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1 Einleitung

Die Knochenheilung ist ein sehr komplexer Vorgang, bei der, im Gegensatz zu anderen
Geweben, die Reparation nicht zur Bildung einer Narbe fiihrt, sondern in einer kompletten
Rekonstruktion der urspriinglichen Struktur, Funktion und Belastbarkeit miindet (McKibbin,
1978). Besonders die Heilung groBerer Defekte langer Rohrenknochen {iber mehrere
Zentimeter bis Dezimeter ist dabei meist langwierig und nicht immer erfolgreich. Bei zehn bis
20 Prozent aller Frakturen kommt es zu Heilungsstorungen (Haas, 2000). Mathon et al. (1998)
kamen zu dem Schluss, dass eine diaphysére Fraktur mit einer Defektgrofe tiber 140 Prozent
des Knochendurchmessers ,,natiirlich und ohne éarztliche Intervention nicht heilt. Diese
Frakturen werden auch als Defekte kritischer GroBe (engl.: critical size defect) bezeichnet.
Der aktuelle Goldstandard zur Behandlung dieser Defekte ist die Transplantation von
korpereigenem spongidsen Knochengewebe in den Defekt, auch Autograft genannt (Jager et
al., 2005a). Das Spongiosatransplantat wirkt dabei als Leitgeriist flir sich neubildende
Blutgefdle und Stammzellen (osteokonduktiv), es stimuliert iiber Wachstumsfaktoren direkt
die Differenzierung von Osteoprogenitorzellen (osteoinduktiv) und es enthilt vitale Zellen,
die sich zu knochenbildenden Zellen differenzieren koénnen (osteogen) (Babhulkar et al.,
2005; Einhorn, 1995; Gazdag et al., 1995; Jager et al., 2005a). Die Methode birgt jedoch auch
viele Nachteile, wie die begrenzte Verfligbarkeit des Materials und eine relativ hohe
Entnahmemorbiditit (Rompe et al., 2004). Bei einem Misserfolg ist die Wiederholung der
Operation meist nicht moglich. Eine Alternative zum Autograft ist das Allograft. Dabei
handelt es sich um tiefgefrorenen korperfremden Spenderknochen. Allerdings gibt es dabei
zusitzliche Nachteile, wie die Gefahr von Krankheitsiibertragung (HIV, Hepatitis C) oder
eine erhohte Gefahr der immunologischen AbstoBung des Transplantats. Zusitzlich besitzen
die Allografts durch die Gefriertrocknung eine im Vergleich zu den Autografts niedrigere
biologische Aktivitdt (Jager et al., 2005a; Ma et al.,, 2004). Als Alternative stehen
Knochenersatzmaterialien/Fiillmaterialien, sogenannte Scaffolds, im Fokus der Wissenschaft.
Diese sollen die Defekte fiillen und als osteokonduktives Medium dienen. In den letzten
Jahren wurden diverse neue Materialien entwickelt. Die mechanischen Eigenschaften, die
physikalischen und chemischen Charakteristika wurden dabei stetig verbessert (Neffe et al.,
2007). Dabei ist es besonders wichtig, die mechanischen Eigenschaften der Scaffolds fiir die
Knochenheilung optimal anzupassen. In in vitro Studien wurde die Wichtigkeit der
Mikrosteifigkeit (Elastizititsmodulus in kPa), als Widerstand den eine Zelle fiihlt, wenn sie an
die extrazelluldre Matrix bindet, belegt. Mesenchymale Stammzellen, die einer steiferen
extrazelluliren Matrix ausgesetzt waren, differenzierten zu osteogenen Zellen, wohingegen
Stammzellen, die in Kontakt mit einer weicheren Matrix waren, zu den Vorlauferzellen des
Gewebes differenzierten, das dem weicheren Elastizititsmodulus entsprach (Chatterjee et al.,
2010; Engler et al., 2006; Huebsch et al., 2010; Lutolf et al., 2009). In dieser Studie soll die
Auswirkung der Mikrosteifigkeit nun erstmals auch in vivo untersucht werden. Dafiir wurden
im Helmholtz Zentrum Geesthacht zwei Gelatinescaffolds, die sich in ihren mechanischen
Eigenschaften nur in ihrer Mikrosteifigkeit unterschieden, entwickelt und im Julius Wolff
Institut in einen kritischen Knochendefekt am Rattenfemur implantiert. Die Effekte auf die
Knochenheilung wurden nach sechs Wochen radiologisch, histologisch, immunhistochemisch
und histomorphometrisch untersucht. Als Positivkontrolle diente der aktuelle Goldstandard,
die Behandlung mit einem Spongiosatransplantat.



2 Stand des Wissens

2.1 Knochenaufbau

Neben der Zahnsubstanz (Dentin) ist das Knochengewebe der hérteste Baubestandteil des
Korpers (Pschyrembel, 1998). Es dient als Geriist einerseits dem Schutz der Weichteile und
inneren Organe und ermoglicht durch Befestigung von Sehnen, Bandern und Muskeln
andererseits die Bewegung. Zusitzlich stellen Knochen ein Reservoir fiir Kalzium und
Phosphor dar und sind somit an der Regulation des Serumkalziumspiegels beteiligt
(Remedios 1999; Trostle et al 1996). Knochen ist kein totes Gewebe sondern befindet sich
lebenslang in einem Auf-, Ab- und Umbau (Remedios, 1999). Dieser Prozess wird
Remodeling genannt (Noble et al., 2000). Die Dynamik dieses immerwéhrenden Remodelings
passt sich nicht allein physiologischen Kreisldufen an, sondern kann auch auf abweichende
Belastungen reagieren (Trostle et al., 1996).

2.1.1 Makroskopisch

Knochen lassen sich nach Form und GréBe unterscheiden. Es gibt platte Knochen (z.B.
Schulterblatt, Darmbein), kurze Knochen (z.B. Wirbelknochen) und lange Roéhrenknochen
(z.B. Oberschenkel, Oberarm, weitere Knochen der Extremitéiten). Schneidet man diese
Knochen lings auf, so erkennt man verschiedene Knochenstrukturen (Schiebler, 1986) -
oberfldchlich, eine homogene, kompakte Schicht (Substantia compacta) und darunter eine
schwammaihnliche Schicht aus kleinen Knochenbélkchen (Substantia spongiosa). Es besteht
bei den drei Knochenarten ein deutlicher Unterschied in Ausdehnung von der Substantia
compacta und der Substantia spongiosa (Liebich, 1999). Platte und kurze Knochen bestehen
aus einer diinnen Substantia compacta, die ein mit Substantia spongiosa gefiilltes
Holraumsystem umschlie8t (Schiebler, 1986). Rohrenknochen bestehen aus einem
Knochenkdrper oder auch Knochenschaft (Diaphyse). Diesem schlieen sich zu beiden Enden
die Metaphysen und abschlieend die Epiphysen an (Liebich, 1999). Die Diaphyse besteht
aus einer dicken Substantia compacta. Im inneren liegt eine schmale Substantia spongiosa
direkt an. Zu den Metaphysen und Epiphysen hin verjlingt sich die Substantia compacta und
liegt nur noch diinn der hier sehr ausgeprdgten Substantia spongiosa auf (Liebich, 1999;
Schiebler, 1986). Diese Verteilung hat besondere Vorteile. Der spongidse Knochen ist
flexibler als der kompakte Knochen und kann durch seine pordse Struktur viel Energie
absorbieren bevor er bricht (Trostle et al.,, 1996). Der kompakte Knochen des
Knochenschaftes gibt dem langen Rohrenknochen die bendtigte Steifigkeit (Radasch, 1999).
Die Diaphyse ist das wichtigste Element fiir die Tragfahigkeit des Knochens (Schweiberer et
al., 1999). Zusitzlich sind die Epiphysen verbreitert. Somit wird die Belastung, die auf die
Oberfldchen der Gelenke einwirkt, auf einen groflen Querschnitt verteilt (Trostle et al., 1996).
Die Metaphysen dienen wihrend der Knochenentwicklung als Epiphysenfugen dem
Langenwachstum (Junqueira et al., 2002). Im inneren der langen Réhrenknochen befindet
sich der Markraum. Er beinhaltet Blut- und Lymphgefiale, rotes Knochenmark und
hamatopoetische Zellen (Remedios, 1999). Mit zunehmendem Alter wird das Knochenmark
durch Fettmark verdriangt. Bei Bedarf ist die Umwandlung jedoch reversibel (Bucher et al.,
1997). Ohne den Markraum, mit seiner elastischen Verformbarkeit, konnten die
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Rohrenknochen starken Belastungen nicht standhalten (Schweiberer et al., 1999). Bis auf
wenige Ausnahmen (Gelenkfldchen, Ansédtze von Sehnen und Béndern, Sesambeine) umgibt
die Knochenhaut (Periost) den gesamten Knochen (Remedios, 1999). Sie besteht aus derben
kollagenen Bindegewebsfasern, BlutgefiBen und Nerven. Uber kollagene Fasern, auch
Sharpeysche Fasern genannt, ist das Periost im Knochen verankert und bildet somit das
Bindeglied zwischen Weichteilen und dem Knochen (Schweiberer et al., 1999; Webb et al.,
2000). Das Periost ist an sdmtlichen Knochenumbauvorgingen beteiligt (Junqueira et al.,
2002). Die Innenauskleidung des Knochens bildet das Endost. Es besteht aus abgeflachten
fibroblastendhnlichen Vorlduferzellen ohne bindegewebige Komponente (Kalfas, 2001; Webb
et al, 2000). Genau wie das Periost besitzt das Endost osteogene Eigenschaften. Es ist in der
Lage Knochengewebe neu zu bilden (Junqueira et al., 2002).

2.1.2 Mikroskopisch

Unabhédngig von der Knochenart setzt sich das Knochengewebe aus einer
Knochengrundsubstanz, der Matrix, und den Knochenzellen zusammen. Die Matrix besteht
dabei zu 30 Prozent aus organischen und zu 70 Prozent aus anorganischen Bestandteilen
(Remedios, 1999). Kollagen bildet mit 95 Prozent den Hauptbestandteil der organischen
Matrix wobei Kollagenfasern vom Typ 1 dominieren (Wang et al.,, 2002). Weitere
Bestandteile der organischen Matrix sind Proteoglykane und Glykosaminoglykane, welche
die ungeformte Grundsubstanz bilden (Liebich, 1999). Die anorganische Matrix besteht
hauptsédchlich (ca. 80 Prozent) aus Kalzium und Phosphat in Form von in Hydroxylapatit
gebundenen Kristallen. AuBlerdem sind Karbonate, Natrium, Magnesium und Eisen enthalten.
Die organische Matrix stellt ein strukturelles Grundgeriist (Kristallisationskern) dar, an der
sich die Mineralien als dreidimensionales Gitterwerk anlagern konnen (Li et al., 2006;
Remedios, 1999; Webb, 2000). Zusitzlich verleiht sie dem Gewebe seine mechanischen
Eigenschaften, bindet Zellen und beeinflusst deren Proliferation und Differenzierung
(Schweiberer et al., 1999). Den zelluldren Anteil bilden Osteoblasten, Osteozyten und
Osteoklasten (Liebich, 1999).

Osteoblasten

Osteoblasten sind 20-30 pm groBe Zellen mit einem runden Zellkern. Sie sind sehr
plasmareich und besitzen basophile Eigenschaften. Sie entstehen aus undifferenzierten
Mesenchymzellen des Knochenmarks, des Endosts und der inneren Schicht des Periosts
(Remedios, 1999; Webb et al., 2000). Sie konnen sich nicht mehr durch Zellteilung
vermehren (McKibbin, 1978), sondern miissen iiber die undifferenzierten Mesenchymzellen
nachproduziert werden. Sie sind an der Knochenoberfliche nach Art eines einschichtigen
Epithels angeordnet. Im aktiven Zustand sind die Osteoblasten kubisch und besitzen gut
ausgebildete Zellorganellen. Im inaktiven Zustand werden die Zellen flacher und
spindelférmig und werden als bone lining cells oder Belegzellen bezeichnet. Diese inaktiven
Osteoblasten liegen zum Beispiel auf Knochenoberflichen, nachdem die Knochenheilung
abgeschlossen ist. Sie behalten lebenslang ihr osteogenes Potential (Liebich 1999; Noble et
al., 2000; Schiebler, 1986; Schweiberer et al., 1999). Die Osteoblasten produzieren die
organische Matrix, das Osteoid, bestehend aus Kollagenen und Proteoglykanen und steuern
die Mineralisation unter anderem durch Abgabe des Enzyms Alkalische Phosphatase. In
wenigen Tagen produzieren sie das zwei- bis vierfache ihres Volumens an extrazelluldrer
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Matrix (Remedios, 1999; Schweiberer et al., 1999). Dabei bilden sie pro Tag einen ca. 0,7-1,2
pm breiten Osteoidsaum (Noble et al., 2000). Etwa zehn Prozent der Osteoblasten werden

vollstdndig eingemauert und dann als Osteozyten bezeichnet (Bonewald, 2002; Noble et al.,
2000; Remedios, 1999).

Osteozyten

Osteozyten sind reife Knochenzellen, die aus Osteoblasten entstehen (Kalfas, 2001; Liebich,
1999). Sie enthalten weniger Zellplasma und Zellorganellen als die Osteoblasten, was auf eine
verminderte Syntheseaktivitit hinweist. Sie bilden den grofften Anteil aller Zellen im
Knochen und liegen abgeflacht in Knochenhohlen, den Lakunen (Remedios, 1999). Uber
zahlreiche zytoplasmatische Fortsdtze, die radidr durch Kanélchen innerhalb der
Knochenmatrix verlaufen, kommunizieren die Osteozyten mit anderen Osteozyten, aber auch
mit Osteoblasten und Osteoklasten. So nehmen sie an der Modulation und Regulation der
Osteoklasten- und Osteoblastenaktivitdt teil und organisieren damit dem Knochenauf- und
Umbau (Bonewald, 2007; Liebich, 1999). Zudem sind sie an der Kalzium- und
Phosporhomdgostase beteiligt (Webb et al., 2000). Desweiteren dienen die Kandlchen dem
Transport von Nahrstoffen und Ionen aus der extrazelluldren Fliissigkeit und den Blutgefa3en
zu den Zellen (Noble et al., 2000; Remedios, 1999; Trostle et al., 1996).

Osteoklasten

Osteoklasten sind mehrkernige Riesenzellen. Sie haben zwei bis maximal 100 Zellkerne pro
Zelle und werden bis zu 100 um groB3 (Amling et al., 1996; Li et al., 2006; Liebich, 1999).
Zusitzlich besitzen sie viele Zellorganellen, unter anderem zahlreiche Lysosomen. Diese
bilden die Grundlage fiir die positive Reaktion auf Tartrat-resistente saure Phosphatase
(TRAP-Reaktion), welche eine Unterscheidung zwischen Osteoklasten und anderen
mehrkernigen Riesenzellen ermoglicht (Remedios, 1999). Osteoklasten sind in der Lage sich
amoboid fortzubewegen. Thre Lebenserwartung reicht von wenigen Tagen (Owen, 1970) bis
zu sechs Wochen (Liebich, 1999). Osteoklasten bedecken nur etwa ein Prozent der gesamten
Knochenoberfliche und stellen somit eine sehr kleine Zellpopulation dar (Amling et al.,
1996). Sie entstehen aus hdmatopoetischen Stammzellen und besitzen mit Monozyten und
Makrophagen eine gemeinsame Vorlduferzelle. Aus dieser Vorlduferzelle bilden sich
einkernige Osteoklastenprogenitorzellen, die sich dann durch den Kontakt mit Osteoblasten
und der Matrix zu Préosteoklasten entwickeln (Klaushofer et al., 1994). Die einzelnen
Préosteoklasten fusionieren und bilden die mehrkernigen Osteoklasten (Amling et al., 1996).
Als knochenabbauende Zellen befinden sich Osteoklasten auf der Knochenoberfliche in
sogenannten Howship Lakunen. Diese entstehen durch die Resorptionstitigkeit der
Osteoklasten (Schiebler 1986). Die Zellen haben an der dem Knochen zugewandten
Oberfliche fingerformige Zellausstiilpungen (ruffled border) an denen der Knochenabbau
stattfindet. Ein Osteoklast kann pro Zeitintervall etwa dreimal so viel Knochen abbauen, wie
ein Osteoblast aufbaut (Liebich, 1999; Remedios, 1999; Schell et al., 2006). Nach
Beendigung der Resorption an einer Stelle des Knochens 18sen sich die Osteoklasten ab und
wandern zur nédchsten Resorptionsstelle. Dort beginnen sie erneut mit dem Knochenabbau
(Liebich, 1999).
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2.1.3 Gefaflversorgung

Die Blutversorgung der Knochen besteht aus drei Systemen. Man unterscheidet ein afferentes
(arterielles), ein efferentes (vendses) und ein gemischtes (metaphyséres) System (Rhinelander,
1974). Das afferente Blutsystem beginnt mit der Versorgungsarterie (A. nutritiva), die aus
dem Hauptgefd3 abzweigt. Sie durchdringt die Kortikalis der Diaphyse, gelangt in den
Markraum und teilt sich dort in auf- und absteigende Arterien auf. Diese Arterien verzweigen
sich wiederum zu kleineren Arteriolen, die erncut die Kortikalis von innen durchbrechen und
in die Havers'schen Blutgefid3e miinden. Diese bilden das Kapillarsystem des Knochens. So
werden die inneren Anteile des diaphyséren Knochens versorgt (Remedios, 1999). Der duBere
Teil wird durch periostale Arteriolen versorgt. An der Grenze kommt es zu arterioarteriellen
Anastomosen (Nakanishi et al., 1999). Die Havers'schen Gefdle versorgen die einzelnen
Osteone und stehen durch sogenannte Volkmann Gefille miteinander in Verbindung. Sie
verlaufen vom Periost und Endost ausgehend, senkrecht zu den Zentralkanélen der Osteone in
Volkmann Kanilen (Liebich, 1999). Desweiteren gibt es zahlreiche metaphyseale Arterien,
welche distal und proximal in die Markhohle eindringen und sich mit den medulldren
Arteriolen vereinigen (Rhinelander, 1974). Ist der Knochen gesund, spielen die
metaphysealen Arterien keine groBe Rolle in der Versorgung des Knochens (Remedios,
1999). Jedoch haben sie groe Bedeutung, wenn die nutritive Arterie aufgrund einer Fraktur
oder anderer Umsténde zerstort ist. Dann kann die Versorgung des Knochens iiber eben diese
Gefidlle aufrecht erhalten werden. Das efferente System transportiert das vendse Blut nach
aullen. Dabei miinden in der Markhdhle zahlreiche Venolen in groBere Venen, welche zu
einer groBen Markvene zusammenflieBen. Kortikale Venolen verbinden sich mit periostalen
Venolen, die das Blut in die systemischen Gefille abgeben (Rhinelander, 1974). Dadurch
werden Kortikalis und Markraum getrennt entsorgt (Remedios, 1999). Da der intramedullére
Druck héher ist als der periostale Druck, ist der arterielle Blutfluss im Knochen zentrifugal,
das heiflt von innen nach auflen gerichtet. Der vendse Abfluss hingegen verlduft zentripetal,
das heiBt von auflen nach innen (Remedios, 1999).

2.2 Knochenarten und Knochenentstehung

2.2.1 Knochenarten

Nach dem histologischen Aufbau konnen drei Knochenarten unterschieden werden: Der
einfachere Geflecht- oder Faserknochen, der komplizierter strukturierte Lamellenknochen und
der kombinierte plexiforme Knochen (Liebich, 1999; Martin et al., 1998).

Geflechtknochen

Geflechtknochen ist die einfachste Art des Knochengewebes. Er wird vor allem wéhrend der
embryonalen Entwicklung angelegt, jedoch spiter den mechanischen Erfordernissen
entsprechend in den stabileren Lamellenknochen umgewandelt. Beim Erwachsenen gibt es
thn nur noch in der dentalen Alveole, in einigen Bereichen der Schédel- und
Gesichtsknochen, sowie an Ansatzflichen starker Sehnen am Knochen. Zusitzlich wird
Geflechtknochen auch iiberall dort entwickelt, wo {iber einen ldngeren Zeitraum starke Zug-,
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Druck- und/oder Scherkrifte herrschen, oder wo Knochen schnell rekonstruiert werden muss,
zum Beispiel bei Knochenbriichen. Denn die Bildung von Geflechtknochen verlduft sehr viel
schneller als die von Lamellenknochen. Typisch fiir diese Knochenart ist das Fehlen einer
einheitlichen Verlaufsrichtung und Struktur der Kollagenfasern, der Knochentrabekel und
auch der Osteozyten. Dadurch ist er zwar flexibler, aber auch instabiler als Lamellenknochen
(Liebich, 1999; Noble et al., 2000; Schiebler, 1986; Trostle et al., 1996).

Lamellenknochen

Lamellenknochen ist die Knochenart, die im erwachsenen Individuum am héaufigsten
vorkommt (Noble et al., 2000). Er entsteht durch indirekte Ossifikation wesentlich langsamer
als Geflechtknochen (Noble et al., 2000). Typisch ist die Organisation der Kollagenfasern,
die, anders als beim Geflechtknochen, entsprechend der auf sie einwirkenden Krifte
regelméfBig und ausgerichtet angeordnet sind (Schiebler, 1986). Die Grundeinheit des
Lamellenknochens bildet das Osteon (Webb et al., 2000). Im Zentrum wird jedes Osteon von
einem 20 bis 30 um groBen Zentralkanal, dem Havers-Kanal durchzogen. In diesen verlaufen
Blutgefille (Havers- Gefdae), Lymphgefde und Nervenfasern (Liebich, 1999; Trostle et al.,
1996). Dieses System wird nach seinem Entdecker, dem englischen Anatom Clapton Havers,
als Havers-System bezeichnet (Weiner et al., 1998). Die Havers‘schen Kanile versorgen die
Osteozyten, welche in Lakunen in den Lamellen liegen. Die Osteozyten sind iiber ihre
zytoplasmatischen Ausliufer untereinander und mit dem Zentralkanal verbunden. Die Havers-
Kanile stehen miteinander liber sogenannte Volkmann-Kanile, welche die Knochenlamellen
quer durchbohren, in Verbindung (Remedios, 1999; Trostle et al., 1996; Weyrauch et al.,
1998). Die Osteone bestehen aus fiinf bis 20 Lamellen, den Speziallamellen, wobei jede
Lamelle ca. 4 pm bis 10 um dick ist und sie sind parallel zur Lédngsachse des R6hrenknochens
angeordnet (Schiebler, 1986; Schweiberer et al., 1999). Die Speziallamellen bestehen aus
Kollagenfasern und mineralisierter Matrix. Die Verlaufsrichtung der Kollagenfasern adndert
sich dabei von Lamelle zu Lamelle. Aulerdem scheren aus jeder Lamelle einzelne Fasern aus
und treten in die benachbarten Lamellen {iber. Daraus resultiert ein Lamellenverbund
(Junqueira et al., 2002). Dieses Bauprinzip ermdglicht eine hohe Resistenz gegeniiber
Belastungen (Liebich, 1999). Jedes Osteon ist von einer Zementlinie umgeben und somit von
anderen Osteonen und Lamellen getrennt. Diese Zementlinie besteht vor allem aus
Glykosaminoglykanen und stellt die Schwachstelle der Mikroarchitektur des Knochens dar
(Trostle et al., 1996). Zuriickgebildete und teilweise abgebaute Osteone werden als
Schaltlamellen bezeichnet. Sie liegen zwischen den intakten Osteonen und fiillen die
Zwischenrdume aus (Schiebler, 1986). SchlieBlich bilden die Grundlamellen die duflere und
innere Abschlussschicht und umschliefen den Knochen. Die duflere Grundlamelle bietet
dabei unter anderem die Ansatzflichen fiir die oben beschriebenen Sharpeyschen Fasern
(Schiebler, 1986, Schweiberer et al., 1999).

Plexiformer Knochen

Plexiformer Knochen stellt eine Kombination aus Geflecht- und Lamellenknochen dar. Er
bildet sich schneller als lamelldrer Knochen und besitzt im Vergleich zum Geflechtknochen
eine hohere mechanische Stabilitit {iber einen langen Zeitraum. Plexiformer Knochen entsteht
aus Mineralisationskernen, die erst perpendikuldr und dann parallel zur Knochenoberfliche
wachsen. Dies verursacht eine typische ziegelartige Struktur. Aufgrund dieser Organisation
bietet er eine grofle Oberfliche, an der neuer Knochen sehr schnell geformt werde kann.
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Dadurch erzielt dieser Knochen innerhalb eines kurzen Zeitraums eine hohe Festigkeit und
Steifigkeit, was vor allem bei groflen und schnell wachsenden Tieren wie Schafen und Kiihen
mit hohen Knochenumbauraten von Bedeutung ist. Allerdings ist er durch seine hohe
Steifigkeit anfilliger fiir Briiche und wird daher in aktiveren Spezies, wie dem Menschen,
eher selten gesehen (Martin et al., 1998).

2.2.2 Knochenentstehung

Knochengewebe kann auf zwei verschiede Arten entstehen. Einerseits durch die sogenannte
desmale oder direkte Ossifikation, bei der eine Mineralisierung der von Osteoblasten
sezernierten Matrix stattfindet. Andererseits durch die enchondrale oder indirekte
Ossifikation, bei der der Knochen iiber den Ersatz von Knorpelmatrix entsteht. Bei beiden
Arten wird zuerst Geflechtknochen gebildet, der dann zumeist durch Lamellenknochen ersetzt
wird (Junqueira et al., 2002).

Desmale (direkte) Ossifikation

Bei der desmalen Ossifikation gibt es primédre Ossifikationszentren, welche in verdichtetem
mesenchymalen Gewebe entstehen. In diesen Ossifikationszentren bilden sich direkt aus
undifferenzierten Mesenchymzellen osteogenetische Stammzellen und daraus Osteoblasten.
Diese produzieren Kollagene, dessen Fibrillen sich ungeordnet biindeln und durchflechten.
(Junqueira et al., 2002; Trostle et al., 1996; Weiner et al., 1998). Es kommt zur Bildung von
Osteoid, welches nach wenigen Tagen verkalkt. Dies fiihrt zur Einmauerung der Osteoblasten
und zur Bildung von Knochenbélkchen. Dazwischen sprossen neue Gefdfle und es wandern
weitere Stammzellen ein und differenzieren zu Osteoblasten. Die verschiedenen
Ossifikationszentren wachsen und verschmelzen letztendlich miteinander und ersetzten somit
das urspriingliche Bindegewebe. Der so entstandene Knochen ist der Geflechtknochen. Die
Entstehung des Knochengewebes iiber die desmale Ossifikation gehort nicht nur zu den
wesentlichen Prozessen der embryonalen Knochenentwicklung, sondern ist unter anderem
auch Bestandteil der indirekten Knochenheilung (Junqueira et al., 2002).

Enchondprale (indirekte) Ossifikation

Bei der enchondralen Ossifikation bildet sich zundchst ausgehend von einer
Mesenchymverdichtung ein Modell des Knochens aus hyalinem Knorpel. Die folgende
eigentliche enchondrale Ossifikation ldsst sich in zwei Phasen einteilen. In der ersten Phase
hypertrophieren die Chondrozyten des Models, gehen zu Grunde und hinterlassen Lakunen.
In der zweiten Phase proliferieren Gefdfle und es wandern Stammzellen ein, aus denen sich
Osteoblasten entwickeln. Diese bilden Knochenmatrix und iiberziehen damit die iibrig
gebliebene Knorpelstruktur (Junqueira et al., 2002). Da die enchondrale Ossifikation
besonders fiir Rohrenknochen charakteristisch ist (Schiebler, 1986), wird sie folgend am
Beispiel der langen Rohrenknochen genauer beschrieben.

Die Knorpelmodelle fiir lange Rohrenknochen bestehen aus einem zylinderformigen Schaft
(Diaphyse) mit Auftreibungen an jedem Ende (Epiphyse). Sie sind vom Perichondrium
iiberzogen. Durch desmale Ossifikation bildet sich zuallererst Knochengewebe innerhalb des
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Perichondriums. Es entsteht ein hohler Knochenzylinder, der den Knorpel umgibt. Von da an
wird das Perichondrium als Periost bezeichnet, da es den neu gebildeten Knochen bedeckt
(Junqueira et al., 2002). Die so von der Versorgung durch Diffusion abgetrennten
Knorpelzellen unterhalb der Knochenmanschette hypertrophieren und es entsteht der
Blasenknorpel. Entsprechend der Druck- und Zugverhiltnisse ordnen sich die Chondrozyten
in Richtung der Epiphyse sdulenférmig an und es entsteht der Sdaulenknorpel (Schnorr, 2006).
Dann verkalkt die Knorpelmatrix durch die Einlagerung von Mineralsalzen und die
degenerierten Knorpelzellen sterben ab. Es dringen Blutgefile ein und mit ihnen
Chondroklasten und mesenchymale Stammzellen. Die Chondroklasten bauen den verkalkten
Knorpel ab und die Stammzellen differenzieren zu Osteoblasten. Diese synthetisieren
Knochenmatrix und es bildet sich an den Resten der verkalkten Knorpelmatrix
Geflechtknochen. Die periostale Knochenmanschette wéachst in Richtung der Epiphysen,
wobei gleichzeitig knochernes Material im Zentrum des Knochens durch Osteoklasten
abgebaut wird. Dadurch entsteht die Knochenmarkshohle. Am Ende bleibt nur noch an zwei
Stellen Knorpel iibrig: an den Gelenken (Gelenkknorpel), der lebenslang besteht, sowie an
den Epiphysen (Epiphysenfuge), der Epiphyse und Diaphyse miteinander verbindet. Im Laufe
des Wachstums wird die Epiphysenfuge durch Knochen ersetzt und letztendlich geschlossen.
Danach findet kein Lidngenwachstum mehr statt (Junqueira et al., 2002). Die enchondrale
Ossifikation ist auch Bestandteil der Knochenheilung. Wie folgend noch genauer beschrieben,
wird der knorpelige Kallus zundchst durch Geflechtknochen und dann durch
Lamellenknochen ersetzt (Bucher et al., 1997).

2.3 Knochenheilung

Knochengewebe kann nur bis zu einem gewissen Mal3 einwirkende Kréfte absorbieren. Dabei
ist die Grenze abhiingig von Volumen und Biegesteifigkeit des Knochens. Ubersteigt die
auftreffende Energiemenge die Absorptionskraft des Knochens, bricht er (Brighton, 1984;
Riiter et al., 1999). Bei der entstehenden Fraktur wird nicht nur der Knochen, sondern auch
das umliegende Gewebe, wie Periost, Gefale und Muskeln, geschéddigt. Die Frakturheilung ist
ein sehr komplexer Vorgang, der im Gegensatz zu Reparationsvorgéngen anderer Geweben
nicht zur Bildung einer Narbe fiihrt, sondern in einer kompletten Rekonstruktion der
urspriinglichen Struktur, Funktion und Belastbarkeit miindet. Die Heilung der Fraktur kann
direkt (primér) oder indirekt (sekundér) erfolgen. Dies ist abhdngig von Art und AusmabB,
aber auch von der Stabilisierung der Fraktur (Einhorn, 1998; Klaushofer et al., 1994;
McKibbin, 1978; Trostle et al., 1996). Die primidre Knochenheilung geht ohne Bildung eines
Fixationskallus einher. Bei der sekundidren Knochenheilung hingegen befindet sich
interfragmentéres Stiitzgewebe (Kallus) im Frakturspalt (Schenk, 1975; Stiirmer, 1996).

2.3.1 Primire (direkte) Knochenheilung

Die Voraussetzung fiir eine primire oder direkte Knochenheilung ist die unmittelbare Néhe
der Knochenfragmente zueinander (Klaushofer et al., 1994). Zudem sind eine anatomisch
korrekte Position und stabile Fixation der Frakturenden eine wichtige Bedingung (Braun et
al., 1996; Schweiberer et al., 1999). Ebenso wichtig ist eine intakte und ausreichende
Vaskularisierung im Frakturgebiet (Braun et al., 1996; Rhinelander, 1974). Die
Heilungsvorgéinge laufen fast ausschlieBlich in der Kortikalis ab. Daher wird diese Form der
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Knochenheilung auch kortikale Heilung genannt. Jedoch wird selbst unter giinstigen
Bedingungen nie ein Flichenkontakt {iber den gesamten Querschnitt der Knochenenden
erreicht. Somit liegen Kontaktzonen und Spaltrdume nebeneinander. Daher wird die primire
Knochenheilung nochmals in eine Kontaktheilung und eine Spaltheilung unterteilt (Schenk,
1975).

Kontaktheilung

Bei der Kontaktheilung liegen die Knochenenden direkt aneinander, sodass das Eindringen
von Blutgefilen und Gewebselementen nicht moglich ist (Willenegger et al.,, 1971). Die
Fragmentenden werden direkt durch den Aufbau neuer Havers'scher Systeme verbunden
(Braun et al., 1996). Durch Osteoklasten wird zunichst avitales Knochengewebe abgebaut
und es entstehen Resorptionskanile, die auch in das benachbarte Fragment einwachsen. Diese
Resorptionshohlen weisen eine Kegelform auf, weswegen man auch von einer sogenannten
Verzapfung der Fragmente spricht (Braun et al., 1996; Mann et al., 1989; Schweiberer et al.,
1999). In diese Kanile dringen anschlieBend Blutkapillaren und mit ihnen mesenchymale
Stammzellen ein. Die Stammzellen differenzieren sich zu Osteoblasten. Diese kleiden die
Resorptionskanile aus und fiillen ihn mit neuem Lamellenknochen (Einhorn, 1998).

