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Einleitung

1. Einleitung

Die Therapie ausgedehnter, segmentaler Knochendefekte bedingt durch Trauma, Defektsa-
nierung oder Tumorresektion stellt noch immer eine grofl3e klinische Herausforderung dar
(Berner et al. 2012). Trotz aller Fortschritte im klinischen Alltag treten in zehn bis zwanzig
Prozent der Frakturtherapien und in bis zu flnfzig Prozent aller offenen Tibiafrakturen Hei-
lungsstorungen auf (Haas 2000; Zimmermann et al. 2009). Diese Tatsache und der Wunsch
der Patienten nach immer schnellerer Rehabilitation ohne Funktionsverlust erfordern unfall-
chirurgische Forschung zur Verbesserung der Frakturheilung (Haas 2000). Ein besonderes
Problem stellen Knochendefekte kritischer GroRe dar. Solch ein Defekt wird definiert als
kleinster Defekt, der zu Lebzeiten eines Individuums nicht heilt oder der zwei- bis dreimal
groler ist als der Durchmesser des jeweiligen Knochens (Schmitz und Hollinger 1986;
Gugala und Gogolewski 1999; Gugala et al. 2007; Reichert et al. 2009). Zur Behandlung
kritischer Knochendefekte werden die Knochendistraktion oder autologe Spongiosatrans-
plantate, vaskularisierte Knochentransplantate aus dem Beckenkamm oder der Fibula sowie
allogenes Knochenmaterial verwendet (llizarov und Lediaev 1969; Heiple et al. 1987; Blick et
al. 1989; llizarov 1990; Han et al. 1992; Lane et al. 1999; Perry 1999; Hierner et al. 2009;
Ryzewicz et al. 2009; Pneumaticos et al. 2010). Bedingt durch die mit diesen Verfahren ver-
bundenen Komplikationen wie einer erhéhten Entnahmemorbiditat, Infektionsgefahr, einer
schlechten Einheilungsrate bei allogenem Transplantat und die oft nicht ausreichende Ver-
fugbarkeit von gewonnenem Knochen, wird seit langem an Alternativen fur den Knochener-
satz geforscht (Bucholz et al. 1989; Mahendra und Maclean 2007; Oest et al. 2007; Theos et
al. 2008; Hierner et al. 2009).

Ein Knochenersatzmaterial sollte sowohl osteoinduktive als auch osteokonduktive Eigen-
schaften besitzen, dabei glinstig und in unbegrenzter Menge sowie gleichbleibender Qualitat
verflugbar sein (Van der Stok et al. 2011). Aktuell sind scaffoldbasierte Regenerationsthera-
pien in der Anwendung, die aus verschiedenen Materialien, wie Keramik, Polymeren oder
Kompositen bestehen kdnnen und vielversprechende Ergebnisse gezeigt haben (Berner et
al. 2012; Cipitria et al. 2012; Lohfeld et al. 2012; Reichert et al. 2012a; Rentsch et al. 2012;
Berner et al. 2013; Cipitria et al. 2013; Rentsch et al. 2014).

In dieser Studie wird ein Komposit-Scaffold (ChronOS Strip®), bestehend aus Poly-Lactid-
co-g-Caprolacton und B-Trikalziumphosphat in einem Defekt kritischer Gré3e in der Diaphyse
der Schaftibia untersucht. Die hohe Biokompatibilitat, Biodegradierbarkeit und die vorteilhaf-
ten mechanischen Eigenschaften des B-TCP's werden durch die Verbindung mit Poly-Lactid-

co-¢-Caprolacton mit einer hoheren Elastizitat kombiniert. Darliber hinaus lasst sich durch
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die Zugabe von Polymeren die Osteokonduktivitat verbessern und die Degradation besser
steuern (Lam et al. 2009).

Als Modelltier dient in dieser Studie das Schaf, da es sich fiir die Erforschung der Knochen-
heilung bewahrt hat und insbesondere die Schafstibia als englumiger, dickwandiger Réhren-
knochen, der exakt in der Tragachse steht, funktionell mit der humanen Tibia vergleichbar ist
(Stirmer und Schuchardt 1980b; Finlay et al. 1995; Berner et al. 2012; Cipitria et al. 2012;
Reichert et al. 2012b; Berner et al. 2013; Rentsch et al. 2014).

Gegenstand dieser Arbeit ist die Etablierung eines kritischen 40-mm-Osteotomie-
Defektmodells in der Schafstibia, stabilisiert mittels Hybrid-Ringfixateur, zur Untersuchung
regenerativer Therapieansatze. Als neuartige Therapieoption wird ein Kompositscaffold aus
Poly-Lactid-co-e-Caprolacton und B-Trikalziumphosphat auf seine Eignung, die endogene
Regeneration eines segmentalen kritischen Knochendefektes zu unterstiitzen, evaluiert.
Darliber hinaus wird untersucht, ob die Kombination des Scaffolds (ChronOS Strip®) mit
osteoinduktiver, autologer Spongiosa zu einer weiter fortgeschrittenen Knochendefektheilung
fuhrt. Zur Analyse werden réntgenologische Verlaufsaufnahmen sowie nach einer Heilungs-
zeit von zwolf Wochen angefertigte computertomographische, histologische, histomorpho-

metrische und immunhistologische Untersuchungsergebnisse herangezogen.
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2. Stand der Wissenschaft

2.1 Biologie des Knochens

Knochen ist, neben Dentin, eine der hartesten Substanzen des Koérpers und dient vor allem
als Stutzgerust, an dem Sehnen und Béander befestigt sind und die Bewegung ermdglichen.
Des Weiteren bilden Knochen die Grundlage der Brust- und Beckenhdhle und dienen daher
auch dem Schutz der inneren Organe. AuRerdem dienen sie als Kalzium- und Phosphor-
speicher, die je nach Bedarf freigesetzt oder aufgenommen werden kénnen (Liebich 1993;
Hildebrandt 1998; Remedios 1999).

Knochen besteht aus zellularen Anteilen und mineralisierter Knochengrundsubstanz (Matrix
ossea) mit enthaltenen Kollagenfasersystemen. Zu den zellularen Bestandteilen gehdren die
Osteoblasten, Osteozyten, Osteoklasten und die mesenchymalen Osteoprogenitorzellen. Die
nicht-zelluldare Knochenmatrix setzt sich zu 30 % aus organischen (Kollagenfasern und gly-
kosaminreiche Grundsubstanz) und zu 70% aus anorganischen Anteilen (Mineralstoffe) zu-
sammen (Budras und Fricke 1991; Liebich 1993; Remedios 1999; Webb und Tricker 2000).
An Knochenformen werden lange Réhrenknochen, kurze Knochen, irregulare Knochen und
platte Knochen unterschieden (Budras und Fricke 1991). Die Tibia als Stellvertreter langer
Roéhrenknochen besteht aus einem langen Schaft, der Diaphyse, und besitzt an beiden Kno-
chenenden jeweils eine Epiphyse (Remedios 1999). Der harte Anteil besteht bei den langen
Roéhrenknochen aus einer dufleren, lamelldr aufgebauten Substantia compacta (kortikaler
Knochen), die die Markhdhle umgibt, aus der Substantia corticalis, die sich an der Oberfla-
che der Epiphysen und an den kurzen Knochen bildet und aus der Substantia spongiosa,
dem Balkchenwerk der Schwammsubstanz, das sich im Knocheninneren befindet (Budras
und Fricke 1991). Alle drei Knochenstrukturen bestehen bei ausgewachsenen Individuen aus
Lamellenknochen (Ng et al. 1997).

Der Knochen wird aulen vom zweischichtigen Periost umhlillt, das aulen aus dem Stratum
fibrosum und innen aus dem Stratum osteogenicum besteht (Bucher und Wartenberg 1997).
Vom Markraum her wird der Knochen vom Endost begrenzt, das aus einer diinnen Schicht
osteogener Zellen besteht. Knochengewebe kann einerseits durch die Mineralisation der von
Osteoblasten sezernierten Matrix (intramembrantse oder direkte Ossifikation) oder durch
den Ersatz einer knorpeligen Matrix (chondrale oder indirekte Ossifikation) entstehen. Bei
beiden Prozessen entsteht zunachst Geflechtknochen, der im weiteren Verlauf zu Lamellen-
knochen umgebaut wird (Peters 2007).

Geflechtknochen entsteht dort, wo Uber langere Zeit durch Zug und Druck mechanische

Krafte einwirken und wo Knochen schnell gebildet wird (fetale Entwicklung) oder moglichst
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schnell rekonstruiert werden muss (Frakturheilung). Er ist reich an Osteozyten, deren Vertei-
lung ohne erkennbare Ordnung in der knéchernen Matrix erfolgt (Noble und Reeve 2000).
Die geformte Grundsubstanz wird von einem unregelmaBigen Geflecht von Kollagenfaser-
bindeln durchzogen, die keine bestimmte Verlaufsrichtung erkennen lassen (Liebich 1993).
Wahrend jeder Knochenneubildung entsteht Geflechtknochen, der dann durch den stabileren
und héher entwickelten Lamellenknochen ersetzt wird (Ng et al. 1997).

Lamellenknochen ist gekennzeichnet durch eine regelmafige Struktur, bestehend aus paral-
lel oder konzentrisch geschichteten Knochenlamellen und Knochenbalkchen (Liebich 1993;
Ng et al. 1997; Noble und Reeve 2000). AuRerdem ist er reich an verkalkter Grundsubstanz,
arm an Zellen und kollagenen Fibrillen und enthalt stark abgeplattete Osteozyten (Shapiro
1988). Er weist eine deutliche lamellare Schichtung auf und entsteht wesentlich langsamer
als Geflechtknochen (Ng et al. 1997; Noble und Reeve 2000).

2.2 Frakturen

Eine Fraktur ist eine Kontinuitatsunterbrechnung des Knochens mit der Zerstérung seiner
anatomischen Form, Schadigung des umgebenden Weichteilmantels (Haut, Muskeln, Ner-
ven, Sehnen und Gefalle) und dem Verlust der GliedmaRenfunktion (Niemand und Suter
2004). Sie entsteht durch das Einwirken exzessiver Krafte, die zu einer Uberbelastung des
Knochens flihren, sodass die Energie des einwirkenden Traumas die Elastizitdt und mecha-
nische Festigkeit des Knochengewebes Uberschreiten (Simmons 1985; Perren 1992;
Niemand und Suter 2004). So kommt es zu einer Fraktur des Knochens, wodurch Mecha-

nismen in Gang gesetzt werden, die zur Knochenheilung flhren sollen (Simmons 1985).

2.21 Frakturheilung

Die Knochenheilung ist ein spezieller Heilungsprozess, bei dem im Gegensatz zu anderen
Gewebeschaden eine Regeneration stattfindet, bei der die urspriingliche Knochenstruktur
allmahlich rekonstruiert wird und es so unter optimalen Bedingungen zu einer Heilung ohne
Narbe kommt (McKibbin 1978; Brighton 1984; Remedios 1999; Einhorn und Lee 2001;
Schmidt-Bleek et al. 2015). Es handelt sich um einen physiologischen Prozess, bei dem der
geschadigte Knochen durch neuen Knochen ersetzt und in Funktion und Struktur wieder
vollstandig hergestellt wird (Mark et al. 2004; Marzona und Pavolini 2009). Die wesentlichen
Voraussetzungen, um den ungestdrten Ablauf der Frakturheilung zu gewahrleisten, sind eine
ausreichende Vaskularisierung und die mechanische Stabilisierung der Frakturfragmente
(Claes et al. 2002). Nur bei absoluter Ruhe und sehr engem Frakturspalt tritt die Form der
direkten Knochenheilung auf. Dabei verbinden Umbaueinheiten der lamellar aufgelagerten
Knochen oder Knochenbriicken die Knochenfragmente direkt miteinander. Dagegen fehlen

Resorption und Kallusbildung bei dieser Form der Knochenheilung (Perren et al. 1969;

4
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Stirmer 1996). Diese primare, direkte Knochenheilung findet jedoch unter natiirlichen Be-
dingungen nur selten statt und stellt eher eine Kunstform der Frakturheilung dar (Stlirmer
1996; Einhorn 1998). Laut Stirmer ist die primare Knochenheilung nur bei sehr stabilen Os-
teosynthesen wie absolut stabiler Plattenosteosynthese, Fixateur-externe-Osteosynthese mit
interfragmentaren Zugschrauben und bei stabiler Zugschraubenosteosynthese zu beobach-
ten (Stirmer 1996). Liegen die Frakturenden nicht direkt aufeinanderheilen, heilen die meis-
ten Frakturen jedoch indirekt durch sekundare Frakturheilung. Die indirekte Knochenheilung
ist durch periostale und endostale Kallusbildung charakterisiert und resultiert aus einer ge-
wissen Bewegung zwischen den Fragmenten. Mit ihr geht aulerdem eine flachenhafte Re-
sorption der in der Unruhezone liegenden Fragmentenden einher (Stirmer 1984). Die se-
kundare Knochenheilung ist laut Stirmer bei verschiedenen Behandlungsarten wie der kon-
servativen Frakturbehandlung, Marknagelosteosynthese, Fixateur-externe-Osteosynthesen
und bei elastischer Plattenosteosynthese zu beobachten (Stlirmer 1996).

