Dies konnte nicht einheitlich bestatigt
werden, die knorpeligen Anteile nahmen zwar von der sechsten zur neunten Woche zu,
waren aber nicht in jedem Fall dominierend, sondern bei einigen Praparaten wies der Kallus
ahnlich groflie Anteile an Binde- und Knorpelgewebe auf. Es ist eine deutliche Tendenz zur
Uuberwiegenden Knorpelbildung zu verzeichnen.

Einen der dominantesten frakturheilungsbeeinflussenden Faktoren stellt die
Frakturgeometrie, beschrieben durch Frakturtyp und LiickengréRe, dar. Ist eine Fraktur nicht
ausreichend stabil fixiert, so kann es durch exzessive, andauernde interfragmentare
Bewegungen zu Zerreizungen des jungen Granulationsgewebes kommen (Gardner et al.,
2000). Dies kann dazu fuhren, dass der normale reparative Prozess abgeandert wird und es,
wie in vorliegender Studie, zur verzdgerten Frakturheilung kommt. Nicht nur die Menge,
sondern auch die Richtung der interfragmentdren Bewegungen spielt dabei eine
entscheidende Rolle, so wird aus klinischer Sicht Bewegungen in axialer Richtung eher eine
positive und Scherbewegungen eher eine negative Wirkung auf den Heilungsverlauf zu
geschrieben (Claes et al., 2000). Nun ist es schwierig, die genauen Bewegungen im
Osteotomiespalt zu bestimmen, denn die Bewegungen sind sehr komplex und treten in allen
Raumachsen auf (Claes et al., 2000). Sicher ist, dass flexible Osteosynthesesysteme, wie
der von uns verwendete kritisch scherweiche Fixateur externe und die frihe Belastung der

operierten GliedmaRe zu deutlich mehr Kallusbildung flihren, als es bei stabilen
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Osteosynthesen der Fall ist. Dies konnte mit vorliegender Studie bestatigt werden. Die
sekundare Knochenheilung erfolgte Uber den Weg der enchondralen Ossifikation, wobei es
jedoch nach neun Wochen in keinem der untersuchten Falle zur kndéchernen Uberbriickung
des Osteotomiespaltes kam. Die enchondrale Ossifikation als Zeichen der sekundaren
Frakturheilung ftritt in Bereichen mit geringen mechanischen Belastungen auf, hingegen
entstehen Faserknorpel und Bindegewebe Uberwiegend in Bezirken mit grofRer
Gewebedehnung und groRen hydrostatischen Dricken (Claes et al., 1998). Die
Geschwindigkeit der enchondralen Ossifikation wird durch die mechanischen Bedingungen
beeinflusst, so konnen intermittierende hydrostatische Druckbelastungen zu einer
verlangsamten oder sogar ausbleibenden Frakturheilung (nonunion) fihren (Carter et al.,
1998). In vorliegender Studie waren die interfragmentaren Bewegungen bis zum letzen
Untersuchungszeitraum von neun Wochen zu groRR, um eine kndcherne Uberbriickung des
Osteotomiespaltes zugewahrleisten. Obwohl histologisch alle Ablaufe der sekundaren
Frakturheilung nachgewiesen wurden, ist es sehr wahrscheinlich, dass es bei langerer
Beobachtung zur Ausbildung einer hypertrophen Pseudarthrose (nonunion) kommt.
Histopathologisch weil3t eine Pseudarthrose allgemein alle Elemente und Gewebearten der
normal verlaufenden Frakturheilung auf, wobei Knorpel- und Bindegewebe persistieren und
nicht durch neu gebildeten Knochen ersetzt werden (Brighton, 1984). Die konstanten
interfragmentaren Bewegungen am Frakturspalt verhindern die Mineralisation des
Knorpelgewebes (Fossum, 2007).

In allen Gruppen waren zahlreiche aktiv Osteoid synthetisierende Osteoblasten vorhanden,
welche charakteristisch sind fur aktive Knochenheilungsablaufe. Ihr zahlreiches Vorkommen
spricht somit gegen eine atrophe Pseudarthrose, bei der keine aktiven Osteoblasten
vorkommen.

Welches Ersatzgewebe zur provisorischen Stabilisierung der Frakturfragmente gebildet wird,
hangt entscheidend von den mechanischen Einflissen auf das Frakturgebiet ab. Denn es ist
bekannt, dass die mechanische Umgebung den Verlauf und den Ausgang der Heilung durch
direkte Differenzierung und Proliferation des Gewebes beeinflusst (Augat et al., 1998), wobei
die genauen Interaktionen zwischen den mechanischen und biologischen Faktoren im
Differenzierungsprozess noch unklar sind (Carter et al., 1988).

Die starken Beweglichkeiten der Frakturfragmente gegeneinander und dadurch bedingten
Zug- und Druckbelastungen fiihrten zur Ausbildung einer volumindsen Kallusformation mit
Knorpelbildung und sich anschlieRender enchondraler Ossifikation. Eine besondere
mechanische Eigenschaft des Knorpelgewebes ist seine Druckfestigkeit gepaart mit einer
angemessenen Druckelastizitat (Weyrauch et al., 1998), wodurch sich dieses Gewebe
hervorhangend eignet, stark bewegliche Fragmente, wie in vorliegender Studie, zu
stabilisieren. Ein weiterer Grund fur die Entstehung von Knorpelgewebe ist eine geringe

Sauerstoffspannung im Gewebe (Cruess et al., 1975). Da Knorpelgewebe durch Diffusion
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ernahrt wird, kann es fast vollstandig gefalfrei existieren (Weyrauch et al., 1998).
Histologisch wies das vorliegende Knorpelgewebe tatsachlich nur geringe Anzahlen von
Gefalien auf.

Aufgrund der grofien interfragmentaren Beweglichkeit kommt es zu Gefalzerreiflungen und
Zerstorungen des jungen Granulationsgewebes, das reparative Gewebe wird somit zerstort.
Bei allen untersuchten Knochenproben blieb zwischen den proximalen und distalen
Knochenfragmenten bis zum Versuchende von neun Wochen eine durchgehende flexible
Binde- und Knorpelgewebsbriicke bestehen. Trotz der erheblichen Kallusmassen konnten
die interfragmentaren Bewegungen nicht weit genug reduziert werden, um eine knécherne
Vereinigung zu gewahrleisten. Im untersuchten Zeitraum von neun Wochen konnte die
mechanische Kompetenz nicht hergestellt werden. Die Untersuchungsergebnisse
demonstrieren, dass zum letzten Untersuchungszeitpunkt eine biologisch reaktive Situation
vorliegt. Jedoch kann man nach dem Beobachtungszeitraum von neun Wochen keine
Aussage Uber den endglltigen Heilungsausgang treffen, dafir ist der gewahlte
Beobachtungszeitraum zu kurz bemessen. Betrachtet man die in der Literatur gultigen
Definitionen einer Pseudarthrose, so wird deutlich, dass wir nach neun Wochen keine
abschlielende Aussage Uber das Ausheilungsergebnis treffen kénnen. Eine allgemein
akzeptierte Definition der Pseudarthrose ist das radiographische Ausbleiben der Heilung
einer Fraktur nach sechs Monaten oder das Ausbleiben einer Progression der Heilung in
einem Zeitraum von drei Monaten (Wiss et al., 1996). Laut Runkel und Rommens (2000) gilt
sogar erst eine Fraktur, die nach acht Monaten noch nicht geheilt ist, als Pseudarthrose. Um
eine definitive Aussage Uber das Ausheilungsergebnis bei vorliegendem Versuchsaufbau
treffen zu koénnen, muissten sich Versuche Uber einen Beobachtungszeitraum von

mindestens sechs, besser sogar acht Monaten anschlieRen.