Spaltheilung

Bei der Spaltheilung liegen die Fragmentenden nicht direkt aneinander, sondern es besteht ein
Spalt zwischen 0,01 mm und 0,05 mm. Somit konnen direkt periostale und endostale
Blutkapillaren einsprossen. Damit verbunden ist eine perivaskuldre Migration mesenchymaler
Stammzellen (Lane, 1998; Schenk, 1975). Diese differenzieren sich wieder zu Osteoblasten
und synthetisieren neuen Lamellenknochen. Da die als Leitstruktur dienenden Blutgefafle in
transversaler Richtung in den Frakturspalt einwachsen, bilden sich die neuen
Knochenlamellen vorerst senkrecht zur Léangsachse des Knochens. Dieses Regenerat
verbindet zundchst die Knochenenden, entspricht jedoch noch nicht dem urspriinglichen
Aufbau der Kortikalis. Entsprechend der oben beschriebenen Kontaktheilung werden
anschlieBend diese quer verlaufenden Knochenlamellen durchbrochen und durch ldngsaxial
ausgerichtete Osteone ersetzt. Es tritt kein endostaler oder periostaler Kallus auf (Mann et al.,
1989; Schenk, 1975).

Die primdre Knochenheilung stellt eigentlich keine gezielte Reparation dar, sondern ist
vielmehr Teil des normalen, zeitlebens stattfindenden Knochenumbaus (McKibbin, 1978). Im
Vergleich zur sekundédren Form tritt die primidre Form der Knochenheilung wesentlich
seltener auf, da sie nur unter absolut stabiler Osteosynthese moglich ist (Stiirmer, 1996).

2.3.2 Sekundire (indirekte) Knochenheilung

Die meisten Frakturen heilen sekundédr (Einhorn, 1998). Die sekunddre Knochenheilung
kommt zum Einsatz, wenn der Defekt grofler als 0,5 mm oder die Fraktur nicht ausreichend
stabil ist, wodurch es zu einer Unruhe zwischen den Fragmenten kommt. Dies wird vor allem
bei der konservativen Frakturbehandlung, aber auch bei nicht ausreichend stabilen
Osteosynthesen, wie der Marknagelung oder dem Fixateur extern, gesehen (Klaushofer et al.,
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1994; Stiirmer, 1996). Die Kallusbildung, als charakteristisches Ereignis, findet periostal,
endostal und interfragmentér statt und auch das umliegende Weichgewebe ist entscheidend
fiir die Heilung (Einhorn, 1998). Histologisch ldsst sich der Heilungsverlauf in mehrere
Phasen einteilen. Einige Autoren beschreiben vier Phasen (Brighton, 1984; Cruess et al.,
1975; Owen, 1970), andere teilen die sekunddre Frakturheilung in fiinf Phasen ein (Braun et
al., 1996; Klaushofer et al., 1994; Noble et al., 2000), wobei dann das Frakturereignis selbst
als erste Phase definiert wird. Es treten somit folgende Phasen auf: Phase der Fraktur,
Entziindungsphase, Phase des weichen Kallus, Phase des harten Kallus und Remodeling-
Phase (Braun et al., 1996; Brighton, 1984; Cruess et al., 1975; Owen, 1970). Diese Phasen
finden jedoch nicht streng nacheinander statt. Sie verlaufen vielmehr parallel und {iberlappend
(Cruess et al., 1975; Remedios, 1999).

Phase der Fraktur

Die Phase der Fraktur dauert vom Beginn der Krafteinwirkung bis zu dem Moment, an dem
die gesamte Energie durch den Knochen und das umliegende Gewebe aufgenommen ist. Dies
geschieht im Zeitraum von Sekunden. Dabei werden Form, Ausmal} und Schwere der Fraktur
festgelegt (Braun et al., 1996).

Entziindungsphase

Die Entziindungsphase schlief3t sich direkt der Fraktur an (Remedios, 1999). Sie dauert nach
Braun et al. (1996) und Brighton (1984) ein bis drei Tage, nach Simmons (1985) fiinf Tage
und nach Klaushofer et al. (1994) bis zu sieben Tage. Durch das Trauma wird nicht nur der
Knochen zerstort, sondern auch das ihn umgebende Periost, Weichteilgewebe und dessen
Gefille (Cruess et al., 1975). Es kommt zu Blutungen im Frakturgebiet und zur Ausbildung
eines Hiamatoms (McKibbin, 1978; Rhinelander, 1974). Auch die Knochenkanilchen der
Enden der Knochenfragmente werden zerstort. Die so von ihrer Versorgung abgeschnittenen
Osteozyten sterben ab und setzen dabei lysosomale Enzyme frei, die zum Abbau der
organischen Matrix beitragen. Die Frakturenden werden nekrotisch und haben somit nur eine
passive Rolle in der Knochenheilung. Osteoklasten beginnen aktiv mit der Resorption des
toten Knochengewebes. Die Gewebstriimmer des Knochens und der Weichteile 16sen akute
entziindliche Reaktionen aus, wobei diverse Entziindungsmediatoren in das Frakturgebiet
geflutet werden (McKibbin, 1978; Remedios, 1999). Sie fiihren zundchst zu einer
Vasodilatation, um eine verbesserte Sauerstoffversorgung der umliegenden Zellen zu
gewdhrleisten und die Immigration neuer Zellen aus dem Endothel und dem Blutstrom zu
steigern (Braun et al., 1996). Als erste Leukozyten wandern neutrophile Granulozyten in den
Frakturbereich (Brighton, 1984). Diese sollen eventuell eingedrungene Bakterien beseitigen
(Trostle et al., 1994), jedoch sehen einige Autoren ihre Hauptfunktion auch in der Sekretion
zahlreicher Zytokine, die in der Frithphase der Heilung die Regulation der Proliferation und
Differenzierung hdmatopoetischer Stammzellen leiten (Webb et al., 2000). Als néchstes
migrieren Monozyten, die sich zu Makrophagen differenzieren und zusammen mit
Lymphozyten Zelltrimmer und Bakterien entfernen. Zusitzlich sezernieren sie
angiogenesestimulierende Faktoren (Probst et al., 1997; Remedios, 1999; Trostle et al., 1996).
Desweiteren wandern multipotente Stammzellen in das Frakturgebiet ein, welche
Osteoblastenvorldufer darstellen (Braun et al., 1996). Das Frakturhdmatom ist nicht nur
Quelle zahlreicher Entziindungsmediatoren, sondern verleiht der Fraktur auch ein gewisses
MaB an Stabilitit. Die Aggregation der Zellen resultiert in der Koagulation des Himatoms
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und es entsteht durch Einwirkung von Fibroblasten ein lockeres Fibrinnetz. Dieses verbindet
die Knochenfragmente und ist somit eine erste Stabilisierung der Fraktur (Bucher et al.,
1997; Remedios et al., 1999; Trostle et al., 1996). Die durch Entziindungsmediatoren und
Wachstumsfaktoren gesteigerte Angiogenese ist ein wichtiger Faktor der Heilung
(Rhinelander, 1974). Die neuen Blutgefile stammen aus dem Periost, dem Muskelgewebe
oder dem Markraum. Sie nutzen fiir die Einsprossung die Fibrinfdden aus dem Hématom als
Leitschienen. Eine gute Gefa3versorgung ist fiir den heilenden Knochen sehr wichtig, da es
sich um einen sehr stoffwechselaktiven Vorgang handelt (Cruess et al,. 1975; Stiirmer, 1996).
Das urspriingliche Hadmatom bleibt nicht lange bestehen. Durch Makrophagen und
Osteoklasten werden das Hidmatom und Gewebstrimmer abgebaut und die Bruchrinder
gegléttet (Bucher, 1997). Der zunichst niedrige pH-Wert im Hamatom unterstiitzt die
Proliferation und Differenzierung der Zellen. Er verdndert sich im Laufe der Heilung tiber
neutral zu leicht alkalisch. Dieses alkalische Milieu ist bedeutsam fiir die spétere
Mineralisation (Cruess et al., 1975). Schon in der sehr frithen Phase der Heilung kdnnen
Mineralisationsherde zwischen den Kollagenfibrillenbiindeln nachgewiesen werden
(Brighton, 1984). Klinisch stellt sich die Entziindungsphase durch Schmerzen und
Schwellungen im Frakturbereich dar. Das Abklingen dieser Zeichen kennzeichnet den
flieBenden Ubergang von der Entziindungsphase zur Granulationsphase (Braun et al., 1996;
Brighton, 1984).

Phase des weichen Kallus

Die Phase des weichen Kallus oder auch Granulationsphase schlieBt sich der
Entziindungsphase an und dauert zwei (Braun et al., 1996; Frost, 1989; Klaushofer et al.,
1994) bis drei (Braun et al., 1996, Brighton, 1984) Wochen. Das Frakturhdmatom wird
schrittweise durch Granulationsgewebe, bestehend aus Entziindungszellen, Fibroblasten,
Kollagen und eingewanderten Kapillaren, ersetzt und organisiert (Klaushofer et al., 1994).
Fibroblasten bilden extrazellulire Matrix und fiillen damit den interfragmentiren Spalt aus
(Braun et al., 1996). Fibrinreste werden iiber phagozytierende Makrophagen abgebaut
(Brighton, 1984). Avitales Knochengewebe wird durch Osteoklasten resorbiert und
vorhandende Restprodukte durch Makrophagen phagozytiert. Charakteristisch fiir die
Granulationsphase ist der enorme Zuwachs an Blutgefiaen und massenhafte Proliferation und
Einwanderung von mesenchymalen Stammzellen. Die Vaskularisierung erreicht dabei ca.
zwei Wochen nach dem Trauma ihren Hohepunkt mit Werten bis zum sechsfachen der Norm.
Die mesenchymalen Stammzellen entstammen aus dem Periost und Endost und differenzieren
je nach mechanischer Situation, Sauerstoffspannung und Frakturspaltgrof3e, zu Fibroblasten,
Chondroblasten oder Osteoblasten (Braun et al., 1996; Klaushofer et al., 1994). Da die
Sauerstoffversorgung an den Frakturenden in dieser frithen Phase noch nicht ausreichend ist,
differenzieren sich dort vorwiegend Chondroblasten und es wird eine enchondrale
Knochenbildung vorbereitet (Einhorn, 1998; Lane, 1998). Eine ausreichende
Sauerstoffversorgung fiihrt zur Ausbildung von Bindegewebe (Palmer et al.,, 1992;
Willenegger et al., 1971). Dabei dient das Fibrinnetz und die durch Fibroblasten
neugebildeten Kollagenfibrillen des Frakturhdmatoms als Leitgeriist fiir die chondrogenen
und osteogenen Zellen (Braun et al., 1996; Schweiberer et al., 1999). Es entsteht so innerhalb
von zwei bis drei Wochen entlang der Leitstruktur der sogenannte weiche Kallus. Er ist eine
erste Uberbriickung der Frakturenden und besteht aus hyalinem Knorpel und Bindegewebe
(Braun et al., 1996). Dabei bildet sich das Knorpelgewebe weniger interfragmentir sondern
eher periostal. Dadurch entsteht zunéchst eine noch weiche Kallusmanschette um die Fraktur
(Brigthon, 1984). Die Grofle des Kallus ist direkt abhdngig vom Grad der Stabilitét. Je grofler
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die Bewegung, desto groBer ist auch der entstehende Kallus (Palmer et al., 1992). Neben der
oben beschriebenen initialen enchondrale Knochenentwicklung an den Frakturenden vollzieht
sich zeitgleich an der Oberfliche der frakturfernen Knochendiaphyse der Aufbau von
Geflechtknochen iiber desmale Knochenentwicklung (Einhorn, 1998; Schweiberer et al.,
1999). Die Granulationsphase endet, wenn die Frakturfragmente iiber Knorpel oder
Bindegewebe miteinander verbunden sind (Brighton, 1984).

Phase des harten Kallus

Nachdem die Vereinigung der Knochenfragmente iiber den weichen Kallus abgeschlossen ist,
beginnt die Phase des harten Kallus oder die Kallushdrtung. Dies ist notig, da die
mechanischen Eigenschaften des weichen Kallus nicht ausreichen, die Bewegungen im
Frakturspalt so zu verringern, dass das Uberleben der Osteoblasten mdglich ist (Braun et al.,
1996; Brighton, 1984). Es kommt durch zunehmende Mineralisierung der Grundsubsanz und
des Knorpelgewebes zur Aushdrtung des Kallus und zur zunehmenden Stabilisierung der
Fraktur (Klaushofer et al., 1994). Die Grundsubstanz des hyalinen Knorpels wird dabei von
Chondroblasten gebildet, die sich nach und nach selbst einmauern. Sind sie vollstdndig von
Knorpelmatrix umgeben, differenzieren sie zu Chondrozyten (Liebich, 1999). Durch die
dadurch entstandene hypoxische Situation degenerieren die Chondrozyten nach einiger Zeit
und entlassen dabei Proteasen und Phosphatasen. Diese spalten Phosphat-Ionen und durch
Préazipation mit ebenso freiwerdenden Kalzium-Ionen entstehen Mineralsalze. Die Matrix
kalzifiziert (Einhorn, 1998). Anschlieend dringen Blutgefille aus dem Periost, dem Endost
und dem Markraum in die mineralisierte Matrix ein und mit ihnen viele mesenchymale
Stammzellen. Diese differenzieren zu Osteoblasten. Durch die anschlieBende enchondrale
Ossifikation wird das mineralisierte Gewebe durch Geflechtknochen ersetzt. Zudem beginnen
die gleichzeitig in das Gewebe gelangten Chondroklasten mit dem Abbau des mineralisierten
Knorpels (Brighton, 1984; Einhorn, 1998). Dieser Vorgang dauert beim Menschen drei bis
vier Monate (Braun et al, 1996; Brighton, 1984). Der Geflechtknochen ist dreidimensional
und richtet sich bei seiner Orientierung nicht entlang der mechanischen Beanspruchung,
sondern entlang der ihn erndhrenden Kapillaren (Braun et al., 1996). Die Phase des harten
Kallus endet, wenn die Fraktur klinisch und radiologisch geheilt ist (Brighton, 1984). Die
zuvor beschriebenen Vorginge im Frakturgebiet machen deutlich, dass die Phasen der
Frakturheilung nicht isoliert und chronologisch ablaufen, sondern vielmehr als einander
iiberlappende Phasen zu sehen sind (McKibbin, 1978).

Remodeling

Als letzte Phase der Knochenheilung schliefft sich das Remodeling an. Es kann Monate bis
mehrere Jahre in Anspruch nehmen (Braun et al., 1996; Brighton, 1984; Kalfas, 2001). Dabei
wird der zuvor gebildete ungerichtete Geflechtknochen, der nur eine vorsichtige mechanische
Belastung toleriert, in regelméiBigen Lamellenknochen umgebaut (Brighton, 1984; Klaushofer
et al., 1994). Zudem wird iiberschiissiger kndcherner Kallus abgebaut (Cruess et al., 1975).
Das Ziel des Remodelings ist die urspriingliche Knochenstruktur wiederherzustellen. Dies
geschieht durch sogenannte Basic Multicellular Units (BMUs). Sie bestehen aus Osteoblasten,
Osteozyten, Osteoklasten und Blutkapillaren und befinden sich in sédmtlichen
Knochenbereichen, wie unter dem Periost, den Gefdfkandlen und im Markraum (Braun et al.,
1996, Klaushofer et al., 1994; Noble et al., 2000). Die Osteoklasten bauen zunichst den
Geflechtknochen ab. AnschlieBend sprossen Blutkapillaren in die entstandenen Hohlrdume.
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Diese transportieren perivaskuldr mesenchymale Stammzellen aus denen sich Osteoblasten
differenzieren. Die Osteoblasten produzieren neuen Lamellenknochen. Die so gebildeten
Osteone werden entsprechend der mechanischen Belastung longitudinal ausgerichtet.
AnschlieBend wird iiberschiissiges oder schlecht platziertes Material resorbiert. Die
Markhohle entsteht dabei auf gleiche Weise, nimlich durch Entfernung des endostalen Kallus
durch Osteoklasten (Cruess et al., 1975, Frost, 1989). Diese Zyklen von Aktivierung,
Resorption und Neubildung laufen stereotyp ab und dauern drei bis vier Monate pro BMU.
Der vollstindige Umbau des Kallus zu funktionsfdhigen Lamellenknochen umfasst einen
Zeitraum von ein bis vier Jahren (Frost, 1989; Klaushofer et al., 1994). Es wird vermutet, dass
das Remodeling durch elektrische Signale reguliert wird, welche durch mechanische Krifte,
die auf den Knochen einwirken, entstehen. Dabei besitzen konvexe Oberflichen fiir
Osteoklasten stimulierende elektropositive Signale, wohingegen konkave Oberfldchen durch
ihr elektronegatives Signal eher attraktiv fiir Osteoblasten sind. Es finden demnach an
konvexen knochernen Oberflichen resorptive Vorginge statt, wohingegen an konkaven
Oberflichen Knochen angelagert wird (Cruess et al., 1975; Trostle et al., 1996). Diese
Kopplung an die mechanische Belastung bestimmt die Form des neugebildeten Knochens.
Dabei muss dieser nicht unbedingt seine urspriingliche anatomische Form zuriickerhalten,
sollte sich die mechanische Situation verdndert haben (Cruess et al., 1975; Probst et al.,
1997). Das Remodeling auf Basis der BMUs findet nicht nur wihrend der Knochenheilung,
sondern lebenslang auch an gesundem Knochen statt. Dabei verlduft der Prozess jedoch
wesentlich langsamer und in geringerem Umfang (Klaushofer et al., 1994).

2.3.3 Storung der Knochenheilung

Defekte langer Rohrenknochen konnen verschiedene Ursachen haben. Zum Beispiel kann die
Resektion von groeren Knochenfragmenten nach einem Trauma, bei Knochentumoren oder
Knochenzysten notwendig werden. Ziel einer Defektbehandlung ist die vdllige
Wiederherstellung der Funktion der Gliedmalle in moglichst kurzer Zeit. Dazu sollte die
Knochenheilung komplikationslos verlaufen (Runkel et al., 2000). Jedoch treten bei zehn bis
20 Prozent aller Frakturen Heilungsstorungen auf (Haas, 2000). Fehlende GefaBversorgung,
Instabilitdit zum falschen Zeitpunkt und ein mangelnder Kontakt der Knochenfragmente
stellen unter anderem wichtige Ursachen der gestorten Frakturheilung dar (Stlirmer, 1996).
AuBlerdem kann es am frakturierten Knochen zu Infektionen und/oder Nekrosen kommen,
was wiederum dazu fiihren kann, dass grole Knochenbereiche entfernt werden miissen. Auch
die Verlagerung von Weichteilen, besonders Muskeln, in den Frakturspalt konnen die
knocherne Uberbriickung verhindern (Runkel et al., 2000). Ist die Fraktur nach vier bis sechs
Monaten noch nicht iiberbriickt, so spricht man von einer verzogerten Knocheneilung
(delayed union). Ist der Knochen auch nach acht Monaten noch nicht klinisch und
radiologisch geheilt, spricht man von einer nonunion oder Pseudarthrose (Runkel et al., 2000).
Besonders die Heilung und Uberbriickung groBerer Defekte iiber mehrere Zentimeter bis
Dezimeter ist meist langwierig und nicht immer erfolgreich. Die Studie von Mathon et al.
(1998) kommt zu dem Schluss, dass eine diaphysére Fraktur mit einer Defektgro3e von iiber
140 Prozent des Knochendurchmessers auf natiirlichem Weg und ohne érztliche Intervention
nicht heilt. Diese Frakturen werden auch als Defekte kritischer GroBe (engl.: critical size
defect) bezeichnet.
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2.3.4 Stimulation der Knochenheilung

Die Therapie von Knochendefekten besteht einerseits aus einer stabilisierenden
Osteosynthese und andererseits aus dem Wiederaufbau des fehlenden Knochengewebes.
Dieser Aufbau kann unterstiitzt werden. Der momentane Goldstandard ist die Transplantation
von korpereigenem Knochengewebe, auch Autograft genannt (Jager et al., 2005a). Dabei wird
der Defekt meist mit spongiosem Knochen aus dem Beckenkamm versorgt, was in der Regel
zu guten Heilungsergebnissen fiihrt. Das Spongiosatransplantat wirkt dabei als Leitgertist fiir
sich neubildende BlutgefiBe und Stammzellen (osteokonduktiv), es stimuliert direkt die
Differenzierung von Osteoprogenitorellen (osteoinduktiv) und es enthilt vitale Zellen, die
sich zu knochenbildenden Zellen differenzieren konnen (osteogen) (Babhulkar et al., 2005;
Einhorn, 1995; Gazdag et al., 1995; Jager et al., 2005a). Die Nachteile dieser Methode sind
unter anderem die begrenzte Verfligbarkeit des Materials, was besonders bei sehr gro3en oder
mehreren Defekten eine Rolle spielt. Aulerdem gibt es eine relativ hohe Entnahmemorbiditét
von sechs bis zu 20 Prozent (Rompe et al., 2004). Es handelt sich hierbei um nachteilige
Effekte an der Entnahmestelle wie ein zusétzlicher Knochendefekt mit moglichem erneuten
Frakturen, Ha@matombildung, eine erhohte Infektionsgefahr und die Gefahr von
Nervenschiadigungen sowie eine verldngerte Operationszeit mit hoherem Narkoserisiko und
postoperative persistierende Schmerzen (Arrington et al., 1996; Jager et al., 2005a). Dies fiihrt
zu einem ldngeren Krankenhausaufenthalt und Unbehaglichkeit der Patienten (Banwart et al.,
1995). Desweiteren besteht die Moglichkeit von verfrithten Resorptionserscheinungen oder
Briichen des Transplantats. Bei einem Misserfolg ist die Wiederholung der Operation aus
oben genannten Griinden meist nicht mdglich. Eine Alternative zum Autograft ist das
Allograft. Dabei handelt es sich um tiefgefrorenen korperfremden Spenderknochen.
Allerdings gibt es hier noch zusitzliche Nachteile, wie die Gefahr von Krankheitsiibertragung
(HIV, Hepatitis C) oder eine erhohte Gefahr der immunologischen AbstoBung des
Transplantats. Zusétzlich besitzen die Allografts durch die Gefriertrocknung eine im
Vergleich zu den Autografts niedrigere biologische Aktivitit (Jager et al., 2005a; Ma et al.,
2004).

Abgesehen vom Knochentransplantat gibt es zwei weitere Ansdtze die Heilung kritischer
Knochendefekte zu beschleunigen. Zum einem werden feste Fiillmaterialien (Scaffolds)
eingesetzt. Sie konnen je nach Material und Eigenschaft osteokonduktiv und/oder
osteoinduktiv wirken. Es kommen sowohl organische Stoffe, wie Kollagene verschiedener
Spezies, demineralisierte Knochenmatrix oder resorbierbare Polymere, als auch anorganische
Stoffe, wie Kalziumsulfat oder Keramiken aus Trikalziumphosphat und Hydroxyapatit, zum
Einsatz  (Einhorn, 1995). Der Nachteil in der alleinigen Verwendung der
Knochenersatzmaterialien ist ihr Mangel an osteogenen Faktoren (Petite et al., 2000).

Zum anderen wird die Heilung durch Verwendung humoraler Faktoren oder Transplantation
von Stammzellen unterstiitzt. Diese sind allerdings wiederum meist auf Trigermaterialien
(Scaffolds) angewiesen. Wachstumshormone wie BMP2 und BMP7 befinden sich bereits in
klinischer Anwendung, jedoch sind sie zurzeit noch sehr teuer und als Nebenwirkung kann es
zu ektopen Verknocherungen in umliegenden Geweben kommen (Connolly, 1998; Gautschi
et al., 2007; Jager et al., 2005a; Sahibzada et al., 2005). Aufgrund der genannten Nachteile der
derzeit iiblichen Verfahren war in den vergangenen Jahren die Erforschung effizienter und
minimal invasiver Therapiemdglichkeiten ein wichtiges Ziel der osteoregenerativen
Wissenschatt.
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2.4 Biomaterialien/Scaffolds

Biomaterialien, die fiir die Knochenheilung eingesetzt werden, sollten bestimmte Kriterien
erfiillen. Die Biokompatibilitit ist dabei eine wichtige Eigenschaft des Biomaterials und
bestimmt dessen Bestehen im Gewebe (Cen et al., 2008). Optimalerweise sollte es nach
Wochen bis Monaten im Korper abgebaut und sukzessive durch neues Knochengewebe
ersetzt sein, ohne selbst stoffwechselaktiv oder gar toxisch zu wirken. Desweiteren sollte es
so verformbar sein, dass es der GroBe und Form des Defektes auch intraoperativ angepasst
werden kann. Die Oberfliche dieser Materialien muss die Adhédsion, Proliferation und
Differenzierung von Zellen des Empfangerbettes erlauben (Arnold et al., 2002). AuBerdem
sollten es der mechanischen Belastung durch Gewicht und Bewegung, zumindest anfangs,
standhalten konnen (Einhorn, 1995). Es ist bekannt, dass der Transport von Nahrstoffen und
Sauerstoff in die Fraktur ein sehr wichtiger Prozess wihrend der Heilung ist. /n vitro und in
silicio Untersuchungen haben den Zusammenhang zwischen zyklischer Kompression (zum
Beispiel Druck auf den Frakturspalt wihrend des Laufens) und Fliissigkeitstransport gezeigt
(Op Den Buijs et al., 2010; Swartz et al., 2007; Urciuolo et al., 2008). Vermutlich héngt dies
mit dem aktiven Fliissigkeitstransport wéhrend der Muskelkontraktion und der damit
verbundenen Spannung des Gewebes zusammen. Als Konsequenz muss ein
Scaffoldbiomaterial Fliissigkeitstransporte unter Druckverdnderungen ermdglichen, wie es die
natiirliche extrazellulire Matrix tut. Daher sollten die makromechanischen Eigenschaften des
Scaffolds eine betridchtliche Kompression erlauben. Von diesem Standpunkt aus ist ein
weniger steifes (weniger festes) Material zu bevorzugen, idealerweise kombiniert mit einer
hohen Porositit und verbundenen Porenstruktur (Willie et al., 2010).

In den letzten Jahren wurden diverse neue Materialien entwickelt. Die mechanischen
Eigenschaften, die physikalischen und chemischen Charakteristika sowie die Kontrolle der
Porenmorphologie, der Oberflaichentopographie und der Oberflaichenfunktion wurden dabei
stetig verbessert (Neffe et al., 2007). Bei der Entwicklung tempordrer Implantate (Scaffolds)
ist neben der Vertraglichkeit des Materials mit lebendem Gewebe (Biokompatibilitit) und den
mechanischen Eigenschaften auch wichtig, eine gezielte Resorption einstellen zu kénnen, um
den Heilungsverlauf zu verbessern. Ein optimaler Scaffold muss verschiedene mechanische
Stimuli anbieten, die unabhdngig voneinander zugeschnitten werden konnen. Das Material
muss unter physiologischen Bedingungen formstabil sein. Wichtig sind auch pordse
Strukturen in denen Zellen und Gefifle einwachsen konnen. (Luetzow et al., 2007). Die
Scaffoldoberfliche soll passend fiir Zellanheftung sein und die Zelldifferenzierung und
Proliferation fordern. Aulerdem soll der biokompatible Abbau des Scaffolds passend und in
Synchronisation mit der Formation neuen Gewebes ablaufen (Ma, 2004). Verschiedene
osteokonduktive Materialien wie Polymere (Gugala et al., 2002) oder Keramiken (Park et al.,
2009) wurden entwickelt. Sie besitzen allerdings diverse Nachteile wie unerwiinschte
Entziindungsreaktionen sowie keine gezielte Anpassbarkeit. AuBerdem lassen sich die
einzelnen mechanischen Eigenschaften nicht unabhéngig einstellen (Shastri et al., 2009).
Zusitzlich sind die Keramiken meist zu pords, um den auf sie einwirkenden Kompressionen
standzuhalten, wodurch sie oftmals brechen (Bruder et al., 1998). Bisher wurden die
Biomaterialien hauptsdchlich als Trigermaterialien fiir 16sliche humorale Faktoren oder
Stammzellen verwendet, wobei sie fiir die kontrollierte Freisetzung der jeweiligen Substanz
sorgten oder als temporédres Fiillmaterial dienten (Hench et al., 2002; Lutolf et al., 2003). In
vergleichbaren Studien fiihrten degradierbare Biomaterialien allein nicht zu den gewiinschten
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Erfolgen bei der Knochenregeneration (Hench et al., 2002; Hench, 1980; Levi et al., 2010;
Mastrogiacomo et al., 2007; Petite et al., 2000; Tu et al., 2009; Zou et al., 2011).

2.4.1 Gelatinescaffolds

In diesem Projekt werden neuartige Gelatinescaffolds auf ihre Potenz, die Knochenheilung zu
stimulieren, getestet. Sie sind im Institut fiir Polymerforschung, Helmholtz Zentrum
Geesthacht entwickelt und auf ihre mechanischen und in vitro Eigenschaften getestet worden.
Gelatine ist ein tierisches Polypeptid, welches aus Bindegewebe gewonnen wird. Die
natiirliche Zusammensetzung stellt einen Vorteil gegeniiber synthetischen Materialien dar, da
die in der Gelatine enthaltenen Proteine auch natiirlicherweise im Frakturhdmatom
vorkommen und somit im Rahmen der Knochenregeneration durch korpereigene Proteasen
vergleichsweise einfach abgebaut werden konnen (Weiss et al., 2005). Dieses Material kann
eine Verbindung mit dem umgebenden Gewebe eingehen, was das Wachstum von Zellen
ermoglicht, ohne als Fremdmaterial angegriffen zu werden. Damit wird die immunologische
Antwort minimiert. Gelatine wird aus Kollagen durch Denaturierung und partielle Hydrolyse
hergestellt. Da sie bei 37°C wasserloslich, einfach abbaubar, wenig immunogen und
zytotoxisch ist und bereits eine Zulassung in der Medizin als Gerinnungshemmer hat, ist sie
als Biomaterial besonders gut geeignet. Zur Herstellung der Gelatinescaffolds wurde Gelatine
in einer wissrigen Losung auf 45°C erwédrmt und unter Zusatz von einem Poloxamer
(Pluronic® F-108) stark verquirlt und aufgeschdumt. Die Stabilisation des Scaffolds wurde
durch die Zugabe einer Vernetzungsfliissigkeit (2,6-Diisocyanat-L-Lysin-Ethylester, LDI)
erreicht. Durch den Zusatz der Vernetzungsfliissigkeit LDI wurde die Selbstorganisation der
Gelatineketten zu Triplehelices behindert und es entstanden formbare Gelatinefilme. In
Wasser, als Reaktionsmedium, erlaubte dies das Einstellen von bestimmten mechanischen
Eigenschaften durch zum Beispiel Variation der Vernetzungsfliissigkeit oder
Gelatinekonzentration. Die Mikrosteifigkeit (die Steifigkeit, die eine Zelle fiihlt, wenn sie an
das Material andockt) sinkt mit steigendem LDI Gehalt. Die makroskopische Steifigkeit (die
Steifigkeit, die das Material einer Kompression entgegensetzt) hédngt von der
Gelatinekonzentration ab, ist aber unabhéngig vom LDI (Draye et al., 1998; Dreesmann et al.,
2007; Zohuriaan-Mehr et al., 2009). Die Scaffoldzusammensetzung und Scaffoldmorphologie
und damit verschiedene Bioparameter wie Steifigkeit und Porositdt konnen beinahe beliebig
variiert werden (Neffe et al.,, 2007). Die Scaffoldmorphologie kann unabhingig von der
Scaffoldzusammensetzung konstruiert werden. Es lassen sich fiir das Zellwachstum geeignete
PorengroBen von 115 bis 150 pum und Interkonnektivitdten von 40 bis 50 pm herstellen. Die
Porositit steigt mit sinkender Gelatinekonzentration. So kann der Einfluss verschiedener
Parameter auf die Knochenheilung gezielt untersucht und in Zukunft moglicherweise
individuell je nach Einsatztort angepasst werden. Die Scaffolds konnen mit Ethylenoxid
sterilisiert werden. Sie konnen im feuchten Zustand auf die erforderliche Gréf8e zugeschnitten
und somit im Operationssaal je nach dargestelltem Defekt angepasst werden. Auflerdem sind
sie im trockenen Zustand nicht scharfkantig, was ein Problem bei den bisher eingesetzten
Kollagenschwdmmen war und teilweise zu Weichteilschdden wéhrend der Implantation
gefiihrt hat. Zudem sind sie im feuchten Zustand formstabil und bleiben somit an ihrem
vorgesehenen Platz. Sie zeigten in in vitro Versuchen keine Zytotoxizitidt. Ein optimales
Umfeld fiir die Knochenheilung wird durch das gezielte Zuschneiden der mechanischen
Eigenschaften der Porenwénde geschaffen, wobei Konzepte aus der Stammzellforschung
iibernommen wurden (Chatterjee et al., 2010; Engler et al., 2006; Gilbert et al., 2010;
Huebsch et al., 2010; Lutolf et al., 2009).
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Fiir dieses Projekt wurden zwei Scaffolds verwendet, die sich in ihrer Zusammensetzung und
Steifigkeit unterschieden. Beide Scaffolds hatten eine Gelatinekonzentration von zehn
Prozent. Bei dem Gelatinescaffold 1 war ein Uberschuss von 8 mol LDI und bei dem
Gelatinescaffold 2 ein Uberschuss von 3 mol LDI vorhanden. Der Gelatinescaffold 1 hatte
eine Mikrosteifigkeit von ca. 100 kPa und der Gelatinescaffold 2 eine Mikrosteifigkeit von ca.
1200 kPa. Die anderen Parameter wie Porositdt, Porengrofle, Dichte und Makrosteifigkeit
waren anndhernd identisch. Der einzige Unterschied zwischen den Scaffolds bestand somit in
der Mikrosteifigkeit. Die Scaffolds waren in in vitro Untersuchungen nach ca. sechs bis zehn
Wochen vollstindig abgebaut. Die Porengrof3e verdanderte sich wéhrend der Degradation. Dies
wurde durch das Helmholtz Zentrum Geesthacht in gefriergetrockneten Scaffolds mit einem
SEM gemessen. Die durchschnittliche Porengrofle stieg mit zunehmendem Abbau der
Scaffolds an. Die schnelle Degradation des Materials mit dabei wachsenden Porengrof3en soll
die Knochenentwicklung leiten. Mit den kleineren Poren zu Beginn wird die Adhdsion der
Zellen gefordert, wahrend das Einwandern der Zellen, der neuen Blutgefile und die
Knochenformation durch groere Poren und damit einer groBeren Oberfliche und
Interkonnektivitit unterstiitzt wird (Lee et al., 2008; Murphy et al., 2010; O'Brien et al.,
2005). In weiteren in vitro Zellkultur-Untersuchungen des Helmholtz Zentrums an den
Scaffolds wurde eine grofere Zelldichte an den weicheren Wénden des Gelatinescaffolds 1
beobachtet, allerdings wurde keine Differenzierung wéhren der ersten neun Tage gesehen. In
einem osteoinduktiven Zellmedium wurden Differenzierungen in osteogene Stammzellen
induziert. Dabei differenzierten mehr Zellen an dem Scaffold mit der hdheren
Mikrosteifigkeit (Gelatinescaffold 2) in die osteogene Richtung, als an dem Scaffold mit der
niedrigeren  Mikrosteifigkeit  (Gelatinescaffold 1). In dieser Studie soll die
Knochenregeneration nur durch ein Biomaterial allein verbessert werden. Durch die
Forderung der Infiltration von Stammzellen, dem Bereitstellen eines optimalen Umfeldes fiir
Zelldifferenzierung und Knochenformation sowie eine moglichst schnelle Degradation des
Biomaterials proportional zur Knochenentwicklung, wird die Regeneration besonders in der
frithen Phase der Heilung unterstiitzt (Claes et al., 2012).