Die sekundare Frakturheilung erfolgt in verschiedenen Phasen, die nacheinander ablaufen,
sich aber auch Uberlappen kénnen (McKibbin 1978). Der Heilungsverlauf der Fraktur wird
allgemein histologisch beschrieben und in flinf Phasen eingeteilt: Pro- und Antiinflammatori-
sche Phase, Granulationsphase, Hartkallusphase und Remodellingphase (Schmidt-Bleek et
al. 2015).

Die Kaskade der Knochenheilung beginnt mit einer Entziindungsreaktion, die sehr wichtig fir
den Ablauf der Angiogenese ist. Das anschlielRende Abklingen der Entziindung ist dabei
ebenso entscheidend fiir einen schnellen Beginn der BlutgefaBbildung (Kolar et al. 2010;
Schmidt-Bleek et al. 2014a). Wahrend der Entzindungsphase wird das durch das Trauma
entstandene Hamatom von Immunzellen (Thrombozyten, Makrophagen, Granulozyten, Lym-
phozyten und Monozyten) infiltriert, die eine Infektion verhindern, Zytokine und Wachstums-
faktoren ausschitten und insgesamt einen Gerinnungsthrombus bilden (Einhorn 1998;
Gerstenfeld et al. 2003; Schindeler et al. 2008). Dieser Gerinnungsthrombus verbindet die
Fragmentenden und fullt die Frakturzone. AuRRerdem steht er in Verbindung mit dem Kno-
chenmark, kortikalem Knochen, Periost, Endost sowie den Muskeln, welche zusammen eine
einzigartige Umgebung bilden, die eine grof3e Rolle im anschlielenden Regenerationspro-
zess des Knochens spielen (Schmidt-Bleek et al. 2015). Aufgrund der kurzen Lebensspanne
von z. B. neutrophilen Granulozyten andert sich zwolf Stunden nach einer Verletzung die
zellulare Zusammensetzung im Initialhamatom. Es kommt vermehrt zum Zelltod im Hama-
tom (Schmidt-Bleek et al. 2009). Makrophagen, Riesenzellen und andere phagozytierende
Zellen bauen Zelldebris ab (Schindeler et al. 2008). Die Ausschittung von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren fihrt zur Migration, Proliferation und Differenzierung von multipotenten
mesenchymalen Stammzellen aus dem Periost, dem Knochenmark, der Zirkulation und aus

dem umliegenden Weichgewebe (Malizos und Papatheodorou 2005; Schindeler et al. 2008;
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Shapiro 2008; Schmidt-Bleek et al. 2009; Schmidt-Bleek et al. 2012). 24 bis 36 Stunden
nach einer Knochenfraktur wird durch Veranderung der Signalkaskade die Entziindung her-
unterreguliert und die Angiogenese gefordert, indem vermehrt anti-inflammatorische und
angiogenetische Faktoren ausgeschuttet werden. Im Periost als moglichen Startpunkt einer
Revaskularisierung werden 60 Stunden nach einer Verletzung vermehrt angiogenetische
Faktoren gebildet (Schmidt-Bleek et al. 2012; Schmidt-Bleek et al. 2014b). Es kommt zur
Einsprossung von Kapillaren in die Frakturzone und zur Differenzierung von mesenchymalen
Stammzellen zu Fibroblasten, die das Frakturhdmatom schrittweise organisieren und die
Granulationsphase oder Phase des weichen Kallus einleiten (McKibbin 1978). Wahrend der
Knochenheilung reift das Granulationsgewebe und entwickelt sich zu einem weichen Kallus,
der Stabilitat in die Frakturzone bringen soll. Aus dem bindegewebigen Granulationsgewebe
entwickelt sich dann Faserknorpel und anschlielend entsteht auch hyaliner Knorpel. Allmah-
lich kommt es zur Mineralisierung des Knorpelgewebes und zur weiteren Vaskularisierung.
Schlielich wird der mineralisierte Knorpel von Osteoblasten durch Geflechtknochen ersetzt
(Phase des harten Kallus) (Schindeler et al. 2008; Shapiro 2008). Der Geflechtknochen wird
im Anschluss in der Remodelling-Phase langsam durch Lamellenknochen ersetzt, indem
Osteoklasten Knochen abbauen und Osteoblasten auf der Oberflache des Geflechtknochen
Osteoid, d. h. unmineralisierte kollagene Matrix anlagern, welche anschlieffiend mineralisiert
(Shapiro 2008; Kerschnitzki et al. 2011a; Kerschnitzki et al. 2011b). Diese Phase kann Mo-
nate bis Jahre andauern und hat die Anpassung des Knochens an die mechanischen Belas-
tungen zum Ziel (Schmidt-Bleek et al. 2015).

In mechanisch stabilen Bereichen oder wenn Knochenfragmente direkt aufeinanderliegen,
kann es zur Frakturheilung mittels intramembrandser Ossifikation kommen (Schindeler et al.
2008). Mesenchymale Stammzellen schliellen sich zusammen und synthetisieren organi-
sche Matrix. Darin enthalten sind Blutgefal3e, Fibroblasten und Osteoprogenitorzellen, die in
Osteoblasten differenzieren, dann organische Matrix synthetisieren und mineralisieren,

wodurch Geflechtknochen entsteht (Buckwalter et al. 1996).

2.2.2 Kallus

Die Kallusheilung, also die sekundare Frakturheilung mit Kallusbildung, ist der natlrliche
Weg der Stabilisierung von Knochenfragmenten (McKibbin 1978). Sie stellt die charakteristi-
sche Form der Frakturheilung bei konservativer Therapie (Sarmiento und Latta 2008) und
auch immer noch die dominierende Form bei operativer Therapie dar (Kenwright et al. 1986;
Gerstenfeld et al. 2006; Marsell und Einhorn 2011).

Kallus Ubernimmt biomechanische Funktionen, indem er temporar die mechanische Uber-

briickung von Fragmentenden herstellt. Dies geschieht in der frilhen Heilungsphase durch
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weiches, noch nicht verkalktes Kallusgewebe, das noch erheblich interfragmentare Bewe-
gungen zulasst. Durch Querschnittsvergrofierung und zunehmende Verkndcherung des Kal-
lus nimmt der reifere Kallus an Steifigkeit zu und fihrt damit zu einer Reduktion der inter-
fragmentaren Bewegung. Der Umbau des weichen Kallus in knéchernen Kallus beginnt da-
bei fern der Frakturebene an der periostalen und endostalen Oberflache und setzt sich in
Richtung Fraktur fort (Sturmer 1984; Claes und Heigele 1999). Nach der Vereinigung der
proximalen und distalen Kallusfronten durch einen sogenannten Briickenkallus auf Hohe der
Frakturlinie ist die Fraktur soweit stabilisiert, dass die Heilung der frakturierten Kortikalis er-
folgen kann. Nach Abschluss der Heilung der Kortikalis bildet sich der Kallus weitgehend
zurlck (Claes et al. 2000).

2.2.3 Storungen der Frakturheilung

Es kommt nicht immer zu einer ungestérten und schnellen Knochenheilung. Zu den Stoérun-
gen der Frakturheilung zahlen sowohl die verzdgerte (delayed union) als auch die ausblei-
bende Heilung (non-union). Ist ein Knochenbruch nach vier bis sechs Monaten nicht verheilt,
so spricht man von einer verzdgerten Frakturheilung (delayed-union) (Runkel und Rommens
2000). Wenn ein Knochenbruch nach sechs bis acht Monaten noch nicht geheilt ist, der Hei-
lungsprozess stillsteht und keine kndcherne Uberbriickung erfolgt, hat sich eine Pseudarth-
rose (non-union) gebildet (Runkel und Rommens 2000; Schell et al. 2008).

Diese Komplikationen kénnen biologische, infektidse und/oder biomechanische Ursachen
haben. Mangelhafte Durchblutung, bedingt durch traumatische oder operative Weichteil-
schaden, fihren zu Knochennekrosen oder verhindern eine ausreichende Kallusreaktion
(Runkel und Rommens 2000). Aber auch interfragmentare Bewegung und die Spaltbreite der
Fraktur haben einen grofen Einfluss auf das Heilungsergebnis. Dabei zeigt sich, dass es mit
zunehmendem Frakturspalt zu einer signifikanten Verzdgerung der Kallusheilung kommt
(Maller et al. 1968; Claes et al. 1997).

Erworbene Pseudarthrosen werden haufig nach Vitalitdt und Heilungspotential (Klassifikation
nach Weber und Cech) eingeteilt (Steinhausen et al. 2013). Bei dieser Einteilung wird zwi-
schen vitalen/reaktiven Pseudarthrosen mit ungestortem Heilungspotential des Knochens
und avitalen/inaktiven Pseuarthrosen mit gestértem Heilungspotential des Knochens unter-
schieden (Steinhausen et al. 2013). Bei den vitalen/reaktiven Pseudarthrosen unterscheidet
man hypertrophe und oligotrophe Pseudarthrosen. Dabei findet bei der hypertrophen Pseu-
darthrose trotz starker Kallusbildung keine Uberbriickung der Knochenfragmente statt. Die
Durchblutung ist allerdings ungestort, der Knochen vital und es besteht ein hohes Heilungs-
potential. Ursache flir die Ausbildung einer hypertrophen Pseudarthrose ist meist eine me-
chanische Instabilitat. Bei der oligotrophen Pseudarthrose ist der Knochen vital und besitzt

biologisches Heilungspotential, jedoch wird nur wenig oder gar kein Kallus gebildet. Radiolo-
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gisch sind die Frakturenden bei dieser Form jedoch nicht verschmalert (Steinhausen et al.
2013).

Zu den avitalen/inaktiven Pseudarthrosen zahlen die atrophe, dystrophe und die De-
fektpseudarthrose. Bei der atrophen Pseudarthrose fehlt die Kallusbildung. Die Frakturenden
sind sklerotisch und meist verschmalert. Die Durchblutung ist gestért und der Knochen be-
sitzt keine osteogenetische Potenz und damit kein Heilungspotential. Die Ursache fur die
Ausbildung einer atrophen Pseudarthrose ist meist ein primarer Schaden, der zu einer St6-
rung der Durchblutung flhrt (Steinhausen et al. 2013). Bei der dystrophen Pseudarthrose
(Drehkeil) ist ein intermediares Fragment in seiner Zirkulation schwer gestort und zeigt daher
nur ein geringes Heilungspotential mit wenig Kallusbildung (Runkel und Rommens 2000).
Defektpseudarthrosen werden auch als Defekte kritischer GroRe bezeichnet und zeichnen
sich durch vaskularisierte Frakturenden der Hauptfragmente aus, die aufgrund der fehlenden
Knochensubstanz jedoch eine osteologisch tote Zone besitzen. Dabei kénnen Frakturfrag-
mente bereits beim Unfall oder infolge einer posttraumatischen Osteitis durch Sequestrie-

rung bzw. Nekrose verlorengegangen sein (Runkel und Rommens 2000).

2.3 Defekte kritischer GroRe

2.3.1 Definition: Defekt kritischer GroRe

Knochendefekte kritischer Grolke (engl. critical size defects, CSD) stellen ein besonderes
Problem der Frakturheilung dar. Solch ein Defekt wird definiert als kleinster Defekt, der zu
Lebzeiten eines Individuums oder ohne Intervention nicht heilt (Takagi und Urist 1982;
Schmitz und Hollinger 1986). Andere definieren einen Defekt kritischer Grolie als Defekt, der
weniger als 10 % kndcherner Regeneration wahrend der Lebzeiten eines Individuums zeigt
(Gugala und Gogolewski 1999) oder aber als einen Defekt, der zwei bis dreimal groRer ist
als der Durchmesser des jeweiligen Knochens (Gugala et al. 2007; Gugala Z. et al. 2007;
Reichert et al. 2009). Beim Schaf gilt daher in einigen Studien ein diaphysarer Leerdefekt
von 20 mm bereits als kritisch (Brunner et al. 1990; Gerhart et al. 1993; Gao et al. 1997b).
Ein Defekt, der mit einem als Platzhalter dienenden Knochenersatzstoff gefiillt wird, muss
jedoch gréRer sein, um in einer Pseudarthrose zu resultieren (Gao et al. 1997a). Ein kriti-
scher Knochendefekt kann jedoch nicht nur Gber die GroRe definiert werden. Die Regenera-
tionsfahigkeit ist zusatzlich abhangig von der Spezies, der anatomischen Lokalisation, dem
damit verbundenen Periost und den Weichgeweben sowie biomechanischen Bedingungen,
Alter, Stoffwechsel- und systemischen Einflissen (Rimondini et al. 2005; Lindsey et al.
2006).