Zwei Wochen post operationem

Zum ersten Untersuchungszeitpunkt von zwei Wochen lieen sich in allen untersuchten
Praparaten anhand der vorherrschenden Gewebesituationen Ablaufe der Entziindungsphase
der sekundaren Frakturheilung erkennen.

Bei allen Praparaten befanden sich im Osteotomiespalt Gberwiegend Hamatomstrukturen,
welches ein typisches Kriterium der Entziindungsphase darstellt (Brighton, 1984). Aufgrund
von frakturbedingten GefalzerreiBungen kommt es in den ersten Tagen nach einer Fraktur
zur Ausbildung eines Hamatoms (Kalfas, 2001; Fossum, 2007). Die Hamatombildung ist fur
die spatere Kallusbildung zwingend erforderlich (Brug et al., 1991). Ein wesentlicher
Bestandteil des Hamatoms sind Fibrinfaden, welche durch ihre Vernetzung zur ersten
Stabilisierung der Knochenfragmente beitragen (Kalfas, 2001). Als weiteres stabilisierendes
Gewebe bildete sich vor allem interfragmentar und um die Knochenenden herum ein

vorwiegend bindegewebiger Kallus, welches den Beginn der Granulationsphase darstellt
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(Klaushofer et al., 1994). Dieser weiche Kallus Ubernahm die weitere Fixation der
Osteotomiefragmente, es handelt sich dabei um ein sehr flexibles Gewebe, welches noch
eine erhebliche Menge an Gewebedehnung toleriert (Einhorn, 1998). Aufierdem entstand zu
diesem frihen Zeitpunkt ,wenn auch in sehr geringen Anteilen, erster knécherner Kallus, was
den Anfangen der Phase der Kallushartung entspricht (Frost, 1989a). Die Kallusreaktion und
Bildung passt sich der primar vorherrschenden grof3en Instabilitat durch Bildung eines
flexiblen Kallusgewebes an, es kommt somit zur weiteren Stabilisierung der stark
beweglichen Fragmente. Die Tatsache, dass es zur ersten Kallusbildung kam, ist ein
Zeichen flr eine ausreichende Durchblutung in der Osteotomieregion, denn die
Kallusbildung hangt entscheidend von der Blutversorgung ab (Stirmer, 1996). AuRerdem tritt
eine Kallusbildung bei instabiler Fixation und somit gro3en interfragmentaren Bewegungen
auf (Phillips, 2005), wie sie in diesem Versuchsaufbau vorlagen. Es waren eindeutig Ablaufe
der sekundaren Frakturheilung nachweisbar, was aufgrund der flexiblen Fixation mit dem

kritisch scherweichen Fixateur zu erwarten war.

Drei Wochen post operationem

Zum Dreiwochenzeitpunkt nahm die Menge an Hamatomgewebe deutlich ab, da dieses
zunehmend organisiert und abgebaut wurde (McKibbin, 1978). Im Osteotomiespalt befand
sich mehr bindegewebiger Kallus, sowie Knorpelgewebe, was einem Fortschreiten der
Phase des weichen Kallus entsprach. Zusatzlich kam es im Vergleich zum
Zweiwochenzeitpunkt zu einer deutlichen Zunahme und Verdichtung der kndchernen
Kallusanteile, welche den interfragmentaren Bewegungen entgegen wirkten. Der flexible
weiche Kallus wurde nach und nach durch das die Knochenrigiditat erhéhende Gewebe
(faseriges Bindegewebe, Bindegewebsknorpel, Geflechtknochen) ersetzt (Dimitriou et al.,
2005). Der periostal gebildete kndcherne Kallus fiihrte somit zunehmend zur Stabilisierung
und Fixierung der Osteotomiefragmente und erhéhte durch ansteigenden
Gewebedurchmesser die Starke des Knochens. Aktive Osteoblasten waren morphologisch
durch ihre kubische Zellform gekennzeichnet und lagen dem von ihnen produzierten Osteoid
direkt an (Kalfas, 2001). Trotz der starken Kalluszunahme kam es in keinem der Praparate
zu einer kndchernen Uberbriickung des Osteotomiespaltes, dies ist vermutlich darauf zuriick
zufilhren, dass die interfragmentaren Bewegungen noch zu grof3 waren fir die Ausbildung
eines Uberbruckenden kndchernen interkortikalen Kallusgewebes. Es ist bekannt, dass die
einzelnen Kallusbereiche unterschiedlichen Belastungen und Dehnungsreizen ausgesetzt
sind (Lacroix et al., 2002). Der externe Kallus wird im Vergleich zum interfragmentaren
Kallus deutlich weniger durch Fragmentverschiebungen beeinflusst (Lacroix et al., 2002).
Dies erklart die auch zum spéateren Zeitpunkt von sechs Wochen vermehrt zu beobachtende
unterschiedliche Kalluszusammensetzung in den verschiedenen Bereichen. Interkortikal

liegen daher die groRten Bewegungen vor, welche bei der Frakturheilung als letzte
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Uberwunden werden (Perren, 1992). Eine Vereinigung der distalen und proximalen
kndchernen Kallusformationen geschieht auf Hoéhe der Frakturlinie zuerst peripher in den
Kallusauf3enzonen (Claes et al.,, 2000). Erst nach dieser Vereinigung ist die Fraktur
ausreichend stabilisiert, so dass die Heilung der frakturierten Kortizes erfolgen kann (Claes
et al., 2000).

Der frih entstandene Kallus wird spater im Rahmen des Remodellings durch Osteoklasten
abgebaut und durch Osteoblasten ersetzt (Amling et al., 1996). Osteoklasten sind durch ihre
spezifischen Organellen und Membrandomanen (,ruffled border‘, ,sealing zone®)
gekennzeichnet (Liebich, 1999). Osteoklasten liegen vorwiegend in so genannten
Resorptionslakuen dem abzubauenden Knochen direkt an (Athanasou, 1996). Die Lakunen
waren beim genauen Fokussieren in den einzelnen Praparaten eindeutig zu erkennen. Das
zum Dreiwochenzeitpunkt erste Auftreten von Osteoklasten steht als Zeichen fir beginnende

Remodelling- und Resorptionsvorgange (Webb et al., 2000).

Sechs Wochen post operationem

Im Unterschied zum vorangegangenen Untersuchungszeitpunkt waren nach sechs Wochen
nur noch in einem Praparat Hamatomreste nachweisbar. Mit fortschreitender
Knochenneubildung wurden die aktiven Osteoblasten zunehmend zu Osteozyten, welche
vollstdndig von Knochen umgeben waren (Braun et al., 1996). Insgesamt war die
Knochenneubildung weiter vorangeschritten. Das Kallusgewebe stellte sich nicht mehr so
einheitlich dar wie zu den vorherigen Zeitpunkten, es wies zunehmend strukturell sehr
unterschiedliche Bereiche auf. Teilweise wirkte es kompakt und gleichmaRig, in anderen
Regionen war es aufgelockert und wies ungleichmafige Mineralisationsbereiche auf. Diese
histologischen Beobachtungen lassen sich mit den Erkenntnissen von Lacroix und
Prendergast erklaren. Die unterschiedliche Kalluszusammensetzung der verschiedenen
Bereiche resultiert aus einer unterschiedlichen Belastung und somit verschiedenen lokalen
Dehnungsreizen auf das jeweilige Gewebe (Lacroix et al., 2002). Erst bei geringen
Belastungen bis maximal zwei Prozent bildet sich Knochengewebe (Trostle et al., 1996), da
es im Osteotomiespalt nicht zur knéchernen Uberbri]ckung kam, ist davon auszugehen, dass
die dort vorherrschenden Belastungen zum Untersuchungszeitpunkt Uber zwei Prozent
lagen.