2.5 Ziel der Studie und Hypothesen

Ziel dieser Studie ist es, den Einfluss der Mikrosteifigkeit auf die Knochenheilung zu
untersuchen. Vor dem Hintergrund, dass bis jetzt keine in vivo Studien dariiber vorliegen, wie
steif oder elastisch ein Biomaterial zur optimalen Unterstlitzung der Knochenheilung sein
muss, ist das Forschungsziel dieser Arbeit besonders relevant.

Die extrazelluldre Matrix wahrend der Knochenheilung ist nicht statisch sondern dynamisch.
Sie verdndert sich von Bindegewebe iliber Knorpel hin zu Geflechtknochen und schlielich
Lamellenknochen. Somit werden den Zellen unterschiedliche Steifigkeiten als Stimuli
angeboten. Fiir Stammzellen in 2D Hydrogelsubstraten und Zellen, die in einer 3D
Hydrogelmatrix eingekapselt waren, wurde gezeigt, dass sie verschieden auf unterschiedliche
mikromechanische Steifigkeiten reagieren. Der Widerstand, den eine Zelle fiihlt, wenn sie an
die extrazelluldre Matrix andockt, wird als lokale Elastizitdtskonstante gemessen. Fiir Osteoid
und nichtmineralisierten Knochen betrigt sie ca. 40 bis 100 kPa, fiir rigiden Knochen ca. 10°
kPa. Es wurde in in vitro Untersuchungen gezeigt, dass mesenchymale Stammzellen, die einer
steiferen extrazelluldren Matrix ausgesetzt waren, zu osteogenen Zellen differenzieren,
wohingegen Stammzellen, die in Kontakt mit einer weicheren Matrix waren, zu den
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Vorlauferzellen des Gewebes differenzierten, das dem weicheren Elastizititsmodulus
entsprach. Somit wurde gezeigt, dass die Mikrosteifigkeit der extrazelluliren Matrix die
Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen leitet (Chatterjee et al., 2010; Engler et al.,
2006; Huebsch et al. 2010; Lutolf et al., 2009). Zusétzlich wurde in den zuvor erwihnten
Untersuchungen des Helmholtz Zentrums an den Scaffolds gezeigt, dass das Material mit der
hoheren Mikrosteifigkeit zwar die initiale Zellanheftung zu verzdgern scheint, aber von den
Stammzellen zur Differenzierung zu osteogenen Zellen priferiert wird. Dies fiihrt zur ersten
Hypothese:

1. Der Scaffold mit der hoheren Mikrosteifigkeit (Gelatinescaffold 2) unterstiitzt die
Knochenheilung besser als der Scaffold mit der niedrigeren Mikrosteifigkeit (Gelatinescaffold

1.

Als Vergleich dient die Behandlung mit einem spongiésen Knochentransplantat. Da dies dem
aktuellen medizinischen Goldstandard entspricht, ergibt sich eine zweite Hypothese:

2. Beide Scaffolds unterstiitzen die Knochenheilung nicht so gut wie das
Spongiosatransplantat.
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3.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden 24 weibliche Spraque Dawley Ratten verwendet, welche in den
Laboren der Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen, Deutschland aufgezogen wurden. Die
Genehmigung erfolgte durch das Landesamt fiir Gesundheit und Soziales Berlin
(Genehmigungsnummer G0210/08). Die Tiere hatten ein Gewicht zwischen 250 und 300 g
und waren 16 Wochen alt. Die Tierhaltung und Versuchsdurchfiihrung erfolgte ausschlieBlich
in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité, Campus Virchow-Klinikum, Berlin.

3.1.1 Haltung und Fiitterung

Die Haltung der Ratten vor den Versuchen erfolgte in Gruppen a fiinf bis sechs Tiere in
Makrolon-Versuchstierkéfigen (Eurostandard Typ IV, Fa. E. Becker & Co GmbH, Castrop-
Rauxel/ Deutschland), welche eine Bodenfliche von 1800 ¢cm? und eine Hohe von 19 cm
aufwiesen. Nach den Operationen wurden die Tiere einige Tage allein und anschlieBend zu
zweit in Kéfigen mit einer Grundfliche von 810 cm? und einer H6he von 18 cm gehalten
(Eurostandard Typ III). In den Raumlichkeiten herrschten konstante Bedingungen mit einer
Raumtemperatur von 18 bis 21 °C und einer relativen Luftfeuchte von 60 bis 70%. Die
Beleuchtung war an einem kiinstlichen Tag-Nachtrhythmus von jeweils zwolf Stunden
angepasst. Die FEinstreu der Kifige bestand aus einem staubfreien Feinholzgranulat
(Rettenmaier und S6hne GmbH und Co. KG, Rosenberg, Deutschland), welches tidglich
gereinigt und wochentlich gewechselt wurde. Als Futter ad libitum bekamen die Tiere ein
Alleinfuttermittel flir Ratten (sniff-Alleinfuttermittel fiir Ratten und Maiuse, sniff
Spezialdiditen GmbH, Soest, Deutschland). AuBerdem stand Wasser ad libitum aus
Trinkflaschen zur Verfiigung.

3.1.2 Gruppen

Die Ratten wurden randomisiert in drei Gruppen a acht Tiere aufgeteilt. Zwei Gruppen fiir die
zu untersuchenden Gelatinescaffolds und eine Positivkontrollgruppe, die mit einem
Spongiosatransplantat therapiert wurde (Tabelle 1).

Tabelle 1: Gruppeniibersicht

Transplantat Anzahl der Tiere
Gelatinescaffold 1 (G10LNCOS) 8
Gelatinescaffold 2 (G10LNCO3) 8
Spongiosatransplantat 8

27



Material und Methoden

3.2 Material

3.2.1 Gelatinescaffolds

Die fiir diesen Versuch verwendeten Gelatinescaffolds wurden im Institut fiir
Polymerforschung, Helmholtz Zentrum Geesthacht, entwickelt und dort auch auf ihre
mechanischen und in vitro Eigenschaften getestet. Zur Herstellung wurde Gelatine in einer
wissrigen Losung auf 45°C erwirmt und unter Zusatz von einem Poloxamer (Pluronic® F-
108) stark verquirlt und aufgeschdumt. Die Stabilisation des Scaffolds wurde durch die
Zugabe einer Vernetzungsfliissigkeit (2,6-Diisocyanat-L-Lysin-Ethylester, LDI) erreicht. Es
wurden zwei verschiedene Scaffolds verwendet, welche sich in ihrer Zusammensetzung nur in
dem Uberschuss der Vernetzungsfliissigkeit unterschieden. Beide Scaffolds hatten eine
Gelatinekonzentration von zehn Prozent. Bei dem Gelatinescaffold 1 war ein Uberschuss von
8 mol LDI und bei dem Gelatinescaffold 2 ein Uberschuss von 3 mol LDI vorhanden. Die
Scaffolds besaBen folgende Eigenschaften:

Gelatinescaffold 1 (G10_LNCOS): Makrosteifigkeit ca. 5 kPa, Mikrosteifigkeit ca. 100 kPa.
Gelatinescaffold 2 (G10_LNCO3): Makrosteifigkeit ca. 5 kPa, Mikrosteifigkeit ca. 1200 kPa.

Desweiteren hatten beide Scaffolds eine Porositit von 80 vol% und eine Porengréf3e von 156
+ 56 bis 286 + 92 um im trockenem und von 192 + 59 bis 209 + 54 pm im nassen Zustand.
Die Dichte betrug 0.0664 + 0.0025 g/cm? bis 0.0959 + 0.0034 g/cm?. Sie waren formstabil
und verdnderten ihre Dimensionen nicht, wenn sie nass wurden. Aul3erdem nahmen sie ihre
urspriingliche Form wieder an, nachdem sie bis auf die Hilfte zusammengedriickt und
anschlieBend in ein wissriges Medium {iberfithrt wurden (Abb. 1).
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ADbb. 1: Darstellung der Formstabilitit und Elastizitit der Gelatinescaffold.

Der trockene Scaffold wird komprimiert (II) und verbleibt anschiefend in dieser Form (III).
Unter Zugabe von Wasser geht der Scaffold in seine Ausgangsform zuriick (IV). Der nasse
Scaffold kann komprimiert werden (V) und nimmt sofort nach Beendigung der Kompression
seine urspriingliche Form wieder ein (VI). Die dufleren Dimensionen des Scaffolds dndern sich
nicht, wenn er nass wird.

3.2.2 Spongiosa

Die Spongiosazylinder stammten aus der Gewebebank der Charit¢é und wurden
freundlicherweise von Dr. Axel Pruss (Institut fiir Transfusionsmedizin, Charité-
Universitdtsmedizin, Berlin, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Der Spender war eine 65
Jahre alte mannliche Person, die an einem Myokardinfarkt gestorben war. Die Zylinder waren
etwa 4 mm hoch und hatten einen Durchmesser von ungefdhr 2,5 mm. Nach der Entnahme
wurden sie gefriergetrocknet und mit Chloroform/Methanol und anschlieBend mit
Peressigsdure/Ethanol sterilisiert.

3.2.3 Fixateur externe

Zur Fixation wurde ein unilateraler Fixateur externe, bestehend aus vier Titan-Gewindepins
(Kirschnerdrdhte mit 5 mm langem Gewinde, Medizintechnik Jagel, Bad Blankenburg,
Deutschland) und einem Querbalken aus rostfreiem Stahl, verwendet. Der Querbalken hatte
die MaBe 22 x 5 x 2 mm und die Pins einen Kerndurchmesser von 0,65 mm und einen
AulBendurchmesser von 1,2 mm. Jedes Pinpaar war mit dem Querbalken durch Klemmbacken
aus Titan verbunden, welche Aussparungen fiir die Pins besalen und mit versenkbaren
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Schrauben und Muttern am Querbalken befestigt werden konnten. Die Steifigkeit dieses
Fixateur externe betrug in axialer Richtung durchschnittlich 50 N/mm.

3.3 Operatives Vorgehen

3.3.1 Vorbereitung

Die Tiere wurden unmittelbar vor der Operation aus den Gruppenkéfigen genommen und
jeweils in einen eigenen Kéfig verbracht, damit sie sich in der Einschlaf- und Aufwachphase
nicht gegenseitig storten. Als Anisthesie erhielten die Ratten eine Injektionsnarkose
intraperitoneal. Diese bestand aus Ketaminhydrochlorid 60 mg/kg (Ketamin®™ 50 mg, Actavis,
Zug, Schweiz) und Medetomidin 0,3 mg/kg (Domitor”, Pfizer, Karlsruhe, Deutschland). Nach
wenigen Minuten waren die Tiere eingeschlafen. Jedes Tier bekam eine individuelle farbliche
Markierung auf dem Schwanz und wurde gewogen. Zum Schutz der Hornhaut wurde eine
Augensalbe (Bepanthen®, Jenapharm, Deutschland) aufgetragen. Als Antibiotikum bekamen
sie  Clindamycin-2-dihydrogenphosphat 45 mg/kg (Clindamycin®, Ratiopharm, Ulm,
Deutschland) und als Schmerzmittel wurde Tramadolhydrochlorid 20 mg/kg (Tramal®,
Griinenthal, Aachen, Deutschland) subkutan verabreicht. Die komplette linke
Hintergliedmafle bis hin zur linken Bauchwand wurde groBziigig lateral und medial
freigeschoren und anschlieBend mit einer Polividon-Iod-haltigen Lésung (Braunoderm®, B.
Braun, Melsungen, Deutschland) desinfiziert. Zum Schluss ist die Narkosetiefe anhand der
Tiefensensibilitit (Kneifen zwischen den Zehen) getestet worden, erfolgte keine Reaktion,
wurde das Tier auf den Operationstisch auf eine Wéarmematte, welche mit einer sterilen
Unterlage abgedeckt war, verbracht. Die Lagerung erfolgte vorn in Brust-Bauch-Lage und
hinten in Seitenlage mit dem linken Bein nach oben. Nachdem das Tier komplett bis auf die
linke HintergliedmaB3e mit einem sterilen Lochtuch abgedeckt war, konnte die Operation
beginnen.

3.3.2 Operation

Die Haut der linken Hintergliedmalle wurde iiber die gesamte Liange des Femurs mit einem
Skalpellschnitt eroffnet. Anschlieend erfolgte die Fasziendurchtrennung und das stumpfe
Freipréaparieren des Oberschenkelknochens mit einer Préparierschere. Dafiir wurden der M.
glutaeus superficialis und der M. biceps femoris ohne Verletzung der Muskelfasern stumpf
auseinandergedrdngt (Abb. 2). Nachdem der Knochen frei lag, konnten die Locher fiir die vier
Titanpins mit einem 0,9 mm Bohrkopf (Proxxon, Féhren, Deutschland) gebohrt werden.
Zuerst wurde das distale Loch gebohrt. Wihrend des Bohrens wurde stindig mit steriler
Kochsalzlosung gespiilt, um Schiden durch die entstehende Hitze zu vermeiden. Nachdem
das erste Loch gebohrt war, wurde der Pin manuell eingeschraubt. Als zweites wurde der
proximale Pin eingesetzt (Abb. 3). Um fiir die Bohrung den richtigen Abstand zwischen den
Lochern zu erhalten, wurde eine Bohrschablone benutzt. Die beiden mittleren Pins wurden
zuletzt in der gleichen Weise eingeschraubt. Dabei war darauf zu achten, dass alle Pins
moglichst senkrecht zum Knochen und auf einer Linie eingesetzt wurden. Die Stabilisierung
der Pins erfolgte nun mit dem Querbalken des Fixateurs, welcher normiert durch einen
Abstandhalter, genau in einer Entfernung von 7,5 mm zum Knochen angebracht wurde (Abb.
4). Nachdem alles festgeschraubt war, wurden die langen Enden der Pins, die nach oben iiber
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den Fixateur hinausragten, mit einem Seitenschneider gekiirzt. Um den Defekt von 5 mm zu
erzeugen, wurden mit Hilfe einer Schablone und einer oszillierenden Sidge zwei Osteotomien
durchgefiihrt (Abb. 5). Dabei wurden die Wundrénder mit Wundhaken auseinander gehalten
und wiederrum mit steriler Kochsalzlosung gespiilt. Das so entstandene Knochenstiick konnte
nun entfernt und der Defekt mit den unterschiedlichen Transplantaten aufgefiillt werden (Abb.
6, 7 und 8). Die Gelatinescaffolds wurden dafiir vorher drei bis vier Stunden in einer sterilen
Losung hydriert. Am Ende erfolgte der Wundverschluss mit Einzelknoptheften. Dabei wurde
bei der Faszie ein resorbierbarer Faden (3-0 Vieryl® mit Nadel, Ethicon,
Norderstedt/Deutschland) und bei der Haut ein nichtresorbierbarer (3-0 Prolene®™ mit Nadel,
Ethicon, Norderstedt, Deutschland) verwandt.
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Abb. 2: Foto von der Operation (1).

Zu sehen ist das linke intakte Femur. Die Muskeln sind auseinandergedringt und werden durch
Haken gehalten.

Abb. 3: Foto von der Operation (2).

Manuelles Einbringen des proximalen Titanpins. Der distale Titanpin wurde bereits
eingeschraubt. Fiir den korrekten Abstand wird eine Bohrschablone genutzt.
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Abb. 4: Foto von der Operation (3).
Stabilisierung der Pins mit dem Querbalken des Fixateurs, welcher normiert durch einen
Abstandhalter genau in einer Entfernung von 7,5 mm zum Knochen angebracht wird.

Abb. 5: Foto von der Operation (4).
Mit Hilfe einer Schablone und einer oszillierenden Séige wird ein Defekt von 5 mm erzeugt.
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ADbb. 6: Foto von der Operation (5).
Der 5 mm Knochendefekt stabilisiert mit dem Fixateur externe. Die Titanpins sind noch nicht
gekiirzt.

Abb. 7 und 8: Fotos von der Operation (6/7).
Der Defekt gefiillt mit Spongiosaimplantat (links) und Gelatinescaffold (rechts). Die Titanpins
sind gekiirzt.
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3.3.3 Nachsorge

Im Anschluss an die Operation wurden die Tiere einzeln in ihre Kéfige verbracht und
erhielten zur Antagonisierung der Narkose 0,5 mg Atipamezolhydrochlorid (Antisedan®,
Pfizer, Karlsruhe, Deutschland) intramuskuldr. Dabei wurde darauf geachtet, dass sie in
Brust-Bauch-Lage gebracht und ihre Augen abgedeckt wurden, da sie wihrend der
Aufwachphase mit Rotlicht bestrahlt wurden. Nach ungefdhr 30 Minuten waren die Tiere
wieder bei Bewusstsein und hatten freien Zugang zu Futter und Wasser. Uber das Wasser
erhielten sie fiir drei Tage ein Schmerzmittel (Tramadolhydrochlorid 25 mg/L, Tramal®,
Griinenthal, Aachen, Deutschland). Fiir die erste Zeit wurden sie weiterhin einzeln gehalten.
AnschlieBend wurden sie zu zweit gesetzt, um eine mdglichst artgerechte Haltung zu
gewdhrleisten. Es erfolgte eine tdgliche Kontrolle des Gesundheitszustandes und des
Gewichtes und eine wochentliche Pinpflege. Dabei wurde der Sitz des Fixateurs kontrolliert,
eventuelle Krusten an den Pins mit einer 0,1%igen Ethacridinlésung (Rivanol®
Chinosolfabrik, Seelze, Deutschland) entfernt und die Wunde gereinigt. Zwei, vier und sechs
Wochen nach der Operation wurde die linke Hintergliedmalle in zwei Ebenen (latero-lateral,
anterior-posterior) gerontgt (LX-60, Faxitron Bioptics, Tucson, USA) und ein MicroCT
angefertigt. Dazu musste zuvor der Querbalken aus Stahl durch einen PEEK Kunststoffbalken
ersetzt werden, da der Stahlbalken rontgendicht war. Die Tiere wurden wie zuvor
intraperitoneal narkotisiert. Die Rontgenbilder dienten der Kontrolle des Heilungsverlaufes
sowie zur Feststellung eines Ausbrechens der Pins des Fixateurs oder Knochenlysen. Bei
einer derartigen Komplikation wurden die Tiere aus dem Versuch genommen und getdtet, um
unnétig Leid zu vermeiden. Die MicroCTs wurden spiter zur Analyse der Heilung
ausgewertet. Die meisten Tiere vertrugen die Narkose und Operation gut. Es kam aber auch
zu Verlusten. Ein Tier ist aus der Narkose nicht erwacht, bei jeweils drei Tieren kam es vor
Ablauf der Standzeit zu Pinausbriichen und gro3en Knochenlysen, dass sie aus dem Versuch
ausgeschlossen wurden. Somit verblieben je sechs Tiere in den Gelatinescaffoldgruppen und
fiinf in der Spongiosakontrollgruppe.

3.3.4 Euthanasie und Probengewinnung

Sechs Wochen nach der Operation wurden die Tiere euthanasiert. Dafiir wurden sie wie zuvor
narkotisiert und sobald simtliche Reflexe ausgeschalten waren, mit Kaliumchlorid (7,45 %,
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) intrakardial appliziert, getotet. Die Tiere
starben sofort durch Herzstillstand. Dies konnte durch optische Kontrolle der Atmung und
Retina-Durchblutung sowie palpatorische Kontrolle des Herzens gesichert werden.
Anschliefend wurden die beiden HintergliedmaBBen entnommen. Dazu wurde nach der
Enthdutung das Kniegelenk maximal gebeugt, gedffnet und im Gelenkspalt abgesetzt. Auf der
proximalen Seite wurde der Femurkopf aus der Beckenpfanne exartikuliert und nach
Trennung aller Muskelansétze und Sehnen konnte der Oberschenkel vorsichtig entnommen
werden. Die am Knochen verbliebene Muskulatur der Beckengliedmalle wurde unter
besonderer Schonung des Periost und Kallus vorsichtig abpréipariert. Das entfernte
Muskelgewebe wurde verworfen. Wihrend der Probenentnahme musste sorgfiltig darauf
geachtet werden, dass nur minimale Zug-, Druck- und Scherkrifte auf den osteotomierten
Knochen wirken. Daher verblieb der Fixateur zunidchst am Knochen. Zuletzt wurden die
Préaparate fiir 48 Stunden in einer Fixierungslosung aus 37 %igem Formaldehyd (Merck,
Darmstadt, Deutschland), Ethylalkohol 100 % (Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland),
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Barbital-Natrium-Puffer, pH 7,4/0,1 mol (Apotheke der Charité, Berlin, Deutschland) und
Glukose (Merck, Darmstadt, Deutschland) fixiert. Zur besseren Durchtrinkung des Knochens
mit der Fixierungslosung wurde der Oberschenkelkopf zuvor abgesetzt, um die Markhohle zu
offnen.

3.4 MicroCT

3.4.1 Durchfiihrung

Zwei, vier und sechs Wochen nach der Operation wurden in vivo MicroCTs der
osteotomierten GliedmaBe und nach der Probengewinnung und Fixierung auch in vitro
MicroCTs von beiden Oberschenkeln jeden Tieres angefertigt (vivaCT 40, Scanco Medical
AG, Briittisellen, Schweiz). Dafiir musste der Querbalken gewechselt beziehungsweise, nach
der Fixierung der Knochen, der Fixateur entfernt werden. Zum Scannen wurden die Tiere in
ein eigens daflir angefertigtes Tierbett mit Halterung fiir den Fixateur gelegt und mit
Klebestreifen in Riickenlage fixiert. Der Fixateur extern konnte nun exakt waagerecht an der
Fixateurschablone eingehakt werden, sodass die Gliedmafe nicht mehr bewegt werde konnte
(Abb. 9). Die in vivo MicroCTs wurden mit 55kV und 145pA aufgenommen. Sie hatten eine
Auflésung von 35um und eine Integrationszeit von 150 ms. Die in vitro MicroCTs wurden
mit 70kV und 114pA aufgenommen. Sie hatten eine Auflosung von 10,5um und eine
Integrationszeit von 381 ms.

3.4.2 Auswertung

Als Volume Of Interest (VOI) wurden 6 mm festgesetzt. Dieses enthielt den 5 mm
Frakturspalt und zusitzlich je 0,5 mm proximal und distal von den Grenzen der Osteotomie
ausgehend. Somit wurden bei den in vivo MicroCTs je 170 Schnitte und bei den in vitro
MicroCTs je 573 Schnitte analysiert. Zur Auswertung wurde nun in jedem einzelnen Schnitt
die fiir die Messung interessante Region deklariert, indem sie mit Hilfe des
Evaluierungsprogrammes (Scanco Medical AG, Briittisellen, Schweiz) gegen den
Uhrzeigersinn umrandet wurde. In diesem Fall also der Kallus, aufgeteilt in inneren Kallus
(Endokallus; Kallus innerhalb der Kortikalis) und &uBleren Kallus (Exokallus; Kallus
auflerhalb der Kortikalis). Zusitzlich musste die Kortikalis und bei der Kontrollgruppe die
Spongiosa von den Berechnungen ausgeschlossen werden. Diese Leerfliche wurde durch
Umrandung im Uhrzeigersinn deklariert (Abb. 10). Nachdem alle einzelnen Schnitte
bearbeitet worden waren, errechnete das Programm folgende Werte:

Total Volume (TV, totales Kallusvolumen in mm?)

Bone Volume (BV, mineralisiertes Kallusvolumen im mm?)

BV/TV

Tissue Mineral Density (TMD, Dichte des mineralisierten Gewebes im mg HA/ cm?)
Tissue Mineral Content (TMC=BV x TMD/1000; Inhalt mineralisierten Gewebes in mg).

Fiir die Berechnung dieser Werte musste zuvor noch ein Grenzwert ermittelt werden, ab dem
das Programm das Gewebe als mineralisiert ansieht. Dieser Wert wurde fiir die in vivo CTs
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auf 50% der Dichte des intakten Tibiaknochens derselben Gliedmale festgelegt und entsprach
351 mg HA/ cm?. Bei den in vitro CTs wurde die Dichte des kontralateralen Femurs genutzt.

Der Grenzwert wurde auf 50% dieses Vergleichswertes festgelegt und entsprach 353 mg HA/
cm?.

Abb. 9: Ratte im MicroCT-Tierbett.

Vorbereitung zum MicroCT. Das Tier liegt in einem eigens dafiir angefertigten Tierbett mit
Halterung fiir den Fixateur und ist mit Klebestreifen in Riickenlage fixiert. Der Fixateur externe
ist exakt waagerecht an der Fixateurschablone eingehakt.

Invawo rat_femur

i
1.0 mm

ADbb. 10: Darstellung MicroCT-Auswertung.

Dargestellt ist ein transversaler Schnitt durch das Femur. Die Kortikalis (roter Pfeil) ist durch

Umrandung im Uhrzeigersinn gekennzeichnet. Der Kallus (gelber Pfeil) ist durch Umrandung
gegen den Uhrzeigersinn markiert.
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2 Wochen 4 Wochen 6 Wochen MaBstabsbalken=1mm

Spongiosakontroll-
gruppe

Gelatinescaffold-
gruppe 1

Gelatinescaffold-
gruppe 2

Abb. 11: 3D-Darstellung des Kallus im MicroCT.
Dreidimensionale Ansicht des Kallus in den verschiedenen Gruppen mit jeweils einem
Beispieltier nach 2, 4 und 6 Wochen.

3.5 Histologie

3.5.1 Vorbereitung der Proben
Entkalken und Entwiissern

Nachdem die Proben 48 Stunden in der Fixierlosung fixiert waren, mussten die Knochen
entkalkt werden. Nach einer ausgiebigen Wisserung mit Leitungswasser wurden sie in mit
EDTA (Athylendiamintetraessigsidure, Entkalkungsldsung, Herbeta-Arzneimittel, Berlin,
Deutschland) gefiillte verschraubbare Gliser {iberfithrt. EDTA ist ein Komplexbildner, der
Komplexe mit Kalzium bildet und den Knochen somit entkalkt. Die Proben verblieben fiinf
bis sechs Wochen im EDTA, wobei die Fliissigkeit zweimal wochentlich gewechselt wurde.
AuBlerdem standen die Gldser in einem 37°C warmen Brutschrank, um die Reaktion zu
beschleunigen. Nachdem die Entkalkung abgeschlossen war, mussten die Proben nach einer
weiteren ausgiebigen Wisserung mit Leitungswasser entwissert werden. Dafiir sind die
Knochen einzeln in Kunststoffkéifige verbracht worden. Die Dehydrierung erfolgte maschinell
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in einem Entwisserungsautomaten (Leica TP 1020, Leica Microsystems, Nussloch GmbH,
Deutschland) mit Alkohol und Xylol nach folgendem Schema:

1 x70 %, 2x 80 %, 2x 96 %, 3 x 100 % Alkohol, 2 x Xylol, 2 x Paraffin
Einbettung und Schneiden

Eingebettet wurden die Proben mit Paraffin (Paraplast”, Plus Tissue Embedding Medium,
Tyco, Healthcare, Mansfield, USA). Dazu wurden sie einzeln in kleine Gussformen gelegt
und mit Paraffin aus einem Paraffinbad (Leica EG 1120, Leica Microsystems, Nussloch
GmbH, Deutschland) iibergossen. Zu beachten war, dass sie mit der anterioren Seite nach
unten und moglichst parallel zum Boden lagen. Zur Abkiihlung und Aushirtung kamen die
Formen auf eine Kiihlplatte (Leica EG 1130, Leica Microsystems, Nussloch GmbH,
Deutschland). Nachdem die Blocke ausgehdrtet waren, konnten sie leicht aus den Formen
gelost werden. Zum Schneiden wurde ein Rotationsmikrotom (Leica RM 2125, Leica
Microsystems, Nussloch GmbH, Deutschland) verwendet. Die Blocke wurden zuerst mit
einem Messer grob von {iberschiissigen Paraffin befreit und dann in das Mikrotom so
eingespannt, dass die anteriore Seite des Knochens nach vorn ragte und somit angeschnitten
wurde. Fiir eine bessere Schneidbarkeit wurden die Blocke vorher und auch zwischendurch
immer wieder zur Kiihlung auf einen Eisblock gelegt. Nun wurde der Knochen in 10 pm
Schritten so weit angeschnitten, bis die Knochenmarkshohle auf beiden Seiten der Osteotomie
geoffnet war. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Knochen moglichst parallel zur
Schnittrichtung ausgerichtet wurde. Nachdem die gewiinschte Schnittebene erreicht war,
wurden 4 um dicke Schnitte hergestellt und sofort in ein Wasserbad (Leitungswasser,
Raumtemperatur) verbracht. Dort wurden sie mit einem Pinsel vorsichtig separiert und
geglittet. Anschlieend konnte jeder einzelne Schnitt in ein weiteres wirmeres Wasserbad
(Leitungswasser, 42°C, Leica HI 1210 Leica Microsystems, Nussloch GmbH, Deutschland)
verbracht werden. Dort glittete sich das Paraffin nochmals und konnte einfach auf einen
Objekttrager aufgezogen werden. Zur weiteren Fixierung sind die Schnitte anschlieBend fiir
mindestens 24 Stunden in einen Brutschrank (37 °C) zur Trocknung verbracht worden.

3.5.2 Histologische Firbungen
Movat Pentachrom-Fiirbung

Die Movat Pentachrom-Firbung wurde als Ubersichtsfirbung fiir die deskriptive Histologie
verwendet. Durch die stark ausgeprigten Farben war eine eindeutige Unterscheidung der
verschiedenen Gewebearten mdglich. Knochen und knécherner Kallus stellten sich leuchtend
gelb dar. Osteoid und Muskeln waren leuchtend rot. Die Muskeln konnten anhand ihrer
typisch schmalen und parallel verlaufenden Muskelzellen identifiziert und vom Osteoid,
welches sich immer an der Oberfliche des Knochens befindet, unterschieden werden.
Nichtmineralisierter Knorpel und das Bindegewebe waren blau bis griin gefarbt. Der Knorpel
konnte vom Bindegewebe durch die typisch sdulenartige Lagerung der Knorpelzellen
unterschieden werden. Das Bindegewebe konnte auch eine rot bis purpurne Farbe annehmen,
besonders im Bereich des Knochenmarks (Abb. 12). Die Movat Pentachrom-Féarbung ist
zusétzlich fir die Histomorphometrie herangezogen worden. Dabei konnten die
verschiedenen Gewebeanteile mit Hilfe eines Computerprogrammes quantitativ erfasst und
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ausgewertet werden. Zusétzlich wurde hier auch mit Hilfe eines Computerprogramms die

GroBe des Osteotomiespaltes zwischen den beiden Kallusenden vermessen.