Am haufigsten treten groRe Knochendefekte in der Diaphyse der Tibia auf (Heckman und
Sarasohn-Kahn 1997; DeCoster et al. 2004; Court-Brown und Caesar 2006; Clements et al.
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2008; Mardian et al. 2015). Die Fahigkeit der Tibia einen groRen Defekt zu heilen, ist wegen
des wenigen, umgebenden Weichteilmantels gering. Ein Knochen, der von wenig Bindege-
webe umgeben ist, hat ein erhdhtes Risiko fiir Verluste an Knochensubstanz und fir Kompli-
kationen bei der anschlieBenden Therapie (Khatod et al. 2003; DeCoster et al. 2004). Trau-
ma, Tumorresektion, Revisionschirurgie, kongenitale Entwicklungsstérungen oder Infektsa-
nierungen konnen zu groflen Knochenverlusten mit wenig Heilungspotential fuhren
(Pneumaticos et al. 2010). Diese groRen, segmentalen Knochendefekte stellen ein grofdes,
klinisches Problem dar und fuhren ebenso zu sozio6konomischen Problemen im Gesund-
heitswesen, da die Rekonstruktion solch groRer Knochendefekte nur durch langwierige The-
rapieverfahren gewahrleistet werden kann. Die Lebensqualitat der betroffenen Patienten wird
dabei durch dauerhafte Behandlungen, wiederholte Operationen und verlangerte Kranken-

hausaufenthalte stark negativ beeinflusst (Pneumaticos et al. 2010).

2.3.2 Aktuelle Therapiemoglichkeiten kritischer Knochendefekte

Die aktuell eingesetzten Therapieverfahren zur Rekonstruktion ausgedehnter, segmentaler
Knochendefekte umfassen die Knochendistraktion (llizarov-Technik) (llizarov und Lediaev
1969; llizarov und Soibel'man 1969; llizarov 1971) und den vaskularisierten, autologen oder
allogenen Knochentransfer (Hierner et al. 2009). Aber auch Scaffolds in Form von Cages
finden in grolken Defekten Verwendung (Cobos et al. 2000; Attias et al. 2005). Dabei sollten
diese Techniken nicht als konkurrierende, sondern als sich erganzende Techniken verstan-
den werden, die je nach Indikation und Lokalisation zur Rekonstruktion eines Knochendefek-

tes herangezogen werden (Hierner et al. 2009).

Die Distraktionsosteogenese

Die Distraktionsosteogenese wurde von dem russischen Orthopaden Gavril llizarov entwi-
ckelt (llizarov und Lediaev 1969; llizarov und Soibel'man 1969; llizarov 1971). Er verwendete
einen externen Ringfixateur zur Verlangerung von GliedmaRen (llizarov 1990). Grundlage
der Technik ist die Kortikotomie mit anschlieRender Distraktion. Dazu wird die Kortikalis des
Knochens durchtrennt und mit Hilfe des externen Fixateurs auseinandergezogen. Der Mark-
raum mit seinen GefalRen und das Periost bleiben intakt (Pneumaticos et al. 2010). So kann
sich in dem geschaffenen Spalt Kallus bilden und ihn auffiillen. Die erneute VergroRerung
des kortikalen Spaltes (Distraktion) fuhrt zur weiteren Kallusformation und so zur Verlange-
rung des Knochens. Dabei kann eine Defektstrecke von bis zu 1 mm pro Tag aufgeflllt wer-
den (llizarov 1989Db; llizarov 1989a).

Mit der Distraktionsosteogenese kann eine Knochentransplantation umgangen werden, eine
schnelle Belastung der Gliedmale ist moglich und durch die Stimulation der Angiogenese

wird die lokale Durchblutung erhéht (Aronson 1994). Jedoch handelt es sich bei der llizarov-
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Technik um eine langwierige Prozedur, die fir die Patienten unbequem ist und mit Pininfekti-
onen und -lockerungen einhergehen kann (Goldstrohm et al. 1984; llizarov 1989b; Lindsey et
al. 2006; Gugala Z. et al. 2007).

Vaskularisierte autologe Transplantate

Vaskularisierte, autologe Transplantate bringen eine eigene Blutversorgung mit in das Emp-
fangerlager. Sie zeigen eine schnelle Einheilung, gute Anpassung an die neuen mechani-
schen Gegebenheiten, eine friih einsetzende und hohe mechanische Belastbarkeit, eine
hohe Uberlebens- und Einheilungsrate bei ersatzunfihigen und ersatzschwachen Lagen
(Infektion, schlechte Vaskularisierung) sowie eine Neovaskularisierungspotenz auf das um-
liegende Gewebe (Hierner et al. 2009).

Bei komplizierten Knochen-Weichteil-Defekten zeigen die vaskularisierten Transplantate
allerdings hohe Komplikationsraten von 40-60%. Daher muss ihre Verwendung streng nach
Indikation angepasst werden (Hierner et al. 2009). Bei Tibiadefektstrecken zwischen vier und
zehn Zentimeter wird ein vaskularisierter Beckenkammtransfer empfohlen, wohingegen bei
einer Defektstrecke Uber zehn Zentimeter nur noch das vaskularisierte Fibulatransplantat
eingesetzt werden kann, da die Fixierung des Beckenkammtransplantates mechanisch insuf-
fizient wird (Mikos et al. 1993; Hutmacher 2000; Stoop 2008). Des Weiteren besteht bei vas-
kularisierten Knochentransplantaten eine hohe Entnahmemorbiditat; das Verfahren ist mikro-
chirurgisch sehr aufwandig und erfordert grof3e Erfahrung des Chirurgen sowie eine hohe

Patientencompliance (Hierner et al. 2009).

Allogene Knochentransplantate

Allogene Knochentransplantate wurden etabliert, um Probleme bei der Entnahme autologer
Knochentransplantaten, zu umgehen. Sie sind jederzeit in gewiinschter Menge verfiigbar
und ihre Anwendung erfordert keine ausgefeilten Operationstechniken (Pneumaticos et al.
2010). Sie werden von Gewebebanken verarbeitet und fur den Einsatz im Menschen prapa-
riert. Dabei wird kortikaler oder spongidser Knochen tiefgefroren oder gefriergetrocknet und
anschlielend unter Verwendung von schwachen und starken S&uren, wie Salzsdure und
sauren Puffern, entkalkt (Langer und Vacanti 1993; Mahendra und Maclean 2007). Diese
Vorgange sind notig, um die Ubertragung von Infektionskrankheiten zu vermeiden und die
Immunantwort des Empfangers zu minimieren. Dabei werden allerdings auch alle Zellen zer-
stért und entfernt, sodass diese Transplantate nur noch osteokonduktive, jedoch keine os-

teoinduktiven oder osteogenetischen Eigenschaften mehr besitzen (Giannoudis et al. 2005).
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Autologe Knochentransplantate - Spongiosaplastik

Autologes Knochenmaterial besitzt alle wichtigen Eigenschaften fir die Stimulation der Kno-
chenreparatur. Es hat eine starke osteogenetische und osteoinduktive Potenz in Form von
Osteoprogenitorzellen, Knochenmatrix und Wachstumsfaktoren (Mahendra und Maclean
2007). Hinzu kommen gute osteokonduktive Eigenschaften spongioser Autotransplantate,
welche durch die Porositdt des Knochens selbst bedingt sind. An der porésen, gerust-
ahnlichen Struktur (Scaffold) kdnnen korpereigene Osteoblasten und Osteoprogenitorzellen
in den Defektbereich migrieren und die Regeneration des Knochens vorantreiben (Mahendra
und Maclean 2007).

Grolde, segmentale Knochendefekte mit einer GroRRe von Uber 4 cm heilen entsprechend
klinischer Erfahrung meist nicht durch einfache autologe Knochentransplantation (Spon-
giosaplastik), da sie keine mechanische Stabilitat bieten, weshalb dann meist ein vaskulari-
sierter Transfer nétig wird (Hierner et al. 2009). Kleinere Knochendefekte kdnnen meist
durch eine konventionelle Spongiosaplastik Uberbrickt werden (Keating et al. 2005). Aller-
dings ist die zu gewinnende Menge an autologem Knochenmaterial vor allem bei alteren
Patienten begrenzt und die Entnahmemorbiditat sehr hoch (Bucholz et al. 1989; Mahendra
und Maclean 2007; Oest et al. 2007; Theos et al. 2008). Haufig erleiden die Patienten zu-
satzliche Schmerzen an der Knochenentnahmestelle. AulRerdem kénnen Hamorrhagien und
Infektionen auftreten (Reichert und Devakara 2010). Probleme bei der Revaskularisierung,
Devitalisierung und eine unzureichende Resorption des eingebrachten Materials kdnnen zu
mechanischen Instabilitaten fihren (Younger und Chapman 1989). Daher sollte autologe
Spongiosa nur in kleineren Defekten angewandt werden oder als zusatzliche biologische
Komponente in Kombination mit anderen Techniken die Knochenheilung anregen (Hierner et
al. 2009).

Um die Einschrankungen der aktuellen Therapieoptionen von grolen Knochendefekten zu
umgehen und den nur begrenzt zur Verfigung stehenden autologen Knochen zu ersetzen,
wird seit 30 Jahren nach einer Alternative zum autologen Knochenersatz gesucht (Rueger
1998).

Zementspacer und Masquelet-Technik

Zur Uberbriickung eines Defektes kann auch ein Zementspacer implantiert werden, der nicht
knochern integriert wird und der fir sich allein genommen auch nicht genligend Stabilitat
bietet. Daher kann dieser immer nur in Verbindung mit einer Osteosynthese angewandt wer-
den (Kempf et al. 1986; Klemm und Borner 1986; Kruger-Franke et al. 1993). Solche Zem-
entspacer kommen besonders bei Infektsanierungen zum Einsatz, da sie sich mit gangigen
Antibiotika mischen lassen. Neben der Freisetzung von Antibiotika im infizierten Defekt fullt

der Zementspacer den Leerraum und verhindert den Vorfall von Weichgewebe in den De-

11



Stand der Wissenschaft

fekt, sodass im Anschluss an die Infektsanierung noch Knochengewebe oder Knochener-
satzmaterial eingebracht werden kann (Paley und Herzenberg 2002; Peng et al. 2015). We-
gen fehlender biologischer Eigenschaften und der geringen Stabilitat kbnnen Zementspacer
selbst nur als temporare MaRnahme dienen.

Im Rahmen der Masquelet-Technik wird nach umfangreichem und radikalem Debridement
ein Zementspacer (PMMA) als Abstandhalter in einen groflen Knochendefekt eingebracht.
Die Stabilisierung erfolgt dabei je nach Lokalisation mittels intramedullarem Marknagel oder
externer Fixation. Nach vollstandiger Tilgung der Infektion im Defektbereich erfolgt in einem
zweiten Schritt die Entnahme des Zementspacers. Dabei sollte die periostale Membran (fib-
rése Kapsel), die sich um den Zementspacer gebildet hat, weitgehend erhalten bleiben. Sie
bildet eine Art Tasche, die einen abgeschlossenen Raum im Defektbereich bildet, der an-
schliefend mit autologem, kortikospongiésem Knochen gefillt und verschlossen werden
kann (Dodde et al. 2000). Zudem ist diese Technik unabhangig von der Defektgrofie ein-
setzbar und stellt daher eine geeignete Option fir die Behandlung grofRer Knochendefekte
dar (Chadayammuri et al. 2015).

Titanspacer

Zur Rekonstruktion von groRen Knochendefekten werden in letzter Zeit auch haufig speziel-
le, defektflllende Titanspacer als Scaffolds eingesetzt. Dazu wird dem Patienten praoperativ
mittels computertomographischer Messung ein passender Titanscaffold angefertigt. Dieser
besteht aus einem hochporésen Gitternetz mit einer moglichst groRen Interkonnektivitat der
Poren, um eine bestmdgliche Integration zu erreichen. Die mechanischen Eigenschaften
werden durch die Struktur des Titangerustes definiert und sind weitgehend beliebig regulier-
bar (Razi et al. 2012). Der Titanspacer wird in den Defekt eingebracht, die Gliedmalfenlast
wird allerdings von einer zusatzlich eingebrachten Osteosynthese (z.B. intramedullarer
Marknagel oder Kompressionsplatten) getragen (Cobos et al. 2000; Attias et al. 2005;
Lindsey et al. 2006; Razi et al. 2012). Dadurch kann der Patient die GliedmaRe frihzeitig
belasten und schnell physiotherapeutisch trainiert werden. In die Hohlrdume der Titangit-
terstruktur kdnnen zusatzlich biologische Komponenten eingebracht werden, die durch oste-
ogenetische und osteoinduktive Eigenschaften die Knochenheilung voranbringen sollen
(Clements et al. 2008).

Die Wahl der Behandlungsstrategie fur groRe Knochendefekte ist letztendlich abhangig von
den Fahigkeiten des jeweiligen Chirurgen, der Ausstattung des betreffenden Krankenhauses,
vom Patienten selbst und vom Standard des Gesundheitssystems (Busse et al. 2008; Alt et
al. 2009).