Auffallig war die zu diesem Zeitpunkt beginnende Reduktion der periostalen kndchernen
Kallusanteile der jeweiligen Kortizes, welche am weitesten entfernt waren vom verschobenen
Gegenfragment. Es kam vermehrt zu Abrundungen der aufieren Kortikaliskanten, die am
weitesten vom ursprunglich gegeniberliegenden Fragment entfernt waren. Durch diese
Resorptionsvorgange der Osteoklasten werden laut Perren (2001) die im Bereich der
Fragmentenden wirkenden Dehnungsbelastungen reduziert. Auf Dehnungsreize lber zehn

Prozent reagiert der Knochen vorrangig mit Resorption (Perren, 2002), womit die
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auftretenden Umbauvorgange an den Osteotomiekanten erklart werden kdnnen. Auch
Stlrmer (1996) beschreibt im Rahmen der sekundaren Frakturheilung eine flachenhafte
Resorption der Fragmentenden. Diese Abrundungen sind ein Zeichen flir grole Zug- und
Druckbelastungen in diesen Arealen. Fur die Abrundungen der zuvor glatten Knochenkanten
sind aktive Osteoklasten verantwortlich, welche vermehrt auftraten und mit remodellierenden
Prozessen begannen. Durch die Umgestaltung der Kortikaliskanten kam es zum Abbau so
genannter Belastungsspitzen, die auftretenden Bewegungen wirken somit nicht mehr allein
auf die kleine Flache der Ecken, sondern werden Uber eine groRere Flache verteilt und
abgefangen. Diese Umbauvorgange konnen als Antwort auf die mechanischen Verhaltnisse
in diesem Bereich interpretiert werden. Laut Perren (1992) herrscht zwischen den
Knochenfragmenten die grofite bewegungsabhangige Dehnung aufgrund der kurzen Distanz
zwischen den beiden Knochenfragmenten. Die Umbauvorgange an den Kortikalisecken sind
ein Zeichen daflr, dass auch zu diesem fortgeschrittenen Zeitpunkt der Frakturheilung noch
erhebliche interfragmentére Bewegungen vorliegen. Lacroix und Prendelgast (2002) konnten
mit ihren Untersuchungen bestéatigen, dass die Knochenneubildung erst nach ausreichender
Stabilisierung der Fragmente durch Knorpel- und Bindegewebe und bei niedrigem
hydrostatischem Stress erfolgen kann. Nimmt der hydrostatische Stress im Gewebe zu, so
wird die Knorpelbildung beginstigt (Lacroix et al, 2002). Bei zunehmenden
Scherbewegungen wird die Bildung von Knorpel gehemmt und die Entstehung von
Bindegewebe gefordert (Lacroix et al., 2002). Aufgrund dieser Erkenntnisse sind die starke
Zubildung von Binde- und Knorpelgewebe, sowie die ausbleibende knécherne Vereinigung
der Fragmente in vorliegender Studie zu erklaren. Obwohl sich peripher grof’e knécherne
Kallusmassen gebildet haben, reichten diese nicht aus, den Osteotomiespalt gentigend zu
stabilisieren, um die kndcherne Uberbriickung zu ermdglichen. Bei allen Praparaten war ein
durchgehender unverkndcherter Osteotomiespalt mit Uberwiegend bindegewebigen und in
geringerer Menge knorpeligen Kallusanteilen vorhanden. Zu diesem Zeitpunkt wird das
Vorliegen einer verzdgert ablaufenden Frakturheilung im Vergleich zur optimal verlaufenden
Heilung deutlich, denn bei einem Vorgangerversuch unter optimalen mechanischen
Rahmenbedingungen waren zu diesem Zeitpunkt bereits fast alle Frakturen knochern
uberbruckt (Schell et al., 2005).

Neun Wochen post operationem

Auch zum letzten Untersuchungszeitraum von neun Wochen hatte in keiner der untersuchten
Knochenproben eine knécherne Uberbriickung der Osteotomieregion stattgefunden. Die
massiven knochernen Kallusformationen wuchsen zwar von proximal und distal weiter in
Richtung Osteotomiespalt aufeinander zu, fihrten aber in keinem Praparat zur knéchernen
Vereinigung. Es befand sich interfragmentar bei allen Praparaten ein durchgehender teils

bindegewebiger und Gberwiegend knorpeliger Spalt mit einer durchschnittlichen Breite von
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einem Millimeter. Die Knorpelzellen waren Uberwiegend stark hypertrophiert und wiesen
vermehrt Bezirke der enchondralen Ossifikation auf. Der vorhandene Kallus macht laut
Stirmer (1996) wahrend der fortschreitenden Heilungsphase ein inneres Remodelling durch
und ist anschlieRend nicht mehr elastisch genug, um die auftretende Instabilitat abzufedern,
der Kallus nahert sich in seinem Elastizitdtsverhalten der Kortikalis an. Sobald durch
Resorption der Fragmentenden und Bildung eines kraftigen Kallus die interfragmentaren
Bewegungen auf mikroskopischer Ebene soweit reduziert werden, dass junger
Faserknochen nicht mehr Uber seine Elastizitatsreserve gedehnt wird, kann der verbliebene
Spalt zwischen den Fragmenten knoéchern Uberbriickt werden (Stirmer, 1996). Die erste
kndcherne Uberbriickung einer Fraktur ist generell in der Peripherie des periostalen Kallus
zu erwarten, denn dort liegen im Vergleich zum zentralen Bereich des Osteotomiespaltes die
geringsten Druckbelastungen vor (Carter et al., 1998). Die Uberbriickung der peripheren
Kallusanteile stellt eine wesentliche Vorraussetzung fir die sich anschlielende knécherne
Vereinigung der osteotomierten Kortikalis dar, denn sie zeigt an, dass die Fraktur stabil
genug ist fur eine kortikale Uberbriickung (Claes et al., 2000).