Die Farbung wurde wie folgt durchgefiihrt:

40

e Xylol
(J.T. Baker, Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Niederlande)
100-100-96-80-70 %iger Alkohol

(Ethanol, Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland)

Aqua dest.

1% ige Alcianblauldsung

(8GX, Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Abspiilen unter Leitungswasser

Alkalischer Alkohol: 10 ml 25 % Ammoniak

(Merk, Darmstadt, Deutschland) auf 180 ml 96 %Alkohol
Waissern in Leitungswasser

Waschen in Aqua dest.

Weigerts Eisenhaematoxylin
(Eisenhaematoxylin A und B, Waldeck GmbH, Dicision Chroma®,
Miinster, Deutschland im Verhiltnis 1:1)

Waschen in Aqua dest.

Waissern in Leitungswasser

Brillant Crocein-Saurefuchsin

(Brillantcrocein R, Waldeck GmbH, Dicision Chroma®
Miinster, Deutschland)

0,5 % Essigsdure

5 % Phosphormolybdanséure

(Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland)

3 x 100 % Ethanol

Saffron du Gatinais

(Waldeck GmbH, Dicision Chroma®, Miinster, Deutschland)
in 100 % Ethanol
e 3x 100 % Ethanol

2 x 10 Minuten

je 2 Minuten

2 Minuten

10 Minuten

5 Minuten
60 Minuten

10 Minuten
1 Minute
10 Minuten

1 Minute
15 Minuten
10 Minuten

kurz

15 Minuten

5 Minuten

60 Minuten

3 Minuten
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e Entfetten in Xylol 2 x 5 Minuten

Eindeckeln mit Vitro-Clud®

TRAP-Fiirbung

Mit der TRAP-Férbung konnten Osteoklasten identifiziert werden. Dazu wurden die fiir diese
Zellen typischen tartrat-resistenten sauren Phosphatasen angefarbt (Tartrat-resistant acid
phosphatase, TRAP) Die Osteoklasten waren als rote Zellen zu erkennen, wobei der
Hintergrund blass bis leicht rosa erschien (Abb. 13). Es war darauf zu achten, dass teilweise
auch andere Zellen, wie Makrophagen, positiv gefiarbt sein konnten. Daher erfolgte die
Identifizierung der Osteoklasten nicht nur durch ein positives Farbeergebnis, sondern auch
durch ihre Lage und die Anzahl der Zellkerne.

Die Fiarbung wurde wie folgt durchgefiihrt:

Xylol 2 x 10 Minuten
(J.T. Baker, Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland)

100-100-96-80-70 %iger Alkohol je 2 Minuten
(Ethanol, Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland)

TRAP-Puffer bestehend aus: 10 Minuten

1,64 g Natriumacetat (Merk, Darmstadt, Deutschland)

23,05 g Natriumtartrat (Merk, Darmstadt, Deutschland)

auf 1 Liter Aqua dest. bei pH 5,0

TRAP- Féarbung bei 37°C bestehend aus: 30 bis 120 Minuten
40 mg Naphtol AS-Mix Phosphat (Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland)

4 ml N-N-Dimethylformamid (Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland)

240 mg Fast-Red-Violett LB Salt (Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland)

2 ml Triton X (Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland)

auf 200 ml TRAP-Puffer

Spiilen in Aqua dest. 1 Minute
Gegenfiarbung mit Mayer Hamatoxylin 3 Minuten
(Merk, Darmstadt, Deutschland)

Spiilen mit Leitungswasser 5 bis 10 Minuten
Eindeckeln mit Aquatex

(Merk, Darmstadt, Deutschland)
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3.5.3 Immunhistochemische Firbungen

Bei der Immunhistochemie wird sich die natiirliche Bildung von Antigen-Antikorper-
Komplexen zu Nutze gemacht. Um bestimmte Gewebe sichtbar zu machen, werden Antigene
dieser Strukturen durch die Zugabe eines unkonjugierten Primérantikorpers, der sich gegen
die Gewebs-Antigene richtet, markiert. Bei der hier angewandten immunhistochemischen
Farbemethode handelte es sich um die sogenannte Zwei-Schritt oder indirekte Methode mit
Avidin-Biotin-Komplex. Die ABC-Methode basiert auf der Fahigkeit des aus Hiihnereiweif3
gewonnenen Glykoproteins Avidin, vier Molekiile des wasserloslichen Vitamins Biotin zu
binden. Nach Absittigung unspezifischer Bindungsstellen an Gewebeproteinen mit Hilfe
eines Normalserum wurde ein monoklonaler, unkonjugierter Primérantikdrper zugefiigt,
welcher an das nachzuweisende Antigen andockte. AnschlieBend wurde ein gegen den
Primdrantikorper gerichteter Sekundérantikorper, welcher mit Biotin markiert (biotinyliert)
war, dazugegeben. Der Sekundirantikdrper bildete eine Verbindung mit dem
Primérantikdrper. Das Biotin stellte eine Verbindung zur dritten Reagenz, dem Avidin-Biotin-
Komplex (ABC) dar, an dem das Enzym Alkalische Phosphatase gekoppelt war (Abb. 15).
Durch die Fahigkeit des Avidins vier Verbindungen mit Biotin einzugehen, entstand ein
Makromolekiil, welches viel Enzym enthielt. Somit wurde eine Verstiarkung der Farbung und
Erhohung der Sensitivitdt erreicht. Vor Firbebeginn musste die jeweils optimale
Konzentration der Primérantikorper zur Darstellung der zu detektierenden Antigene ermittelt
werden. Hierzu wurden die Primérantikorper in Vorversuchen mit einem Puffer (Dako,
Antibody Diluent, Via Real, USA) verdiinnt. Als Negativkontrolle dienten Préparate, die
nicht mit dem Primdrantikérper inkubiert wurden. Als Positivkontrolle wurde fiir die
Kollagen 1 Schwein-Féarbung zusitzlich Schweinehaut mit angefarbt.

Die Fiarbungen wurden im Einzelnen wie folgt durchgefiihrt:

e Xylol 2 x 10 Minuten
(J.T. Baker, Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Holland)

e 100-100-96-80-70 %iger Alkohol je 2 Minuten
(Ethanol, Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland)

e Aqua dest. 2 Minuten

e Phosphatpufferlosung (PBS): Verdiinnung 1:10 mit Aqua dest. 2 x 5 Minuten
(Waldeck GmbH, Miinster, Deutschland)

e Hyaluronidase 0,2% bei 37°C (nicht bei alphaSMA) 15 Minuten
(Sigma Aldrich, Seelze, Deutschland)

e Phosphatpufferlosung (PBS): Verdiinnung 1:10 mit Aqua dest. 2 x 5 Minuten
(Waldeck GmbH, Miinster, Deutschland)

e Normalserum bei Raumtemperatur 30 Minuten

e Primérantikorper 1:100 mit Diluent bei 4°C iiber Nacht

(Antibody Diluent, Dako, Via Real, USA)
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Phosphatpufferlosung (PBS): Verdiinnung 1:10 mit Aqua dest. 2 x 5 Minuten
(Waldeck GmbH, Miinster, Deutschland)

Sekundirer Antikorper bei Raumtemperatur 30 Minuten
Phosphatpufferlosung (PBS): Verdiinnung 1:10 mit Aqua dest. 2 x 5 Minuten

(Waldeck GmbH, Miinster, Deutschland)

AB-Komplex bei Raumtemperatur 50 Minuten
(5 ml PBS + 1 Tr. Losung A + 1 Tr. Losung B)

(Alkaline Phosphatase Standard Kit, AK 5000,

Vector Laboratories, Burlingame, USA)

Phosphatpufferlosung (PBS): Verdiinnung 1:10 mit Aqua dest. 2 x 5 Minuten
(Waldeck GmbH, Miinster, Deutschland)

Chromogenpuffer (pH 8,2) bestehend aus: 2 x 5 Minuten
3,96 g Sigma HCLT 3253

0,54 g Sigma T1503/6066

2,63 g Merck 6404 NaCl

auf 300 ml Aqua dest.

Visualisierung mit AP-Substrat circa 7 Minuten
(2,5 ml Chromogenpuffer + je 1 Tr. Losung 1+2+3) (Kontrolle des
(Alkaline Phosphatase Substrate Kit I, SK-5100, Farbumschlages unter
Vector Laboratories, Burlingame, USA) dem Mikroskop )

abstoppen der Reaktion in PBS

Gegenfarbung mit Mayer Hiamatoxylin 3 Minuten
(Merk, Darmstadt, Deutschland)

Spiilen mit Leitungswasser 5 bis 10 Minuten
Eindeckeln mit Aquatex

(Merk, Darmstadt, Deutschland)

alphaSMA-Firbung

Bei der alphaSMA-Farbung wurden anhand der oben beschriebenen Methode die glatten
Muskelzellen der GefaBle angefarbt. Diese erschienen rot, wohingegen sich der Hintergrund
nur schwach rosa bis blaulich anfirbte (Abb. 16). Die Gefid3e konnten anschlieBend mit Hilfe
eines Computerprogrammes ausgezdhlt werden.
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Es wurden fiir die Farbung folgende Reagenzien verwendet:

Normalserum: 2% in PBS, made in horse, Vector Laboratories, Burlingame, USA
Primdrantikorper: Smooth Muscle Actin (SMA), made in mouse, Dako, Via Real, USA
Sekunddrantikérper: 2% + 2% Normalserum in PBS, Anti mouse, made in horse,
biotinylated, Vector Laboratories, Burlingame, USA

Kollagen 1 Schwein-Firbung

Bei der Kollagen 1 Schwein-Firbung handelte es sich um eine immunhistochemische
Féarbung, bei der porcines Kollagen 1 sichtbar gemacht werden konnte. Somit konnte
untersucht werden, ob sich zum Zeitpunkt der Euthanasie noch Anteile des Gelatinescaffolds
im Frakturspalt befanden. Das Kollagen farbte sich pink, wobei der Hintergrund nur sehr
schwach rosa bis neutral erschien (Abb. 18). Die Fliche konnte anschlieBend mit Hilfe eines
Computerprogrammes ausgemessen werden.

Es wurden fiir die Farbung folgende Reagenzien verwendet:

Normalserum: Normal Goat Serum, 5% in PBS, Vector Laboratories, Burlingame, USA
Primdrantikorper: Polyclonal Antibody to Collagen type I porcine, made in rabbit, Acris,
Herford, Deutschland)

Sekunddrantikérper: 2% Normalserum + 1:150 sekunddrer Antikorper in PBS

Anti rabbit, made in goat, biotinylated, Vector Laboratories, Burlingame, USA

3.5.4 Auswertung

Fir die Auswertung der histologischen Schnitte mussten sie digitalisiert werden. Dafiir
wurden die Schnittprdparate mit Hilfe eines Mikroskops und einer computergestiitzten
Software (Axio Vision, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutschland) aufgenommen. Eine mit
dem Mikroskop verbundene und mit der Software vernetzte hochauflosende Digitalkamera
scannte das histologische Préparat innerhalb eines benutzerdefinierten Bereiches mit einer
festgelegten VergroBerung ein. Aullerdem wurde darauf geachtet, dass die Schnitte immer in
der gleichen Ausrichtung aufgenommen wurden (proximal links, distal rechts, medial oben
und lateral unten).

Festlegung der ROI

Die ROI (Region Of Interest) diente der einheitlichen und moglichst standardisierten
Auswertung der Prdparate und wurde auf 7 mal 6 mm festgelegt. Dabei wurde vom
Mittelpunkt des Osteotomiespaltes 3,5 mm nach distal und 3,5 mm nach proximal gemessen
um die Hohe der ROI zu erhalten. Desweiteren wurde die Breite auf 6 mm festgelegt, da dies
der breitesten Kallusausdehnung in allen Schnittpridparaten entsprach. Somit hatte die ROI
immer eine Gesamtfliche von 42 mm? (Abb. 20).
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Deskriptive Auswertung

Fiir die deskriptive Histologie wurde von jedem Schnittpriparat und jeder Firbung ein
Exemplar lichtmikroskopisch beurteilt. Dabei wurde bei der Ubersichtsfirbung (Movat
Pentachrom-Farbung) besonders auf die Zusammensetzung der einzelnen Gewebeanteile und
das Ausmal des Kallus geachtet. Bei der TRAP-, der alphaSMA- und der Kollagen-Féarbung
wurde besonderes Augenmerk auf das Verteilungsmuster der Osteoklasten, Gefélle
beziehungsweise des Kollagens gelegt.

Histomorphometrische Auswertung

Die histomorphometrische Auswertung der Préparate mit Hilfe der computergestiitzten
Analyse-Software (KS Run 400 Version 3.0, Carl Zeiss Vision, GmbH Eching, Deutschland)
ermoglichte eine quantitative Erfassung einzelner Gewebearten anhand der Movat
Pentachrom-Farbung. Hierzu wurden die Schnitte mit einer 16-fachen Vergroferung
digitalisiert und anschliefend mit einem individualisiertem Programm (Makro) analysiert.
Das Programm war in der Lage, anhand bestimmter Farbpixel Flichen zu erkennen und zu
berechnen. Zusitzlich konnten Flichen oder Strukturen manuell umfahren und somit
sequenziert werden. Nachdem die einzelnen Bilder hochgeladen waren, konnte Schritt fiir
Schritt den Anweisungen des Makros gefolgt werden. Zuerst wurde eine Kalibrierung
vorgenommen. Dabei musste der zuvor in das Bild eingebrachte Mal3stabsbalken von 2 mm
mit einem vom Programm vorgegebenen Rechteck abgemessen werden. AnschlieBend musste
die Kortikalis manuell umfahren werden. Dabei wurde darauf geachtet, dass neugebildeter
Geflechtknochen oder Kallus an den Réndern der Kortikalis nicht mit einbezogen wurde.
Folgend wurde die ROI festgelegt, wobei das Programm genaue Anweisungen gab, wo
Messpunkte gesetzt werden mussten. Dabei wurde die ROI nochmals in eine periostale und
endostale und diese in eine mediale und laterale Fliche unterteilt (Abb. 21). AnschlieBend
wurde nur noch der Bereich innerhalb der ROI analysiert. Dies erfolgte halbautomatisch. Das
kalibrierte Computerprogramm markierte entsprechend der vorgegebenen Standardfarben die
Knochen-, Binde- oder Knorpelgewebsflichen. Die auswertende Person konnte diese
Einschétzung mittels Farbwertregler nach oben oder unten korrigieren und durch manuelles
Umfahren bestimmte Bereiche aus-oder einschlieBen. Zuletzt wurden die Leerflichen, zu
denen auch Muskeln, Fettgewebe oder Artefakte zdhlten, deklariert (Abb. 20).

Anhand der eingegeben Werte berechnete das Programm folgende Werte:

Total Callus Area in mm? (gesamte Kallusfliche abziiglich der Leerflichen, Kortikalis und
Spongiosa)

Bone Area in mm? (kndchernes Gewebe auler Kortikalis und Spongiosa > Kallus)

Cartilage Area in mm? (Knorpelgewebe)

Connective Tissue Area in mm? (Bindegewebe, auch Knochenmark wenn vorhanden)

Muscle Area im mm? (Muskelanteile innerhalb des Frakturspaltes)

Zusitzlich wurden fiir alle Gewebe auch die Anteile in den einzelnen Abschnitten der ROI
angegeben.
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Messung des Osteotomiespaltes

In den digitalisierten Pridparaten wurde mit Hilfe einer Computersoftware (AxioVision Rel.
4.8, Carl Zeiss Vision, GmbH Eching, Deutschland) die Distanz zwischen den proximalen
und distalen knochernen Kallusenden gemessen. Dazu wurden mit Hilfe von
Parallelverschiebung die beiden am dichtesten zusammenliegenden Punkte des Kallus,
parallel zum Verlauf der Knochenachse, vermessen (Abb. 22).

Auswertung der alphaSMA-Fiirbung

Mit Hilfe der alphaSMA-Féarbung konnte die GefaBdichte bestimmt werden. Dazu wurde von
jedem Préparat ein Schnitt ausgewertet. Die Schnittpraparate wurden mit der oben genannten
Methode und einer 100-fachen Vergroferung digitalisiert. Anschlieend konnten sie mit Hilfe
eines Photoprogramms (Adobe Photoshop, Version 7.0) analysiert werden. Das Programm
bekam die Abmessungen der ROI (7 mal 6 mm) und formte daraus ein Rechteck, welches
manuell auf den entsprechenden Bereich vergleichend zur Movat Pentachrom-Férbung
positioniert wurde. Somit entsprach die zu analysierende ROI ziemlich genau der der
histomorphometrischen Auswertung. Dies war notig, da die gezédhlten Gefdle nicht nur
absolut, sondern auch im Verhéltnis zum Bindegewebe in der ROI betrachtet werden sollten.
Zusitzlich wurde die Region Of Interest in einen periostalen und endostalen Bereich
aufgeteilt, indem eine Linie an der AuBlenseite der Kortikalis langgezogen wurde (Abb. 16).
Der Bereich, der aullerhalb dieser Linie lag, wurde als periostaler Bereich und alles andere als
endostaler Bereich gezéhlt. Die Auswertung erfolgte, indem die ganze Region meanderformig
durchmustert und Gefdlle mit einem farbigen Punkt markiert wurden (Abb. 17). Als Gefal3
galten dabei alle Strukturen, die folgende Kriterien erfiillten: Positive Féarbung, Lumen
(Hohlraum), anndhernd rund. Langsangeschnittene Gefd3e wurden dabei nicht berticksichtigt.
Auflerdem wurden Gefdfe in den Muskeln oder Knochen nicht mitgezéhlt.

Die Punkte zéhlte das Programm automatisch und berechnete folgende Ergebnisse:

totale Anzahl der Gefille

periostale Anzahl der Gefalle

endostale Anzahl der Gefille

Daraus wurde zusétzlich die GefaB3dichte im Bindegewebe berechnet
(Anzahl Gefdfle/mm? Bindegewebe).

Auswertung der TRAP-Firbung

Mit Hilfe der TRAP-Farbung konnte die Osteoklastendichte bestimmt werden. Dies wurde in
der gleichen Weise wie fiir die GefaBle durchgefiihrt (Abb. 13 und 14). Die Schnitte wurden
mit 100-facher VergroBerung aufgenommen und die ROI manuell positioniert. Um als
Osteoklast gezdhlt zu werden, mussten die Zellen folgende Kriterien erfiillen: Positives
Férbeergebnis, Mehrkernigkeit (mindestens zwei Zellkerne) und an der Knochenoberfldche
liegend.
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Das Programm errechnete folgende Ergebnisse:

totale Anzahl der Osteoklasten
periostale Anzahl der Osteoklasten
endostale Anzahl der Osteoklasten

Daraus wurde zusitzlich die Osteoklastendichte im Bezug auf den Knochen berechnet
(Anzahl der Osteoklasten/mm? Knochen), wobei als Knochen in diesem Fall der Kallus, die
Kortikales und in der Spongiosakontrollgruppe die Spongiosa zdhlen.

Auswertung der Kollagen 1 Schwein-Fiirbung

Diese Farbung sollte Auskunft iiber das Degradationsverhalten der Gelatinescaffolds geben.
Dazu wurden nur Schnittpriparate der beiden Gelatinescaffoldgruppen angeférbt und
ausgewertet. Die Bereiche, in denen Kollagen vorhanden war, farbten sich pink. Der
Hintergrund blieb neutral bis leicht rosa. Die Schnitte wurden zuerst wie oben beschrieben
mit einer 50-fachen Vergroferung digitalisiert. Die Analyse erfolgte mit einem eigens flir
diese Auswertung erstellten Makro. Dafiir wurde zuerst wieder eine feste ROI von 7 mal 6
mm wie oben beschrieben positioniert. Anschliefend deklarierte das Programm automatisch
alle pinkgefarbten Bereiche, wobei die Farbwertregler individuell nach oben oder unten
reguliert werden konnten (Abb. 18 und 19). Als Ergebnis errechnete das Programm die
Kollagenfliche in mm?.
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Abb. 12: Os femoris in der Ubersicht/ Longitudinalschnitt (Movat Pentachrom-Fiirbung).

Zu sehen ist ein Longitudinalschnitt durch das linke Femur. Zentral ist der Osteotomiespalt mit
dem Spongiosatransplantat zu erkennen. Knochen und knécherner Kallus stellen sich in dieser
Farbung leuchtend gelb dar. Muskeln sind leuchtend rot angefirbt. Nichtmineralisierter
Knorpel und Bindegewebe sind blau bis griin gefirbt. Das Knochenmark stellt sich rot bis
purpurn dar.

/ < ‘- 2 ‘-a ’ '.” \.. ‘ '

Abb. 13 + 14: Ansicht ROI und farbliche Markierung der Osteoklasten (TRAP-Firbung).

Links: Einteilung der ROI in endostalen (innerhalb der roten Linien) und periostalen
(auBerhalb der roten Linien) Bereich.

Rechts: Farbliche Markierung (griine Punkte) der Osteoklasten zur Zihlung.
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|
\ |‘ | Abb. 15 : Schematische Darstellung

immunhistochemischer Fiirbungen.

Schwarz: Antigene, griin: Primérantikorper,
blau: Sekundérantikoérper, gelb:
enzymgekoppelter AB-Komplex, rot: Substrat

ADbb. 16 und 17: Ansicht ROI und farbliche Markierung der Gefiifie (AlphaSMA-Féirbung).

Links: Einteilung der ROI in endostalen (innerhalb der roten Linien) und periostalen
(auBlerhalb der roten Linien) Bereich.

Rechts: Farbliche Markierung (griine Punkte) der Gefiifie zur Zihlung.
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Abb. 18 und 19: Ubersicht der Kollagen 1 Schwein-Firbung und Deklarierung.
Links: Das Kollagen ist kriftig pink gefirbt. Der Hintergrund ist schwach rosa.

Rechts: Ansicht mit Analyseprogramm. Automatische Markierung aller pinkgefirbten Bereiche
in gelb.

lateral

ﬁ periostal h

Kortikalis ,,1¢ Kortikalis ,.2“

endostal | Osteotomie- | endostal

spalt
Kortikalis ,,3“ l Kortikalis ,,4“
/ periostal \
medial

Abb. 20 und 21: Darstellung der ROI in Movat Pentachrom-Firbung und schematisch.
Links: Darstellung der ROI (schwarzes Rechteck). Die Kortikalis, Muskel- und Fettgewebe sind

als Leerfliichen deklariert (schwarz). Im Osteotomiespalt ist das Spongiosatransplantat zu
sehen.

Rechts: Schematische Darstellung der ROL. Sie ist unterteilt in einen periostalen und endostalen
Bereich, die sich wiederum in eine mediale und laterale Region unterteilen lassen.
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Abb. 22: Darstellung der Messung der Osteotomiespaltgrofie(Movat Pentachrom-Fiirbung).
Rote Linie: Abmessung des Osteotomiespaltes durch Parallelverschiebung.
Kallus (schwarze Pfeile); Spongiosatransplantat (griine Pfeile)

3.6 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung der Messwerte wurde ein Statistikprogramm (SAS® 9.1; SAS
Institute Inc, Cary, NC, USA) verwendet. Alle drei Gruppen wurden miteinander verglichen.
Dabei waren alle Messwerte voneinander unabhéngig. Sie wurden entweder mit Hilfe des
unpaired t —Test oder des Mann-Whitney U Test analysiert, abhingig davon, ob eine
Normalverteilung vorlag, was anhand des Shapiro-Wilk Test bestimmt wurde. Zusétzlich
wurden teilweise Messwerte innerhalb einer Gruppe miteinander verglichen. Diese Werte
waren nicht unabhingig und wurden mit Hilfe des paired t-Test gepriift. Es wurde eine
Irrtumswahrscheinlichkeit von unter fiinf Prozent angenommen, das Signifikanzniveau also
bei p=0,05 festgelegt. Alle p- Werte wurden mit Hilfe der Hochbergprozedur fiir die drei
verschiedenen Vergleiche angepasst.

51



4  Ergebnisse

4.1 Operationsbefunde

Kurze Zeit nach dem Eingriff kamen die Tiere zu Bewusstsein und erholten sich innerhalb
weniger Stunden. Lediglich eine Ratte erwachte nur langsam und starb in der folgenden
Nacht. Die Tiere belasteten die operierte GliedmaBle unmittelbar nach der Osteotomie voll
(Abb. 23). Im Rahmen der tdglichen Kontrolle des Gesundheitszustandes, der wochentlichen
Pinpflege sowie der Gewichtsbestimmung wurde zundchst kein weiteres Tier auffillig.
Jedoch zeigten sich bei der radiologischen Verlaufskontrolle bei einem Tier nach zwei
Wochen und bei zwei weiteren Tieren nach vier Wochen Pinausbriiche, so dass dieser Tiere
vorzeitig aus dem Versuch ausschieden und euthanasiert wurden. Drei weitere Tiere wiesen
nach Ende der Standzeit von sechs Wochen im MicroCT eine sehr starke Knochenlyse auf
und konnten nicht ausgewertet werden. Auch diese Tiere schieden aus, da durch die
Auflosung des Knochens keine Beurteilung der Heilung moglich war. In die Auswertung
gingen daher fiir die beiden Gelatinescaffoldgruppen jeweils sechs Tiere und fiir die
Spongiosakontrollgruppe fiinf Tiere ein.

Abb. 23: Foto: Ratten wenige Tage nach der Operation.
Der Fixateur externe ist akzeptiert und die Gliedmafie voll belastet.
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4.2 Radiologische Ergebnisse

4.2.1 Rontgenbilder

Anhand der zweiwdOchentlich durchgefiihrten Rontgenuntersuchungen wurde der
Heilungsverlauf und der Sitz der Pins des Fixateurs radiologisch kontrolliert. Auf den ersten
Rontgenbildern zwei Wochen nach der Operation stellte sich der fiinf Millimeter breite
Osteotomiespalt deutlich dar. Er wurde durch glatte, scharfkantige Osteotomierdnder der
Kortikalis begrenzt. Bei einigen Tieren waren dezente Verschattungen als erste Zeichen der
Verdichtung und beginnenden Mineralisierung im Bereich des Spaltes sichtbar (Abb. 24 und
25). Bei der Spongiosakontrollgruppe war zudem die Spongiosa deutlich zu erkennen (Abb.
26). Die Kallusformationen stellten sich in den folgenden Rontgenaufnahmen zunehmend als
wolkige oder zapfenformige Verschattungen im Bereich des Spaltes oder der
Osteotomierdander dar (Abb. 24 und 25). Kein Tier zeigte nach der sechswochigen Standzeit
eine vollstindige kndcherne Uberbriickung des Osteotomiespaltes. Bei einigen Ratten waren
starke Osteolysen um die proximalen Kirschner-Drihte des Fixateurs oder Pinausbriiche
sichtbar. Diese Tiere wurden ausgeschlossen oder vorzeitig euthanasiert.

Abb. 24 und 25: Rontgenbilder Gelatinescaffoldgruppe 2.

Links: Rontgenbild eines Tieres aus der Gelatinescaffoldgruppe 2 zwei Wochen post
operationem.

Zu sehen ist der fiinf Millimeter breite Osteotomiespalt mit glatten scharfkantigen
Osteotomierindern der Kortikalis (Pfeile nach oben). Im Spalt sind dezente Verschattungen als
erste Zeichen der beginnenden Mineralisierung sichtbar (Pfeil nach unten).

Rechts: Rontgenbild sechs Wochen post operationem.

Der Kallus reicht bis weit in den Osteotomiespalt, iiberbriickt diesen allerdings nicht vollstindig
(Pfeil nach oben).

53



Ergebnisse

ADbb. 26: Rontgenbild
Spongiosakontrollgruppe.

Rontgenbild eines Tieres aus der
Spongiosakontrollgruppe zwei Wochen post
operationem. Im Spalt ist die Spongiosa
deutlich zu erkennen (Pfeil).

4.2.2 MicroCT

Aus den Gelatinescaffoldgruppen gingen je sechs Tiere und aus der Spongiosakontrollgruppe
fiinf in die in vivo MicroCT-Auswertung ein. Bei den in vitro Aufnahmen gingen die Daten
von zweil Scans verloren und konnten nicht wieder hergestellt werden, sodass in der in vitro
MicroCT-Auswertung von der Gelatinescaffoldgruppe 1 nur vier Tiere analysiert werden
konnten.

Gelatinescaffoldgruppen

Nach zwei Wochen betrug in der Gelatinescaffoldgruppe 1 das totale Kallusvolumen (TV)
4.47 + 1.84 mm?, das knocherne Kallusvolumen (BV) 2.44 + 1.08 mm?® und der Inhalt
mineralisierten Gewebes (TMC) 1.45 £ 0.65 mg. In der Gelatinescaffoldgruppe 2 betrug das
totale Kallusvolumen 10.97 £+ 3.11 mm?, das Volumen des knochernen Kallus 4.92 + 1.40
mm® und der Inhalt mineralisierten Gewebes 2.96 + 0.80 mg (Tabelle 2). Die
Gelatinescaffoldgruppe 2 hatte somit nach zwei Wochen ein signifikant groferes TV (p =
0,008), BV (p = 0,031) und TMC (p = 0,025) als die Gelatinescaffoldgruppe 1 (Abb. 27, 28
und 29). Zwischen dem BV/TV und der Dichte des mineralisierten Gewebes (TMD) der
Gelatinescaffoldgruppe 1 (BV/TV = 0.55 £ 0.09: TMD = 593 + 6 mg HA/cm?) und der
Gelatinescaffoldgruppe 2 (BV/TV =0.45 £ 0.08; TMD = 604 + 15 mg HA/cm?) bestand kein
Unterschied (Abb. 30, 31 und Tabelle 2).

Nach vier Wochen zeigten sich keinerlei signifikanten Unterschiede in den Messwerten
zwischen den beiden Gelatinescaffoldgruppen. Die Gelatinescaffoldgruppe 1 hatte ein TV von
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10,24 + 4,26 mm?, ein BV von 6,12 + 3,08 mm?, ein TMC von 4,14 + 2,15 mg, ein BV/TV
von 0,58 + 0,09 und eine TMD 675 + 38 mg HA/cm?. Die Gelatinescaffoldgruppe 2 hatte ein
TV von 18,79 + 9,67 mm?, ein BV von 9,34 £+ 5,84 mm?, ein TMC von 6,07 = 3,90 mg, ein
BV/TV von 0,48 £ 0,13 und eine TMD von 646 + 29 mg HA/cm? (Tabelle 2).

Nach sechs Wochen wies die Gelatinescaffoldgruppe 1 ein TV von 9.18 £ 6.18 mm?, ein BV
von 5.95 + 4.62 mm? und ein TMC von 4.26 + 3.09 mg auf. Die Gelatinescaffoldgruppe 2
besall im in vivo MicroCT ein TV von 23.13 + 7.96 mm?3, ein BV von 15.25 = 7.18 mm? und
ein TMC von 11.36 £ 5.89 mg (Tabelle 2). BV (p = 0,049) und TMC (p = 0,044) waren somit
in der Gelatinescaffoldgruppe 2 signifikant groBer als in der Gelatinescaffoldgruppe 1 (Abb.
28 und 29). Das TV der Gelatinescaffoldgruppe 2 war zwar wesentlich grofer als in der
Gelatinescaffoldgruppe 1, jedoch nach der Hochbergprozedur nicht mehr signifikant (p =
0,061). BV/TV und TMD zeigten keinen Unterschied zwischen den beiden
Gelatinescaffoldgruppen (Tabelle 2).

Im in vitro MicroCT war das TV, BV und TMC in der Gelatinescaffoldgruppe 2 auch
wesentlich groBer als in der Gelatinescaffoldgruppe 1, jedoch waren diese Unterschiede nach
der Hochbergprozedur nicht mehr signifikant. In der Gelatinescaffoldgruppe 2 betrug das TV
27.06 £ 10.84 mm?, das BV 14.04 £ 7.15 mm? und der TMC 12.24 + 6.51 mg. In der
Gelatinescaffoldgruppe 1 betrug das TV 11.07 = 8.00 mm?, das BV 6.16 £+ 4.35 mm? und der
TMC 5.01 + 3.46 mg (Tabelle 2). Es gab keine Unterschiede im BV/TV oder in der TMD
zwischen den beiden Gelatinescaffoldgruppen.

Spongiosakontrollgruppe

Nach zwei Wochen betrug in der Gelatinescaffoldgruppe 1 das TV 4,47 + 1,84 mm?, das BV
2,44 + 1,08 mm?, der TMC 1,45 + 0,63 mg, das BV/TV 0,55 £ 0,09 und die TMD 593 + 6 mg
HA/cm?. In der Spongiosakontrollgruppe betrug das TV 5,59 £ 2,97 mm?, das BV 4,23 + 2,28
mm?, der TMC 2,79 £ 1,56 mg, das BV/TV 0,76 + 0,07 und die TMD 642 + 24 mg HA/cm?
(Tabelle 2). Das BV/TV war in der Spongiosakontrollgruppe signifikant grofer als in der
Gelatinescaffoldgruppe 1 (p = 0,024) (Abb. 30). Das BV und der TMC waren in der
Spongiosakontrollgruppe wesentlich groBer als in der Gelatinescaffoldgruppe 1, jedoch war
dieser Unterschied nicht signifikant (Abb. 28 und 29). Zwischen dem TV und der TMD gab
es keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (Abb. 27 und 31).