12



Stand der Wissenschaft

2.4 Tiermodell

241 Tiermodelle in der Knochenforschung

Vor dem Einsatz neuartiger Materialien im Patienten sollten diese ausreichend untersucht
werden. Die komplexen Vorgénge der Frakturheilung kénnen nicht in In-vitro-Modellen un-
tersucht werden. Daher sollte ein dem Menschen maoglichst vergleichbares Modell etabliert
werden, um Untersuchungen vorzunehmen. Laut Tierschutzgesetz durfen dabei Versuche
an Tieren, deren artspezifische Fahigkeit, unter den Versuchseinwirkungen zu leiden, starker
entwickelt ist, nur durchgefuhrt werden, soweit Tiere, deren derartige Fahigkeit weniger stark
entwickelt ist, fur den verfolgten Zweck nicht ausreichen (Tierschutzgesetz §7a(2)5).

Im Bereich der muskuloskelettalen Forschung kénnen im Tiermodell umfangreiche Kno-
chenheilungsstudien oder Defektmodelle unter standardisierten Bedingungen untersucht und
repliziert werden. Aus den Ergebnissen der tierexperimentellen Studien sollen Rickschlisse
auf vergleichbare Situationen beim Menschen maglich sein; daher ist die Wahl des richtigen
Versuchstieres besonders wichtig (Roach et al. 1989; Pearce et al. 2007). Die spezifischen
Eigenschaften der Knochen verschiedener Spezies, wie die Mikrostruktur, die Zusammen-
setzung, das Modelling und Remodelling sowie biomechanische Eigenschaften sollen mit
denen des Menschen vergleichbar sein. Die eingesetzten Tiere sollen die Gefangenschaft
gut tolerieren und chirurgische Eingriffe moglichst komplikationslos iberstehen. Des Weite-
ren sollte die Lebensdauer der verwendeten Versuchstierspezies zur Studie passen, aber
auch die Verfugbarkeit, Anschaffungskosten sowie Haltungs- und Pflegeaufwand sind wich-
tige Kriterien bei der Auswahl der Spezies. Allerdings hat auch die gesellschaftliche Akzep-
tanz einen groflen Stellenwert bei der Auswahl einer Versuchstierspezies (Wissing et al.
1990; Schimandle und Boden 1994b; Pearce et al. 2007).

Insgesamt gibt es jedoch keine Tierart, die alle Kriterien vollstandig erflllt. Es handelt sich
immer um eine bestmogliche Anndhrung an die humanen Verhaltnisse (Pearce et al. 2007).
In den frihen Testphasen flr Implantate oder Biomaterialien werden vor allem kleine Tierar-
ten wie Mause, Ratten oder Kaninchen verwendet. Sie sind gunstiger in der Anschaffung und
leichter manipulierbar, allerdings ist bei diesen kleinen Tieren die Knochenheilungsrate héher
als bei grofieren Tieren wie Hunden, Schweinen oder kleinen Wiederkauern oder auch beim
Menschen (den Boer et al. 1999). Zudem sind die Knochendimensionen bei kleineren Tieren
nicht mit denen des Menschen vergleichbar (Kleinschmidt und Hollinger 1992; Martini et al.
2001). Fur spatere Testphasen von Implantaten bieten sich daher héher entwickelte Spezies
an. So kénnen Knochenersatzmaterialien in einer klinisch relevanten Gréf3e und in einem
Modell mit angemessener Belastung untersucht werden. Zusatzlich haben die aus einem
Grolitiermodell gewonnenen Daten beziiglich der Degradation und Resorption sowie der

biomechanischen Eigenschaften eines Scaffolds einen besonders hohen Wert flr die Ein-
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schatzung der Effizienz eines Knochenersatzstoffes (Reichert und Devakara 2010). So kon-
nen Reaktionen zwischen Material und Gewebe sowie die Integration in den Koérper und
Langzeiteffekte des Implantates, wie z. B. der Abbau, Uberprift werden (Roach et al. 1989).

Schweine werden zwar haufig tierexperimentell eingesetzt, jedoch sind sie in ihrer Dynamik
der Knochendefektheilung im Vergleich zum Schaf weniger geeignet (Metak et al. 1998).
Zudem zeigen Schweine haufig einen starken Gewichtszuwachs und sind schwieriger zu
manipulieren. Weitere Spezies mit ahnlich langen Frakturheilungszeiten wie der Mensch sind
Pferd und Rind. Sie sind jedoch wegen des hohen Aufwands an Unterbringung, Versorgung
und Handling (Roach et al. 1989), aber auch wegen des hier verwendeten grolen Defekt-
modells und der dadurch bendétigten Osteosynthese nicht fir dieses Projekt geeignet. Das
Osteosynthesematerial musste flr diese Grofdtierspezies speziell angepasst werden, um das
hohe Gewicht dieser Spezies bei einem kritischen Defekt sicher zu tragen. Die Osteosynthe-
se ware dann jedoch aufgrund der veranderten Dimensionen auch schwer auf Verhaltnisse
die im Menschen Ubertragbar. Zusatzlich ware durch die Verwendung dieser hoher entwi-
ckelten Tierarten kein zusatzlicher Erkenntnisgewinn zu erwarten und daher auch der héhere
Aufwand und die hohen Belastungen fiir die Tiere nicht gerechtfertigt. Auch beim Hund ist
die Frakturheilungszeit im Vergleich zum Menschen verkirzt, die anatomische Form unter-
scheidet sich starker als die des Schafes, das Gewicht der meisten verwendeten Hunde liegt
zwischen 15 und 30 kg (Wu et al. 1984) und nur die histologischen Gegebenheiten entspre-
chen in der Struktur, mit ihren sekundaren Osteonen, eher dem Menschen. Die Verwendung
von Versuchshunden wird zudem kritisch betrachtet, weil die tierartlichen Anspriche in der
Haltung deutlich héher sind als beispielsweise beim Schaf und nicht im Verhaltnis zu Er-
kenntnisgewinn stehen, der durch die ahnliche Knochenstruktur erreicht werden wirde. Da-

her kommt ein Hundemodell fir diesen Versuch nicht in Frage.

2.4.2 Das Schafmodell

Aufgrund einer ahnlich langen Frakturheilungszeit wie die des Menschen stellt das Schaf
eine gutes Modell zur Untersuchung von Frakturheilung und ihrer Stérungen dar (Stlrmer
und Schuchardt 1980b; Pluhar et al. 2006). Die Knochen von Schafen haben zwar eine hé-
here Knochendichte und -festigkeit, ihre Knochenstruktur, die Dimensionen ihres Skeletts
und die mechanischen Eigenschaften sowie Knochenremodelling und -regeneration sind
jedoch mit denen des Menschen vergleichbar, was nach dem Wolffschen Gesetz auf eine
ahnliche Belastungsfunktion schlieBen lasst (Stirmer und Schuchardt 1980b). Zusatzlich
zeigt das Schaf ein dem Menschen ahnliches Knocheneinwachsverhalten in porése Implan-
tate (Willie et al. 2004). Histologisch ist bei Schafen eher eine primare Knochenstruktur bzw.
lamellarer Knochen vorzufinden, wohingegen der Mensch bis zum Abschluss der skelettalen

Reife eine sekundare Knochenstruktur mit Osteonen ausgebildet hat. Beim Schaf kommt es
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mit zunehmendem Alter, wahrend der Knochenheilung und dem anschlielienden Remo-
delling, auch zur Ausbildung von sekundaren Osteonen (Eitel et al. 1981; Newman et al.
1995; Auer et al. 2007). Zusatzlich zeigen Schafe ein ruhiges Verhalten, was ein einfaches
Handling ermoglicht (Martini et al. 2001).

2.4.3 Die Tibia als Modellknochen

Tibiaschaftfrakturen sind die am haufigsten auftretenden, diaphysaren Frakturen langer Roh-
renknochen des Menschen (Mardian et al. 2015). Dabei treten Frakturheilungsstérungen wie
eine verzdgerte Heilung bei 5 — 61 % und eine ausbleibende Heilung (Pseudarthrose) bei bis
zu 21% der Tibiaschaftfrakturen auf (Whittle et al. 1992; Singer und Kellam 1995; Darder-
Garcia et al. 1998; Alberts et al. 1999; Bhandari et al. 2001). Die Schafstibia ist ein englumi-
ger, dickwandiger Réhrenknochen, der in der Tragachse der Gliedmale steht und auch funk-
tionell mit der humanen Tibia vergleichbar ist (Stirmer und Schuchardt 1980b). Daher wird in
dieser Studie die Knochendefektheilung in der Diaphyse der Schafstibia ndher untersucht. In
der Schafstibia kann ein grof3er Defekt mit humanmedizinischen Implantaten gefillt und die-
se in einer Situation untersucht werden, wie sie in entsprechender Weise auch beim Men-

schen Verwendung finden sollen.

2.4.4 Das Osteotomiemodell

In der aktuellen Studie wird das Osteotomiemodell dem Frakturmodell vorgezogen, da Oste-
otomiemodelle technisch standardisierbar und leicht reproduzierbar sind, wodurch eine gute
Vergleichbarkeit der Heilungsergebnisse zwischen Versuchstieren gegeben ist (Decker et al.
2014). Ein besonderer Vorteil ist die freie Wahl der DefektgroRe, die Schnittkanten sind glatt
und Implantate kénnen so perfekt eingepasst werden. Bei einem Frakturmodell wird dagegen
nur ein Frakturpunkt vorgegeben, es entsteht eine Spiralfraktur, jedoch kein standardisierter
Defekt (Dumont et al. 2009; Decker et al. 2014).

2.4.5 Modelle anderer Arbeitsgruppen

Wegen der umfassenden Vorteile im Vergleich zu anderen Versuchstierspezies ist das Schaf
als Versuchstier flr diese Studie besonders geeignet und wurde schon vielfach in anderen
Studien mit ahnlichen Fragestellungen in kritischen Defektmodellen verwendet. Dabei kamen
bereits verschiedene Techniken zur Fixierung kritischer Defekte in der Schafstibia zum Ein-
satz. So wurden externe Fixateure zur Uberbriickung von 35 bis 40 mm groRen Defekten
angewandt (Gugala und Gogolewski 1999; Kon et al. 2000). Ebenso wurden Modelle mit
intramedullaren Marknageln (IMN) etabliert, um 30 bis 50 mm grof3e Defekte zu stabilisieren
(Bloemers et al. 2003; den Boer et al. 2003; Regauer et al. 2005; Pluhar et al. 2006; Rentsch
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et al. 2012; Rentsch et al. 2014). Des Weiteren wurden Modelle entwickelt, bei denen einfa-
che oder doppelte Fixationsplatten verwendet wurden, um 30 mm grof3e Defekte zu tberbri-
cken (Hahn et al. 2011; Cipitria et al. 2012; Reichert et al. 2012a; Reichert et al. 2012b;
Berner et al. 2013) und anschliel3end die Knochenheilung in den jeweiligen Defektbereichen
unter dem Einfluss verschiedener osteokonduktiver Implantate (Scaffolds) sowie osteoinduk-
tiver Gewebe oder Zellen zu untersuchen.

Bei defektnahen Fixationssystemen treten jedoch haufig unerwinschte Wechselwirkungen
zwischen Knochen und dem eingebrachten Osteosynthesematerial auf. Zum einen kann
durch eingebrachte Kompressionsplatten die Blutzirkulation gestért werden und zum ande-
ren wirken diese oft selbst als zusatzliche Leitstruktur, an denen Knochengewebe direkt ent-
langwachst (Cipitria et al. 2012). Dadurch wird eine eindeutige Bewertung, ob sich ein Mate-
rial eignet als Leitstruktur zu dienen, erschwert. Eine Stabilisation mittels intramedullarer
Marknagel hat den Nachteil, dass dadurch der Markraum blockiert und das Regenerations-
potential reduziert wird (Berner et al. 2013). Zudem fiillt ein IMN den geschaffenen Defekt
selbst aus, sodass es nicht mehr méglich ist einen befiillten Scaffold zu untersuchen. Daher
wird in der vorliegenden Studie ein Hybrid-Ringfixateur aus Schanz-Schrauben und llizarov-
Drahten verwendet, um einen 40 mm grofen Defekt in der Schafstibia zu Gberbriicken. Die-
se Art der Osteosynthese schont das umgebende Weichgewebe, hat nur wenig Einfluss auf

die zu untersuchende Defektstelle und bietet ausreichend Stabilitat.