Neben hyalinem Knorpelgewebe traten zunehmend Bereiche mit Faserknorpelgewebe auf.
Faserknorpel stellt eine sehr kompakte und stabile Knorpelart dar, welche vor allem in
Zwischenwirbelscheiben, Gelenkbandern und Sehnen vorkommt, sich aber auch bei starken
Gewebebelastungen aus hyalinem Knorpel entwickeln kann (Weyrauch et al., 1998). Dies
war in vorliegender Studie der Fall, in den besonders beanspruchten Bereichen zwischen
den Osteotomiefragmenten und jeweils im Randbereich distal und proximal, bildete sich aus
zuvor entstandenem hyalinem Knorpel Faserknorpel, wobei die kollagenen Fasern in
Richtung der Hauptbelastung des Gewebes angeordnet waren. Die Regionen genau
zwischen den Fragmentenden erfahren laut Carter und Mitarbeitern (1998) die groften
mechanischen Druckbelastungen, was die dortige Faserknorpelbildung erklart. An allen
anderen Knochenoberflachen und auch auerhalb des Osteotomiespaltes liegen geringere
Druckbelastungen vor (Carter et al., 1998). Dies erklart die dort Uberwiegend vorkommende
kndcherne Kallusbildung. Trotz der grof3en Kallusformationen waren die interfragmentaren
Bewegungen auch nach neun Wochen noch zu groR fiir eine knécherne Uberbriickung. Die
massiven Kallusformationen konnten die interfragmentaren Bewegungen nicht ausreichend
reduzieren, dass eine problemlose kndcherne Uberwachsung des restlichen
Osteotomiespaltes erfolgen konnte, so kommt es in jedem Fall zur verzdgerten, wenn nicht
sogar zur ausbleibenden Heilung (Kenwright et al., 1989). Die anhaltende Instabilitat fihrt
Uber Biege- und Torsionsbelastungen zu grolRen Gewebebelastungen im Spalt und hohen
Zugbelastungen um die Osteotomieregion herum mit der Folge von Verletzungen und
Zerreilungen von neu gebildetem Gewebe und Gefalen, dadurch kommt es zu
Heilungsverzdgerungen. Aufgrund der anhaltenden Druckbelastungen kommt es vermehrt

zur Bildung von Knorpelgewebe, dies kann bis hin zur Ausbildung einer Pseudarthrose
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fuhren (Carter et al.,, 1998). GroRe interfragmentdre Bewegungen kdénnen zwar einen
fordernden Effekt auf die Kallusbildung haben, jedoch sind sie schadlich fur die Angiogenese
und flihren vermehrt zur Ausbildung einer hypertrophen Pseudarthrose (Wallace et al.,
1994). Bei intakter Durchblutung kann laut Stirmer (1996) eine hohe interfragmentare
Bewegung sogar einen kraftigen Kallus wie eine starke Resorption triggern. Dieser
Triggermechanismus kann aber auch erléschen und es stellt sich ein ,steady state® mit dem
Bild einer hypertrophen Pseudarthrose ein (Stirmer, 1996).

Nach neun Wochen Untersuchungszeitraum besteht die Situation einer verzdgerten
Knochenheilung, wobei zu diesem Zeitpunkt keine Aussage Uber den endglltigen
Heilungsausgang getroffen werden kann. Erst wenn nach sechs Monaten keine knécherne
Uberbriickung erfolgt ist, kann man laut Runkel und Rommens (2000) beim Menschen von
einer Pseudarthrose sprechen. Dies bedeutet, dass samtliche Reparationsprozesse zum
Stillstand gekommen sind.

Zum jetzigen Zeitpunkt kann aufgrund der biomechanischen und histologischen Befunde von
einer Situation gesprochen werden, die zu einer hypertrophen Pseudarthrose filhren kann.
Eine genaue Beurteilung, ob es sich hierbei tatsachlich um eine verzégerte Knochenheilung
handelt oder um eine hypertrophe Pseudarthrose, kann nach einem Untersuchungszeitraum
von neun Wochen nicht vorgenommen werden.

Aufgrund des histologischen Erscheinungsbildes kommt es entweder in nachster Zeit zur
kndchernen Vereinigung oder es kommt zur Ausbildung einer hypertrophen Pseudarthrose
mit keiner vollstandigen kndéchernen Uberbriickung des Osteotomiespaltes. In vorliegender
Studie liegen einige histologische Hinweise flir die Ausbildung einer hypertrophen
Pseudarthrose vor, die kndcherne Durchbauung des Markraumes, die membranahnliche
Struktur im  verbleibenden  Bewegungsspalt als mogliche Grundlage einer
Gelenkkapselbildung, sowie die ausbleibende knoécherne Vereinigung nach neun Wochen.
Dies sind jedoch nur vorsichtige Tendenzen, die keinen endglltigen Schluss zulassen. Um
das endgliltige Ausheilungsergebnis mit letzter Sicherheit beurteilen zu kénnen, misste der
Untersuchungszeitraum verlangert werden, was in einem Folgeprojekt geplant ist. Dort kann
man dann anhand der histologischen Situation zu einem spateren Zeitpunkt ein genaues
Ergebnis Uber den Heilungsausgang erzielen. Bei der Folgestudie sollen die

Untersuchungen Uber einen Zeitraum von sechs Monaten ausgedehnt werden.

Zusammenfassende Schlussfolgerung

Aufgrund der grofen interfragmentaren Bewegungen durch den kritisch scherweichen
Fixateurs kam es zu einer starken biomechanischen Beanspruchung des Kallusgewebes,
was zu einer vermehrten Kallusbildung fuhrt. Durch die zunehmende Kallusbildung werden
die relativen Bewegungen zwischen den beiden Osteotomiefragmenten nach und nach

verringert.
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Unter Verwendung des kritisch scherweichen Fixateurs zeichnete sich ein stetiger Anstieg
des Kallusdurchmessers auf Hohe des Osteotomiespaltes von der zweiten bis zur neunten
Woche ab. Wahrend allen vier Untersuchungszeitraumen waren aktive Vorgange der
sekundaren Frakturheilung vorhanden, man erkannte anhand der beobachteten
Gewebesituationen einen stetigen Fortschritt der sekundaren Frakturheilung, jedoch kam es
in keinem der untersuchten Praparate innerhalb des Beobachtungszeitraumes von zwei bis
neun Wochen zur knéchernen Uberbriickung des Osteotomiespaltes. In diesem befand sich
zum Neunwochenzeitpunkt ein ungefahr ein bis zwei Millimeter breiter durchgehender Spalt,
welcher aus Knorpelgewebe und in geringeren Anteilen aus Bindegewebe bestand. In
einigen Praparaten lieRen die grofien kndchernen Kallusformationen erste Tendenzen flr
eine baldige Vereinigung erkennen, sie wuchsen auf Ostetomiespalthdhe in den peripheren
Bereichen aufeinander zu und waren teilweise nur durch einen sehr schmalen Uberwiegend
knorpeligen Spalt voneinander getrennt. Eine genaue Beurteilung, ob es sich hierbei
tatsachlich um eine verzdgerte Knochenheilung handelt oder um eine hypertrophe
Pseudarthrose, kann nach einem Untersuchungszeitraum von neun Wochen nicht
vorgenommen werden. Es ist ohnehin schwierig, eine genaue Definition flr eine verzoégerte
Knochenheilung zu geben. Laut Runkel und Rommens (2000) und Mayr (2002) gilt eine
Heilung als verzogert, wenn sie innerhalb vier bis sechs Monaten nicht vollstandig geheilt ist.
Diese Definition bezieht sich auf den Menschen, daher ist sie nur bedingt fir unser
Versuchtier Schaf anwendbar. Es ist bekannt, dass die knécherne Durchbauung beim Schaf,
ahnlich wie beim Menschen, mindestens sechs bis acht Wochen dauert und von der
gewahlten Frakturversorgung abhangt (Wu et al, 1984). Hingegen sind die
Knochenumbauvorgange oftmals auch nach zwei Jahren noch nicht vollstandig
abgeschlossen. Die zeitliche Definition einer Heilungsverzégerung verdeutlicht die
Schwierigkeit einer abschlielenden Aussage Uber den Heilungsausgang nach unserem

Versuchszeitraum von neun Wochen.