Nach vier Wochen wies die Gelatinescaffoldgruppe 1 ein TV von 10,24 + 4,26 mm?, ein BV
von 6,12 £+ 3,08 mm?, ein TMC von 4,14 + 2,15 mg, ein BV/TV von 0,58 + 0,09 und eine
TMD von 675 + 38 mg HA/cm? auf. In der Spongiosakontrollgruppe betrug das TV 15,35 +
6,27 mm3, das BV 13,36 £ 6,23 mm?, der TMC 9,36 + 4,50 mg, das BV/TV 0,87 = 0,07 und
die TMD 699 + 28 mg HA/cm? (Tabelle 2). Das BV/TV war in der Spongiosakontrollgruppe
signifikant groBer als in der Spongiosakontrollgruppe (p = 0,016) (Abb. 30). Das BV und der
TMC waren in der Spongiosakontrollgruppe wesentlich gréer als in der
Gelatinescaffoldgruppe 1, jedoch war dieser Unterschied wiederum nicht signifikant (Abb. 28
und 29). Beim TV und der TMD gab es keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
(Abb. 27 und 31).
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Nach sechs Wochen betrug in der Gelatinescaffoldgruppe 1 das TV 9,18 + 6,18 mm?, das BV
5,95 + 4,62 mm?, der TMC 4,26 + 3,09 mg, das BV/TV 0,62 + 0,14 und die TMD 731 + 49
mg HA/cm? In der Spongiosakontrollgruppe betrug das TV 20,89 + 14,42 mm?, das BV
18,31 £ 12,41 mm?, der TMC 14,22 + 9,95 mg, das BV/TV 0,89 £ 0,03 und die TMD 788 +
63 mg HA/cm? (Tabelle 2). Das BV/TV war in der Spongiosakontrollgruppe erneut
signifikant grofBer als in der Gelatinescaffoldgruppe 1 (p = 0,008) (Abb. 30). Das BV, der
TMC und jetzt auch das TV waren wesentlich groBBer in der Spongiosakontrollgruppe, jedoch
waren diese Unterschiede erneut nicht signifikant (Abb. 27, 28 und 29). Es gab keinen
Unterschied in der TMD zwischen beiden Gruppen (Abb. 31).

Im in vitro MicroCT betrug in der Gelatinescaffoldgruppe 1 das TV 11,07 £ 8,00 mm?, das
BV 6,16 + 4,35 mm?, der TMC 5,01 + 3,46 mg, das BV/TV 0,56 + 0,14 und die TMD 825 +
62 mg HA/cm?. In der Spongiosakontrollgruppe betrug das TV 20,12 £ 11,98 mm?, das BV
16,25 + 9,42 mm?, der TMC 14,43 + 8,4 mg, das BV/TV 0,82 + 0,06 und die TMD 899 + 51
mg HA/cm? (Tabelle 2). Das BV/TV war auch hier signifikant groBer in der
Spongiosakontrollgruppe (p = 0,007) (Abb. 30). Auch das TV, BV und der TMC waren
erneut wesentlich groBer in der Spongiosakontrollgruppe (Abb. 27, 28 und 29). Der
Unterschied war jedoch nicht signifikant. In der TMD gab es keinen Unterschied zwischen
den beiden Gruppen(Abb. 31).

Nach zwei Wochen betrug in der Gelatinescaffoldgruppe 2 das TV 10,97 + 3,11 mm?, das BV
4,92 £ 1,40 mm?, der TMC 2,96 + 0,80 mg, das BV/TV 0,45 + 0,08 und die TMD 604 + 15
mg HA/cm?. In der Spongiosakontrollgruppe betrug das TV 5,59 + 2,97 mm?, das BV 4,23 +
2,28 mm?, der TMC 2,79 + 1,56 mg, das BV/TV 0,76 + 0,07 und die TMD 642 + 24 mg
HA/cm? (Tabelle 2). Das TV war in der Gelatinescaffoldgruppe 2 signifikant grofler als in der
Spongiosakontrollgruppe (p = 0,035) (Abb. 27). Das BV/TV war in der
Spongiosakontrollgruppe signifikant grofer als in der Gelatinescaffoldgruppe 2 (p = 0,012)
(Abb. 30). In BV, TMC und TMD gab es keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen
(Abb. 28, 29 und 31).

Nach vier Wochen betrug in der Gelatinescaffoldgruppe 2 das TV 18,79 £ 9,67 mm?, das BV
9,34 £ 5,84 mm?, der TMC 6,07 = 3,90 mg, das BV/TV 0,48 £+ 0,13 und die TMD 646 + 29
mg HA/cm?. In der Spongiosakontrollgruppe betrug das TV 15,35 £+ 6,27 mm?, das BV 13,36
+ 6,23 mm?, der TMC 9,36 + 4,50 mg, das BV/TV 0,87 = 0,07 und die TMD 699 + 28 mg
HA/cm? (Tabelle 2). Das BV/TV war in der Spongiosakontrollgruppe signifikant groBer (p =
0,016) (Abb. 30). In TV, BV, TMC und TMD gab es keine Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen (Abb. 27, 28, 29 und 31).

Nach sechs Wochen wies die Gelatinescaffoldgruppe ein TV von 23,13 + 7,96 mm?, ein BV
von 15,25 + 7,18 mm?, ein TMC von 11,36 + 5,89 mg, ein BV/TV von 0,64 + 0,14 und eine
TMD von 746 + 83 mg HA/cm? auf. In der Spongiosakontrollgruppe betrug das TV 20,89 +
14,42 mm?, das BV 18,31 + 12,41 mm?, der TMC 14,22 + 9,95 mg, das BV/TV 0,89 + 0,03
und die TMD 788 + 63 mg HA/cm? (Tabelle 2). Das BV/TV war in der
Spongiosakontrollgruppe erneut signifikant groBBer (p = 0,008) (Abb. 30). In TV, BV, TMC
und TMD gab es wiederum keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (Abb. 27, 28,
29 und 31).
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Im in vitro MicroCT betrug in der Gelatinescaffoldgruppe 2 das TV 27,06 + 10,84 mm?, das
BV 14,04 £+ 7,15 mm?, der TMC 12,24 + 6,51 mg, das BV/TV 0,51 + 0,14 und die TMD 872
+ 64 mg HA/cm?. In der Spongiosakontrollgruppe betrug das TV 20,12 + 11,98 mm?, das BV
16,25 + 9,42 mm?, der TMC 14,43 + 8,4 mg, das BV/TV 0,82 £ 0,06 und die TMD 899 + 51
mg HA/cm? (Tabelle 2). Auch in vitro war das BV/TV in der Spongiosakontrollgruppe
signifikant groBBer als in der Gelatinescaffoldgruppe 2 (p = 0,003) (Abb. 30). In TV, BV, TMC
und TMD gab es erneut keine Unterschiede zwischen den beiden eben genannten Gruppen
(Abb. 27, 28, 29 und 31).

M Gelatinescaffoldgruppe 1
B Gelatinescaffoldgruppe 2

Spongiosakontrollgruppe

TV (mm?)

2 Wochen 4 Wochen 6 Wochen invitro

Abb. 27: TV in mm? nach zwei, vier, sechs Wochen und in vitro.
Dargestellt sind Mittelwerte mit positiver Standardabweichung und signifikanten Unterschieden

(p)-
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B Gelatinescaffoldgruppe 1
B Gelatinescaffoldgruppe 2
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Abb. 28: BV in mm? nach zwei, vier, sechs Wochen und in vitro.
Dargestellt sind Mittelwerte mit positiver Standardabweichung und signifikanten Unterschieden
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Abb. 29: TMC in mg nach zwei, vier, sechs Wochen und in vitro.
Dargestellt sind Mittelwerte mit positiver Standardabweichung und signifikanten Unterschieden

(p)-
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B Gelatinescaffoldgruppe 1
H Gelatinescaffoldgruppe 2

Spongiosakontrollgruppe
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2 Wochen 4 Wochen

6 Wochen invitro

Abb. 30: BV/TV nach zwei, vier, sechs Wochen und in vitro.
Dargestellt sind Mittelwerte mit positiver Standardabweichung und signifikanten Unterschieden
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Abb. 31: TMD in mg HA/cm? nach zwei, vier, sechs Wochen und in vitro.
Dargestellt sind Mittelwerte mit positiver Standardabweichung.
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Tabelle 2: Ergebnisse MicroCT-Messungen.

Darstellung aller Ergebnisse (Mittelwerte und Standardabweichungen) fiir die MicroCT-

Messungen.
Gelatinescaffoldgruppe | Gelatinescaffoldgruppe | Spongiosakontrollgruppe
1 2
TV (mm3)
2 Wochen 4.47+1.84 1097 +3.11 5.59+2.97
4 Wochen 10.24 +4.26 18.79 £9.67 15.35+6.72
6 Wochen 9.18 +6.18 23.13+7.96 20.89 + 14.42
in vitro 11.07 + 8.00 27.06 + 10.84 20.12+11.98
BV (mm3)
2 Wochen 2.44 £ 1.08 4,92 +1.40 423 +£2.28
4 Wochen 6.12+3.08 9.34+5.84 13.36 +6.23
6 Wochen 5.95 +4.62 15.25+7.18 18.31+12.41
in vitro 6.16 +4.35 14.04 +7.15 16.25+9.42
TMC (mg)
2 Wochen 1.45+0.65 2.96 +0.80 2.73 £1.50
4 Wochen 4.14+2.15 6.07 +3.90 9.36 +4.50
6 Wochen 4.26 +3.09 11.36 +£5.89 14.22+9.95
in vitro 5.01 +3.46 12.24 +6.51 1443+ 84
BV/TV
2 Wochen 0.55+0.09 0.45+0.08 0.76 £ 0.07
4 Wochen 0.58 +£0.09 0.48+0.13 0.87 +0.07
6 Wochen 0.62+0.14 0.64+0.14 0.89+0.03
in vitro 0.56+0.14 0.51+0.14 0.82+0.06
TMD(mg HA/cm’)
2 Wochen 593+6 604 £ 15 642 £24
4 Wochen 675+ 38 646 £ 29 699 + 28
6 Wochen 731 +£49 746 + 83 788 £ 63
in vitro 825+ 62 872 + 64 899 + 51
4.3 Histologische Ergebnisse
In die histologischen Auswertungen gingen je sechs Tiere aus den beiden

Gelatinescaffoldgruppen und fiinf Tiere aus der Spongiosakontrollgruppe ein.

4.3.1 Deskriptive Histologie

Fir die deskriptive Histologie wurde von jedem Tier jeweils ein Schnitt mit der Movat-
Pentachrom-Farbung angefdarbt und mit unterschiedlichen Vergroferungen durchgemustert.
Desweiteren erfolgte eine deskriptive Beurteilung auch in der TRAP-Fiarbung und in der

Immunhistochemie. Diese werden in den jeweiligen Kapiteln beschrieben.
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Allgemein

In der Ubersichtsbetrachtung stellte sich die Kortikalis, bedingt durch die longitudinale
Schnittebene, als vier durch Markraum und Osteotomie getrennte Rechtecke dar. Der Bereich,
der sich jeweils auflerhalb der Kortikalis befand, wurde als periostal und der Bereich
innerhalb der Kortikalis als endostal bezeichnet. Im Zentrum des Bildes lag der
Osteotomiespalt. Zwischen der lateralen und medialen Kortikalis befand sich jeweils der
proximale und distale Markraum. Die Pinlécher waren als runde oder schraubenformige
gewebefreie, teilweise umknocherte Areale zu erkennen (Abb. 32). Bei fast allen Tieren war
zudem eine mehr oder weniger stark ausgeprigte Knochenlyse im Bereich eines oder
mehrerer Pinlocher zu sehen. Dort befanden sich vermehrt Anzeichen einer Inflammation, wie
Einblutungen oder eine erhdhte Anzahl von Entziindungszellen. Teilweise bildete sich in
diesem Bereich ein groBer periostaler kndcherner Kallus, um den Lysedefekt zu stabilisieren.
Der Markraum war zellreich und mit lockerem purpur gefiarbtem Bindegewebe und
Fettgewebe ausgefiillt. Die Kortikalis stellte sich als gleichmaBig mineralisiertes Gewebe dar.
Durch die Schnittebene zeigte die Maserung einen gleichméBigen, longitudinalen Verlauf.
Dies entstand durch das Anschneiden der in Liangsrichtung verlaufenden Havers’schen
Systeme und Schaltlamellen des Lamellenknochens. Die eigentlich glatten Rénder der
Kortikalis wiesen periostal und endostal dezente Auflagerungen von neu synthetisiertem
Kallus in Form von Geflechtknochen auf und waren somit unregelmafig wellig geformt
(Abb. 33). Der kndcherne Kallus bestand zumeist aus kompakten Geflechtknochenbélkchen,
aber teilweise auch schon aus Lamellenknochen. Er war im Gegensatz zum kortikalen
Knochen eher unstrukturiert und wurde durch unterschiedlich groe Kavernen, welche mit
Bindegewebe gefiillt waren, durchbrochen (Abb. 34). Im Knochen waren viele eingemauerte
Osteozyten sichtbar. Diese Zellen lagen eingemauert im Knochen, besallen kein oder nur sehr
wenig blduliches bis rotliches Plasma und einen roten bis purpurnen Zellkern (Abb. 35 und
36). Dem knochernen Kallus aufgelagert fand man Osteoblasten in aktiver oder inaktiver
Form. Diese Zellen besallen einen roten bis purpurnen Zellkern und bléduliches bis rotliches
Plasma. Die inaktiven Osteoblasten waren eher flach und einzeln liegend (Abb. 35). Aktive
Osteoblasten lagen in Reihen nebeneinander. Sie hatten eine eher kubische Form (Abb. 36).
Zudem wurden auf der Knochenoberfliche auch Osteoklasten gefunden. Diese Zellen waren
sehr grofl und besalen mehrere rote Zellkerne. Das Zytoplasma war rosa gefarbt und die
Zellen salen auf der Knochenoberfldche in Resorptionslakunen, den sogenannten Howship-
Lakunen (Abb. 37).

Gelatinescaffoldgruppen

In der Gelatinescaffoldgruppe 1 zeigte kein Tier eine kndcherne Uberbriickung des Defektes.
Zudem waren keine Knorpelareale zu finden. Der kndcherne Kallus war nur spérlich
ausgebildet. Er begann an den periostalen proximalen und distalen Réndern der Kortikales
und zog dann zwischen den lateralen und medialen Osteotomieenden entlang und verband
diese. Dadurch war die Markhohle zum Osteotomiespalt hin abgeschlossen (Abb. 38). Der
Kallus bestand bei zwei von sechs Tieren auf der proximalen und der distalen Seite aus eher
lockerem Geflechtknochen. Bei zwei Tieren bestand nur eine Seite des Kallus schon aus
strukturiertem Lamellenknochen und bei zwei weiteren Tieren waren beide Seiten des Kallus
(proximal und distal) zu Lamellenknochen umgewandelt. Diese Kallusenden wirkten wie ein
diinner kompakter ,,Steg*, der zwischen den Kortikalisenden langzog. Bei allen Tieren waren
die Enden des knochernen Kallus zum Osteotomiespalt hin abgerundet (Abb. 38). Auf der
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duBeren Oberfliche des Kallus aller Tiere zeigten sich nur vereinzelt inaktive abgeflachte
Osteoblasten (Abb. 35). Bei den Tieren deren Kallusenden noch aus Geflechtknochen
bestanden, gab es aktive Osteoblasten in den Hohlrdumen der Geflechtbidlkchen an der
Knochenoberfliche (Abb. 36). Im Osteotomiespalt zwischen den Kallusenden befand sich
lockeres unstrukturiertes Bindegewebe, welches teilweise mit Fettgewebe durchzogen war
(Abb. 32). Entziindungsanzeichen in Form von Einblutungen und Zellverdichtungen konnten
nicht gesehen werden. Bei drei Tieren waren zudem grole Muskelanteile in den
Osteotomiespalt vorgefallen (Abb. 32). Bei zwei weiteren Tieren zogen vereinzelt
Muskelfasern durch das Bindegewebe im Osteotomiespalt. Bei zwei von sechs Tieren zogen
Teile des oben erwihnten, durch die Knochenlysen um die Pinlocher gebildeten, periostalen
Kallus bis in die ROI und gingen somit teilweise in die Analyse als neugebildeter Knochen
mit emn.

In der Gelatinescaffoldgruppe 2 kam es bei keinem der Tiere zu einer kndchernen
Uberbriickung. Allerdings standen zwei Tiere kurz davor. Bei diesen Tieren ragten die
Kallusenden weit in den Osteotomiespalt hinein. Bei einem dieser beiden Tiere gab es eine
knorpelige Uberbriickung des Osteotomiespaltes (Abb. 39). Hyaliner Knorpel konnte zudem
noch bei einem weiteren Tier gefunden werden. Der Knorpel stellte sich deutlich in Form
hypertropher Chondrozyten dar, welche sdulenartig angeordnet waren. Das Knorpelgewebe
war dem knochernen Kallus aufgelagert. Chondrozyten, deren Matrix bereits mineralisierte,
zeigten eine deutliche Gelbfarbung (Abb. 40). AuBler bei den eben genannten beiden Tieren
stellten sich die Osteotomiespalten sonst wie fiir die Gelatinescaffoldgruppe 1 beschrieben
dar. Die Kallusenden waren abgerundet und der Geflechtknochen zum Teil schon in
Lamellenknochen umgewandelt (Abb. 38). Nur bei einem Tier waren vereinzelt aktive
Osteoblasten an der Oberfliche des Kallus zu sehen (Abb. 36). Dies war das Praparat welches
einen sehr groen kndchernen endostalen Kallus aufwies. Alle anderen Tiere enthielten nur
vereinzelt flache inaktive Osteoblasten auf der Kallusoberfliche (Abb. 35). Teilweise gab es
bei diesen Tieren jedoch aktive Osteoblasten zwischen den Bilkchen der Kallusenden, die
noch aus Geflechtknochen bestanden. Im Osteotomiespalt zwischen den Kallusenden befand
sich lockeres unstrukturiertes Bindegewebe, teilweise von Fettgewebe durchzogen (Abb. 32),
bei zwei Tieren fand man auch Muskelfasern dazwischen. Entziindungszeichen waren nicht
nachweisbar. Bei zwei Tieren zog der um die osteotomienahen Pinlocher gebildete periostale
Kallus bis in die ROI und ging somit teilweise in die Analyse als neugebildeter Knochen mit
ein.

Spongiosakontrollgruppe

In der Spongiosakontrollgruppe war der Defekt vor allem mit dem Spongiosazylinder gefiillt.
Dieser war gut als ein Geflecht aus kompakten Knochenbalken zu erkennen. Die Spongiosa
war durch ihre kompaktere Struktur und teilweise dunklere Férbung eindeutig vom
neugebildetem kndchernen Kallus zu unterscheiden (Abb. 41). Es gab auch in dieser Gruppe
keine kndcherne Uberbriickung. In drei Priparaten war hyalines Knorpelgewebe zu sehen. Bei
allen fiinf Praparaten bestand der knocherne Kallus aus lockerem Geflechtknochen (Abb. 34),
welcher teilweise bis zwischen die xenogenen Spongiosabdlkchen reichte und diese
umschloss. Bei drei Préparaten wirkte ein Ende des Kallus abgerundet und endete vor dem
Spongiosazylinder. Bei drei Pridparaten waren viele aktive Osteoblasten zwischen den
Knochenbilkchen sowie auf der Oberfliche des Kallus zu finden (Abb. 36). Bei zwei
Préaparaten waren aktive Osteoblasten nur sparlich zu sehen. Vorherrschend waren hier eher
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abgeflachte inaktive Osteoblasten (Abb. 35). An der Oberfliche der Spongiosatransplantate
gab es viele Osteoklasten (Abb. 37). Die Rénder der Spongiosa darunter waren nicht mehr
glatt und wirkten durch die Resorptionslakunen ,,angenagt®. Lediglich im Osteotomiespalt
eines Priparates der Spongiosakontrollgruppe waren geringe Mengen Muskelgewebe in Form
von einzelnen Muskelfasern zu finden. Bei einem Préparat war die Spongiosa teilweise nach
medial disloziert. In diesem Priparat hatte sich ein besonders prominenter periostaler
knocherner Kallus nach medial hin gebildet, der teilweise bis in die ROI zog und somit in die
Analyse als neugebildeter Knochen mit einging.

Abb. 32: Ubersicht der Femurosteotomie eines Tieres der Gelatinescaffoldgruppe 1

(Movat Pentachrom-Fiirbung).

Im zentralgelegenen Osteotomiespalt befindet sich vor allem Bindegewebe (B). Muskelgewebe ist
leuchtend rot und fillt teilweise in den Osteotomiespalt vor (M).

Kortikalis (1), Markraum (2), Pinlocher (3)

63



Abb. 34: Ansicht

Knocherner Kallus aus kompakten Geflechtknochenbilkchen (K),
Kavernen mit Bindegewebe gefiillt (rote Pfeile), Spongiosatransplantat: %
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Abb. 33: Ansicht der Kortikalisrinder (Movat Pentachrom-Firbung).

Die Kortikalis (KO) als gleichmiflig mineralisiertes Gewebe. Die Maserung weist einen
gleichmibBigen, longitudinalen Verlauf auf. Den eigentlich glatten Riindern der Kortikalis ist
periostal und endostal neu synthetisierter kalloser Knochen aufgelagert (rote Pfeile).
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des endostalen Kallus (Movat Pentachrom-Firbung).
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Abb. 35: Inaktive Osteoblasten am kniochernen Kallus (Movat Pentachrom-Firbung).
Inaktive Osteoblasten (rote Pfeile) auf der Knochenoberfliche der Kortikalis (KO). Sie sind eher
flach und liegen einzeln. Darunter eingemauert ein Osteozyt (griiner Pfeil).
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Abb. 36: Aktive Osteoblasten am knochernen Kallus (Movat Pentachrom-Fiirbung).
Aktive Osteoblasten an der Knochenoberfliche (rote Pfeile). Sie sind kubisch geformt und
aneinander gereiht. Im Knochen sind viele eingemauerte Osteozyten zu sehen (griine Pfeile).
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Abb. 37: steoklasi an Spongfosa (Moat Pentachrom-F. darbung).

Osteoklast in Resorptionslakune (roter Pfeil) an der Knochenoberfliche. Charakteristisch sind
das granulierte Zytoplasma und die zahlreichen (5) Zellkerne.
BG: Bindegewebe; K: Knochen

Abb. 38:Abgerundei nb’cherner Kallus (Movat Pentachrom-Fiirbung).
Der kndcherne Kallus (rote Pfeile) beginnt periostal medial und lateral an den Réindern der
Kortikalis (KO) und zieht zwischen diesen als diinner kompakter ,,Steg® entlang. Die Enden

sind zum Osteotomiespalt (SP) hin abgerundet. Die Markhéhle (M) ist dadurch zum
Osteotomiespalt hin abgeschlossen.
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Abb. 39: Knorpelige Uberbriickung des Osteotomiespaltes (Movat Pentachrom-Fiirbung).
Der knocherne Kallus reicht weit in den Osteotomiespalt (SP) hinein und es ist zu einer
knorpeligen Uberbriickung gekommen (roter Pfeil).

LY "\_ SN ' N, '

Abb. 40: Knorpelgewebe, Ausschnitt aus Abb. 39 (Movat Pentachrom-Fiirbung).

Der hyaline Knorpel erkennbar an den hypertrophen Chondrozyten, die siulenartig angeordnet
sind (rote Pfeile). Das Knorpelgewebe ist dem knéchernen Kallus aufgelagert (K).
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Abb. 41: Spongiosatransplantat im Osteotomiespalt (Movat Pentachrom-Firbung).
Der Defekt ist vorwiegend mit dem Spongiosazylinder gefiillt. Dieser ist gut als ein Geflecht aus
kompakten Knochenbalken zu erkennen. Die Spongiosa ist durch ihre kompaktere Struktur
und teilweise dunklere Firbung eindeutig vom neugebildetem knochernen Kallus zu
unterscheiden.
Kallus: KA; Spongiosatransplantat: rote Pfeile; Kortikalis: KO

4.3.2 Histomorphometrie

Alle in 4.1 genannten Tiere gingen in die Auswertung ein. Von jedem Tier wurde ein Schnitt
in der Movat Pentachrom Farbung analysiert.

Gelatinescaffoldgruppen

Die Gelatinescaffoldgruppe 1 hatte eine Bone Area von 3,37 + 1,42 mm? und eine Cartilage
Area von 0,01 = 0,01 mm?. Bei der Gelatinescaffoldgruppe 2 betrug die Bone Area 6,10 +
1,78 mm? und die Cartilage Area 0,21 £+ 0,34 mm? (Tabelle 3). Die Bone Area (p = 0,023) und
die Cartilage Area (p = 0,032) waren bei der Gelatinescaffoldgruppe 2 signifikant groBer als
bei der Gelatinescaffoldgruppe 1 (Abb. 43 und 44). Der periostale Anteil der Bone Area war
in der Gelatinescaffoldgruppe 2 mit 3,45 + 1,57 mm? wesentlich grofer als der der
Gelatinescaffoldgruppe 1 mit 1,50 = 0,79 mm?, jedoch war dieser Unterschied nach der
Hochbergprozedur nicht mehr signifikant. In der Gelatinescaffoldgruppe 2 war der periostale
Anteil der Cartilage Area mit 0,07 £ 0,10 mm? wesentlich groBer als der der
Gelatinescaffoldgruppe 1 mit 0,01 + 0,01 mm? (Abb. 43 und 44). Dieser Unterschied war
jedoch nicht signifikant. Die Muscle Area betrug in der Gelatinescaffoldgruppe 1 1.15 = 1.21
mm? und in der Gelatinescaffoldgruppe 2 0.31 £+ 0.37 mm? und war somit in der
Gelatinescaffoldgruppe 2 wesentlich kleiner als in der Gelatinescaffoldgruppe 1 (Abb. 46).
Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Sonst gab es keine Unterschiede in der Total
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Area und der Connective Tissue Area zwischen den beiden Gelatinescaffoldgruppen (Abb. 42
und 45).

Spongiosakontrollgruppe

In der Spongiosakontrollgruppe betrug die Bone Area 5,53 + 1,15 mm? und die Cartilage Area
0,72 = 0,69 mm? (Tabelle 3). Die Gelatinescaffoldgruppe 1 hatte eine Bone Area von 3,37 +
1,42 mm? und eine Cartilage Area von 0,01 £ 0,01 mm?. Die Bone Area der
Spongiosakontrollgruppe war signifikant grofer als die der Gelatinescaffoldgruppe 1 (p =
0,045) (Abb. 43). Auch der periostale und endostale Anteil der Bone Area war in der
Spongiosakontrollgruppe wesentlich gréBer als in der Gelatinescaffoldgruppe 1, die
Unterschiede waren nicht signifikant (Abb. 43). Die Cartilage Area der
Spongiosakontrollgruppe war wesentlich grof3er als die der Gelatinescaffoldgruppe 1, jedoch
war dieser Unterschied nach der Hochbergprozedur nicht mehr signifikant (Abb. 44). Im
endostalen Bereich der Cartilage Area gab es einen signifikanten Unterschied (p = 0,027)
zwischen der Spongiosakontrollgruppe und der Gelatinescaffoldgruppe 1 (Abb. 44). Die
Spongiosakontrollgruppe hatte mit 0.43 + 0.43 mm? eine signifikant groBere endostale
Cartilage Area als die Gelatinescaffoldgruppe 1 mit 0.0 £ 0.0 mm?. Auch die Muscle Area
war in der Gelatinescaffoldgruppe 1 mit 1,15 + 1,21 mm? wesentlich prominenter als in der
Spongiosakontrollgruppe mit 0,04 £ 0,09 mm?) (Abb. 46). Der Unterschied war nicht
signifikant. Es gab keine Unterschiede in der Total Area oder in der Connective Tissue Area
zwischen den beiden Gruppen (Abb. 42 und 45).

Bei der Gelatinescaffoldgruppe 2 betrug die Bone Area 6,10 = 1,78 mm? und die Cartilage
Area 0,21 £ 0,34 mm?. In der Spongiosakontrollgruppe betrug die Bone Area 5,53 + 1,15
mm? und die Cartilage Area 0,72 + 0,69 mm?. Die Bone Areas unterschieden sich zwischen
der Spongiosakontrollgruppe und der Gelatinescaffoldgruppe 2 nicht (Abb. 43). Die Cartilage
Area war in der Spongiosakontrollgruppe wesentlich grofer als in der Gelatinescaffoldgruppe
2, allerdings ohne Signifikanz (Abb. 44). Es gab keine Unterschiede in der Total Area, der
Muscle Area oder der Connective Tissue Area (Abb. 42, 45 und 46).

4.3.3 Messung des Osteotomiespaltes

Alle in 4.1 genannten Tiere gingen in die Auswertung ein. Von jedem Tier wurde ein Schnitt
in der Movat Pentachrom Farbung vermessen.

Die Osteotomiespaltlinge nach sechs Wochen betrug in der Gelatinescaffoldgruppe 1 3,34 +
0,45 mm, in der Gelatinescaffoldgruppe 2 1,46 + 0,68 mm und in der
Spongiosakontrollgruppe 2,35 £ 1,00 mm (Tabelle 4). Die Distanz zwischen den kndchernen
Kallusenden war in der Gelatinescaffoldgruppe 2 signifikant kleiner als in der
Gelatinescaffoldgruppe 1 (p = 0,00). Auch in der Spongiosakontrollgruppe war die Distanz
kleiner, jedoch nicht signifikant, als in der Gelatinescaffoldgruppe 1 (Abb. 47).
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35

M Gelatinescaffoldgruppe 1
W Gelatinescaffoldgruppe 2

Spongiosakontrollgruppe

Total Callus Area {(mm?)

Periostal Callus Area (mm?)

Endostal Callus Area (mm?)

ADbb. 42: Diagramm mit Callus Area.
Kallusflichen in mm?: total,
Standardabweichung.

periostal und endostal.

Mittelwerte

mit positiver

10

H Gelatinescaffoldgruppe 1
W Gelatinescaffoldgruppe 2

Spongiosakontrollgruppe

p=0,045

=0,023
=2

T

Total Bone Area {mm?)

Periostal Bone Area (mm?)

Endostal Bone Area (mm?)

Abb. 43: Diagramm mit Bone Area.
Knochenflichen in mm?: total,
Standardabweichung und signifikanten Unterschieden (p).
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M Gelatinescaffoldgruppe 1
M Gelatinescaffoldgruppe 2
Spongiosakontrollgruppe
1,8
1,6 T
1,4
1,2
1 p=0 o_’x‘_\
0,8 T
0,6 (p/ig&g\z\
0,4 T I _
0,2
Total Cartilage Area (mm?)  Periostal Cartilage Area (mm?) Endostal Cartilage Area (mm?}

Abb. 44: Diagramm mit Cartilage Area.
Knorpelflichen in mm?: total, periostal und endostal. Mittelwerte mit positiver
Standardabweichung und signifikanten Unterschieden (p).

M Gelatinescaffoldgruppe 1
m Gelatinescaffoldgruppe 2
Spongiosakontrollgruppe
30
25 T
20 T
15 A T
10 -
5 -
0 -4
Total Connective Tissue Area  Periostal Connective Tissue Area Endostal Connective Tissue Area
(mm?) (mm?) {mm?)

Abb. 45: Diagramm mit Connective Tissue Area.
Bindegewebsflichen in mm?: total, periostal und endostal. Mittelwerte mit positiver
Standardabweichung.
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W Gelatinescaffoldgruppe 1
W Gelatinescaffoldgruppe 2
Spongiosakontrollgruppe
2,5
2
1,5
1 .
0,5
0 - I '
Muscle Area (mm?)

Abb. 46: Diagramm mit Muscle Area.
Muskelprolaps in den Osteotomiespalt in mm?. Mittelwerte mit positiver Standardabweichung.
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Tabelle 3: Ergebnisse histomorphometrische Messungen.
und Standardabweichungen) fiir die

Dargestellt sind alle

Ergebnisse

histomorphometrischen Messungen.

(Mittelwerte

Gelatinescaffoldgruppe

Gelatinescaffoldgruppe

Spongiosakontrollgruppe

Region/Parameter 1 )

Total Callus

(Trg:f‘li)cauus Area 26.02 + 5.05 28.64 + 3.95 24.51+3.96
Bone Area (mm?) 337+1.42 6.10+1.78 5.50+1.14
Cartilage Area (mm?) 0.01 £0.01 0.21 £0.34 0.72 £ 0.69
Connective Tissue 21.49+5.10 22.02+2.54 18.22+2.83
Area (mm?)

Muscle Area (mm?) 1.15+1.21 0.31 £0.37 0.04 + 0.09
Periostal Callus

Periostal Area (mm?) 12.34+4.53 14.73 + 5.37 13.63 +3.26
Bone Area (mm?) 1.50+0.79 3.45+1.57 2.64+0.93

Cartilage Area (mm?) 0.01 £0.01 0.07 £0.10 0.29 +0.27

Connective Tissue 10.29 + 4.30 11.13+4.20 9.54+2.61

Area (mm?)