2.5 Knochenersatzmaterialien

2,51 Allgemeine Anforderungen an Knochenersatzmaterialien

Bei Knochenersatzmaterialien handelt es sich um Biomaterialien, die mit dem Ziel eingesetzt
werden, die Kontinuitdt und mechanische Belastbarkeit des Knochens wiederherzustellen.
Des Weiteren sollen sie die Menge, Qualitat und Geschwindigkeit der Knochenneubildung
positiv beeinflussen (Rueger 1998). Zu den gewlnschten Eigenschaften von Knochener-
satzmaterialien gehdéren Osteoinduktivitat, Osteogenetik und Osteokonduktivitat. Die Osteo-
induktivitdt beschreibt die Fahigkeit eines Transplantates, aktiv die Knochenformation zu
unterstitzen (Urist 1965), was durch Wachstumsfaktoren wie BMP-2 und BMP-7 erreicht
werden kann (Mahendra und Maclean 2007; Reichert et al. 2012b). Osteogenetische Potenz
beschreibt die Anwesenheit von knochenbildenden Zellen (Osteoprogenitorzellen)
(Giannoudis et al. 2005). Osteokonduktivitat beschreibt die Eigenschaft eines Materials, als
Gerust (engl. Scaffold) zum Einwachsen von Osteoprogenitorzellen zu dienen, das Ein-
sprossen von Kapillaren und perivaskularem Gewebe in die eigene dreidimensionale Struk-
tur und so das Einwachsen von Knochen zu ermdéglichen (Burchardt 1983; Goldberg und

Stevenson 1987). Von diesen Vorgangen ist direkt die Osseointegration, das heildt die Fixie-

16



Stand der Wissenschaft

rung eines Implantates durch den direkten Kontakt von Knochen und Implantat ohne dazwi-
schenliegendes Bindegewebe, abhangig (Albrektsson und Johansson 2001). Die sogenann-
ten Scaffolds sind zunachst formgebende Komponenten und sollen zusatzlich durch eine
entsprechende Materialzusammensetzung und eine adaquate innere und auflere Struktur
sowohl die Adhasion als auch das Wachstum und die Differenzierung von Zellen unterstut-
zen (Kneser et al. 2006). Die Osteokonduktivitat an sich ist ein passiver Vorgang und ist ab-
hangig von den pordsen Eigenschaften des Scaffolds, aber auch von den chemischen und
physikalischen Eigenschaften des Substrates selbst, da dieses die Adhasion und das Zell-
wachstum unterstiitzen muss (LeGeros 2002). Durch gezielte Strukturierung und Anpassung
der Porengréf3e wird es moglich, Zellen in eine bestimmte Richtung zu lenken, sie in die ge-
wlnschte Form wachsen zu lassen und die Vaskularisierung zu unterstitzen (Pneumaticos
et al. 2010).

Der optimale Knochenersatzstoff sollte osteogenetische, osteoinduktive und osteokonduktive
Eigenschaften besitzen, stets verfligbar, einfach zu handhaben, biokompatibel und bioresor-
bierbar sein (Calori et al. 2011). Das heif3t, das Material sollte keine Entziindungs- oder Im-
munreaktionen des Koérpers hervorrufen und nicht zytotoxisch sein. Zusatzlich muss das Ma-
terial sterilisierbar sein, um Infektionen vorbeugen zu kénnen (Chaikof et al. 2002; Rezwan et
al. 2006; Van der Stok et al. 2011).

Laut Giannoudis ,Diamant-Konzept“ missen flir eine komplikationslose Frakturheilung flnf
Parameter erflllt sein: es missen osteogenetische Zellen, osteoinduktive Potenz (Wachs-
tumsfaktoren), ein osteokonduktiver Scaffold, mechanische Stabilitat und eine gute Vaskula-
risierung gegeben sein (Giannoudis et al. 2007; Giannoudis et al. 2008). Viele Studien haben
sich mit einem oder mehreren dieser Parameter befasst. So wurden verschiedene Wachs-
tumsfaktoren, wie BMP-2 und -7 sowie Zelllinien auf ihr osteoinduktives oder osteogeneti-
sches Potential untersucht und auch Kklinisch zufriedenstellende Ergebnisse erzielt
(Friedlaender et al. 2001; Dimitriou et al. 2005; Harwood und Giannoudis 2005; Hernigou et
al. 2005; Hernigou et al. 2006; Calori et al. 2008; Papathanasopoulos und Giannoudis 2008).
Diese osteoinduktiven Substanzen und Zellen mit osteogenetischem Potential werden auf
einen Scaffold aufgebracht, der als Trager dienen soll. So ist das Ziel, durch Kombination
von einzelnen Komponenten, die jeweils nur eine oder zwei biologische Eigenschaften auf-
weisen, alle biologischen Eigenschaften eines autologen Knochenersatzes in einem Kno-
chenersatztransplantat zusammenzubringen (Hutmacher et al. 2007).

Die Komponente ,Scaffold® soll als Gertst- oder Leitstruktur dienen und so die Kolonisation,
Migration, das Wachstum und die Differenzierung von Zellen unterstitzen und die Entwick-
lung des gewlinschten Gewebes leiten (Hutmacher et al. 2007) oder in manchen Fallen als
bloRes Fillmaterial fir Knochendefekte auch stlitzende Funktionen erflllen (Huff und Sculco
2007).
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Die heute flr die Scaffoldherstellung verwendeten Materialien kénnen aus natirlichen oder
synthetischen Materialien bestehen. Zu den natlrlichen Materialien gehéren Polymere wie
Polysaccharide, Hydrogele oder thermoplastische Elastomere (Tirelli et al. 2002; Berger et
al. 2004; Drotleff et al. 2004; Mano et al. 2004). Zu den synthetischen Materialien gehdren
Metalle, Keramiken, Glaskeramiken, Polymere und Komposite aus verschiedenen Materia-
lien. Eine wichtige Materialkategorie stellen bioaktive Keramiken wie z. B. Kalziumphospha-
te, bioaktive Glaser oder Glaskeramiken dar (Hench 1989; Kim et al. 2004; Levenberg und
Langer 2004). Es wird aber auch an Kompositverbindungen aus Polymeren und Keramiken
gearbeitet, um die Stabilitat und die Gewebeinteraktion zu erhdhen (Kim et al. 2004; Niiranen
et al. 2004; Zhang et al. 2004; Boccaccini und Blaker 2005; Hedberg et al. 2005; Yao et al.
2005).

2.5.2 Kalziumphosphat - Keramiken

Eine Keramik wird als anorganische Feststoffphase definiert, die durch Warmebehandlung
und anschlieflendes Abkuhlen entsteht. Fir Kalziumphosphat-Keramiken wird das Warme-
verfahren Sintering genannt. Bei dem Sinteringprozess werden fllichtige chemische Bestand-
teile entfernt und die KristallisationsgroRe erhéht, was in einem porésen und festen Material
resultiert (Calori et al. 2011). Bioaktive Glaser und Keramiken sind auf3erordentlich biokom-
patibel und zeigen eine gute Knochenbindung (Hench et al. 1971). Sie werden mit der Zeit
an ihrer Oberflache kinetisch verandert, sodass sich dort eine biologisch aktive Hydroxid-
Karbonat-Apatit-Schicht bildet, die die Verbindung mit der Oberflache des Knochengewebes
ermoglicht. Diese Hydroxid-Apatit-Schicht, die sich auf bioaktiven Implantaten bildet, ist
chemisch und strukturell dquivalent mit der Mineralphase im Knochen (Hench 1989; Hench
1998). In der Klinik werden Keramiken als Implantate zur Defektfillung oder zur Beschich-
tung von metallischen Implantaten verwendet, um diese mit osteokonduktiven Eigenschaften
auszustatten (Damien und Parsons 1991). Bioglaser bestehen aus Komponenten wie SiO,,
Na,O, CaO oder P,Os und zeigen eine schnelle und direkte Bindung an Knochen, besitzen
jedoch auch eine geringe Festigkeit (Rezwan et al. 2006). Die osteokonduktiven Eigenschaf-
ten dieser Stoffe hangen von der Porengrofie, der Porositat und dem Abbaupotential ab. Die
Porositat beschreibt dabei das Verhaltnis von Hohlraumvolumen zum Gesamtvolumen eines
Stoffes oder Stoffgemisches und ist zusatzlich bedingt durch die PorengréRe und die Inter-
konnektivitat der Poren (Blokhuis et al. 2000). Sie ist ein klassifizierendes Mal fir tatsachlich
vorliegende Hohlrdume. Als makropords werden Stoffe mit einer Porengréfie von mehr als
100 um und als mikropords Stoffe mit einer Porengré3en von weniger als 5 ym definiert
(Blokhuis et al. 2000). Die optimale Porengréfle fir das Einwachsen von neuem Knochen
liegt zwischen 150 und 500 um (Makroporositat) (Daculsi und Passuti 1990; Blokhuis et al.
2000). Aufgrund ihrer Struktur bieten Hydroxylapatit- (HA) und Trikalziumphosphat (TCP)-
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Keramiken eine gute Makrostruktur, um das Knochenwachstum zu erméglichen. Eine Mikro-
porositat von < 5 ym ist wichtig, um die Resorption des Material und die Diffusion von Nahr-
stoffen zu ermoglichen (Driskell et al. 1972).

Sechzig Prozent des Knochens bestehen aus Hydroxylapatit, daher ist die chemische Basis
vieler Knochenersatzstoffe Hydroxylapatit (HA, Ca1o(PQO4)s(OH).) oder ein Kalziumphosphat
wie z. B. Trikalziumphosphat (TCP, Ca3(PO.),) (Draenert et al. 2001; Rezwan et al. 2006).
Kalziumphosphate zeigen eine hervorragende Biokompabilitat aufgrund ihrer chemischen
und strukturellen Ahnlichkeit zum Knochen (Jarcho et al. 1977). Sie zeigen keinerlei osteoin-
duktives Potential, besitzen jedoch sehr gute osteokonduktive Eigenschaften und haben die
Fahigkeit, unter bestimmten Bedingungen direkt an Knochen zu binden (Denissen et al.
1980; Hollinger und Battistone 1986; Hammerle et al. 1997). AuRerdem zeigte sich in ver-
schiedenen Studien, dass Kalziumphosphate die Bindung, Differenzierung und Proliferation
von Osteoblasten oder mesenchymalen Stammzellen unterstiitzen (Rezwan et al. 2006).

Bei keramischen Implantaten kann der Abbau auf physikalischem, chemischem oder zellula-
rem Weg erfolgen und lauft stets langsam ab. TCP-Implantate werden dabei meist schneller
abgebaut als HA-Keramiken (LeGeros et al. 1988). Man unterscheidet bei den Trikalzium-
Phosphaten a- und B-TCP, wobei B-TCP biochemisch stabiler ist (Jarcho 1981; LeGeros et
al. 1988). B-TCP gehort zu den synthetischen Kalziumphosphatkeramiken und wird in der
Klinik haufig verwendet (Finkemeier 2002). 3-TCP wird bei tiber 1000°C gesintert und gehort
daher zu den Hochtemperatur-Kalziumphosphaten (Bohner 2000). Es zeigt eine gute Bio-
kompatibilitat, gute Resorptions- und Abbauraten und osteokonduktive Eigenschaften. Das
pordse B-TCP kann vom neuen Knochen wahrend der Knochenheilung allmahlich abgebaut
werden, da die Abbaurate der Knochenwachstumsrate entspricht (Liu et al. 2008). Des Wei-
teren kann ein B-TCP-Scaffold als Leitschiene fiir Osteoblasten dienen und so die Knochen-
neubildung férdern (Hauschild et al. 2005; Wheeler et al. 2005).

2.5.3 Polymere

Polymere sind makromolekulare Verbindungen aus mehreren gleichen oder verschiedenen
Monomeren. Sie kdnnen naturlich vorkommen oder synthetisch hergestellt werden (Bendix
und Liedtke 1998). Naturliche Polymere sind z. B. Polysaccharide wie Starke, Alginate, Chi-
tin und Hyaluronsaurederivate oder Proteine wie Soja, Kollagen, Fibringele und Seide
(Rezwan et al. 2006). Synthetische Polymere kénnen unter kontrollierten Bedingungen pro-
duziert werden und zeigen daher vorhersehbare und reproduzierbare mechanische und phy-
sikalische Eigenschaften, wie z. B. eine gute Zugfestigkeit, eine hohe Elastizitat und eine
gute Abbaurate. Hinzu kommt die Mdglichkeit der Kontrolle auf Materialverunreinigungen,
sodass das Risiko fir Toxizitat, Immunreaktionen und Infektionen gering ist (Rezwan et al.
2006).
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Zu den meist genutzten synthetischen Polymeren fiir die Herstellung dreidimensionaler Scaf-
folds gehodren geséttigte aliphatische Polyester, wie z. B. die Poly- o -Hydroxyester, zu denen
unter anderem Poly-Lacton-Saure (PLA), Poly-Glycol-Saure (PGA), Poly-Lacton-co-Glycol
(PLGA) und Poly(e-caprolacton) (PCL) gehdren. Dabei handelt es sich um semikristalline,
lineare, resorbierbare Polyester. Die chemischen Eigenschaften dieser Polymere erlauben
den hydrolytischen Abbau durch Spaltung einer Estergruppe. Danach kénnen die Monomere
einfach vom Koérper abgebaut werden (Rezwan et al. 2006). Des Weiteren bieten sie eine
geeignete Oberflache flr Zelladhasion, -proliferation und -differenzierung. Zudem sind ihre
Abbauprodukte nicht toxisch und kdnnen vom Koérper metabolisiert sowie eliminiert werden
(Lam et al. 2009). Zusatzlich kdnnen diese Polymere leicht in eine dreidimensionale Form
mit gewlinschter Geometrie und Porositat gebracht werden (Hollister 2005).