5.5.4. Vergleich mit anderen Studien

Im Rahmen der Frakturheilung existieren mehrere Studien, die sich mit den mechanischen
und biologischen Ablaufen der Heilung unter Anwendung einer Fixateur externe-
Osteosynthese befasst haben, jedoch gibt es nur wenige direkte Vergleichstudien zur
verzogerten oder sogar ausbleibenden Frakturheilung. Bei keiner der folgenden
Vergleichsstudien war die interfragmentare Rotationsbewegung komplett freigegeben wie in
vorliegender Studie. Die Rotationsbewegung wurde in vorliegender Studie nur durch die
angrenzenden Weichteile wie Muskeln, Sehnen und Bander begrenzt. Aufgrund des speziell
fur diese Studie entwickelten Fixateurdesigns kann man in der Literatur diesbezlglich keine

direkten Vergleichsstudien erwarten, dennoch gibt es mehrere Forschungsvorhaben, die
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einen vergleichbaren Versuchsaufbau vorweisen und ebenfalls einen monolateralen Fixateur
externe anderen Designs am Groftiermodell untersuchten.

Schell und Kollegen (2005) untersuchten in einem vorangegangen Forschungsprojekt mit
gleichem Versuchsaufbau wie in dieser Studie die Beeinflussung der Frakturheilung durch
unterschiedliche mechanische Rahmenbedingungen. Die Heilung wurde ebenfalls nach
zwei, drei, sechs und neun Wochen radiologisch, biomechanisch und histologisch untersucht
und ausgewertet. Insgesamt wurde bei 64 Schafen eine Tibiaosteotomie mit gleichem
Osteotomiespalt wie in vorliegender Studie durchgeflihrt, wobei 32 Tiere einen rigiden und
32 Tiere einen semirigiden Fixateur externe implantiert bekamen. Der semirigide Fixateur
externe entsprach vom Design dem rigiden, wobei das Modell so abgeandert wurde, dass es
flexibler war und somit mehr Scherbewegungen zuliel3. Schell und Kollegen (2005) konnten
in ihrer Studie nachweisen, dass der Heilungsverlauf durch die anfangliche Fixationsstabilitat
beeinflusst wird. Die Tiere, welche mit dem semirigiden Fixateur externe versorgt wurden,
zeigten zwar keine Heilungsverzdgerung, aber einen weniger optimalen Heilungsweg. Nach
sechs Wochen wiesen die semirigide versorgten Tiere eine signifikant schlechtere
Kallussteifheit und eine minderwertige Kallusqualitat im Vergleich zu den Tieren mit rigidem
Fixateur externe auf. Daraus schlossen Schell und Kollegen (2005), dass nicht nur der
Heilungsausgang durch die anfangliche Fixationsstabilitat beeinflusst wird, sondern auch der
Heilungsverlauf. Die Ergebnisse zeigen, dass der Heilungsverlauf sich nicht nur in der
Kallusgestaltung, sondern auch in der Entwicklungsgeschwindigkeit des Kallus
unterscheidet. Vergleicht man die histologischen Ergebnisse der vorliegenden Studie mit
denen von Schell und Kollegen, so wird deutlich, dass die Heilung der hier vorgestellten
Studie ebenfalls iber einen weniger optimalen Weg verlauft und zusatzlich verzogert ist.
Wahrend bei Schell und Kollegen die Verzégerung des Heilungsverlaufes tiber den weniger
optimalen Weg bis zum Neunwochenzeitpunkt aufgeholt werden konnte und alle Tibiae im
urspringlichen Osteotomiebereich kndchern Uberbrickt waren, ist dies in vorliegender
Studie nicht der Fall. Die Studie von Schell und Kollegen diente dieser Studie als Modell und
Grundlage. Die hier diskutierte Studie stellt ein Nachfolgeprojekt der Studie von Schell und
Kollegen dar und sollte im Anschluss an die Aufklarung eines weniger optimal verlaufenden
Heilungsweges nun die Ablaufe der stark verzdgerten Frakturheilung analysieren und
darstellen.

Schell und Kollegen (2005) konnten unter stabiler Fixateur externe-Osteosynthese eine
kndcherne Konsolidierung der Osteotomiefragmente bereits in groRen Teilen zum Sechs-
und in jedem Fall zum Neunwochenzeitpunkt beobachten. In der vorangegangenen Studie
wurde die grofte Kallusmenge unter rigider Fixation bereits zum Dreiwochenzeitpunkt und
unter semirigider Fixation zum Sechswochenzeitpunkt verzeichnet. In der rigiden
Fixationsgruppe nahm die Kallusmasse im Rahmen des friihen Remodellings bereits ab der

dritten Woche wieder ab, wohingegen der Kallusumfang in der semirigide versorgten Gruppe
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von der sechsten bis zur neunten Woche nur wenig reduziert wurde, was fir ein spateres
Remodelling spricht. Innerhalb der neunwdéchigen Untersuchung kam es bei allen Tieren zur
knochernen Uberbrijckung, somit wurden die zum Drei-, Sechs-, und Neunwochenzeitpunkt
beobachteten histologischen Heilungsunterschiede ausgeglichen und von der semirigide
versorgten Gruppe vollstandig aufgeholt. Die biomechanischen Ergebnisse der rigide
versorgten Tiere zeigten eine Erhéhung der Steifigkeit zum Sechswochenzeitpunkt auf, die
Knochen unter semirigider Fixation erzielten den gleichen Heilungsfortschritt nach neun
Wochen.

Vergleicht man die histologischen und biomechanischen Ergebnisse der hier vorgestellten
Studie mit denen der vorangegangenen, so bestatigen diese die Annahme, dass in
vorliegender Studie die Heilungsabldufe verzogert und weniger optimal sind. In der
vorangegangenen Studie war die groRte Kalluszunahme bereits sechs Wochen post
operationem zu beobachten, nicht wie in dieser Studie erst zum Neunwochenzeitpunkt. Es
kam zur vollstdndigen kndéchernen Konsolidierung aller vier Kortizes mit geringerer
Kallusformation als in der hier vorliegenden Studie. Auch wenn in der vorliegenden Studie
bis zum letzten Untersuchungszeitpunkt von neun Wochen keine kndcherne Vereinigung
erfolgte, so sind dennoch bis zum Schluss aktive Vorgange der sekundaren Frakturheilung
vorhanden. Die von Schell und Kollegen (2005) beobachtete Kallusreduzierung im Rahmen
eines frihen Remodellings der rigide versorgten Gruppe konnte in vorliegender Studie nicht
nachgewiesen werden, die Kallusmenge nahm bis zum letzen Beobachtungszeitpunkt zu
und erreichte ihr Maximum zum Neunwochenzeitpunkt. Somit war der Heilungsprozess im
Vergleich deutlich verzdégert, und es konnte noch keine Kallusabnahme im Rahmen eines
frihen Remodellings beobachtet werden. Die aufgrund der starken Fragmentbewegung
vorliegende Verzdgerung der Frakturheilung konnte nicht, wie im vorangegangenen Projekt,
innerhalb der neun Wochen aufgeholt werden. Die interfragmentaren Bewegungen waren zu
gro3, es wurde innerhalb der neun Wochen Beobachtungszeit keine ausreichende
Stabilisierung der beiden Osteotomiefragmente erreicht, welche die Grundvorrausetzung far
die abschlieRende knécherne Uberbriickung der Kortizes darstellt. Aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse nach neun Wochen kann fur die vorliegende Studie keine
abschlielRende Aussage Uuber das endgiltige Heilungsresultat getatigt werden, der
Beobachtungszeitraum ist fur die starke Heilungsverzogerung mit neun Wochen zu kurz
bemessen.