Endostal Callus

Endostal Area (mm?) 13.69 + 1.05 13.89 + 3.37 13.90 +£2.27
Bone Area (mm?) 1.87 £0.84 2.65+1.53 3.31+094

Cartilage Area (mm?) 0.0+£0.0 0.14 +£0.25 0.43 +0.43

Connective Tissue 11.21 + 1.07 10.88 +2.88 8.68 + 1.37

Area (mm?)
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5,00

M Gelatinescaffoldgruppe 1
W Gelatinescaffoldgruppe 2

Spongiosakontrollgruppe

4,50

4,00

0=0,00

3,50

3,00
2,50
2,00 -
1,50
1,00

0,50

0,00 -

Osteotomiespalt (mm)

Abb. 47: Diagramm Osteotomiespaltlinge.
Osteotomiespaltlinge in mm nach sechs Wochen. Mittelwerte mit positiver Standardabweichung
und signifikante Unterschiede (p).

Tabelle 4: Ergebnisse Osteotomiespaltmessung.

Dargestellt sind die

Ergebnisse (Mittelwerte

Osteotomiespaltmessungen.

und Standardabweichungen) fiir die

Gelatinescaffoldgruppe 1

Gelatinescaffoldgruppe 2

Spongiosakontrollgruppe

Osteotomiespalt (mm)

3,34 £ 0,45

1,46 £ 0,68

2,35+£1,00

4.3.4 AlphaSMA-Farbung

In die Auswertung der alphaSMA Immunhistochemie gingen alle in 4.1 genannten Tiere ein.
Es wurde je 1 Schnitte in der alphaSMA Farbung analysiert.

Deskriptive Auswertung

Die Blutgefiae konnten im Bindegewebe (wozu auch das Knochenmark zihlte) und in den
Muskelanteilen nachgewiesen werden. Es wurden nur die im Bindegewebe, nicht die in den
Muskeln gezédhlt. Im Knochenmarksbereich waren nur vereinzelt Gefille zu sehen. In der
Kortikalis, dem kndchernen Kallusanteil und den Knorpelarealen waren keine Gefille
nachweisbar. Die Blutgefille, die quer angeschnitten waren stellten sich rund mit Lumen dar,
diejenigen, die ldngs angeschnitten waren, erschienen als lingliche, sich teilweise windende,
hohle Schlduche (Abb. 51). Die Grofe variierte von kleinsten Kapillaren bis zu groferen
Arteriolen oder Venolen. Teilweise waren noch Erythrozyten in den Lumen zu erkennen. Die
muskuldre Schicht der Gefdle war rosa bis rot gefiarbt, wobei es, je nach GefdBart,
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Unterschiede in der Dicke der Muskularisschicht gab (Abb. 51). In den
Gelatinescaffoldgruppen konnten die Gefdle eher am Rand des Spaltbereiches (periostal)
gefunden werden, wéhrend sie bei der Spongiosakontrollgruppe gleichmaBiger verteilt waren
und auch eine grole Anzahl im Bindegewebe endostal zu sehen war.

Gelatinescaffoldgruppen

Die gesamte Anzahl an Blutgefdfen betrug in der Gelatinescaffoldgruppe 1 558,3 + 150,7 und
in der Gelatinescaffoldgruppe 2 669,3 = 197,9. Die BlutgefiB3dichte betrug bei der
Gelatinescaffoldgruppe 1 26,3 + 4,3 Blutgefie/mm? und bei der Gelatinescaffoldgruppe 2
30,4 + 7,9 BlutgefdBe/mm? (Tabelle 5). Bei der BlutgefaB3zdhlung gab es zwischen den beiden
Gelatinescaffoldgruppen keine Unterschiede. Weder in der absoluten Anzahl noch in der
Blutgefaf3dichte (Abb. 48 und 49). Innerhalb der Gelatinescaffoldgruppe 1 konnten signifikant
mehr Blutgefdfle im periostalen als im endostalen Bereich gefunden werden (Blutgefdfdichte
periostal: 32,4 + 8.4 BlutgefdBBe/mm?; Blutgefddichte endostal: 21,2 + 5,8 Blutgefale/mm?; p
= 0,047). Dies galt auch fiir die Gelatinescaffoldgruppe 2 (Blutgefafidichte periostal: 37,5 +
6,1 BlutgefiBe/mm?; Blutgefddichte endostal: 21,4 + 11,0 BlutgefdBe/mm?; p = 0,009) (Abb.
50).

Spongiosakontrollgruppe

Die gesamte Anzahl der Blutgefile betrug bei der Spongiosakontrollgruppe 902 + 132,9
(Tabelle 5). In der Gelatinescaffoldgruppe 1 betrug die gesamte Anzahl an Blutgefdf3en 558,3
+ 150,7 und in der Gelatinescaffoldgruppe 2 669,3 £ 197,9. Die Spongiosakontrollgruppe
hatte absolut signifikant mehr BlutgefiBle als die Gelatinescaffoldgruppe 1 (p = 0,010).
Zusitzlich waren wesentlich mehr BlutgefiBle in der Spongiosakontrollgruppe als in der
Gelatinescaffoldgruppe 2, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant (Abb. 49). Die
Blutgefddichte betrug bei der Spongiosakontrollgruppe 49,9 + 5,8 Blutgefale/mm?. Die
Blutgefddichte in der Gelatinescaffoldgruppe 1 betrug 26,3 + 4,3 Blutgefdle/mm? und in der
Gelatinescaffoldgruppe 2 30,4 =+ 7,9 BlutgefiBe/mm? Die Blutgefildichte der
Spongiosakontrollgruppe war signifikant groBer als die der Gelatinescaffoldgruppe 1 (p <
0,001) und die der Gelatinescaffoldgruppe 2 (p = 0,003) (Abb. 48). Innerhalb der
Spongiosakontrollgruppe gab es keinen Unterschied der Blutgefiddichte im periostalen und
endostalen Bereich (Abb. 50).
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Bl Gelatinescaffoldgruppe 1 M Gelatinescaffoldgruppe 1
B Gelatinescaffoldgruppe 2 W Gelatinescaffoldgruppe 2
Spongiosakontrollgruppe Spongiosakontrollgruppe
p <0,001 1200
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/ p=0,®
60 7 ~ 1000
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Abb. 48 und 49: Diagramme Blutgefifidichte und absolute Blutgefiifianzahl.

Dargestellt sind die Blutgefifldichte in n/mm? (links) und die absolute Blutgefiflanzahl (rechts)
nach sechs Wochen als Mittelwerte mit positiver Standardabweichung sowie signifikanten
Unterschieden (p).

m GefaRdichte periostal

B GefilRdichte endostal

I~
O

Gefiilidichte (n/mm?)
] L8]
O O

—
]

=

Gelatinescaffoldgruppe 1 Gelatinescaffoldgruppe 2 Spongiosakontrollgruppe

Abb. 50: Diagramm Gefiifiverteilung (periostal, endostal).
Dargestellt ist die Gefifldichte in n/mm? periostal und endostal innerhalb der einzelnen
Gruppen als Mittelwerte mit positiver Standardabweichung sowie signifikanten Unterschieden

(p)-
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Tabelle 5: Ergebnisse der Blutgefifizihlung.
Dargestellt sind die Ergebnisse (Mittelwerte und Standardabweichungen) fiir die Gefifldichte
und absolute Gefidfanzahl.

Gelatinescaffoldgruppe | Gelatinescaffoldgruppe | Spongiosakontrollgruppe
1 2

Gefalidichte
(n/mm?) 26,3 +4,3 30,4 £7,9 499 +5,8
GefaBdichte
periostal (n/mm?) 324+84 37,5+6,1 51,5+ 10,5
Gefalidichte
endostal (n/mm?) 21,2 +5.8 214 +11 46,4 + 8,9
Anzahl Gefille 558,3 +150,7 669,3 +197,9 902,4 +132,9
Anzahl Gefalle
periostal 319+ 1384 429,3 + 192 502,6 £ 187,5
Anzahl Gefil3e
endostal 2393+ 77 240 + 138,3 399,8 £ 90,9

S A.m'x a
Abb. 51: Positiv gefiirbte Blutgefife (alphaSMA-Fiirbung).
Zu sehen sind unterschiedlich grofle Blutgefifle quer angeschnitten (gelber Pfeil) und lings
angeschnitten (griiner Pfeil). Die muskulére Schicht der Gefifle ist rosa bis rot gefirbt.
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4.3.5 TRAP-Firbung

Alle in 4.1 genannten Tiere gingen in die Auswertung ein. Es wurde je 1 Schnitt in der
TRAP-Férbung analysiert.

Deskriptive Auswertung

Die Osteoklasten waren mehrkernig, rosa bis pink gefdarbt und saflen auf dem Knochen in
Resorptionslakunen, den sogenannten Howship-Lakunen (Abb. 54). Sie befanden sich
zumeist am inneren und duBleren Rand des kndchernen Kallus. Bei den Préparaten, in denen
der knocherne Kallus nur aus einem diinnen ,,Steg* zwischen der medialen und lateralen
Kortikalis bestand, waren Osteoklasten eher selten zu finden. Sie befanden sich dann vor
allem an der Kallusseite zum Markraum hin. In der Spongiosakontrollgruppe waren nur in
einem Pridparat wenige TRAP positive Osteoklasten an einem Spongiosabilkchen
nachzuweisen. Ansonsten waren keine Osteoklasten an den Spongiosatransplantaten direkt
TRAP positiv gefdrbt. Im Bereich der Knochenlysen an den Pinlochern waren vermehrt
Osteoklasten zu sehen. Dies wurde nicht ausgewertet, da sie auBBerhalb der ROI lagen.

Gelatinescaffoldgruppen

In der Gelatinescaffoldgruppe 1 betrug die Gesamtzahl der Osteoklasten 68 + 31, die Zahl der
Osteoklasten im periostalen Bereich 17 = 8 und die im endostalen Bereich 51 + 25. In der
Gelatinescaffoldgruppe 2 betrug die Gesamtzahl der Osteoklasten 187 + 63, periostal 67 £ 22
und endostal 120 + 62 (Tabelle 6). Die Gesamtzahl der Osteoklasten (p = 0,006) und die der
im periostalen Bereich (p <0,001) war in der Gelatinescaffoldgruppe 2 signifikant grofer als
in der Gelatinescaffoldgruppe 1. Auch im endostalen Bereich gab es wesentlich mehr
Osteoklasten in der Gelatinescaffoldgruppe 2, jedoch ohne Signifikanz (Abb. 52). Die
Osteoklastendichte der Gelatinescaffoldgruppe 2 war mit 24 + 6 Osteoklasten/mm? signifikant
grofer als die der Gelatinescaffoldgruppe 1 mit 13 + 3 Osteoklasten/mm? (p = 0,009) (Abb.
53). Auch die Osteoklastendichte im periostalen Bereich war in der Gelatinescaffoldgruppe 2
signifikant groBer als in der Gelatinescaffoldgruppe 1 (p = 0,012) (Abb. 53). Sie betrug fiir die
erstgenannte Gruppe 16 +6 Osteoklasten/mm? und fiir die zweitgenannte Gruppe 7 + 2
Osteoklasten/mm? (Tabelle 6). Fiir die Osteoklastendichte im endostalen Bereich ergab sich
eine wesentlich grofere Dichte in der Gelatinescaffoldgruppe 2. Jedoch war dieser
Unterschied erneut nicht signifikant (Abb. 53). Es konnten in beiden Gruppen jeweils mehr
Osteoklasten im endostalen als im periostalen Bereich nachgewiesen werden (Abb. 52 und
53).

Spongiosakontrollgruppe

Die Gesamtzahl der Osteoklasten in der Spongiosakontrollgruppe betrug 146 + 68, die der im
periostalen Bereich 36 + 25 und die der im endostalen Bereich 110 + 46 (Tabelle 6). In der
Gelatinescaffoldgruppe 1 betrug die Gesamtzahl der Osteoklasten 68 + 31, die Zahl der
Osteoklasten periostal 17 + 8 und endostal 51 + 25. Im endostalen Bereich war die Anzahl der
Osteoklasten in der Spongiosakontrollgruppe signifikant groBer als in  der
Gelatinescaffoldgruppe 1 (p = 0,030). Auch die Gesamtzahl der Osteoklasten und die Anzahl
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der Osteoklasten im periostalen Bereich waren in der Spongiosakontrollgruppe wesentlich
groBer als in der Gelatinescaffoldgruppe 1, jedoch waren diese Unterschiede nicht signifikant
(Abb. 52). Die Dichte der Osteoklasten war in der Spongiosakontrollgruppe mit 22 + 9
Osteoklasten/mm? wesentlich groBer als in der Gelatinescaffoldgruppe 1 mit 13 £+ 3
Osteoklasten/mm?, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant. Bei der
Osteoklastendichte periostal und endostal ergaben sich keine groBen Unterschiede in den
beiden Gruppen (Abb. 53). Innerhalb der Spongiosakontrollgruppe und der
Gelatinescaffoldgruppe 2 ergaben sich keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der
absoluten Osteoklastenzahlen und Osteoklastendichte. Die absolute Anzahl der Osteoklasten
und die Osteoklastendichte waren auch innerhalb der Spongiosakontrollgruppe endostal héher
als periostal (Abb. 52 und 53).

mGelatinescaffoldgruppe 1
W Gelatinescaffoldgruppe 2

Spongiosakontrollgruppe
270

=0,006 I
220 .

170 -

120 - p<0,001

70 -

20 —

Anzahl Osteoklasten Anzahl Osteoklasten endostal  Anzahl Osteoklasten periostal

-30

Abb. 52: Diagramm absolute Anzahl der Osteoklasten.
Dargestellt ist die Osteoklasten Gesamtzahl, endostal und periostal als Mittelwerte mit positiver
Standardabweichung sowie signifikanten Unterschieden (p).
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mGelatinescaffoldgruppe 1
W Gelatinescaffoldgruppe 2
Spongiosakontrollgruppe
70
60
50
40 T
p=0,009

30 T p=0,012
20 T
10 - T
D | T T

Osteoklastendichte (n/mm?) Osteklastendichte endostal Osteoklastendichte periostal

(n/mm?) (n/mm?3)

ADbb. 53: Diagramm Osteoklastendichte.
Dargestellt ist die Osteoklastendichte in n/mm? gesamt, periostal und endostal als Mittelwerte
mit positiver Standardabweichung sowie signifikanten Unterschieden (p).

Tabelle 6: Ergebnisse der Osteoklastenzihlung.

Dargestellt  sind

Ergebnisse

(Mittelwerte

und

Osteoklastendichte und absolute Osteoklastenanzahl.

Standardabweichungen) fiir

Gelatinescaffoldgruppe | Gelatinescaffoldgruppe | Spongiosakontrollgruppe
1 2

Anzahl Osteoklasten 68 £ 31 187 £63 146 + 68
An;ahl Osteoklasten 1748 67422 36405
periostal
Anzahl Osteoklasten 51495 120 + 62 110 + 46
endostal
Osteoklastendichte
(n/mm?) 13+3 24+ 6 2249
Osteoklastendichte
periostal (n/mm?) T2 16+6 10+7
Osteoklastendichte
endostal (n/mm?) 20+ 8 38 £25 30+ 13
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Abb. 54: Positiv gefiirbte Osteoklasten (TRAP-Firbung).
Die Osteoklasten (Pfeile) sind mehrkernig, rosa bis pink gefiarbt und sitzen auf dem Knochen
(K) in Resorptionslakunen (Howship-Lakunen).

4.3.6 Kollagen 1 Schwein-Fiarbung
Deskriptive Auswertung

In der Gelatinegruppe 1 war das pink gefarbte Kollagen nur selten als grofe flachige
Ansammlung darstellbar. Es befand sich zumeist in kleinen Stiicken am Rand des
neugeformten kndchernen Kallus endostal und periostal verteilt im Bindegewebe. Dort zog es
als diinner Streifen in unterschiedlicher Ausdehnung entlang. Nur in drei von sechs
Préaparaten konnten grofere Anteile Kollagen im Osteotomiespalt identifiziert werden (Abb.
56). In der Gelatinegruppe 2 war wesentlich mehr pink gefarbtes Kollagen im Spalt zu sehen,
allerdings war das Meiste am Rand des kndchernen Kallus periostal und endostal gelegen
(Abb. 56).

Gelatinescaffoldgruppen

Die Gelatinescaffoldgruppe 2 hatte mit 2.44 + 0.64 mm? einen signifikant groeren Anteil an
schweinespezifischem Kollagen 1 als die Gelatinescaffoldgruppe 1 mit 0.97 = 0.75 mm? (p =
0,004) (Abb. 55 und Tabelle 7).
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3,5
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1,5

0,5

W Gelatinescaffoldgruppe 1

B Gelatinescaffoldgruppe 2

P=0.004

- N

Kollagen 1 Schwein (mm?)

ADbb. 55: Diagramm Kollagenfliiche.
Dargestellt ist das Kollagen 1 Schwein in mm? der beiden Gelatinescaffoldgruppen als

Mittelwerte mit positiver Standardabweichung sowie signifikanten

82

Unterschieden (p).



Ergebnisse

Tabelle 7: Ergebnisse Kollagen 1 Schwein Firbung.
Dargestellt sind die Ergebnisse (Mittelwerte und Standardabweichungen) fiir die Kollagen 1

Schwein Messung in mm?.

Gelatinescaffoldgruppe 1

Gelatinescaffoldgruppe 2

Kollagen 1 Schwein (mm?)

0.97 £0.75

2.44 +0.64

Abb. 56: Positiv gefiirbtes Kllagen Kollagen 1 Schwein-Fiirbung).

Griine Pfeile: Das Kollagen zieht als diinner Streifen am Rand des neugeformten kniéchernen
Kallus entlang; Gelber Pfeil: Es sind grofiere Anteile Kollagen im Osteotomiespalt sichtbar.
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.4.1 Radiologie

Im Rontgen war bei keinem Tier nach sechs Wochen der Osteotomiespalt kndchern
vollstindig liberbriickt. Bei einigen Ratten waren ausgeprigte Osteolysen proximal um die
Fixationspins des externen Fixateurs oder Pinausbriiche sichtbar. Diese Tiere wurden von der
Analyse ausgeschlossen oder vorzeitig euthanasiert. Im MicroCT hatte die
Gelatinescaffoldgruppe 2 nach zwei Wochen ein signifikant hoheres TV, BV und TMC als
die Gelatinescaffoldgruppe 1. Nach vier Wochen gab es keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Gelatinescaffoldgruppen. Nach sechs Wochen war im in vivo CT das
BV und TMC in der Gelatinescaffoldgruppe 2 signifikant grofer als in der
Gelatinescaffoldgruppe 1. Das TV im in vivo CT und das TV, BV und TMC im in vitro CT
waren auch in der Gelatinescaffoldgruppe 2 groBer als in der Gelatinescaffoldgruppe 1,
allerdings waren diese Unterschiede nicht signifikant. Im BV/TV und in der TMD gab es im
gesamten  Verlauf der Studie keinen  Unterschied zwischen den  beiden
Gelatinescaffoldgruppen. Das BV/TV der Spongiosakontrollgruppe war zu allen
Messzeitpunkten signifikant groBer als das der beiden Gelatinescaffoldgruppen. Nach vier
und nach sechs Wochen war ein groBBeres BV und TMC in der Spongiosakontrollgruppe im
Vergleich zur Gelatinescaffoldgruppe 1 zu messen, jedoch war dieser Unterschied nicht
signifikant. Nach zwei Wochen war das TV der Gelatinescaffoldgruppe 2 signifikant grofer
als das der Spongiosakontrollgruppe

4.4.2 Deskriptive Histologie

Das histologische Erscheinungsbild war in den drei Gruppen vergleichbar. Der knocherne
Kallus bestand entweder aus eher lockerem Geflechtknochen oder war, besonders bei den
Gelatinescaffoldgruppen, héufig in strukturierten Lamellenknochen umgewandelt. Diese
Kallusenden wirkten zumeist wie ein diinner kompakter ,,Steg”, der zwischen den
Kortikalisenden langzog. Dabei waren die Enden des kndchernen Kallus zum Osteotomiespalt
hin abgerundet. Auf der dufleren Oberfliche des Kallus waren nur vereinzelt inaktive
abgeflachte Osteoblasten zu finden. Nur bei einem Préparat der Gelatinescaffoldgruppe 2 und
bei drei Tieren der Spongiosakontrollgruppe waren auch aktive Osteoblasten an der
Aullenseite des Kallus zu sehen. Bei den Tieren, deren Kallusenden noch aus
Geflechtknochen bestanden, gab es aktive Osteoblasten an den Geflechtknochenbilkchen. Im
Osteotomiespalt zwischen den Kallusenden befand sich lockeres unstrukturiertes
Bindegewebe, das teilweise von Fettgewebe durchzogen war. In der Spongiosakontrollgruppe
war zudem das Spongiosatransplantat eindeutig zu erkennen. In der Gelatinescaffoldgruppe 1
war hiufiger Muskelgewebe in den Osteotomiespalt vorgefallen und kein hyalines
Knorpelgewebe nachweisbar. In der Gelatinescaffoldgruppe 2 befand sich bei zwei Tieren
Knorpelgewebe im Osteotomiespalt, bei einem dieser Tiere kam es zu einer knorpeligen
Uberbriickung des Spaltes. Auch in der Spongiosakontrollgruppe konnte bei drei Tieren
hyalines Knorpelgewebe nachgewiesen werden. Bei keinem der Tiere der drei Gruppen kam
es zu einer kndchernen Uberbriickung des Osteotomiespaltes.
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4.4.3 Histomorphometrische Auswertung

Die Bone Area und die Cartilage Area waren in der Gelatinescaffoldgruppe 2 signifikant
groBBer als in der Gelatinescaffoldgruppe 1. Der Muskelanteil im Spalt war in der
Gelatinescaffoldgruppe 1 wesentlich groBBer als in der Gelatinescaffoldgruppe 2, allerdings
war dies nicht signifikant. Die Bone Area und Cartilage Area waren in der
Spongiosakontrollgruppe wesentlich groBer als in der Gelatinescaffoldgruppe 1, wobei nur
bei der Bone Area ein statistisch signifikanter Unterschied bestand. Der endostale Anteil der
Cartilage Area war jedoch in der Spongiosakontrollgruppe signifikant groBer als in der
Gelatinescaffoldgruppe 1. Der Muskelanteil im Osteotomiespalt war in der
Gelatinescaffoldgruppe 1 gréBer als in der Spongiosakontrollgruppe, jedoch war dieser
Unterschied nicht signifikant. Zwischen der Spongiosakontrollgruppe und der
Gelatinescaffoldgruppe 2 gab es keine Unterschiede in Bone Area und Total Area. Der
Osteotomiespalt war in der Gelatinescaffoldgruppe 2 und in der Spongiosakontrollgruppe
kleiner als in der Gelatinescaffoldgruppe 1, wobei nur bei der Gelatinescaffoldgruppe 2 ein
signifikanter Unterschied zur Gelatinescaffoldgruppe 1 bestand.

BMuscle Area  OConnective Tissue Area  BCartilage Area B BoneArea

100% T —
80% —

80% —
70% —
60% —
50% —
40% —
30% —
20%
10% -
0% -

Gewebeinnerhalb der ROI (%)

Gelatinescaffoldgruppe1  Gelatinescaffoldgruppe2  Spongiosakontrollgruppe

Abb. 57: Diagramm Kallusbestandteile der drei Gruppen.
Dargestellt sind die prozentualen Gewebebestandteile der ROI der drei Studiengruppen.
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4.4.4 AlphaSMA-Farbung

Die beiden Gelatinescaffoldgruppen unterschieden sich nicht in der absoluten GefaB3anzahl
und der GesamtgefiaBBdichte. Allerdings war jeweils die periostale GefaBdichte signifikant
grofer als die endostale. Die GefdBanzahl war in der Spongiosakontrollgruppe signifikant
hoher als in der Gelatinescaffoldgruppe 1. Ebenso wies die Spongiosakontrollgruppe eine
signifikant hohrere Gefafldichte auf als die beiden Gelatinescaffoldgruppen.

4.4.5 TRAP-Firbung

Die Gesamtzahl und die Gesamtdichte der Osteoklasten sowie die periostalen Anteile waren
in der Gealtinescaffoldgruppe 2 signifikant hoher als in der Gelatinescaffoldgruppe 1. Ebenso
war die Osteoklastenanzahl im endostalen Bereich der ROI in der Gelatinescaffoldgruppe 2
groBer. Dies war statistisch jedoch nicht signifikant. Osteoklastendichte und
Osteoklastenanzahl waren ohne statistische Signifikanz in der Spongiosakontrollgruppe hoher
als in der Gelatinescaffoldgruppe 1. Eine signifikant hohere Zahl an Osteoklasten war im
endostalen Bereich der ROI in der Spongiosakontrollgruppe sichtbar verglichen mit der
Gelatinescaffoldgruppe 1.

4.4.6 Kollagen 1 Schwein-Firbung

Die Gelatinescaffoldgruppe 2 wies einen signifikant groeren Anteil an Schweinekollagen 1
im Osteotomiespalt auf als die Gelatinescaffoldgruppe 1.
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5 Diskussion

Die verzogerte oder ausbleibende Heilung von Frakturen ist trotz aller therapeutischer
Fortschritte in Orthopéddie und Chirurgie weiterhin eine hdufige und oft schwerwiegende
Komplikation (Zimmermann et al., 2006). Zehn bis zwanzig Prozent aller Frakturen weisen
Heilungsstorungen auf. Die hoch komplexen Ablaufe wiahrend der Knochenheilung sind auch
heute noch nicht vollstindig verstanden. Dadurch und durch das Streben der Patienten und
Arzte nach immer schnellerer Rehabilitation ist die unfallchirurgische Forschung zur
Verbesserung der Frakturheilung auch heute noch gerechtfertigt (Haas, 2000).

5.1 Material und Methoden

5.1.1 Versuchstiere

Bei der Grundlagenforschung kdnnen neue Erkenntnisse anhand alleiniger technologischer
Simulationen oder postmortalen humanen Untersuchungen nur schwer gewonnen werden.
Besonders das in vivo sensibel regulierte und anpassungsfihige Mikromilieu des Knochens
kann in vitro kaum in seiner umfassenden Variabilitit nachgeahmt werden. Postmortale
Studien menschlicher Proben erlauben zwar histologische und biochemische Untersuchungen,
geben jedoch geringen Aufschluss tiber zellulire Mechanismen. Zudem ist die Probenanzahl
hiufig sehr niedrig und es existieren oftmals keine Kontrollgruppen, die einen Vergleich
zulassen (Roach et al., 1989). Humanexperimentelle Studien unterliegen einem strengen
ethischen Reglement und allgemein giiltige, aussagekriftige Untersuchungen sind aufgrund
oft nur geringer Probandenzahlen schwierig und langwierig sowie, gerade im Bereich der
Orthopédie, hiufig nur retrospektiv moglich. In diesem Zusammenhang bietet das Tiermodel
eine einfachere Mdglichkeit authentischer Untersuchungen von biologischen Prozessen in
vivo. Daher ist auch heute der FEinsatz von Versuchstieren in der medizinischen Forschung
unumganglich. Nur im Tierversuch ist es moglich, homogene Untersuchungsgruppen
hinsichtlich Alter, Gewicht, Geschlecht und Grofle mit dem Ziel des Erreichens
standardisierter Bedingungen zusammen zu stellen. Ein Tiermodell sollte dabei bestimmte
Anforderungen erfiillen, die sich einerseits aus der Fragestellung und andererseits aus den
Eigenschaften der Tierspezies selbst ergeben. Zusétzlich ist das deutsche Tierschutzgesetzt zu
beriicksichtigen, das bei der Wahl des geeigneten Versuchstiers vorschreibt, die Tierspezies
mit den geringsten sensorischen Funktionen und der phylogenetisch niedrigsten
Entwicklungsstufe zu wéhlen, immer unter Beriicksichtigung der geplanten Studie (Jager et
al., 2005b). Sinn des Tierexperiments ist die Anwendbarkeit der aus diesen Versuchen
gewonnenen Daten und Erkenntnisse auf die Humanmedizin. Es gibt jedoch keine Garantie,
dass die im Tierexperiment gewonnen Ergebnisse auch auf die humane Situation iibertragen
werden konnen. Es sollten daher Tiermodelle gewéhlt werden, bei denen die zu
untersuchenden Parameter moglichst dhnlich dem des Menschen sind (Roach et al., 1989).
Bei der vorliegenden Studie wurde die Ratte als Versuchstier verwendet. Méuse zu nutzen
war wegen zu geringer Knochengrofe und der damit verbundenen komplizierten und
schwierig zu standardisierenden Chirurgie nicht mdglich. Ratten werden hiufig in Studien zu
skeletalen Reparationsprozessen verwandt, sodass Daten verschiedener Forscher verglichen
werden konnen (Jager et al., 2005¢). Das osteogene Potenzial des Knochengewebes der Ratte
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ist allgemein hoher als das des Menschen. Die physiologische Frakturheilung der Ratte dauert
nur vier bis sechs Wochen (Hietaniemi et al., 1995). Entsprechend friihzeitig liegen
Ergebnisse der Studien vor und konnen ausgewertet werden. Geringe Erwerbs- und
Unterbringungskosten sowie eine leichte Handhabung machen die Ratte zu einem attraktiven
Versuchstier. Auch groBBere Tiergruppen konnen so realisiert werden. Zusétzlich besteht durch
die geringe Grofe die Moglichkeit, den Knochen komplett als Probe zu gewinnen und zu
beurteilen. Der Einsatz von Ratten ist zudem ethisch weniger bedenklich als der von héher
entwickelten Tierarten (Jager et al., 2005b; Nunamaker, 1998). Jedoch unterscheidet sich der
Rattenknochen von dem des Menschen. Sie bestehen ausschlieBlich aus Primérosteonen,
wohingegen im Menschenknochen Primirosteone nur in der fetalen Entwicklung und
unmittelbar postnatal vorhanden sind. Sie werden im Laufe des Wachstums durch
Sekundérosteone ersetzt. Zusitzlich besitzt der Rattenknochen, im Vergleich zum
Menschenknochen, kein Havers-System (Nunamaker, 1998). Hunde und Primatenknochen
wiirden sich aufgrund der zum Menschen sehr dhnlichen Struktur am besten als Model zur
Ubertragung der gewonnenen Daten auf die humane Situation eignen. Jedoch wird vor allem
aufgrund ethischer Bedenken, aber auch aufgrund hoéherer Kosten, von diesen Tierarten
Abstand genommen (Eitel et al., 1981; Nunamaker, 1998). Auch Schafe werden hiufig als
Versuchstiere fiir Frakturheilungsstudien eingesetzt, da insbesondere die Tibia grof3e
anatomische Ubereinstimmungen mit der des Menschen aufweist (Nunamaker, 1998). Jedoch
sind auch die Knochen des Schafes {iberwiegend aus Primérosteonen aufgebaut (Eitel et al.,
1981) und durch die GroBe der Tiere entstechen wiederum hohere Kosten bei Anschaffung,
Unterbringung und Haltung (Nunamaker, 1998). Da es sich in diesem Projekt um eine Studie
im Rahmen der Grundlagenforschung auf dem Gebiet der Knochenheilung handelt, war der
Einsatz der Ratte als Versuchstier gerechtfertigt, zumal die an der Frakturheilung beteiligten
Zellen bei allen Tierarten die gleichen sind und gleiche Funktionen besitzen. Somit sind bei
aller Vorsicht Riickschliisse auf die zelluldren Abldufe beim Menschen moglich (Roach et al.,
1989). Sind die Studienergebnisse positiv sollte in weiteren Untersuchungen eine Spezies
eingesetzt werden, deren anatomisch-physiologische Gewebestrukturen mit denen des
Menschen noch iibereinstimmender sind (Schaf, Schwein, Hund). Die Tiere dieser Studie
waren im Hinblick auf Rasse, Gewicht, Alter und Geschlecht homogen. Die operative
Prozedur sowie die postoperativen Haltungs- und Nachsorgebedingungen waren fiir alle Tiere
identisch. Auch in der Standzeit und Probenautbereitung bestand kein Unterschied. Dadurch
sollte ein etwaiger Einfluss externer Faktoren auf die Ergebnisse vermieden werden.