PCL im Einzelnen ist biokompatibel, nicht immunogen, nicht toxisch und wird aufgrund seiner
hydrophoben Eigenschaften und seiner Kristallinitat langsamer abgebaut als die anderen
aliphatischen Polyester (Causa et al. 2006; McNeil et al. 2011). Die langsame Degradation
ist besonders vorteilhaft, da so genligend Zeit fiir eine ausreichende Geweberegeneration
gegeben ist (McNeil et al. 2011). Daher ist PCL grundsatzlich besonders fiir die Herstellung
von Knochenersatzmaterialien geeignet. Allerdings bietet es nur wenig Stabilitat, wodurch es
sich allein als Knochenersatzmaterial weniger eignet (McNeil et al. 2011). Eine zusatzliche
Fahigkeit von Polymeren ist eine Carrierfunktion flr zugesetzte osteoinduktive Substanzen,
wie Antibiotika, oder Wachstumsfaktoren ibernehmen zu kénnen (Pitt et al. 1981; Middleton
und Tipton 2000).

2.5.4 Komposit-Verbindungen

Bei den Komposit-Verbindungen handelt es sich um Materialien, die aus einer Kombination
von zwei oder mehr Einzelkomponenten bestehen (Damien und Parsons 1991). Oft wird da-
zu z. B. ein keramisches Material mit Kollagen oder Polymeren kombiniert, was unter ande-
rem die mechanischen Eigenschaften des Scaffold, verbessert (Hutmacher et al. 2007).
Kompositmaterialien zeichnen sich meist durch ein ausgewogenes Verhaltnis von Festigkeit
und Elastizitat aus. Sie weisen verbesserte Eigenschaften im Vergleich zu den Einzelkom-
ponenten auf (McNeil et al. 2011). Die gute Biokompatibilitdt, Biodegradierbarkeit und die
guten mechanischen Eigenschaften des Trikalziumphosphats werden beispielsweise durch
ein Polymer wie PCL mit einer besseren Elastizitat ausgestattet. Zusatzlich Iasst sich durch
die Zugabe von Polymeren die Osteokonduktivitat verbessern und die Degradation besser
steuern (Lam et al. 2009).
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2.5.5 ChronOS Strip®

In der vorliegenden Arbeit wurden kommerziell erhaltliche, vollsynthetisch hergestellte Chro-
nOS Strips® (DePuy Synthes GmbH, West Chester, USA) mit einer GréRe von 100 x 25 x 3
mm untersucht. Es handelt sich dabei um ein Komposit aus B-TCP und dem resorbierbaren
Polymer Poly-Lactid-co-e-Caprolacton. Das B-TCP-Granulat (ChronOS®) hat eine Grofie von
0,5-0,7 mm und ist in eine Matrix aus Poly-Lactid-co-e-Caprolacton eingebettet (Abbildung 1
und 2). Die Keramik und das Polymer wurden in einem Verhaltnis von 60 % zu 40 % = 10 %
gemischt. Der ChronOS Strip® besitzt laut Hersteller eine Gesamtporositat von 60 %. Die
interkonnektierenden Makroporen weisen eine GréRe von 100 bis 500 ym auf (ChronOS
Strip®; DePuy Synthes, USA; Overview Brochure, 28.11.2016, DSUS/MOC/0914/0100),
wodurch optimale Bedingungen fir die Vaskularisation und Migration von Osteoklasten und
Osteoblasten erflillt werden (Gazdag et al. 1995). Durch Mikroporen mit einem Durchmesser
von weniger als 10 um erhalt das Implantat eine gréRere Oberflache und die Zirkulation von
Korperflissigkeiten wird ermoglicht, sodass Umbauprozesse beschleunigt ablaufen konnen
(Daculsi und Passuti 1990; Gazdag et al. 1995; Blokhuis et al. 2000). Insgesamt ergibt sich
ein pordses, osteokonduktives, dreidimensionales Komposit mit einer hohen Flexibilitat. Die
hohe Flexibilitdt ermdglicht die Anpassung der ChronOS Strip®s an verschiedene Formen;
zudem kann die Grél3e durch leichtes Zuschneiden an eine entsprechende Situation ange-
passt werden.

Laut Hersteller wird der ChronOS Strip® innerhalb von 6 - 18 Monaten resorbiert und durch
Knochen ersetzt. Sowohl eine alleinige Verwendung als auch die Kombination mit einem
Autotransplantat wird empfohlen (ChronOS Strip®; DePuy Synthes, USA; Overview Bro-
chure, 28.11.2016, DSUS/MOC/0914/0100). Der ChronOS Strip® kann als Defektflllmaterial
verwendet werden und sollte immer Kontakt zum Knochen haben. Dabei sollte jedoch eine
groltmogliche Stabilitat durch eine Osteosynthese gegeben sein, um eine gute knécherne
Durchwachsung zu gewahrleisten.

Bisher findet der ChronOS Strip® vor allem in der Wirbelsaulenchirurgie zur Unterstitzung
der posterolateralen Fusion von Wirbelgelenken Verwendung. Dazu wird der ChronOS
Strip® nach vorgenommener Laminektomie und Dekompression der spinalen Stenose Uber
den Facettengelenken der Wirbelsaule angebracht (Ramani et al. 2014). Hrabalek et al. ver-
wendeten den ChronOS Strip® als Knochenersatzstoff zur Flllung eines Kunststoffcages,
der zur Wirbelsaulenstabilisierung beitragen soll (Hrabalek et al. 2014). Kanter und Kollegen
verwendeten den ChronOS® Strip in Kombination mit autologem Knochenmarksaspirat und
lokalem autologen Knochenmaterial bei Patienten, die eine instrumentierte postolaterale

Spondylodese mit interkorporeller Stabilisierung erhielten (Kanter et al. 2016).
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SO0 prm — 1 Bmm

Abbildung 1: Rasterelektronenmikroskopische Nativ-Aufnahme des ChronOS Strips®
(Rasterelektronenmikroskop Typ DSM 982 Gemini, Zeiss, Jena , Deutschland)
PCL: strangartig verlaufendes Poly-Lactid-co-e-Caprolacton, TCP: ChronOS-Granulat aus B-Trikalziumphosphat

0

Abbildung 2: 3D-Laser-Scan-Mikroskop-Aufnahme des ChronOS Strip®
(Leica SP5 Il microscope (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Germany)

Die Abbildung zeigt das ChronOS-Granulat aus B-Trikalziumphosphat.
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2.6 Ziele und Hypothesen der Studie

Die aktuell eingesetzten Therapieverfahren zur Behandlung grofier segmentaler, kritischer
Knochendefekte, wie die Knochendistraktion (llizarov-Technik) und vaskularisierte, autologe
oder allogene Knochentransfers, sind mit einem hohen Risiko fur Komplikationen, wie einer
erhéhten Entnahmemorbiditat, Infektionsgefahr und schlechter Einheilungsrate, verbunden.
Zudem reicht die Menge an gewonnenem Knochen oft nicht aus, weshalb seit langem an
Alternativen fur den Knochenersatz geforscht wird.

Aktuell sind scaffoldbasierte Regenerationstherapien in der Anwendung, die aus syntheti-
schen Polymeren, Metallen, Keramiken oder Kompositverbindungen aus diesen Materialien
bestehen konnen. Als Alternative wird in dieser Studie ein Komposit-Scaffold (ChronOS
Strip®) bestehend aus Poly-Lactid-co-e-Caprolacton und B-Trikalziumphosphat zur Unter-
stlitzung der Heilung in einem Osteotomiedefekt kritischer GréRe in der Diaphyse der Schaf-
tibia untersucht. Der oben beschriebene Komposit-Scaffold (ChronOS Strip®) mit einer Ge-
samtporositat von 60 %, interkonnektierenden Poren von 100 — 500 um und Mikroporen klei-
ner als 10 um verbindet die hohe Biokompabilitat und Biodegradierbarkeit sowie die mecha-
nischen Eigenschaften des 3-TCP mit der hohen Elastizitat und Osteokonduktivitat des PCL
(Lam et al. 2009). Er stellt sich als pordser, flexibel formbarer Streifen dar, der vernaht und
zu einem Hohlzylinder geformt und dann beispielsweise mit autologer Spongiosa aufgefullt
werden kann. Des Weiteren ist er besonders durch seine hohe Flexibilitdt leicht an die ge-
wlnschte Defektgréfie und -form adaptierbar.

In dieser Studie wird der Komposit-Scaffold in einem 40-mm-Osteotomie-Defektmodell der
Schafstibia, stabilisiert mittels Hybrid-Ringfixateur, untersucht. Verglichen wird eine Gruppe,
in der der ChronOS Strip® als Scaffold allein zur Stimulation der Knochendefektheilung un-
tersucht wird, mit einer zweiten Gruppe, bei der der ChronOS Strip® zusatzlich mit osteoin-

duktiver, autologer Spongiosa aus dem Beckenkamm gefiillt wird.

Die Beurteilung des Heilungsergebnisses erfolgt dabei anhand von monatlichen réntgenolo-
gischen Verlaufskontrollen und computertomographischen sowie histomorphometrischen,
immunhistochemischen und histomorphologischen Untersuchungen nach einer Heilungszeit

von 12 Wochen. Folgende Hypothesen sollen dabei tUberprift werden:

1) Der 40-mm-Osteotomie-Defekt in der Schaftibia wird mittels Hybrid-Ringfixateur adaquat
stabilisiert und das Modell eignet sich fiir die Untersuchung regenerativer Therapieansat-
ze.

2) Ein Kompositscaffold aus Poly-Lactid-co-g-Caprolacton und B-Trikalziumphosphat unter-
stutzt die endogene Knochenregeneration in einem kritischen, segmentalen Knochende-
fekt.
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3) Durch Kombination des Scaffolds mit osteoinduktiver, autologer Spongiosa wird die Kno-
chendefektheilung stimuliert und es kommt zu einem weiter fortgeschrittenen Heilungs-

ergebnis nach 12 Wochen.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Versuchstiere

Fir diesen Versuch wurden 15 Merino-Mix-Schafe verwendet. Die Genehmigung zur Durch-
fihrung des Tierversuchsvorhabens wurde durch das Landesamt fir Gesundheit und Sozia-

les Berlin im Rahmen eines grékeren Vorhabens erteilt (Genehmigungsnummer G 0451/08).

3.1.1 Haltung und Fiitterung

Die Schafe wurden in einem Schafstall der Forschungseinrichtung fur experimentelle Medizin
(FEM) der Charité, Augustenburger Platz 1, 13353 Berlin gehalten und versorgt.

Nach der Anlieferung wurden die Tiere einer tierarztlichen Allgemeinuntersuchung unterzo-
gen. Nach der Feststellung eines guten Gesundheitszustands und einer Zahnalterbestim-
mung wurden die Tiere mit einer Ohrmarke gekennzeichnet und mit einer subkutanen (s.c.)
Applikation von 1,5 ml Ivermectin (lvomec, Biokema SA, Crissier, Schweiz), einer oralen
Eingabe von 5 ml je 50 kg Triclabendazol (Fasinex® 10%, Novartis Tiergesundheit GmbH,
Minchen) und einem Bolus von je 250 mg Fenbendazol je Schaf (Panacur®, MSD Tier-
gesundheit, Intervet Deutschland GmbH, Unterschleil3heim) prophylaktisch entwurmt. Die
Tiere waren weiblich, nicht tragend und mehr als zweieinhalb Jahre alt.

Zur kontrazeptiven Behandlung wurden jedem Tier zweimal im Abstand von 2 Wochen 2 ml
Estrumate® (Cloprostenol-Natriumsalz, Estrumate® 250 pg/ml Injektionslésung, MSD Tier-
gesundheit, Intervet Deutschland GmbH, Unterschleilheim, Deutschland) s.c. in die seitliche
Brustwand verabreicht. Das Korpergewicht betrug 74 + 14 kg. Die Einstallung erfolgte in
Gruppen zu sechs Tieren, jeweils mindestens eine Woche vor der Operation des ersten Tie-
res, um den Tieren genug Zeit zur Eingewohnung in die neue Umgebung zu geben. Nach
der Operation wurden die Tiere separat in einem kleineren, abgetrennten Gehege direkt ne-
ben der Gruppe gehalten (Abbildung 3 A). Neben der Bewegungseinschrankung konnte so
eine leichtere Nachsorge in den ersten Tagen postoperativ erfolgen. Ein Kontakt zu den an-
deren Schafen der Gruppe war permanent durch die Gatter méglich. Die Haltung der operier-
ten Tiere erfolgte anschlieRend in Kleingruppen von bis zu sechs operierten Tieren ohne
weitere Bewegungseinschrankung (Abbildung 3 B).