Ein Vergleich mit den Versuchsergebnissen von Stirmer (1988) bestatigt ebenfalls die
Annahme, dass in der hier vorgestellten Studie eine Heilungsverzégerung vorliegt. Stirmer
fuhrte ebenfalls bei Schafen eine Querosteotomie durch, mit anschlieRender unilateraler
Fixateur externe-Versorgung. Dieser Fixatuer externe war deutlich stabiler konfiguriert als
das Modell in vorliegender Studie und lieR im Vergleich wesentlich geringere

interfragmentare Bewegungen zu. Stlirmer (1988) flhrte histologische Untersuchungen nach
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zwei, vier, sechs und acht Wochen durch. Im Gegensatz zu den hier vorliegenden
Ergebnissen waren einige Osteotomien bereits nach sechs und alle nach acht Wochen
knochern Uberbruckt.

Sowohl die Frakturspaltgrofe als auch die Frakturstabilitat haben einen entscheidenden
Einfluss auf den Heilungsausgang. Um dies genauer zu definieren, fuhrten Augat und
Kollegen (1998), sowie Claes und Mitarbeiter (1998) ebenfalls Untersuchungen an Schafen
durch. Die Tiere erhielten im Gegensatz zur vorliegenden Studie eine Osteotomie des
Metatarsus und nicht der Tibia. Die 42 Schafe wurden randomisiert in sechs Gruppen
eingeteilt und erhielten unterschiedliche Osteotomiespaltgréfien von eins, zwei und sechs
Millimetern Breite kombiniert mit verschiedenen interfragmentaren Bewegungen von 7 und
31 Prozent. Die Tiere erhielten Uber den Beobachtungszeitraum von neun Wochen einen
monolateralen Fixateur externe implantiert, der kleine definierte Axialbewegungen zuliel3.
Nach Ablauf der neun Wochen wurden die Tiere euthanasiert, und es folgten
biomechanische sowie histologische Untersuchungen. Dabei stellte sich heraus, dass eine
zunehmende SpaltgroRe in einer schlechteren mechanischen und histologischen Qualitat
des Kallusgewebes resultierte und der Heilungsprozess weniger erfolgreich war als bei
kleineren SpaltgroRen. Somit kamen sie anhand ihrer Ergebnisse zu dem Schluss, dass das
Ausmald des Frakturspalts einen gréReren Einfluss auf den Heilungsprozess hat als die
interfragmentaren Bewegungen selbst (Claes et al., 1998).

In vorliegender Studie lagen neben einer Spaltgrofie von drei Millimetern zusatzlich grof3e
interfragmentare Bewegungen vor, so dass sicherlich beide Komponenten gleichermalen fiir
das Ausbleiben einer knéchernen Fragmentiberbrickung verantwortlich gemacht werden
kdnnen. Um dies genauer zu erruieren, kdonnte man Untersuchungen mit identischem
Versuchsaufbau und gleichem Fixateur externe, aber kleinerem Osteotomiespalt von nur
einem Millimeter durchfiihren und nach neun Wochen analysieren.

Numerische Grenzwerte flur glnstige und problematische interfragmentare Bewegungen
anzugeben ist aufgrund der individuellen Bedingungen einer jeden Fraktur kaum moglich
(Claes et al., 2000). Allgemein bekannt ist, dass die mechanische Umgebung, vor allem die
Grolke der interfragmentaren Bewegungen, einen ausschlaggebenden Einfluss auf die
produzierte Menge an kndchernem Kallusgewebe hat (McKibbin, 1978; Sarmiento et al.,
1995). Aullerdem beeinflussen die interfragmentaren Bewegungen die Qualitat sowie die
Quantitat der Kallusbildung (Klein et al., 2003). GroRRe interfragmentare Bewegungen fuhren
haufig trotz einer erheblichen Kallusbildung nicht zur kndchernen Uberbriickung der
Osteotomiefragmente, was zu einer verzoégerten Heilung oder zu einer hypertrophen
Pseudarthrose fiihren kann (Augat et al., 1996). Dies wurde auch durch vorliegende Studie
deutlich, denn es kam aufgund der grof3en interfragmentaren Bewegungen zwar zur Bildung
groller Kallusmengen, diese wiesen aber nur eine geringe Stabilitdt auf, welche keine

kndcherne Uberbriickung ermdglichte.
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Anhand der Erkenntnisse der Literatur, dass flexible Fixationssysteme zu grof3en
interfragmentaren Bewegungen fuhren, haben Hente und Mitarbeiter (2004) die
Beeinflussung der Frakturheilung durch Kompressions- und Distraktionsbewegungen
untersucht. Dabei gingen Hente und Kollegen davon aus, dass Kompressionsbewegungen
einen Ubergeordneten Einfluss auf die Frakturheilung haben im Gegensatz zu distraktiven
Bewegungen. Sie fihrten bei 18 Schafen, die in drei Gruppen eingeteilt wurden, eine
diaphysare Osteotomie der Tibia mit einer Spaltgrole von zwei Millimetern durch und
montierten einen speziellen unilateralen Stellorgan angetriebenen Fixateur externe. Dieser
elastische Fixateur externe fihrte Uber das Stellorgan zu einer konstanten
Zugbeanspruchung auf der einen und zu einer Komprimierung des Spaltgewebes auf der
anderen Seite, wobei der Stellmotor jeweils ein Biegemoment von 22,5 Nm erzeugte.
Wahrend der Zyklusdauer von 0,8 Sekunden wird das Spaltgewebe immer ausgehend von
der neutralen Position auf der Distraktionsseite auf drei Millimeter geweitet und auf der
Kompressionsseite auf einen Millimeter verengt. Eine der drei Gruppen fungierte als
Kontrollgruppe ohne aktive Verschiebungen, die zweite Gruppe erhielt zehn und die dritte
Gruppe 1000 zyklische Verschiebungen innerhalb von 24 Stunden. Im Unterschied zu der
hier vorgestellten Studie fihrten Hente und Kollegen (2004) eine Patellasehnen-Tenotomie
durch, um eine Beeinflussung des Ausheilungsergebnisses durch unkontrollierte
Bewegungen zu vermeiden. Nach einer Beobachtungszeit von sechs Wochen wurden die
Tiere  euthanasiert und es folgten biomechanische, radiologische sowie
mikroradiographische Untersuchungen. Hente und Kollegen (2004) kamen anhand ihrer
Befunde zu dem Ergebnis, dass zyklische Kompressionsbewegungen wahrend der ersten
sechs Wochen tatsachlich zu einer grofieren Menge an neu gebildetem Knochen flihren,
wahrend bei distraktiven Bewegungen kein signifikanter Anstieg zu verzeichnen war.
Angaben in der Literatur bestdtigen die Ergebnisse von Hente und Mitarbeitern, dass
zyklische Kompressionsbewegungen einen der wichtigsten Einflussfaktoren fir die
Knochenbildung darstellen (Goodship et al., 1985).