5.1.2 Versuchsaufbau

Untersucht wurde, welchen Einfluss die Mikrosteifigkeit neuartiger Gelatinescaffolds auf die
Knochenregeneration hat. Bekannt ist, dass die physiologische Frakturheilung bei Ratten nach
ca. vier bis sechs Wochen zu einer Uberbriickung des Defektes fiihrt (Hietaniemi et al., 1995).
Daher wurde ein Untersuchungszeitraum von sechs Wochen fiir die Studie ausgewihlt. Der
Versuchsaufbau und das operative Vorgehen wurden aus erfolgreichen vorangegangenen
Studien des Julius Wolff Institutes iibernommen (Kaspar et al., 2007; Metha et al., 2010;
Schwarz et al., 2013; Strube et al., 2008).
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Gelatinescaffolds

Speziell fiir die zu untersuchende Fragestellung wurden neuartige Gelatinescaffolds vom
Institut fiir Polymerforschung, Helmholtz Zentrum Geesthacht entwickelt und dort in vitro auf
ihre Eigenschaften getestet. In dieser Studie kamen zwei Gelatinescaffolds zum Einsatz, die
sich in ihrer Zusammensetzung im Uberschuss der Vernetzungsfliissigkeit unterschieden.
Dadurch variierte ihre Mikrosteifigkeit betrdchtlich, bei anndhernd gleichbleibender
Makrosteifigkeit. In vorangegangenen in vitro Studien wurde herausgefunden, dass
mesenchymale Stammzellen, die einer steiferen extrazelluldren Matrix ausgesetzt waren, zu
osteogenen Zellen differenzieren, wohingegen Stammzellen, die in Kontakt mit einer
weicheren Matrix waren, zu anderen Vorlduferzellen weicherer Gewebe differenzierten.
Somit wurde nachgewiesen, dass die Mikrosteifigkeit der extrazelluldiren Matrix die
Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen leitet (Chatterjee et al., 2010; Engler et al.,
2006; Huebsch et al. 2010; Lutolf et al., 2009). Dieser Einfluss der Steifigkeit eines
Biomaterials auf die Knochenentwicklung und -heilung sollte anhand dieser Studie in vivo
untersucht werden. Durch ihre natiirliche Zusammensetzung und ihre beliebig einstellbaren
Eigenschaften, waren die Gelatinescaffolds besonders gut geeignet. Die Gelatine konnte eine
Verbindung mit dem umgebenden Gewebe eingehen, ohne als Fremdmaterial angegriffen zu
werden. Damit wurde die immunologische Antwort minimiert. Zusétzlich konnten die
Transplantate im feuchten Zustand auf die erforderliche Grofle zugeschnitten und dem Defekt
angepasst werden. Sie waren formstabil und blieben am vorgesehenen Platz. In in vitro
Versuchen wiesen sie keine Zytotoxizitit auf (Neffe et al., 2007).

Spongiosa

Der Goldstandard fiir die Therapie groBer Knochendefekte ist die Transplantation
korpereigenen Knochengewebes (Autograft) (Jager et al., 2005a). Dabei wird der Defekt
meist mit spongidsem Knochen aus dem Beckenkamm versorgt. Jedoch birgt diese Methode
auch viele Nachteile, wie die begrenzte Verfiigbarkeit und eine hohe Entnahmemorbiditét
(Rompe et al., 2004). Zudem kann bei einem Misserfolg die Operation aus den eben
genannten Griinden oft nicht wiederholt werden. Da es der aktuellen Goldstandardtherapie
entspricht, wurde fiir diese Studie als Positivkontrolle ein Spongiosatransplantat gewihlt.
Jedoch wurde nicht Rattenspongiosa, sondern humane Spongiosa verwandt. Dies ist ein
Xenograft und heiflt, dass Spender und Empfanger nicht der gleichen Art angehoéren. Bei
einem Autograft sind Spender und Empfanger identisch. Die Gewinnung eines ausreichend
groflen Spongiosaautotransplantats fiir den in dieser Studie verursachten Defekt wire in der
Ratte unmdglich gewesen. Nicht nur, dass die Grofle des bendtigten Autograft durch die
Grofle des Beckenkamms der Ratten limitiert war, zusitzlich wire die zu untersuchende
Defektheilung am Femur durch die zweite Knochenldsion stark beeinflusst worden und die
somit gewonnenen Ergebnisse nicht repridsentativ. Von der Verwendung eines Allograft
(Spender und Empfianger sind verschiedene Individuen einer Art) wurde abgesehen, da
zusdtzlich mehr Tiere bendtigt worden wiren und deren Zahl unverhdltnisméfig angestiegen
wire. Zusétzlich hitte es keine Vorteile gegeniiber des Xenografts gebracht, da auch die
Allografts vom Empfingerindividuum als ,,fremd* erkannt worden wéren und vergleichbare
Immun- und/oder AbstoBungsreaktionen hervorbringen hétten koénnen. In vorangegangenen
Studien wurde aufgedeckt, dass Xenografts durchaus geeignete Fiillmaterialien fiir
Knochendefekte sind und teilweise bessere Heilungsergebnisse erbringen als Allografts
(Athanasiou et al., 2010; Develioglu et al., 2009). Daher wurde ein humanes
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Spongiosatransplantat aus der Gewebebank der Charit¢ gewihlt. Dies war in ausreichender
Menge verfiigbar und konnte auf die benétigte GroBle zurechtgeschnitten werden. Jedoch ist
zu beriicksichtigen, dass dieses Transplantat mit Peressigsdure und Ethanol sterilisiert wurde
und somit seine osteoinduktiven und osteogenen Fahigkeiten weitestgehend verloren
gegangen waren. Dies wurde bereits in einer in vitro Studie von Bormann und Kollegen 2010
untersucht. Allerdings sind die Autoren auch zu dem Schluss gekommen, dass in vivo die
gegebenenfalls in der knochernen Matrix verbliebenen Wachstumsfaktoren durch Ab- und
Umbauvorgédnge des Transplantats aus der mineralisierten Matrix freigesetzt werden kdnnten
und das Transplantat dann zumindest teilweise osteoinduktiv wirken kénnte (Bormann et al.,
2010).

Fixateur externe

Um eine stabile Fixation des Knochendefektes zu erzielen, wurde in dieser Studie ein Fixateur
externe verwandt. Dabei handelt es sich um eine héufig genutzte, unkomplizierte und
effektive Technik der rigiden Frakturstabilisierung (Braun et al., 1996). Der unilateral
eingesetzte Fixateur externe bestand aus vier Titan-Gewindepins und einem Querbalken aus
rostfreiem Stahl. Zu bedenken ist, dass der Querbalken aus Stahl eine stirkere Belastung der
Kirschner-Dridhte verursachen und so eine lokale Osteolyse induzieren kann (Jéger et al.,
2005¢). Deswegen wurden Pins mit einem Durchmesser von 1,2 mm gewihlt, da dies die
Steifigkeit des Fixateurs erhoht und somit Lockerungen und Osteolysen vermindert (Harrison
et al., 2003). Mit dem Fixateur externe wird verglichen zur intramedduldren Fixation oder
Plattenosteosynthese die Beeinflussung der Heilung durch eng dem Knochen aufliegende
Implantate minimiert. Beim Fixateur externe ldsst sich zudem radiologisch die
Knochenheilung besser beurteilen. Risiken sind allerdings sogenannte Pintraktinfektionen der
Weichteile und/oder des Knochens mit folgender Lyse und/oder Nekrose (Bradley et al.,
1980), Stabilitdtsverlust durch Lockerung der Drdhte und neuerlicher Dislokation der
Fragmente (Mark et al. 2003).

Operative Prozedur

Operiert wurde nach einer etablierten und im Julius Wolff Institut schon vielfach erfolgreich
eingesetzten Methode (Kaspar et al., 2007; Metha et al., 2010; Schwarz et al., 2012; Strube et
al., 2008). Es wurde ein Defekt von fiinf Millimeter GroB3e erzeugt. Dies entsprach einer
Defektgrofle von 160 bis 200 Prozent des Os femoris Durchmessers der Ratte. Die Grofe des
Defektes wurde so gewdhlt, weil in dieser Studie die Heilung eines Defektes von kritischer
GroBe untersucht werden sollte. Dies sind diaphysére Defekte, die groBer als 140 Prozent des
Knochendurchmessers ausmachen und auf natiirlichem Weg und ohne érztliche Intervention
nicht heilen (Mathon et al., 1998). Der Defekt wurde mit den unterschiedlichen
Transplantaten gefiillt. Eine weitere Standardisierung wurde in diesem Projekt dadurch
erzielt, dass alle Operationen, inklusive der Vorbereitungen und Nachsorge, von derselben
Person durchgefiihrt wurden.
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5.1.3 Entnahme und Aufarbeitung der Proben

Nach der Euthanasie wurden die Femora entnommen. Dabei erwies es sich als sehr hilfreich,
dass der externe Fixateur die Osteotomie stabilisierte. Somit konnten grofere
interfragmentidre Bewegungen oder ZerreiBen des Kallus verhindert werden. Durch die
folgende Fixierung der Priparate in Formaldehyd hirtete das Gewebe aus, sodass der Fixateur
entfernt werden konnte um die Proben weiter zu bearbeiten. Fiir die histologische
Aufarbeitung mussten die Knochen entkalkt in Paraffin eingebettet werden, sodass 4 pum
dicke Schnittpréparate hergestellt werden konnten. Die Entkalkung musste sehr sorgfiltig
vorgenommen und stetig gepriift werden um beim Schneiden ein Zerreilen der Schnitte bei
unzureichender Dekalzifizierung zu vermeiden. Das Schneiden der sorgfiltig entkalkten
Knochen war nicht schwierig. Allerdings entstanden kleine Risse im Schnitt durch die rasche
Erwiarmung und Erweichung des Paraffins. Um das zu verhindern wurden die Paraffinblocke
auf einem FEisblock gekiihlt. Defekte Schnitte wurden aussortiert oder bei kleineren
Artefakten wurden sie beim Auswerten manuell korrigiert. Dadurch gestaltete es sich als sehr
schwierig Serienschnitte herzustellen, sodass dies nicht umgesetzt werden konnte. Es wurde
eine sagittale Schnittebene in kraniokaudaler Richtung des Femurs gewihlt. Dabei ergab sich
ein Langsschnitt durch den Defekt, in dem die einzelnen Kallusstrukturen und —gewebe, auch
in Verbindung mit der Kortikalis, gut zu untersuchen waren. So konnte die longitudinale
Entwicklung des Kallus entlang der Knochenachse bestmdglich zweidimensional dargestellt
und beurteilt werden.

5.1.4 Radiologische Untersuchungen
Rontgen

Zwei, vier und sechs Wochen nach der Operation wurde die linke Hintergliedmalle in zwei
Ebenen (medio-lateral, kranio-kaudal) gerontgt. Dazu musste zuvor der Querbalken aus Stahl
durch einen Kunststoffbalken ersetzt werden, da der Stahlbalken rontgendicht war und
Artefakte auf den Rontgenbildern verursacht hitte. Die Bilder wéren nicht beurteilbar
gewesen. Anhand der Rontgenbilder wurde der Heilungsverlauf beurteilt, beziehungsweise
konnten Knochenlysen oder Pinausbriiche im Knochen festgestellt werden. Bei insgesamt
sechs Tieren kam es zu derartigen Komplikationen. Diese Tiere wurden aus dem Versuch
genommen und euthanasiert, um unndtige Schmerzen und Leiden zu vermeiden.

MicroCT

Um die Rontgenbilder anzufertigen mussten die Tiere narkotisiert werden. In der Narkose
wurden zugleich in vivo MicroCTs und nach der Probengewinnung und Fixierung auch in
vitro MicroCTs angefertigt. Die MicroCT Untersuchungen wurden nach einer im Julius Wolff
Institut bewéhrten Methode und zur weiteren Standardisierung von nur einer Person
durchgefiihrt. Dabei mussten die in vivo im Gegensatz zu den in vitro MicroCTs mit einer
geringeren Auflosung vorgenommen werden, da sie andernfalls die Narkosedauer
iiberschritten hitten. Es wurden Transversalschnitte durch den Knochen/Kallus angelegt,
damit der kndcherne Kallus dreidimensional ausgewertet werden konnte. Um den Aufwand
zeitlich nicht entgleiten zu lassen, wurde ein genau definierter Bereich ,,VOI*“ (Volume Of
Interest) im Defekt analysiert. Der Bereich beinhaltete 5 mm aus dem Frakturspalt und
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weitere 0,5 mm proximal sowie distal angrenzend an die Osteotomierdnder. So konnte der
gesamte Osteotomiespalt mit den Osteotomierdndern und einige Mikrometer vom intakten
Knochen ausgewertet werden. Dazu wurde jeder einzelne Schnitt im Bereich des kndchernen
Kallus markiert. Zusitzlich musste die Kortikalis und bei der Kontrollgruppe die Spongiosa
von den Berechnungen ausgeschlossen werden. Die Umrandung der zu untersuchenden
Strukturen machte keine groferen Schwierigkeiten, konnte jedoch individuell subjektiven
Schwankungen unterliegen. Um dies zu vermeiden, wurde die Analyse der MicroCTs nur von
der Verfasserin dieser Arbeit, durchgefiihrt.

5.1.5 Histomorphometrie

Die computergestiitzte Bildanalyse wurde an nach Movat Pentachrom und an
immunhistochemisch Kollagen 1 Schwein gefirbten Priparaten vorgenommen. Von jedem
Tier wurde ein Schnitt jeder Farbung ausgewertet.

Festlegung der ROI

Als Hohe der ROI wurden sieben Millimeter gewihlt, sodass der gesamte Osteotomiespalt
mit seinen Rindern und den angrenzenden Reaktionen zu erkennen waren. Etwaige
Gewebereaktionen im Bereich der Pinverankerungen im Knochen waren nicht Gegenstand
der Studie und wurden daher nicht in die ROI mit eingeschlossen. Die Breite des
Auswertungsareals wurde auf sechs Millimeter festgelegt. Sie wurde so gewihlt, da dies, nach
lichtmikroskopischer Betrachtung der Priparate, der breitesten Ausdehnung des Kallus in
allen Praparaten entsprach.

Auswertung

Die Movat Pentachrom-Féarbung macht es moglich Knochen von Knorpel und Bindegewebe
zu unterscheiden und Zelltypen leicht zu erkennen und zu benennen. Geeignet ist diese
Farbung entsprechend nicht nur fiir die Histomorphometrie sondern auch fiir die deskriptive
Histologie (Olah et al., 1977). Die Quantifizierung der verschiedenen Gewebe in der
Histomorphometrie war nicht nur essentiell fiir die vergleichende Kontrolle der Heilung,
sondern auch fiir die Berechnungen der Dichten von Osteoklasten und Blutgefiflen im
Gewebe. Uber die Kollagen 1 Schwein-Firbung ist es moglich Schweinekollagen Typ 1 zu
identifizieren. So ist das Degradationsverhalten der Scaffolds zu erkennen. Das kalibrierte
Computerprogramm markierte entsprechend der vorgegebenen Standardfarben das Kollagen
Typ 1 und die Knochen-, Binde- oder Knorpelgewebsfldchen an den jeweiligen Farbungen.
Die auswertende Person konnte diese Einschédtzung mittels Farbwertregler nach oben oder
unten korrigieren und durch manuelles Umfahren bestimmte Bereiche aus- oder einschlieen.
Dies war erforderlich, da teilweise verschiedene Gewebearten in der gleichen Farbe vorkamen
und das Computerprogramm somit falsche Gewebearten deklarierte. AuBlerdem mussten
etwaige Artefakte erkannt und manuell entfernt werden. Zusitzlich war es in der Movat
Pentachrom-Farbung schwierig die Kortikalis zu markieren, da sie am Bildschirm besonders
an den Grenzen zum Kallus nicht immer eindeutig abgrenzbar war. Deswegen wurden die
Proben immer auch lichtmikroskopisch ausgewertet. Da dabei individuell Untersucher
abhingig abweichende Ergebnisse entstehen konnen, wurde dies nur von der Verfasserin der
Arbeit vorgenommen.
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5.1.6 Histologie
Deskriptive Histologie

Die Beschreibung der Priparate erfolgte subjektiv entsprechend der Kriterien, die die
Untersucherin erstellt hatte. Mit der deskriptiven Analyse der Movat Pentachrom Préparate
sollten vor allem vergleichend die Gewebeanteile und deren Lokalisation und Ausbreitung
iibersichtlich dargestellt werden. Zusétzlich sollten bestimmte Zelltypen identifiziert und ihre
Verteilung ermittelt werden. Auch wenn dies subjektiv ist, ist es doch hilfreich die Ergebnisse
mit denen der Histomorphometrie zu vergleichen und sie unterstiitzend zu nutzen.

AlphaSMA-Féirbung

Die alphaSMA-Féarbung ist ein immunhistochemisches Verfahren mit dem spezifische
Strukturen dargestellt, leicht erkannt und ausgewertet werden konnen. Die Farbung gelingt
nicht immer und es kdnnen auch priparatabhidngige Unterschiede der Anfiarbung auftreten,
selbst in einem Farbedurchgang. Nachteilig sind zudem der hohe Kosten- und Zeitaufwand. In
dieser Studie wurde die Farbung problemlos nach einem im Julius Wolff Institut etablierten
und erfolgreichem Protokoll vorgenommen (Lienau et al., 2005). Die angeférbten Blutgefal3e
wurden analog zur Histomorphometrie in der festgelegten ROI gezdhlt. So konnten die
Ergebnisse auf die histomorphometrischen Ergebnisse bezogen und z.B. die Anzahl der
Blutgefille pro Bindegewebsfldche (> BlutgefdBdichte) angegeben werden. Eine mdglichst
hohe Messgenauigkeit wurde zudem durch das Einscannen der Préparate und die farbliche
Markierung und Zahlung mit Hilfe eines Computerprogrammes erreicht. So wurden
Doppelzdhlungen vermieden. Es wurden nur Gefile gezdhlt, die folgende Bedingungen
erflillten: positiv geférbt, anndhernd rund und Lumen. So wurden lingsangeschnittene Gefifle
nicht beriicksichtigt, um eine doppelte Zdhlung, eines sich eventuell mehrmals durch die
Ebene schldngelnden Blutgefilles, moglichst zu vermeiden. Allerdings schloss dies auch
teilweise kleinste neugebildete Kapillaren aus, da diese oft noch kein erkennbares positives
Farbeergebnis lieferten oder kein Lumen besal3en.

TRAP-Fiirbung

Bei der TRAP-Fiarbung werden die Tartrat-resistenten sauren Phosphatasen in den
Osteoklasten rosa angefarbt. Gezdhlt wurden alle Zellen die sich rosa anfarbten, mindestens
zwei Zellkerne aufwiesen und in Kontakt zu einer kndchernen Oberflache standen (Schell et
al., 2006). Die Zellen waren zum Teil unterschiedlich intensiv gefarbt. Dies ldsst sich durch
die unterschiedliche Aktivitit der sauren Phosphatase und damit der Zellen erkléren.
Allerdings fiel auch auf, dass in der Spongiosakontrollgruppe Osteoklasten, die an der
Oberflache der Spongiosatransplantate saf3en, teils nicht TRAP-positiv gefarbt waren, obwohl
im gesamten Schnitt die Farbung positiv war, da andere Osteoklasten im knochernen Kallus
eindeutig positiv gefarbt waren. Diese Osteoklasten konnten in der Movat Pentachrom-
Farbung zweifelsfrei als mehrkernige Riesenzellen identifiziert werden. Zusétzlich schienen
sie aktiv zu sein, da der spongidse Knochen unter ihnen wie ,,angenagt® erschien und bereits
sogenannte Howship Lakunen entstanden waren. Es handelte sich also mit hoher
Wabhrscheinlichkeit um aktive Osteoklasten. Es kann nicht erkldrt werden warum diese Zellen
in der TRAP-Firbung nicht positiv gefarbt waren, obwohl sie wie zuvor beschrieben
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zumindest zeitweise aktiv gewesen sein mussten. Da zur Berechnung der Osteoklastendichte
die in der histomorphometrischen Untersuchung ermittelten Knochenfldchen genutzt wurden,
erfolgte die Zdhlung analog zur Histomorphometrie in der festgelegten ROI. Die
Messgenauigkeit wurde durch die farbliche Markierung und Zéhlung mir einem
Computerprogramm verbessert.

5.2 Ergebnisse

Trotz vielfaltiger Forschung auf dem Gebiet der Knochenheilung ist besonders die Heilung
und Uberbriickung groBerer Defekte {iber mehrere Zentimeter bis Dezimeter immer noch sehr
langwierig und nicht immer erfolgreich. Hiufig sind Transplantationen von eigenem Knochen
oder Knochenersatzmaterialien notwendig. In zahlreichen in vitro Studien zum
Reaktionsmuster von Zellen im Korper gegeniiber dieser Ersatzmaterialien wurde
nachgewiesen, dass die Reifung mesenchymaler Stammzellen zu Osteoprogenitorzellen durch
steifere Materialien gefordert wird (Chatterjee et al., 2010; Engler et al., 2006; Huebsch et al.
2010; Lutolf et al., 2009). In dieser Studie wurde erstmals der Einfluss der Mikrosteifigkeit
eines Scaffolds auf die Knochenheilung in vivo studiert. Dazu wurde die Auswirkung
unterschiedlich steifer Gelatinescaffolds und eines Spongiosatransplantats auf die Heilung
eines Defektes von kritischer Grofle radiologisch, histomorphometrisch und histologisch
analysiert.

5.2.1 Operationsbefunde

Die Tiere erholten sich zundchst gut von dem Eingriff. Jedoch brachen bei einem Tier nach
zwei Wochen und bei zwei weiteren nach vier Wochen die Pins aus. Drei weitere Tiere
wiesen am Ende der Standzeit nach sechs Wochen ausgeprigte Knochenlysen auf. Obwohl
fiir diese Studie ein Fixateur externe mit Pins mit einem Durchmesser von 1,2 mm verwendet
wurde, um die Steifigkeit der Montage zu erhohen (Harrison et al., 2003), kam es doch zu
Pinlockerungen und Osteolysen. Dies kann erfahrungsgemif durch iiberméfige Bewegungen
und Belastung der Pins im Knochen entstehen (Jager et al., 2005c). Zudem kann nicht
ausgeschlossen werden, dass trotz tdglicher Pinpflege, eine Infektion entstand. Dies konnte
Knochenlysen verursacht haben (Bradley et al., 1980). Diese Komplikationen bedenkend
sollte fiir zukiinftige Studien erwogen werden andere Osteosyntheseverfahren zu verwenden,
um Verluste mit denen beim Fixateur externe zu rechnen ist zu vermeiden.

5.2.2 Radiologische Ergebnisse
Rontgenbilder

In den drei Gruppen war der Defekt bei keinem Tier nach sechs Wochen kndchern
iberbriickt, sodass der Osteotomiespalt immer deutlich zu erkennen war. Allerdings lieBen
sich neue Kallusformationen zunehmend als wolkige oder zapfenférmige Verschattungen im
Bereich des Spaltes und/oder der Osteotomierinder nachweisen. Da sich mineralisiertes
Gewebe erst ab einer Dichte von 30 Prozent radiologisch darstellen ldsst (Radasch, 1999),
muss der knocherne Kallus nach sechs Wochen bereits eine entsprechende Dichte
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aufgewiesen haben. Auch wenn der Spalt nach sechs Wochen noch nicht tiberbriickt war, war
doch mehr oder weniger ausgeprigt knocherner Kallus bei allen Tieren entstanden. Zur
besseren qualitativen und quantitativen Analyse des Kallus wurden anschlieBend jedoch
andere, zuvor erwihnte, Untersuchungstechniken angewandt. Das Rontgen diente vor allem
zur Feststellung von Pinausbriichen oder Knochenlysen, um die betroffenen Tiere rechtzeitig
aus dem Versuch zu nehmen.

MicroCT

Im MicroCT konnten Qualitdit und Quantitit des neugebildeten kndchernen Kallus
dreidimensional evaluiert werden. Es zeigte sich, dass die Tiere der Gelatinescaffoldgruppe 2
zu allen drei Untersuchungszeitpunkten ein gréBeres totales Kallusvolumen (TV), ein
grofleres mineralisiertes Kallusvolumen (BV) und mehr Inhalt mineralisierten Gewebes im
Kallus (TMC) aufwiesen als die Gelatinescaffoldgruppe 1. Das TV, BV und TMC der
Gelatinescaffoldgruppe 2 war nach zwei und sechs Wochen nahezu doppelt so grof3 wie das
der Gelatinescaffoldgruppe 1. Lediglich nach vier Wochen ergaben sich in den beiden
Gelatinescaffoldgruppen keine groBen Unterschiede im TV, BV und TMC. In der
Gelatinescaffoldgruppe 1 ist das TV, BV und TMC nach vier und nach sechs Wochen nahezu
identisch. Daraus ldsst sich schlieBen, dass es ab der vierten Woche in dieser Gruppe zu
keiner groBeren kndchernen Kallusbildung mehr kam, wohingegen in der
Gelatinescaffoldgruppe 2 die Werte weiter anstiegen. Warum die Kallusbildung in der
Gelatinescaffoldgruppe 1 nach der vierten Woche stagnierte, ldsst sich durch die
histologischen =~ Befunde  erkldren. ~ Der  Unterschied zwischen den  beiden
Gelatinescaffoldgruppen war allerdings nur nach zwei Wochen fiir das TV, BV und TMC und
nach sechs Wochen fiir das BV und TMC signifikant. Auch in der in vitro Untersuchung gab
es keinen signifikanten Unterschied im TV, BV oder TMC zwischen den beiden
Gelatinescaffoldgruppen, obwohl es zum gleichen Zeitpunkt in der in vivo Untersuchung
einen signifikanten Unterschied 1im BV und TMC zwischen den beiden
Gelatinescaffoldgruppen gegeben hat. Dies kann daran liegen, dass in der in vitro
Untersuchung nur vier Tiere in die Auswertung der Gelatinescaffoldgruppe 1 eingegangen
sind, da zwei Scans verloren gingen. Die geringe Gruppengrofle von n=4 macht statistische
Aussagen schwierig bis unmoglich. Das Verhéltnis des kndchernen Kallus zum gesamten
Kallus (BV/TV) und die Dichte des mineralisierten Gewebes (TMD) waren bei beiden
Gelatinescaffoldgruppen zu allen Untersuchungszeitpunkten gleich. Durch die MicroCT-
Untersuchungen wurde somit nachgewiesen, dass der neugebildete Kallus der beiden
Gelatinescaffoldgruppen sich im Hinblick auf Qualitit nicht, aber quantitativ sehr
unterschied. Dies zeigt, dass der Scaffold mit der hoéheren Mikrosteifigkeit die
Knochenheilung besser unterstiitzt, als der mit niedrigerer Mikrosteifigkeit. Somit bestitigt
sich die erste Hypothese aus Gliederungspunkt 2.5.

Der Vergleich der Gelatinescaffoldgruppe 1 mit der Spongiosakontrollgruppe ergab, dass TV,
BV und TMC der Spongiosakontrollgruppe ab der vierten Woche wesentlich groBer waren,
als das der Gelatinescaffoldgruppe 1. Allerdings waren die Differenzen bis zur zweiten
Woche nicht markant. Obwohl die Werte der Spongiosakontrollgruppe teilweise bis zu
doppelt so groB3 waren als die der Gelatinescaffoldgruppe 1, war dies ohne Signifikanz. Dies
lasst sich durch die grofle Streuung der Werte der Spongiosakontrollgruppe erkldren. Das
Verhéltnis des mineralisierten Kallus zum totalen Kallus (BV/TV) war bei der
Spongiosakontrollgruppe immer signifikant groBer als das der Gelatinescaffoldgruppe 1,
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wohingegen es hinsichtlich der Dichte des mineralisierten Gewebes (TMD) keine
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen gab. Die MicroCT-Untersuchung ergab, dass der
Kallus der Spongiosakontrollgruppe nicht nur grofler war als der der Gelatinescaffoldgruppe
1, sondern, dass er auch einen signifikant groBBeren knochernen Anteil besal3.

Im Vergleich der Gelatinescaffoldgruppe 2 mit der Spongiosakontrollgruppe ergab sich, dass
nur das TV nach zwei Wochen in der Gelatinescaffoldgruppe 2 signifikant hoher war als in
der Spongiosakontrollgruppe. Das BV/TV der Spongiosakontrollgruppe war immer
signifikant hoher, als das der Gelatinescaffoldgruppe 2, wohingegen die TMD bei beiden
Gruppen gleich war. Somit ergab die Untersuchung, dass der Kallus der
Gelatinescaffoldgruppe 2 hinsichtlich der Quantitit keinen Unterschied zum Kallus der
Spongiosakontrollgruppe aufwies. Allerdings befand sich im Verhiltnis zum gesamten Kallus
mehr mineralisierter Kallus in der Spongiosakontrollgruppe als in der Gelatinescaffoldgruppe
2. Dies ist jedoch kritisch zu betrachten. Wahrend der MicroCT-Auswertung musste die
Spongiosa manuell aus dem neu entstandenen Kallus ausgeschnitten werden. Es ist nicht
auszuschlieBen, dass dabei auch kleine Stiicke der Spongiosa nicht mit erfasst wurden und
somit mit in die Berechnung als neugebildeter kndcherner Kallus eingingen. Denkbar ist, dass
der Anteil des mineralisierten Kallus bei der Spongiosakontrollgruppe teilweise verfalscht
hoch ausfillt. Dies bestitigt die Histomorphometrie.

Die zweite Hypothese aus Gliederungspunkt 2.5, dass die Gelatinescaffolds die
Knochenheilung nicht so gut unterstiitzen wie das Spongiosatransplantat, bestatigt sich nur fiir
den Gelatinescaffold mit der niedrigeren Mikrosteifigkeit. Der Gelatinescaffold mit der
hoheren Mikrosteifigkeit hingegen scheint die Knochenbildung und —heilung in dhnlicher
Weise zu fordern wie das Spongiosatransplantat.

5.2.3 Histologische Ergebnisse
Deskriptive Histologie

In der deskriptiven Histologie wurden der Osteotomiespalt, die Kallusbildung und die
Gewebearten und —verteilung beschrieben. Dabei wurde nicht nur der ROI Bereich wie in der
Histomorphometrie, sondern das ganze Préparat analysiert. Zundchst fiel auf, dass in nahezu
allen Priparaten eine mehr oder weniger stark ausgeprigte Knochenlyse im Bereich eines
oder mehrerer Pinlocher vorlag. Dort waren vermehrt Anzeichen einer Inflammation, wie
Einblutungen oder Zellverdichtungen zu finden. Teilweise bildeten sich in diesen Bereichen
groBe periostale kndcherne Zubildungen um den Lysedefekt zu stabilisieren. In einigen
Préaparaten reichten die Zubildungen bis in die ROI und gingen somit teilweise in die
Berechnung als neugebildeter Kallus ein, obwohl sie mit der Heilung nichts zu tun hatten. Da
dies aber nur bei sehr wenigen Préparaten der Fall war und diese sich auch gleichméBig auf
die verschiedenen Untersuchungsgruppen verteilten, hatte es keinen Einfluss auf die
Ergebnisse der Histomorphometrie und wurde daher nicht gesondert deklariert. Auch hiermit
werden die Uberlegungen gestiitzt bei kiinftigen Studien ein anderes Osteosyntheseverfahren
zur Stabilisation, als den Fixateur externe, zu nutzen. Weitere Zeichen fir
Entziindungsreaktionen im Bereich der Osteotomiespalte wurden nicht gefunden. Das weist
darauf hin, dass weder die Gelatinescaffolds noch die xenogenen Spongiosatransplantate
tibermdBige Immunreaktionen ausgeldst haben. Bei keiner Gruppe war nach sechs Wochen zu
Versuchsende der Osteotomiespalt knochern iiberbriickt. Allerdings war dies in der

96



Diskussion

Gelatinescaffoldgruppe 2 bei zwei Tieren kurzfristig zu erwarten, da gro3e kndcherne Zapfen
bis weit in den Osteotomiespalt hinein ragten und bei einem der beiden Tiere war der Defekt
immerhin knorpelig iiberbriickt. Insgesamt gab es wenig Knorpelgewebe in allen Priparaten.
Die geringen Mengen an Knorpelgewebe sprechen dafiir, dass die Knochenheilung eher iiber
die direkte oder desmale Ossifikation abgelaufen ist, bei der sich mesenchymale Stammzellen
direkt zu osteogenen Zellen und damit zu Osteoblasten entwickeln (Junqueira et al., 2002;
Trostle et al., 1996; Weiner et al, 1998). Nur bei einigen Pridparaten der
Gelatinescaffoldgruppe 2 und der Spongiosakontrollgruppe war Knorpel zu finden und die
Heilung erfolgte iiber die enchondrale Ossifikation. Es scheint vorwiegend eine ausreichende
Sauerstoffversorgung vorgelegen zu haben, welche eher zur Ausbildung von Bindegewebe
fiihrt (Palmer et al., 1992; Willenegger et al.,, 1971), wohingegen eine niedrige
Sauerstoffspannung eher zur Knorpelbildung fiihrt (Einhorn, 1998; Lane, 1998). Allerdings
ist fraglich, ob gegebenenfalls bei den Praparaten ohne Knorpelbefund, sich Knorpel bereits
zu Knochen transformiert hatte und daher kein Knorpelgewebe mehr gesehen werden konnte.
Um dies besser einschdtzen zu konnen, miissten histologische Untersuchungen in kiinftigen
Studien auch zu fritheren Zeitpunkten der Knochenheilung vorgenommen werden.