Die Schafe wurden wahrend des gesamten Versuchszeitraumes auf Einstreu in Form von
Stroh und Sagespéanen gehalten, welches regelmafig erneuert wurde. Die Stallungen waren
mit Tageslicht beleuchtet und bei 20°C klimatisiert. Wasser stand den Schafen Uber eine

Selbsttranke ad libidum zur Verfligung. Die Futterung mit Heu erfolgte zweimal taglich.
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Abbildung 3: Merino-Mix Schafe in Gruppenhaltung in einem Schafstall der Forschungseinrichtung fir
experimentelle Medizin (FEM) der Charité
Bild A: Haltung kurz nach der OP, Bild B: Haltung in Kleingruppen von bis zu sechs Tieren

3.1.2 Gruppeneinteilung

In beiden Gruppen wurde bei den Schafen je einen Osteotomiedefekt von 40 mm im Bereich
des Tibiaschaftes gesetzt, der mittels eines Hybrid-Ringfixateurs stabilisiert wurde.

In Gruppe eins wurde in den Osteotomiedefekt ein hohlzylindrisch geformter Kompositscaf-
fold aus B-TCP und Poly-Lactid-co-¢-Caprolacton (ChronOS Strip®, Depuy Synthes GmbH,
West Chester, USA) eingesetzt. In Gruppe zwei wurde Scaffold zusatzlich mit autologer

Spongiosa aus dem Beckenkamm des jeweiligen Tieres gefillit.

3.2 Operatives Vorgehen und Materialeinsatz

3.2.1 Fixateur externe

Bei allen Tieren dieser Studie wurde als einheitlicher Fixateur externe ein Hybrid-
Ringfixateursystem zur Stabilisierung der rechten Tibia verwendet. Der Hybrid-Ringfixateur
erstreckte sich mit einer Lange von 180 mm Uber die gesamte Lange des Tibiaschafts, um
eine ausreichende Stabilitdt zu gewahrleisten und ein physiologisches Vorfuhren der Glied-
mafe und Beugung im Kniegelenk weiterhin zu ermdglichen. Um eine gewisse Dynamik und
Federung des Fixateurs zu gewahrleisten, wurden ober- und unterhalb des ersten Ringes
sich kreuzende llizarov-Drahte durch Haut, Weichgewebe und Tibia positioniert. Diese waren
die einzigen Elemente am Ringfixateur mit bilateraler Ausrichtung. Durch die Konstruktion
des Hybrid-Ringfixateurs wird eine axiale Belastung zugelassen jedoch kaum Scher- und

Torsionskréafte.

Es wurde ein Hybrid-Ringfixateur mit einem Durchmesser (innerer Ring) von 160 mm (4x
Vollring 160 mm, Art.Nr.: 03.311.346, DePuy Synthes GmbH, Umkirch, Deutschland) ver-
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wendet. Zwischen den vier Ebenen waren Sechskantabstandhalter angebracht (proximal:
03.2211.240 4 cm, mittig: 03.311.250 5 cm; 03.311.230 3 cm, distal 03.2211.240 4 cm)

An den Ringen der ersten Ebene wurden zwei llizarov-Drahte mit Oliven (g 2,0 mm und 400
mm lang, Art.Nr.: 03.311.033, DePuy Synthes GmbH, Umkirch, Deutschland) und in den
weiteren Ebenen finf Schanz-Schrauben mit einem Durchmesser von 5 mm und unter-
schiedlichen Gewindelangen (DePuy Synthes GmbH, Umkirch, Deutschland) befestigt. Die
Schanz-Schrauben wurden hier zur besseren Erklarung von proximal nach distal von 1 bis 5
durchnummeriert (Schraube 1: 50 mm Gewindelange, Schraube 2 und 3: 32 mm Gewinde-

lange, Schraube 4 und 5: 28 mm Gewindelange). Die Abstadnde der Schanz-Schrauben zu-

einander wurden durch die Befestigung mittels Schrauben, Klemmbolzen (Klemmbolzen flr
Schanz-Schraube, Art.Nr.: 03.311.010, Klemmbolzen flir Draht, geschlitzt, Art.Nr.:
03.311.050, DePuy Synthes GmbH Umkirch, Deutschland) und Sechskantmuttern (Art.Nr.:
03.311.061, DePuy Synthes GmbH Umkirch, Deutschland) an den Ringen des Fixateurs
vorgegeben (Abbildung 4).

Abbildung 4: Mediale Ansicht des montierten Hybrid-Ringfixateurs
Dargestellt sind die Positionen der sich kreuzenden llizarov-Drahte (A und B) sowie die Anordnung der Schanz-
Schrauben 1-5.

Als einzige Elemente mit bilateraler Aurichtung wurden in der ersten Ringebene sich kreu-
zende llizarov-Drahte von kraniomedial nach kaudolateral und von kaudomedial nach kranio-
lateral angebracht. So sollte eine gewisse Dynamik und Federung des Fixateurs gewahrlei-
stet werden (Abbildung 4: Markierungen A und B). An den beiden mittleren Ringebenen wur-

den je zwei Schanz-Schrauben (Abbildung 4: Nr. 1 und 2 sowie Nr. 3 und 4) mit Klemmba-
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cken proximal und distal der jeweiligen Ringebene in verschiedenen Winkeln zur Tibia fixiert.
In der unter-sten Ringebene wurde nur eine Schanz-Schraube (Abbildung 4: Nr. 5) proximal

des Ringes angebracht.

3.2.2 ChronOS Strip®

In dieser Studie wurde ein Kompositscaffold aus Poly-(lactid)-e-Caprolacton und -
Trikalziumphosphat (ChronOS Strip®, 100 x 25 x 3 mm, Depuy Synthes GmbH, West Ches-
ter, USA) untersucht, der aus B-Tricalcium-Phosphat-Granulat und einem resorbierbaren
Polymer (Poly-(lactid)-e-Caprolacton) besteht. Diese Komponenten ergeben ein pordses,
osteokonduktives und dreidimensionales Komposit, das formbar und flexibel ist. Laut Her-
steller haben die Granulatkorner des ChronOS-Streifens eine Grofte von 0,5 - 0,7 mm, Ma-
kroporen mit einer GréfRe von 100 — 150 um Durchmesser, Mikroporen von weniger als
10 ym und eine Gesamtporositat von 60%. AulRerdem wird der ChronOS Strip® innerhalb
von 6 bis 18 Monaten resorbiert. Der sterile Scaffold wurde in der Vorbereitung zu der Ope-
ration aus seiner Verpackung entnommen und halbiert. Diese beiden Halften von ca. 50 mm
Lange wurden Ubereinandergelegt und mit einer fortlaufenden Kiirschner-Naht und bei Be-
darf mit zusétzlichen Einzelheften verndht (3-Oer Prolene®-Faden, Ethicon, ©Johnson &
Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland). Die entstandene Rdhre wurde auf einen
Zylinder gestllpt, um die Réhrenform anzupassen (Abbldung 5 A und B). Bei Gruppe zwei
wurde Spongiosa in diesen Zylinder gefillt. Bei der Implantation des Scaffolds in den Osteo-

tomiespalt wurde die Lange auf 40 mm gekurzt.

Abbildung 5: fir die Operation vorbereiteter Scaffold

Bild A: Scaffold in steriler Verpackung; Bild B: Zwei Scaffoldstreifen wurden zu einer Réhre vernaht und auf einen

Zylinder gestllpt, um die Form anzupassen.
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3.2.3 Narkose und Operationsvorbereitung

Am Vortag der Operation erhielten die Schafe zum letzten Mal um 14 Uhr Heu, um eine Nah-
rungskarenz von ca. 12 bis 16 Stunden einzuhalten. Wasser stand den Tieren immer ad libi-
dum zur Verfigung. Die Tiere konnten jedoch nicht vollstandig nichtern gehalten werden,
lediglich einer zu starken Fullung des Pansens mit der daraus resultierenden Gefahr einer
Pansentympanie wahrend der Operation sollte vorgebeugt werden.

Die Schafe wurden durch zwei Personen auf die Hintergliedmalie gesetzt und fixiert. Ein
Venenverweilkatheter (Grofie 1,3 x 32 mm, BD Venflon™ Pro Safety, Becton Dickinson Infu-
sions Therapy, Helsingborg, Sweden) wurde in der V. cephalica antebrachii an der rechten
Vordergliedmale gelegt. Je nach Koérpergewicht und Wirkung wurden 0,5 bis 1,5 mg Thio-
pental-Natrium (Trapanal® Altana Pharma GmbH, Konstanz, Deutschland) intravends verab-
reicht. Das sedierte Tier wurde mit Hilfe eines Kaltlicht-Laryngoskops (Laryngoskopgriff Mc.
Intosh, Freiburger Model, Sonderlaryngoskop Model Foregger 30 cm fir Tiere, RGW, Tutt-
lingen, Deutschland) und eines 9 mm starken Trachealtubus (Hi-Contour ™ 9 mm Breite,
33mm Lange, Mallinckrodt Medical, Athlone, Ireland) intubiert. Die korrekte Lage in der
Trachea wurde durch Druck auf den Brustkorb kontrolliert und im Anschluss wurde der Cuff
mit ca. 15 ml Luft geblockt und mit Klebeband (Leukoplast®, 1,25 cm Breite, BSN medical
GmbH & Co. KG, Hamburg, Deutschland) am Maul fixiert. Zwischen Tubus und Beatmungs-
schlduche wurde ein Klimatisierungsfilter (Pall Ultipor 25, Pall GmbH Medical, Dreieich,
Deutschland) angeschlossen. Die Narkose wurde per Inhalation (Inhalationsnarkosegerat
Ventilator 711, Siemens, Berlin, Deutschland) mit einem Gemisch aus Sauerstoff (ca. 50%
medizinischer Sauerstoff, O, Linde® Gas Therapeutics GmbH & Co. KG, Unterschleil3heim,
Deutschland), Lachgas (ca. 20 % medizinisches Lachgas N,O, O, Linde® Gas Therapeutics
GmbH & Co. KG, UnterschleiRheim, Deutschland) und 1,5 - 2,5 % Isofluran (Forene®, Abbott
GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland) aufrechterhalten. Dabei wurde expiratorisch ein
Isoflurangehalt von 1,9 % eingestellt. Das Atemzugvolumen war mit 6 - 10 ml/kg Korperge-
wicht und die Beatmungsfrequenz mit 12 - 20 Atemzigen pro Minute (Verhaltnis In- und Ex-
spiration 1:2) am Narkosegerat eingestellt, sodass ein inspiratorischer Mitteldurck von ca. 20
mm Hg und ein exspiratorischer CO,-Partialdruck von 35-40 mm Hg erreicht wurde.

Zur Narkoselberwachung wurde mittels Infrarotsonde die Sauerstoffsattigung des Blutes an
Zunge oder Ohr gemessen, der Blutdruck Uber eine Blutdruckmanschette an der linken Vor-
dergliedmalle gemessen und die Herzaktivitat wurde Uber die bipolare Extremitatenableitung
nach Einthoven | Gberwacht. Des Weiteren wurden Sauerstoff, Lachgas, Isofluran und Koh-
lendioxingehalt standig in der In- und Exspirationsluft gemessen (Anasthesiegasmonitor
NGM 1000, Fritz Stephan GmbH Medizintechnik, Gackenbach, Deutschland). Eine Pansen-
schlundsonde (Durchmesser 14 mm, Willy Rusch AG, Deutschland) wurde gelegt, um einem

Aufgasen des Pansens wahrend der Operation vorzubeugen. Um ein Austrocknen der Au-
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gen zu verhindern, wurde Bepanthen-Augensalbe auf die Cornea aufgetragen. Zur antibioti-
schen Prophylaxe erhielt jedes Tier Amoxicillin mit Clavulansaure (Unacid® 3g, 1g Sul-
bactam-Natrium und 2 g Ampicillin, Pulver zur Herstellung einer Infusionslosung, Pfizer
Pharma GmbH, Berlin, Deutschland) und 500 mg Metronidazol intravends verabreicht (Met-
ronidazol, Fresenius Kabi, Bad Homburg v.d.H., Deutschland). Aufgrund der Lange des ope-
rativen Eingriffs wurde zur prophylaktischen Behandlung diese Antibiotikakombination ge-
wahlt. So wurde ein sehr breites Wirkspektrum gegen gram positive und negative Keime
abgedeckt.

Wahrend der gesamten Operationszeit wurden jedem Tier zur Kreislaufstabilisierung und
zum Ausgleich des Flussigkeitshaushaltes nach Bedarf ca. 2000 ml einer kristalloiden Infu-
sionsldésung (Jodosteril®, Fresenius Kabi, Bad Homburg v.d.H., Deutschland) und 500 ml
eines Plasmavolumenersatzmittels (Volyte®, Fresenius Kabi, Bad Homburg v.d.H., Deutsch-
land) infundiert. Schon vor Beginn der Operation wurde jedem Tier am linken Vorderbein ein
Fentanyl-Pflaster (Durogesic® 75ug/h, JANSSEN-CILAG GmbH, Neuss, Deutschland) zur
postoperativen Analgesie auf die rasierte und entfettete Haut geklebt. 75ug Fentanyl werden
kontinuierlich transdermal pro Stunde abgegeben. Des Weiteren wurde Fentanyl® (0,5 mg
i.v. im Bolus) als intraoperatives Analgetikum vor dem ersten Hautschnitt sowie vor
schmerzhaften Eingriffen wie der Durchtrennung des Periosts beim Sagen und Bohren ver-
abreicht. Post operationem wurden jedem Tier 2,2 mg Flunixin Meglumin pro 50 kg Korper-
gewicht (KGW) (Finandyne®, MSD Tiergesundheit, Deutschland) subkutan verabreicht.