Matsushita und Kurokawa (1998) fanden hingegen bei ihren Untersuchungen keine
entscheidenden Unterschiede von zyklischen Kompressions- versus
Distraktionsbewegungen auf die Beeinflussung der Frakturheilung. Sie erzielten in ihrem
Kaninchenmodell mit einer Osteotomie von drei Millimetern Breite fur beide
Untersuchungsgruppen (Kompression, Distraktion) die gleichen Werte. Vermutlich fihrte die
funktionelle Belastung der Tiere aufgrund der flexiblen Fixation mit dunnen Pins zu grof3en
Kompressionsbewegungen, die der Distraktion Ubergeordnet waren und somit auch in dieser
Untersuchungsgruppe zu deutlich besseren Werten flihrten als bei reiner
Distraktionsbewegung.

Wolf und Kollegen (1998) untersuchten ebenfalls den Einfluss der externen Stimulation auf

die Frakturheilung. Sie fiihrten bei 41 Schafen eine Osteotomie an der linken Tibia mit einem
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identischen Osteotomiespalt wie in vorliegender Studie durch. Die Tiere erhielten einen
unilateralen Fixateur externe und wurden in vier Gruppen mit unterschiedlich extern
zugefihrten interfragmentaren Bewegungen (0,0; 0,2; 0,4; 0,8 mm) eingeteilt. Nach einem
Beobachtungszeitraum von sechs Wochen wurden die Tiere euthanasiert und
biomechanisch sowie radiologisch untersucht. Wolf und Kollegen (1998) erzielten mit ihrer
externen Stimulation nur einen geringen Effekt auf die Knochenheilung im Vergleich zu
Tieren mit einem normal flexiblen Fixateur externe und uneingeschrankter Gangaktivitat. Nur
gegeniber der sehr rigide versorgten Kontrollgruppe ohne externe Stimulation konnten sie
einen deutlichen Unterschied feststellen. Die sehr rigide versorgte Gruppe wies eine weniger
gute Heilung auf als die beiden anderen Gruppen, welche sehr ahnliche Heilungsraten
aufzeigten. Daraus kann man schlieRen, dass eine Versorgung mit einem heute ublichen
elastischen Fixationssystem wie dem Fixateur externe eine ausreichende Menge an
interfragmentaren Bewegungen zur Stimulation der erwinschten Kallusbildung erzeugt und
keine externe Stimulation noétig ist. Vergleicht man die Ergebnisse mit denen der
vorliegenden Studie, so ist zu bericksichtigen, dass der kritisch scherweiche Fixateur
externe in vorliegender Studie deutlich flexibler war und wesentlich mehr interfragmentéare
Bewegungen =zulieR, dies erklart das deutlich schlechtere Heilungsergebnis zum
Sechswochenzeitpunkt.

Trotz der vielen Forschungsprojekte ist die genaue mechanische Beeinflussung der
Frakturheilung auch heute noch nicht ausreichend geklart. Allgemein bekannt ist, dass es
durch exzessive Bewegungen jeglicher Art, dies kdnnen sowohl Scherbewegungen als auch
axiale Kompressionsbewegungen sein, zu Heilungsverzégerungen kommen kann (Bishop et
al., 2006).

5.5. Schlussfolgerung

Ziel der hier diskutierten Studie war es, den Einfluss definierter biomechanischer
Rahmenbedingungen auf die Auspragung und Differenzierung des sich wahrend der Heilung
bildenden Frakturkallus, zu untersuchen. Die Studie hat mit ihrem Aufbau Bedeutung fir die
Grundlagenforschung, denn es wurden Rahmenbedingungen geschaffen, die im klinischen
Alltag zu Heilungsverzdgerungen fihren.

Die Ergebnisse dieser Studie haben gezeigt, dass das biomechanische Umfeld einer Fraktur
einen signifikanten Einfluss auf den Heilungsverlauf und deren Ausgang ausibt. Vor allem
die initial auf das Frakturgebiet einwirkenden interfragmentaren Bewegungen beeinflussen
das Langzeitergebnis der Heilung (Schell et al., 2005). Das in vorliegender Studie gewahlte
biomechanische Umfeld der Frakturregion flihrte in jedem Fall zu einer deutlich verzdgerten
Knochenheilung. Insgesamt kann die Aussage von Claes und Kollegen (1998), dass eine

grol3e Anzahl an interfragmentaren Bewegungen zwar die Kallusmenge selbst, aber nicht
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zwingend die Kallusqualitat erhéht, bestatigt werden. Die Kallusbildung und -differenzierung
wird Uber den gesamten Heilungsverlauf durch die interfragmentdren Bewegungen
beeinflusst (Claes et al., 1998). In vorliegender Studie fihrten die grof3en interfragmentaren
Bewegungen zwar zu einer starken Kallusbildung, jedoch in keinem Fall zur Ausheilung der
Fraktur. Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen der vorangegangenen Studie, welche
den gleichen Versuchsaufbau jedoch optimale mechanische Rahmenbedingungen aufwies,
so stellt man eine deutliche Heilungsverzogerung fest, denn in vorangegangener Studie
waren alle Osteotomien nach neun Wochen knochern konsolidiert. In der vorherigen Studie
reichte der Zeitraum von neun Wochen aus, um die interfragmentaren Bewegungen soweit
zu reduzieren, dass eine knécherne Konsolidierung moglich war. Diese Tatsache stitzt die in
hier diskutierter Studie vorliegende starke Heilungsverzégerung. Allgemein wird mit
vorliegender Studie bestatigt, dass starke unkontrollierte Bewegungen zu einer
Heilungsverzdgerung im schlimmsten Fall sogar zu einem Heilungsstillstand fiihren kénnen.
Um in vorliegender Studie eine abschlieRende Aussage Uber den endglltigen
Heilungsausgang treffen zu kénnen, ist der Beobachtungszeitraum mit neun Wochen zu kurz
bemessen. Es kann lediglich die Aussage getroffen werden, das bis zum letzten
Untersuchungszeitpunkt von neun Wochen aktive Ablaufe der Knochenheilung mit deutlicher
Verzégerung und ungewissem Heilungsausgang vorliegen.

Auch heute spielen technische Fehler bei der Osteosynthese noch eine wesentliche Rolle.
Mit der zunehmenden Verbreitung von Osteosynthesetechniken hat auch die Haufigkeit von
Komplikationen wie z. B. Pseudarthrosenbildung wahrend der Heilungsphase erheblich
zugenommen (Stirmer, 1996). Durch ein besseres Verstandnis der mechanischen und
biologischen Rahmenbedingungen kann man gezielt in die verschiedenen Phasen der
Frakturheilung eingreifen und somit die Frakturheilung beschleunigen bzw. Stérungen der
Frakturheilung besser entgegenwirken (Haas, 2000). Das Ziel der hier diskutierten Studie ist
ein besseres Verstandnis der histologischen und biomechanischen Ablaufe unter verzégerter
Frakturheilung. Durch ein besseres Verstandnis der histologischen Ablaufe kann gezielt in
das Geschehen zur Optimierung der Knochenheilung eingegriffen werden. Alle erwahnten
Forschungsvorhaben haben das gleiche abschlieRende Ziel vor Augen, eine Optimierung
und Beschleunigung der Knochenheilung. Dies kann einerseits durch eine stetige
Verbesserung von Operationsverfahren und Implantaten erreicht werden, andererseits durch
die Aufschlisselung der auf histologischer Ebene ablaufenden Prozesse um diese dann
gezielt beeinflussen zu kdnnen. Daher ist es besonders wichtig den Heilungsverlauf der

verzdgerten Knochenheilung in folgenden Studien weiter aufzudecken und zu analysieren.
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6. Zusammenfassung

Trotz der guten Fortschritte in der unfallchirurgischen Forschung kommt es in zehn bis
zwanzig Prozent der Frakturen zu Komplikationen wahrend der Heilungsphase (Haas, 2000).
Das Ziel der unfallchirurgischen Behandlung ist eine mdglichst schnelle und vollkommene
Wiederherstellung der Funktion des Bewegungsapparates. Das ist nur mdglich durch ein
besseres Verstandnis der komplexen Zusammenhange zwischen der mechanischen und
biologischen Situation im Frakturbereich. In einem vorangegangenen Tierversuchsprojekt
konnten bereits GréRenordnungen fir Scherbewegungen definiert werden, die eine optimale
bzw. eine weniger effektive Heilung zulassen. Gestutzt auf das validierte muskuloskeletale
Modell des Schafhinterlaufes wurde flir vorliegendes Projekt ein spezieller kritisch-
scherweicher Fixateur externe entwickelt, welcher mechanische Rahmenbedingungen
erzeugt, deren Grofkenordnung in der Klinik zu Heilungsverzdgerungen fuhren.