In den Gelatinescaffoldgruppen waren die Kallusenden bei einigen Tieren zum
Osteotomiespalt hin zum Teil abgerundet und zogen als diinner ,,Steg™ von periostal
kommend zwischen der medialen und lateralen Kortikalis entlang. Somit war die Markhdhle
zum Osteotomiespalt hin abgeschlossen. Zusitzlich bestanden diese ,,Stege™ zumeist aus
schon strukturierten Lamellenknochen und an der Oberfliche befanden sich nur wenig
inaktive abgeflachte Osteoblasten. Dies konnen Zeichen einer Pseudarthrose sein (Kokubu et
al., 2003; Volpon, 1994). Bei einer Pseudarthrose wire die Knochenheilung zu diesem
Zeitpunkt verzogert oder zum Stillstand gekommen. Ursachen dafiir konnen unter anderem
vermehrte Instabilitdt (Kutscha-Lissberg et al., 2003), gestorte Vaskularisierung -
frakturbedingt oder durch operative Versorgung, (Runkel et al., 2000) oder auch Infektionen
mit einhergehenden Knochenlysen sein (Bosch et al., 1999; Runkel et al., 2000). Auch die
Verlagerung von Weichteilen (besonders Muskeln) in den Frakturspalt konnen die knécherne
Uberbriickung verhindern (Runkel et al., 2000). Solch ein Muskelprolaps war vor allem in der
Gelatinescaffoldgruppe 1 zu sehen. Allerdings muss fiir diese Studie ganz klar die
DefektgroBe (Defekt kritischer GroBe) als Hauptursache fiir eine ausbleibende Uberbriickung
genannt werden. Was urséchlich fiir die ausbleibende Uberbriickung noch mitverantwortlich
sein konnte ist nicht zu beantworten. Wahrscheinlich verursachen dies mehrere Faktoren im
Zusammenspiel. Ob es sich allerdings um eine verzogerte Heilung handelt, die gegebenenfalls
zu einem spiteren Zeitpunkt erneut reaktiviert werden und zur Uberbriickung fiihren konnte
oder um eine ausbleibende Heilung, kann in dieser Studie mit einer Standzeit von nur sechs
Wochen nicht geklart werden. Dazu miissten in kiinftigen Studien radiologische und
histologische Untersuchungen auch zu spéteren Zeitpunkten erfolgen.

In der Spongiosakontrollgruppe bestand der kndcherne Kallus bei der Mehrzahl der Tiere aus
unstrukturierten Geflechtknochen. Bei drei Tieren fanden sich aktive Osteoblasten auf der
Knochenoberfliche. Dies weist auf eine aktive Knochenheilung hin, die gegebenenfalls zu
einem spiteren Zeitpunkt zu einer Uberbriickung gefiihrt hitte. Allerdings war auch in dieser
Gruppe bei drei Tieren der Kallus zum Teil als kompakter ,,Steg* zu sehen, der zum Spalt hin
abgerundet war. Bei zwei Tieren wurden auf der Kallusoberflache nur inaktive Osteoblasten
gefunden. Dies sind dezente Indizien einer Pseudarthrose.
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Histomorphometrie

Aus den Ergebnissen der Histomorphometrie war ein signifikant groBerer Anteil von
Knochen- und Knorpelfliche in der Gelatinescaffoldgruppe 2 im Vergleich zur
Gelatinescaffoldgruppe 1 zu ersehen. Die GroBe des gesamten Kallus und seines
bindegewebigen Anteils des Kallus wies keine grolen Unterschiede auf. Dies bestitigt die
Befunde der MicroCT-Untersuchungen und deskriptiven Histologie und wieder auch die erste
Hypothese.

In der Gelatinescaffoldgruppe 1 befand sich deutlich mehr Muskelgewebe im Spalt als in der
Gelatinescaffoldgruppe 2. Dies konnte unter anderem die verzogerte oder ausbleibende
weitere Heilung in der Gelatinescaffoldgruppe 1 begriinden, da die Interposition von
Weichteilen, besonders Muskeln, die Heilung behindern kann (Runkel et al., 2000). So lie3e
sich auch erkliren, warum in der MicroCT-Untersuchung bei der Gelatinescaffoldgruppe 1 ab
der vierten Untersuchungswoche kein groBer Volumenzuwachs des knochernen Kallus
entstand. Wahrscheinlich waren zu dieser Zeit bereits Muskelbiindel in den Spalt prolabiert
und storten die weitere Heilung. Zusétzlich waren in der Gelatinescaffoldgruppe 1 signifikant
weniger verbliebene Gelatinescaffoldreste zu erkennen als in der Gelatinescaffoldgruppe 2.
Dies bedeutet, dass der Scaffold mit der hoéheren Mikrosteifigkeit in vivo langsamer zu
degradieren schien als der Scaffold mit der niedrigeren Mikrosteifigkeit. Es ist zu iiberlegen,
ob es gegebenenfalls durch die schnelle Degradation des weicheren Gelatinescaffolds zu
einem vermehrten Muskeleinfall in der Gelatinescaffoldgruppe 1 kam, weil der Scaffold nicht
mehr die Platzhalterfunktion tibernahm. Desweiteren konnte der steifere Scaffold langer als
Leitschiene fiir Gefa3- und Zellinvasion und so osteokonduktiv wirken und unter anderem ein
besseres Heilungsergebnis erzielen. Um diese Uberlegungen zu bestitigen, miissten weitere
Studien folgen, in denen friither histologische Untersuchungen vorgenommen werden.

Die Spongiosakontrollgruppe hatte eine signifikant groBere Knochenfliche als die
Gelatinescaffoldgruppe 1 und auch die Knorpelfliche war wesentlich grofer als die der
Gelatinescaffoldgruppe 1. Jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant. Dies kann mit der
breiten Streuung der Werte in der Spongiosakontrollgruppe erkliart werden. Die Grof3e des
gesamten Kallus und der bindegewebigen Anteile waren anndhernd gleich. Allerdings befand
sich in der Gelatinescaffoldgruppe 1 wesentlich mehr Muskelgewebe im Spalt als in der
Spongiosakontrollgruppe.

Zwischen Spongiosakontroll- und Gelatinescaffoldgruppe 2 gab es keine groB3en
Unterschiede. Lediglich die Knorpelfliche war in der Spongiosakontrollgruppe wesentlich
grofer als in der Gelatinescaffoldgruppe 2, jedoch war dies aufgrund der gro3en Streuung der
Werte in der Spongiosakontrollgruppe nicht signifikant. In der Spongiosakontrollgruppe war
so gut wie kein Muskelgewebe im Spalt zu messen. Vermutlich hat das Spongiosatransplantat
den Muskelprolaps verhindert. Die auf den Ergebnissen der MicroCT-Untersuchung
basierende Vermutung, dass die Kallusqualitdt in der Spongiosakontrollgruppe besser war als
die in der Gelatinescaffoldgruppe 2, bestitigte sich in der Histomorphometrie nicht.
Wahrscheinlich ist, dass wie zuvor schon erwogen Spongiosatransplantat zum Teil falsch-
positiv als Kallus deklariert wurde. Da nur der Gelatinescaffold 1 mit der niedrigeren
Mikrosteifigkeit ein schlechteres Heilungsergebnis als das Spongiosatransplantat ergab, der
Gelatinescaffold 2 mit der héheren Mikrosteifigkeit die Knochenheilung aber vergleichbar
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dem Spongiosatransplantat forderte, kann auch aus der histologischen Analyse die zweite
Hypothese nicht bestétigt werden.

Osteotomiespaltmessung

In der deskriptiven Histologie fiel auf, dass bei den beiden Gelatinescaffoldgruppen Zeichen
einer Pseudarthrose zu sehen waren. Deswegen wurde die Breite des Osteotomiespaltes
vermessen, um eine zusitzliche Information {liber die Heilungstendenz der mit Scaffolds
versorgten Defekte zu bekommen. Dabei ergab sich, dass der Osteotomiespalt in der
Gelatinescaffoldgruppe 2 signifikant kleiner war als in der Gelatinescaffoldgruppe 1. Dies
deutet auf die bessere Heilung der Defekte mit dem Gelatinescaffold 2 hin. Diese
Untersuchung ist nicht reprisentativ, da jeweils nur eine Schnittebene vermessen wurde und
die Breite des Osteotomiespaltes in verschiedenen Ebenen variieren kann. Zusétzlich konnte
sich auch ein etwas schrig angeschnittener Osteotomiespalt breiter darstellen, als er eigentlich
ist. Jedoch ist eine Tendenz erkennbar: Obwohl in beiden Gelatinescaffoldgruppen in der
deskriptiven Histologie Zeichen einer Pseudarthrose gefunden wurden, scheint beim
Gelatinescaffold 2 die Heilung weiter vorrangeschritten zu sein als beim Gelatinescaffold 1.
Auch dies bestitigt die erste Hypothese.

Blutgefifzihlung

Die absolute BlutgefdBzahl wie auch deren Dichte berechnet auf die Bindegewebsfldche
waren in beiden Gelatinescaffoldgruppen identisch. Allerdings fiel auf, dass sich die
Blutgefa3e eher periostal als endostal befanden. Eine Ursache dafiir konnte sein, dass sich bei
groBen Defekten neue Blutgefile sowohl vom Periost, als auch von umliegenden
Weichteilen, besonders Muskeln, her bilden und in den Kallus einsprossen (Cruess et al.,
1975; Reed et al., 2002).

Im Vergleich dazu war die BlutgefdBdichte in der Spongiosakontrollgruppe signifikant groBBer
als die in den Gelatinescaffoldgruppen. In der Spongiosakontrollgruppe war die
BlutgefaBverteilung zudem gleichméBig periostal und endostal verteilt. Daraus ldsst sich
ableiten, dass der Defekt in der Spongiosakontrollgruppe zu dieser Zeit besser durchblutet
war. Dies deutet auf eine bessere Heilungstendenz hin, da es sich bei der Knochenheilung um
einen sehr stoffwechselaktiven Vorgang handelt und eine intakte Durchblutung essentiell ist.
(Cruess et al,. 1975; Stiirmer, 1996). Es bleibt offen, ob sich in den Gelatinescaffoldgruppen
die Blutgefidle bereits wieder zuriickgebildet hatten, da die Knochenheilung stagnierte und in
eine Pseudarthrose miindete. Denkbar ist aber auch wie in anderen Studien beschrieben, dass
eine mangelnde Vaskularisierung erst zur Bildung einer Pseudarthrose fiihrte (Runkel et al.,
2000; Stiirmer, 1996). Um dies zu klédren, sollte in kiinftigen Studien unter diesem Aspekt
frithzeitiger histologisch untersucht werden. Analysiert werden muss auch die Ursache
verminderter Vaskularisierung in den Gelatinescaffoldgruppen. Denkbar ist, dass die
weicheren Gelatinescaffolds mehr interfragmentire Kompressionsbewegungen zugelassen
haben als das feste Spongiosatransplantat und dadurch die feinen neugebildeten Gefdle in den
Gelatinescaffoldgruppen wiederholt zerrissen, sodass die GefdBdichte vermindert war, was
zur Pseudarthrose filihrte. Offen bleibt auch die Ursache fiir die Menge der
Knorpelgewebsbildung in der Spongiosakontrollgruppe. Bekannt ist, dass Knorpel sich eher
bei schlechter Vaskularisierung und damit einhergehender niedriger Sauerstoffbildung bildet
(Einhorn, 1998; Lane, 1998).
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Osteoklastenzihlung

Signifikant mehr Osteoklasten konnten in den Praparaten der Gelatinescaffoldgruppe 2 als in
denen der Gelatinescaffoldgruppe 1 gezéhlt werden. Auch die Dichte der Osteoklasten, in
Relation zur Knochenoberfliche, war in der Gelatinescaffoldgruppe 2 signifikant grofer als in
der Gelatinescaffoldgruppe 1. Daher ist davon auszugehen, dass die Knochenumbau- und
Heilungsprozesse in der Gelatinescaffoldgruppe 2 deutlich aktiver als in der
Gelatinescaffoldgruppe 1 waren. Das bestitigt die bisherigen Befunde der Untersuchungen. In
den Prdparaten, in denen der neugebildete kndcherne Kallus als diinner kompakter ,,Steg*
ausgebildet war, waren nur wenige Osteoklasten zu finden. Sie befanden sich zumeist an der
dem Markraum zugewandten Seite des Kallus. Das ldsst vermuten, dass die aktive
Umbauphase am Kallus in diesen Féllen nahezu abgeschlossen war. Wie vermutet scheint
sich so zu bestdtigen, dass eine Art Pseudarthrose entstanden ist, auch wenn aufgrund des
Studiendesigns offen bleiben muss, wie sich die Situation zu einem spiteren Zeitpunkt
darstellen wiirde.

Die Spongiosakontrollgruppe wies eine wesentlich hohere absolute Osteoklastenzahl und
Osteoklastendichte als die Gelatinescaffoldgruppe 1 auf. Zu beachten ist aber, dass viele
Osteoklasten, die dem Spongiosatransplantat direkt aufsaen, unbegriindbar nicht positiv
gefarbt waren (wie in 5.6.1 erwihnt) und deswegen nicht mitgezihlt wurden. Daher diirfte die
Differenz im Hinblick auf Osteoklastenzahl zwischen Spongiosakontroll- und
Gelatinescaffoldgruppe 1 noch groBer sein. Die Osteoklastenzahl und -dichte waren in der
Gelatinescaffoldgruppe 2 und  Spongiosakontrollgruppe nahezu identisch. Die
Knochenumbau- und Heilungsprozesse schienen in diesen beiden Gruppen vergleichbar aktiv
zu sein. Zusitzlich wurde in allen Gruppen eine héhere Osteoklastenzahl und —dichte in den
endostalen Bereichen gefunden. Das vermehrt endostale Osteoklastenvorkommen war zu
erwarten, da die Rekonstruktion des Markraums im Verlauf der Knochenheilung als wichtige
Voraussetzung fiir eine fortschreitende und erfolgreiche Wiederherstellung der
physiologischen Gefd3- und damit Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung des Knochengewebes
gilt (Braun et al., 1996).

5.3 Vergleich mit anderen Studien

In zahlreichen Modellen wurde die Heilung kritischer Knochendefekte mit Hilfe
verschiedenster Biomaterialien/Scaffolds vergleichbar untersucht. Eine in vivo Studie, die den
Einfluss der Mikrosteifigkeit eines Materials unter diesen Aspekten studiert, gibt es bisher
nicht, sodass die eigenen Ergebnisse auch nicht mit denen anderer Studien verglichen werden
konnen. In den vorliegenden in vivo Studien wurde meist nur der Einfluss eines Biomaterials
allein im Vergleich zum mit Wachstumsfaktoren oder Stammzellen ,,beladenen* Biomaterial
untersucht.

Petite et al (2000) analysierten die Heilung kritischer Knochendefekte am Metatarsalknochen
des Schafes mit Scaffolds aus Korallenexoskeletten. Die Scaffolds wurden allein oder befiillt
mit mesenchymalen Stammzellen oder frischem Knochenmark in 25 mm grofe Defekte
transplantiert. Nach einer Standzeit von 16 Wochen wurde die Tiere euthanasiert und die
Knochenheilung radiologisch sowie histologisch ausgewertet. Sie stellten fest, dass der
Scaffold allein bei keinem Tier zu einer Uberbriickung des Defektes fiihrte. Die Osteogenese
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war sehr gering. Auch in der Gruppe mit dem frischen Knochenmark war wenig
Knochenformation zu erkennen und entsprechend wurde kein Defekt kndchern iiberbriickt.
Bei den mit mesenchymalen Stammzellen bepflanzten Scaffolds wurde, abgesehen von einem
Tier, zumindest eine Kortikalis kndchern fusioniert. ,,Leere* Scaffolds unterstiitzen demnach
die Heilung verglichen zu ,,befiillten* eher nicht.

Tu et al. (2009) priiften in einem vergleichbaren Studiendesign Scaffolds aus Maisprotein
allein sowie mit mesenchymalen Stammzellen bepflanzt zur Fiillung eines 1,5 cm grofen
kritischen Defekts im Kaninchenradius. In einer Negativkontrolle wurde der Defekt belassen.
Radiologisch konnten nach 12 Wochen in der Negativkontrolle keine neuen
Knochenformationen, und in der Scaffoldgruppe ohne Stammzellen nur sehr wenige
Knochenformationen nachgewiesen werden. Der defekt wurde in der Beobachtungszeit nicht
knochern iiberbriickt. Bei den mit Stammzellen beladenen Scaffold konnte dagegen nach 12
Wochen eine knécherne Uberbriickung festgestellt werden. Auch quantitativ konnte in der CT
signifikant mehr neugebildeter Knochen in dieser Gruppe nachgewiesen werden. Dies
bestitigte wieder, dass ein Scaffold allein die Knochenheilung nicht ausreichend fordert.

Reichert et al. (2012) wihlten im Studiendesign ein Polycaprolactone-Tricalziumphosphat-
Scaffolds und setzten kritische Defekte von 3 cm in Schafstibiae. Sie flillten diese mit einem
Autograft (Positivkontrolle), mit einem Scaffold allein oder mit Scaffolds beladen mit
mesenchymalen Stammzellen oder Wachstumsfaktoren. Zwolf Monate spiter war bei den
»puren Scaffolds in der 3D MicroCT-Rekonstruktionen der Defekt nur partiell {iberbriickt,
wihrend beim autologen Transplantat und der Wachstumsfaktorengruppe der Defekt
knochern tiberbriickt war und bereits ein Remodeling vorlag. Auch quantitativ waren mit den
»puren® Scaffolds, aber auch mit denen mit mesenchymalen Stammzellen, keine
Knochenformationen entstanden, wie bei der Autograftgruppe oder der mit
Wachstumsfaktoren befiillten.

Wie aus diesen Studien zu ersehen, ist der Einfluss der Mikrosteifigkeit eines Scaffolds allein
bisher in vivo nicht vergleichend untersucht. Weiterhin haben degradierbare Biomaterialien
allein bisher nicht den gewiinschten Erfolg in der Knochenregeneration.

In einigen in vitro Studien wurde aber der Einfluss bestimmter mechanischer Eigenschaften
von Scaffolds, insbesondere ihre Mikrosteifigkeit, im Hinblick auf die Knochenheilung
beleget.

Engler et al. (2006) haben die Entwicklung natiirlicher humaner mesenchymaler Stammzellen
auf 2D Polyacrylamidgelen mit unterschiedlichen Elastizitditsmodulen (Mikrosteifigkeiten)
getestet. Sie fanden heraus, dass bei weicheren Substraten (0,1 bis 1 kPa), die dhnlich der
Gehirnelastizitdt waren, Zellen entstanden, die morphologisch Neuronen &hnelten. Bei
Substraten, die eine Elastizitit wie Muskeln aufwiesen (8 bis 17 kPa) entwickelten sich
spindelférmige Zellen, die Myoblasten dhnelten und bei noch steiferen Substraten (25 bis 40
kPa) konnten polygonale Zellen, Osteoblasten &hnlich, nachgewiesen werden. Zur
Verifizierung der histologischen Befunde haben die Autoren RNA-Profile von neurogenen,
myogenen und osteogenen Markern vorgenommen. An den weichen Gelen wiesen die
mesenchymalen Stammzellen die groffte Expression von neurogenen Markern auf, an den
etwas hérteren exprimierten die mesenchymalen Stammzellen myogene Faktoren und an den
hirtesten wurden vermehrt osteogene Faktoren entdeckt. So war in diesem in vitro Versuch
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belegt, dass sich mesenchymale Stammzellen an einer steiferen Matrix (25 bis 40 kPa) eher in
die osteogene Richtung entwickeln.

Huebsch et al. (2010) studierten den Einfluss unterschiedlicher Mikrosteifigkeiten auf
Maiusestammzellen, die in einem 3D Hydrogel aus Alginatpolymeren eingekapselt waren. Der
Elastizititsmodulus der Gele variierte von 2,5 bis 110 kPa. Nach einer Woche wurde der
Phianotyp analysiert. Es wurden vermehrt osteogene Zellen in Gelen mit einer
Mikrosteifigkeit von 11 bis 30 kPa nachgewiesen, wéhrend in weicheren Gelen (2,5 bis 5
kPa) eher Zellen der adipdsen Linie gefunden wurden. Auch in dieser Studie wurden die
histologischen Ergebnisse durch Analysen osteogener und adipogener Biomarker verifiziert.
Es ist damit nachgewiesen, dass ein mikrosteiferes Material die Entwicklung zu osteogenen
Zelllinien fordert.

Chatterjee et al. (2010) analysierten wie die mechanischen Eigenschaften von
Polyethylenglycol-dimetharcrylat-Hydrogelen die Differenzierung von Mé&useosteoblasten,
die in diese Gele -eingekapselt waren, beeinflussen. Die Hydrogele hatten ein
Elastizitdtsmodul von 10 bis 300 kPa. Im Ergebnis steigert eine Mikrosteifigkeit von 225 kPa
und hoher die Osteogenese. Belegen konnten sie dies mit der erhohten Expression alkaliner
Phosphatase und vermehrten Kalziumablagerungen, die histologisch durch eine Alizarin Rot
Féarbung und radiologisch im MicroCT dargestellt wurden. In dieser Studie wurde erneut
nachgewiesen, und dies belegen auch die eigenen Ergebnisse: Ein hohere Mikrosteifigkeit
(225 kPa und hoher) fordert die Differenzierung von Osteoblasten und steigert die
Mineralisierung.

5.4 Schlussfolgerung

Scaffolds als Alternative zum autologen Spongiosatransplantat erlangen in Forschung und
Klinik eine zunehmende Bedeutung. Ziel der hier vorgelegten Studie war es, den Einfluss der
Mikrosteifigkeit eines neuartigen Gelatinescaffolds auf die Knochenheilung zu untersuchen.

Die Hypothese, dass der Gelatinescaffold mit der hoheren Mikrosteifigkeit bessere
Heilungsergebnisse liefert als der Gelatinescaffold mit der niedrigeren Mikrosteifigkeit,
wurde durch die radiologischen und histologischen Untersuchungen bestitigt. Dies war zu
erwarten, da, wie in der aktuellen Literatur beschrieben, Materialien mit hoheren
Elastizititsmodulen in vitro die osteogene Entwicklung fordern (Chatterjee et al., 2010;
Engler et al., 2006; Huebsch et al., 2010). Dabei untersuchten die genannten Autoren
vorwiegend Mikrosteifigkeiten im Bereich von 30 bis 250 kPa, wobei eine osteogene
Entwicklung schon bei circa 30 kPa beobachtet werden konnte. Der in der vorliegenden
Studie schlechter heilende, weichere Scaffold (Gelatinescaffold 1) hatte eine Mikrosteifigkeit
von 100 kPa und der besser heilende, steifere Scaffold (Gelatinescaffold 2) hatte eine
Mikrosteifigkeit von 1200 kPa. Fraglich ist, warum der so viel steifere Scaffold die
Knochenheilung besser unterstiitzte, obwohl er eine wesentlich hohere Mikrosteifigkeit
aufwies, als die in den vorrangegangenen in vitro Studien zur Osteogenese bendtigten ca. 30
kPa. Auch bleibt unklar, warum der weichere Gelatinescaffold mit seinen 100 kPa die
Heilung nicht genauso forderte. Tatsdchlich wurde noch nie untersucht, ob ein immer steiferes
Material die Osteogenese proportional immer mehr fordert. Einerseits ist zu bedenken, dass
die natiirliche Gelatine im Korper sehr schnell abgebaut wird und daher die Mikrosteifigkeit
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der Scaffolds schon nach kurzer Zeit drastisch gesunken sein konnte. Somit besal3 der
weichere Scaffold vermutlich dann eine nicht mehr optimale Steifigkeit fiir die Osteogenese,
wohingegen der steifere Scaffold sich dadurch eher im Bereich der optimalen Steifigkeit
befand. Andererseits darf auch nicht vergessen werden, dass sich in vitro-Untersuchungen
nicht 1:1 auf die in vivo-Situation iibertragen lassen. Um diese Fragen zu beantworten,
miissten weitere in vivo Untersuchungen folgen, bei denen die Degradation der Scaffolds und
die sich dadurch veridndernden Mikrosteifigkeit auch zu fritheren Zeitpunkten intensiv
untersucht werden.

Die Hypothese, dass beide Gelatinescaffolds die Heilung nicht so gut unterstiitzen wie das
Spongiosatransplantat, stimmt nur teilweise. Der weichere Gelatinescaffold zeigte signifikant
schlechtere Heilungsergebnisse als das Spongiosatransplantat. Allerdings zeigten sich in den
quantitativen radiologischen und histologischen Untersuchungen kaum Unterschiede
zwischen dem hirteren Gelatinescaffold und dem Spongiosatransplantat. Dies bedeutet, dass
der hirtere Gelatinescaffold die Knochenheilung in gleicher Weise fordert wie die
transplantierte  Spongiosa. Jedoch ist zu bedenken, dass es sich bei diesem
Spongiosatransplantat um ein Xenograft handelte, welches zusétzlich sterilisiert wurde. Es ist
anzunehmen, dass ein frisch transplantiertes Autograft bessere Heilungsergebnisse liefern
wiirde. Zukiinftige Studien an groBeren Versuchstieren (z.B. Schafe), bei denen die
Verwendung einen Autografts moglich wire, sollten folgen um hier Klérung zu schaffen.

Abschlielend ist zu bemerken, dass keines der Tiere nach einer Standzeit von sechs Wochen
eine kndcherne Uberbriickung und damit eine Heilung des kritischen Defektes zeigte. Bei den
Gelatinescaffoldtieren zeigten sich teilweise sogar Zeichen einer sich ausbildenden
Pseudarthrose, wie verminderte Vaskularisierung, abgerundete remodelte Kallusenden oder
Muskelprolaps. Um in vorliegender Studie eine abschlieBende Aussage {liber den endgiiltigen
Heilungsausgang treffen zu konnen, ist der Beobachtungszeitraum mit sechs Wochen zu kurz
bemessen. Es kann lediglich die Aussage getroffen werden, dass bis zum letzten
Untersuchungszeitpunkt von sechs Wochen eine deutliche Verzégerung mit ungewissem
Heilungsausgang vorliegt. In wie fern es nach einer lingeren Standzeit doch zur weiteren
Heilungen und Uberbriickungen kommen wiirde, sollte in zukiinftigen Studien gepriift
werden.

Zusammenfassend wurde in der hier diskutierten Studie gezeigt, dass die Mikrosteifigkeit
eines Materials groen Einfluss auf die Knochenregeneration hat und, dass ein mikrosteiferes
Material die Knochenheilung besser fordert. Fiir die Behandlung von Knochendefekten
kritischer GroBe scheint jedoch der Gelatinescaffold allein im Moment noch nicht die
gewiinschten Heilungsergebnisse erzielen zu konnen. Weitere Untersuchungen auch anderer
wichtiger mechanischer Eigenschaften sind nétig, um zukiinftig ein Biomaterial zu
entwickeln, was das autologe Spongiosatransplantat gegebenenfalls ersetzten kann. Weiterhin
vielversprechend scheint die Kombination mit zelluldren oder humoralen Faktoren.
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6 Zusammenfassung

Die Heilung von Knochendefekten kritischer Grofe stellt immer noch eine Herausforderung
dar, da sie ohne weitergehende Eingriffe in einer verzdgerten oder ausbleibenden Heilung
(Pseudarthrose) enden (Mathon et al., 1998). Die Behandlung mit autologer Spongiosa als
Goldstandard funktioniert gut, besitzt jedoch auch viele Nachteile (Jager et al., 2005a; Rompe
et al., 2004). Daher werden immer mehr Knochenersatzmaterialien, sogenannte Scaffolds,
entwickelt, die die Knochenheilung leiten und somit unterstiitzen sollen. Dabei sind besonders
die mechanischen Eigenschaften, wie die Mikrosteifigkeit, dieser Scaffolds fiir die
Osteoregeneration wichtig und miissen optimal an die Bediirfnisse des heilenden Knochens
angepasst werden (Chatterjee et al., 2010; Engler et al., 2006; Huebsch et al. 2010). In dieser
Studie wurde ersmals in vivo der Einfluss der Mikrosteifigkeit des Scaffoldmaterials, also den
Widerstand den eine Zelle fiihlt, wenn sie an die extrazelluldre Matrix bindet, untersucht.
Dafiir wurden im Helmholtz Zentrum Geesthacht zwei Gelatinescaffolds entwickelt, die sich
in ihren mechanischen Eigenschaften nur in der Mikrosteifigkeit unterschieden. Der
Gelatinescaffold 1 besal} eine Mikrosteifigkeit von etwa 100 kPa, der Gelatinescaffold 2 eine
Mikrosteifigkeit von etwa 1200 kPa. Bei 24 Ratten, die randomisiert in drei Gruppen
aufgeteilt wurden, wurde ein fiinf Millimeter Defekt am Os Femoris erzeugt. Dieser wurde
mit einem unilateralen Fixateur extern stabilisiert und in der ersten Gruppe mit dem
weicheren Scaffold (Gelatinescaffoldgruppe 1), in der zweiten Gruppe mit dem hérteren
Scaffold (Gelatinescaffoldgruppe 2) und in der dritten Gruppe mit einem xenogenen
Spongiosatransplantat (Spongiosakontrollgruppe) als Positivkontrolle gefiillt.
Rontgenkontrollen und MicroCT-Untersuchungen erfolgten alle zwei Wochen. Nach einer
Standzeit von sechs Wochen wurden die Tiere euthanasiert, die Oberschenkelknochen
entnommen und histologisch, immunhistochemisch und histomorphometrisch untersucht.

Radiologisch und histologisch zeigte keines der Tiere der Gelatinescaffoldgruppen nach sechs
Wochen eine kndcherne Uberbriickung, jedoch gab es bei einem Tier aus der
Gelatinescaffoldgruppe 2 eine knorpelige Uberbriickung und ein weiteres Tier dieser Gruppe
stand kurz vor einer kndchernen Konsolidierung. Die restlichen Tiere aus den beiden
Gelatinescaffoldgruppen zeigten allerdings teilweise Zeichen einer verzogerten Heilung in
Form von verminderter Vaskularisierung, abgerundeter Kallusenden oder Muskelprolaps in
den Osteotomiespalt. Auch in der Spongiosakontrollgruppe gab es nach sechs Wochen keine
kndcherne Uberbriickung des Defektes. Im Osteotomiespalt war die Spongiosa noch gut zu
erkennen und teilweise schon in den sich neubildenen kndchernen Kallus eingebaut. Zeichen
einer verzogerten Heilung wurden kaum beobachtet. In den quantitativen radiologischen und
histomorphometrischen Messungen zeigte sich, dass im Vergleich die Gelatinescaffoldgruppe
2 signifikant groere neue Knochen- und Knorpelformationen im Kallus aufwies, als die
Gelatinescaffoldgruppe 1. Auch in der Spongiosakontrollgruppe war der neugebildete
knocherne und knorpelige Kallus signifikant groBBer als der der Gelatinescaffoldgruppe 1.
Zwischen der Gelatinescaffoldgruppe 2 und der Spongiosakontrollgruppe bestanden jedoch
keine quantitativen Unterschiede im neugebildeten Kallus.

Daraus lédsst sich schlieBen, dass der Scaffold mit der hoheren Mikrosteifigkeit die
Knochenheilung nicht nur besser unterstiitzt als der Scaffold mit der niedrigeren
Mikrosteifigkeit, sondern sogar in dhnlicher Weise wie das Spongiosatransplantat.
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7  Summary

Analyzing the influence of the biomaterial parameter ,,microstiffness®“ of
novel gelatin scaffolds on bone regeneration in a rat defect model.

Healing of a critical size defect remains still a challenge, because without intervention it ends
in a delayed healing or nonunion (Mathon et al., 1998). Treatment with an autologous
cancellous bone transplant, the gold standard, often works well, but also possesses many
disadvantages (Jager et al., 2005a; Rompe et al., 2004). Thus many new bone substitutes, used
as scaffolds, are being developed. These scaffolds shall “guide” and thereby promote the bone
healing process. The mechanical properties of the scaffold, such as the microstiffness are very
important for osteoregeneration and have to be tailored in an optimal manner to address the
needs of the healing bone (Chatterjee et al., 2010; Engler et al., 2006; Huebsch et al. 2010).
This study examined, for the first time, the influence of the microstiffness of the scaffold
material on the healing outcome in vivo. The microstiffness affects the resistance a cell feels
when it binds to the extracellular matrix. Therefore, two gelatin scaffolds were developed at
the Helmholtz Centrum Geesthacht. The mechanical properties of these scaffolds only differ
in their microstiffness. Gelatin scaffold 1 had a microstiffness of 100 kPa and Gelatin scaffold
2 had a microstifthess of 1200 kPa. In 24 rats, which were randomized and divided into three
groups, a five millimeter defect at the os femoris was created. This defect was stabilized with
a unilateral external fixator and was filled in the first group with the softer scaffold (gelatin
scaffold group 1), while the second group received the stiffer scaffold (gelatin scaffold group
2), and the third group received a xenograft of cancellous bone (positive control group).
Biweekly radiographs and in vivo micro-computer tomography scans were prepared. After six
weeks the animals were euthanized, the bones were obtained and evaluated histologically.
Radiologic and histological analysis revealed that no animals from the two gelatin scaffold
groups showed a bony bridging after six weeks. However, one animal from the gelatin
scaffold group 2 shows a cartilaginous bridging and another animal from this group had
almost achieved bony consolidation. The remaining animals from both gelatin scaffold groups
indicated some signs of delayed healing, such as decreased vascularisation, rounded ends of
the callus or prolapsed muscle into the osteotomy gap. Even in the cancellous bone graft
group, no animal had a bony bridging of the gap after six week. The cancellous bone graft
was clearly visible in the gap and partly already consolidated into the newly formed bony
callus. Signs of delayed healing were hardly observed in this group. The quantitative
radiologic and histological measurements showed that the gelatin scaffold group 2 had
significantly higher bone and cartilage formations in the new formed callus than the gelatin
scaffold group 1. Also, the cancellous bone graft group had significantly higher new bone and
cartilage callus tissue formation than the gelatin scaffold group 1. However, there were no
quantitative differences in the amount of bone or cartilage tissue formation between the
gelatin scaffold group 2 and the cancellous bone graft group. That implies that the scaffold
with the higher microstiffness not only better supported the bone healing than the scaffold
with the lower microstiffness, it even supported a similar degree of healing to that of the
cancellous bone graft.
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