Ziel dieser Studie war es den Einfluss definierter mechanischer Rahmenbedingungen auf die
Auspragung und Differenzierung des sich bildenden Frakturkallus zu untersuchen und die
Ergebnisse mit denen unter optimalen mechanischen Bedingungen zu vergleichen. Dazu
wurden 32 Schafe mit einem monolateralen kritisch- scherweichen Fixateur externe versorgt.
Bei allen Tieren wurde eine standardisierte Osteotomie der rechten Tibia mit jeweils
identischem Osteotomiespalt von drei Millimetern durchgefiihrt. Nach Ablauf der jeweiligen
Standzeit von zwei, drei, sechs und neun Wochen wurden die Tiere euthanasiert und
radiologische, biomechanische und vor allem histologische Untersuchungen schlossen sich
an.

Innerhalb des gesamten Beobachtungszeitraumes kam es bei keinem der Tiere zur
kndchernen Uberbriickung des Osteotomiespaltes. Alle Tiere wiesen réntgenologisch auch
nach neun Wochen einen wenn auch teilweise schmalen so doch durchgehend
knochenfreien Spalt im urspringlichen Osteotomiebereich auf, welcher histologisch aus
Knorpel- und Bindegewebe bestand. Der Vergleich mit den Befunden des
Vorgangerprojektes bestatigt die Annahme, dass der hier angewandte Versuchsaufbau zur
Heilungsverzdgerung fuhrt, denn unter optimalen Bedingungen war ein Grofiteil der Tibiae
bereits nach sechs und in jedem Fall nach neun Wochen vollstédndig knéchern tberbrickt.
Die in der biomechanischen Untersuchung sechs und neun Wochen post operationem
festgestellte geringe Torsionssteifigkeit weist ebenfalls auf eine wenig fortgeschrittene
Heilung hin. In 50 Prozent der Falle konnte eine biomechanische Untersuchung aufgrund
einer zu grolen Instabilitdt des noch unreifen Kallusgewebes nicht durchgefihrt werden.
Zwischen sechs und neun Wochen war kein Heilungsfortschritt, d.h., keine
Steifigkeitszunahme, zu  verzeichnen. Histologisch  wurden zu allen vier
Untersuchungszeitpunkten aktive Prozesse der Knochenheilung nachgewiesen, jedoch

wurde das eigentliche Ziel der Knochenheilung, die knécherne Uberbriickung der Kortizes,
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innerhalb der neun Wochen nicht erreicht. Der Grund fir diese stark verzdgerte
Knochenheilung sind die ungunstigen mechanischen Rahmenbedingungen. Diese
Ergebnisse demonstrieren, dass der Verlauf und das Ergebnis der Knochenheilung durch die
biomechanischen Bedingungen entscheidend beeinflusst werden. Um eine genaue Aussage
Uber den weiteren Heilungsverlauf und deren Ausgang zu ftreffen, ist der gewahlte
Beobachtungszeitraum von neun Wochen zu kurz. Nach neun Wochen liegt eine Situation
der verzogerten Knochenheilung mit aktiven Ablaufen der Heilung vor, welche vermutlich in
nachster Zeit ihren Abschluss in der kndchernen Vereinigung der Fragmente findet oder aber
in einer hypertrophen Pseudarthrose endet. Um dies genauer zu evaluieren, muss der
Versuchszeitraum deutlich verlangert werden, was in einem Anschlussprojekt geplant ist.

Die gewonnenen Erkenntnisse um die histologischen Ablaufe der verzégerten Frakturheilung
unter definierten mechanischen Rahmenbedingungen sollen helfen, die Moglichkeiten und
Grenzen einer Osteosynthese friihzeitig abschatzen zu kdnnen und somit ein mdglichst

problemloses Ausheilen auch komplexer Frakturen zu ermdglichen.
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7. Summary

Histological and biomechanical analysis of fracture callus under critical shear- flexible

fixation at different time points post osteotomy in a sheep model.

Although there are many pogresses in the trauma surgical research, there are healing
complications in about ten to twenty percent of fracture therapies (Haas, 2000).

The purpose of the trauma surgical treatment is a fast and total restoration of the function of
the musculosceletal system. This is only possible with a better understanding of the complex
interaction between the mechanical and biological factors during the fine adjusted process of
fracture healing.

In a previous animal study the magnitude for shear movements, inducing on the one hand a
perfect and on the other a less effective healing, was defined.

Based on a validatet musculosceletale model of the sheep’s hind leg, a special shear-flexible
external fixator was designed for this project, which creates mechanical conditions known to
hinder the healing process in the clinic.

The purpose of this study was to investigate the influence of determined critical mechanical
conditions on the callus modulation and differentiation in comparison to the healing results
induced by perfect mechanical conditions from a previous study.

For this study 32 sheep were stabilized by a monolateral critical external fixator. All sheep
underwent a standardized osteotomy of the right tibia with an identical three millimetre wide
osteotomy-gap. After the observation period of two, three, six or nine weeks the animals
were sacrificed, and then radiological, biological and biomechanical analyses were
performed.

During the observation time of nine weeks all sheep showed an incomplete fracture healing
of the osteotomy gap. After nine weeks all sheep showed a small continous fracture line in
the fracture callus, which histologically consists of cartilage and connective-tissue.

By comparing with the results of the previous study, the hypothesis is confirmed, that the
critical mechanical conditions in this study induced a delayed fracture healing: under perfect
mechanical conditions, bony bridging occured in most of the tibiae after six and in all tibiae
after nine weeks.

The poor torsional stiffness after six and nine weeks also suggests a hardly advanced
healing progress. In 50 percent of the cases the biomechanical testing was not possible due
to immature callus tissue. Between six and nine weeks no increase in torsional stiffness was
found in biomechanical testing. The reasons of the delayed bone healing are the very critical
mechanical conditions.

The results demonstrate that the process and the score of the bone healing are influenced by

the biomechanical circumstances.
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To make a more precise statement of the healing process and its healing results, the chosen
observation time period of nine weeks is too short. After nine weeks a delayed bone healing
with activ courses of the healing was observed, which could presumably lead to a healing of
the fragments in the future but may also end in a hypertrophic pseudarthrosis.

To evaluate this precisely, the testing period must be longer, which is already planned in a
further project.

The new perceptions about the histological steps of the delayed fracture healing under
defined mechanical circumstances could help to figure out the possibilities and boundaries of
an osteosynthesis. In this way a non-problematic healing could be realized even for complex

fractures.
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