Fir den medialen Zugang zur Tibia wurden die Schafe in rechter Seitenlage positioniert. Das
linke Hinterbein wurde nach kranial und Uber den Ricken ausgebunden, um das Operations-
feld freizulegen (Abbildung 6). Des Weiteren wurden die Klauen nach Bedarf geschnitten,
gereinigt, anschlieBend mit Mull verbunden und die rechte Schulter zum Schutz des
N. radialis mit einem Polster unterlagert.

Das Operationsfeld an der rechten HintergliedmalRe wurde von Knie bis zum Fesselgelenk
geschoren, ebenso wie ein grol3zigiger Bereich um den linken Beckenkamm bei den Tieren
der Gruppe zwei (Favorita I, Aesculap AG & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland) (Abbildung 7
A-B). Diese Bereiche wurden von Schmutz befreit, mit Jodseife gewaschen und anschlie-
Rend die Schnittlinie zusatzlich rasiert. Im Anschluss wurden die Operationsfelder mehrmals
mit einer Povidon-Jod-Lésung (Braunol®, B.Braun Melsungen AG, Deutschland) desinfiziert
und mit sterilen Operationstiichern (steriles Basispaket, Steri-Drape™, Firma 3M Health
Care, Neuss, Deutschland) abgedeckt. Der distale Anteil des zu operierenden rechten Hin-
terbeines wurde auf einem weiteren Operationstisch abgestiitzt, so dass die Tibia rund her-

um frei zuganglich war (Abbildung 7 B).
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Abbildung 6: Narkose- und
Uberwachungseinheit
Positionierung des Schafes auf dem

Operationstisch

Abbildung 7: Operationsfelder

Bild A: Operationsfeld am linken Beckenkamm  Bild B: Operationsfeld an der rechten Tibia
3.2.4 Operation

Zu Beginn der Operation wurde die Position des Hybrid-Ringfixateurs bestimmt, indem er an
das Bein angehalten wurde (Abbildung 8 A). Das Knie sollte weiterhin frei beweglich sein.
Daneben musste der Hybrid-Ringfixateur etwas naher zur medialen Seite hin an der Tibia
fixiert werden, damit er spater beim Laufen nicht gegen die linke Hintergliedmale stiel3.
Passend zu dieser Position wurden zuerst die aulersten Schanz-Schrauben fixiert (DePuy
Synthes GmbH, Umkirch, Deutschland; @ 5mm; Schanz-Schraube 5: 28 mm Gewindelange,
Schanz-Schraube 1: 50 mm Gewindelange) (Abbildung 8 B).
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Abbildung 8: Positionierung des Hybrid-Ringfixateurs

Bild A: Austarieren der Ringfixateurposition, Bild B: Positionierung der flinften Schanz-Schraube

Zur Positionierung der Schanz-Schrauben wurde eine Hautinzision bis auf das Periost Uiber
dem Planum cutaneum cruris tibiae gesetzt. Im Anschluss wurde eine Bohrhilse durch die
Hautinzision hindurch fest auf das Periost aufgesetzt. Diese Bohrhiilse diente als Gewebe-
schutz und als Richtungsweiser fiir das folgende Bohrloch.

Fir jede Schanz-Schraube (&d 5mm) wurde ein Loch mit einem Durchmesser von 3,5 mm mit
einem Spiralbohrer und einer druckluft-betriebene Bohrmaschine (Compact Air Drive lI®,
Depuy Synthes GmbH, Umkirch, Deutschland) durch beide Kortikales vorgebohrt. Die Positi-
on und Richtung des Bohrlochs wurde durch die bei jedem Tier an gleicher Stelle des Hyb-
rid-Ringfixateurs befestigten Klemmbacken vorgegeben. Die Bohrungen fanden unter per-
manenter Spulung mit steriler Kochsalzlosung statt. AnschlieRBend wurden die Schanz-
Schrauben mit Hilfe eines Universalbohrfutters bikortikal in das Loch gedreht bis die Spitze
des Gewindes auf der lateralen Seite der Tibia fuhlbar wurde. Die Schanz-Schrauben sollten
mit 1,5 bis 2 Gewindeumdrehungen aus der gegenseitigen Kortikalis herausragen.

Nachdem die Schanz-Schrauben flnf und eins angebracht waren, wurde die Position der
zweiten, dritten und vierten Schanz-Schraube bestimmt, (DePuy Synthes GmbH, Umkirch,
Deutschland; @ 5mm; Schraube 2 und 3: 32 mm Gewindeldnge, Schraube 4: 28 mm Gewin-
delange) eingebracht und mittels Klemmbacken an den Fixateurringen befestigt. Abschlie-
Rend wurden zwei sich kreuzende llizarov-Drahte auf Hohe des proximalen Fixateurringes
durch die Tibia und Muskulatur hindurch bis zur jeweiligen kontralateralen Seite gebohrt,
festgezogen und mit geschlitzten Klemmbolzen flir Draht befestigt (Abbildung 9). Die jeweili-
gen Klemmbolzen und Muttern wurden festgezogen und jene auf der Spannseite etwas ge-
lockert. AnschlielRend wurde von der Spannseite des Ringes der Draht durch die Durchboh-
rung eines Drahtspanners (Art.Nr: 03.311.001, Depuy Synthes GmbH, Umkirch, Deutsch-

land) eingeflihrt, die Zahne des Drahtspanners fest an den Ring gesetzt und der Draht auf
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130 kg gespannt. Zum Schluss wurden die spannseitigen Klemmbolzen und Muttern und alle

Schraubverbindungen nochmals kontrolliert und festgezogen.
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Abbildung 9: montierter Hybrid-Ringfixateur

Bild A: Kaudale Ansicht; von proximal nach distal verlaufend: 2 llizarovdréhte mit Oliven, eine Schanz-Schraube
(50 mm Gewindelange), zwei Schanz-Schrauben (32 mm Gewindeldnge) und 2 Schanz-Schrauben (28 mm
Gewindelange),

Bild B: Roéntgenbild (anterio-posterior) direkt post OP, mittig ist der mit dem Scaffold gefiilite
Tibiaosteotomiedefekt erkennbar, an den proximal die zweite und distal die dritte Schraube grenzt

Nach vollstéandiger Fixierung des Hybrid-Ringfixateurs wurde eine Sageschablone, die eine
DefektgroRe von 40 mm vorgab, an die zwei mittleren Fixateur-Schanz-Schrauben angelegt,
um die Sageebene in der Mitte zwischen den beiden Schrauben festzulegen. Dann wurde
ein Hautschnitt quer zur Tibia verlaufend gesetzt. Die Muskeln und Faszien, die die Tibia an
dieser Stelle umgeben, wurden stumpf mit der Hand und einem Raspatorium vom Periost
geldst. Mit dem Skalpell wurden die beiden Sageschnittstellen auf dem Periost markiert. Auf
deren Hohe wurden jeweils Hohmann-Haken unter der Tibia positioniert, zum Schutz des
umliegenden Weichgewebes beim Sagen. Die Osteotomie wurde mit einer oszillierenden,
druckluftbetriebenen Sage (Compact Air Drive 1I® mit oszillierendem Sageaufsatz,
Art.Nr: 511.800, Depuy Synthes GmbH, Umkirch, Deutschland) durchgefiihrt. Wahrend des
Sagens wurde die Osteotomiezone permanent mit steriler Kochsalzlésung gespllt. Palpato-
risch wurde die komplette Durchtrennung des Knochens kontrolliert und ein 40 mm langes
Tibiasegment entnommen. An dessen Stelle wurde der Scaffold positioniert (Abbildung 10).

Der vorbereitete, hohlzylindrische Scaffold (Abbildung 5) wurde bei den Tieren der ersten

Gruppe leer in den Defekt eingebracht und bei den Tieren der zweiten Gruppe zusatzlich mit

33



Materialien und Methoden

autologer Spongiosa aus dem rechten Beckenkamm gefillt (Abbildung 11). Damit der prapa-
rierte Scaffold nicht disloziert, wurde er mit Hilfe eines Fadens (3-Oer Prolene®-Faden, Ethi-
con, ®Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) uber ein kleines (9 2

mm), unikortikales Bohrloch im proximal und distal angrenzenden Tibiasegment fixiert.

Abbildung 10: PCL-B-TCP-Scaffold (ChronOS Strip®) im Osteotomiedefekt
Zwei Scaffoldstreifen wurden vorab zu einer hohlzylindrischen Réhre vernaht. Im Rahmen der Operation wurde
diese in den Defekt eingebracht und dort mit Hilfe eines Fadens durch ein unikortikales Bohrloch an den

angrenzenden Tibiasegmenten fixiert, um ein Dislozieren zu verhindern.

Die Unterhaut wurde mit einer fortlaufenden Kirschner-Naht (3-Oer Vicryl®-Faden, Ethicon,
©Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) verschlossen, die Haut mit
einer fortlaufenden Reverdinnaht (3-Oer Prolene®-Faden, Ethicon, ®Johnson & Johnson Me-
dical GmbH, Norderstedt, Deutschland) vernaht. Die Uberstehenden Enden der Schanz-
Schrauben wurden abschlieflend gekirzt und die llizarov-Drahte so umgebogen, dass sie
nicht das Weichgewebe beriihren oder verletzen konnten. AnschlielRend wurde der gesamte

Hybrid-Ringfixateur mit einer sterilen Mullbinde verbunden.

3.2.5 Spongiosaentnahme

Die Gewinnung der autologen Spongiosa vom linken Beckenkamm zur Praparation des
Scaffolds erfolgte in der zweiten Gruppe zeitlich vor dem Eingriff an der Tibia. Ein 10 - 12 cm
langer Hautschnitt wurde entlang des Beckenkamms gesetzt (21er Klinge, FEATHER
SAFETY RAZOR Co., LTD, Osaka, Japan). Mit Hilfe eines Kauters wurde der Knochen von
Unterhaut und Periost befreit und auftretende Blutungen gestillt. Der freigelegte Becken-
kamm wurde mit Hammer und Meifl3el gefenstert (Abbildung 11) und ca. 3,8 ml Spongiosa
mit einem scharfen Loffel nach Volkmann entnommen und in einem speziell dafir angefertig-

ten Messzylinder (d 11 mm; Hohe 40 mm, Medizinisch Technische Labore der Charité) auf-
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gefangen, der in seinem Durchmesser dem des hohlzylindrischen Scaffolds entsprach
(Abbildung 12 A).

Abbildung 12: Spongiosaentnahme am trikortikal ge6ffneten Beckenkamm
Bild A: Entnahme von ca. 3,8 ml Spongiosa mit einem scharfen Loffel nach Volkmann, Bild B: Vernadhen des
aufgemeilelten trikortikalen Knochenstliickes am Beckenkamm

Der aufgemeilelte, trikortikale Beckenkamm wurde mit Hilfe eines starken Fadens wieder
adaptiert (1er Vicryl®-Faden, Ethicon, ®Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt,
Deutschland) (Abbildung 12 B). Der Verschluss der Unterhaut und Haut erfolgte entspre-
chend dem Eingriff an der Tibia.
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3.3 Nachsorge

Nachdem die rechte Tibia steril verbunden war, wurden Rdntgenaufnahmen in anterio-
posteriorem und im latero-medialen Strahlengang angefertigt. Diese dienten der Dokumenta-
tion des Operationsergebnisses und der Kontrolle der Scaffoldposition im Osteotomiespalt.
Sobald die Tiere selbststandig atmeten, wurden sie in den Stall zu ebenfalls operierten Scha-
fen gebracht und erst dort bei stabiler Atmung extubiert und allein gelassen.

Als Schmerzmittel erhielten die Tiere jeden Tag 2,2 mg Flunixin Meglumine (Finadyne® RPS
83 mg/ml Injektionslésung, MSD Tiergesundheit, Intervet Deutschland GmbH, Unterschleif3-
heim) je 50 kg Korpergewicht Uber die folgenden 7 Tage. Am dritten Tag post operationem
wurde auRerdem das Fentanyl-Pflaster (Durogesic® 75ug/h, JANSSEN-CILAG GmbH,
41457 Neuss, Deutschland) erneuert. Antibiotisch wurden die Tiere post operationem mit
Penicillin G (Veracin-Compositum®, Benzyl-Penicillin-Procain und -Benzathin mit Streptomy-
cin und Dihydrostreptomycin, Albrecht GmbH, Aulendorf) abgedeckt, bis die Faden nach

zehn Tagen gezogen werden konnten.

3.3.1 Pinpflege

Mit der Pinpflege wurde am Tag nach der Operation begonnen und diese jeden Tag durch-
gefiihrt. Die Tiere wurden flr einen stressarmen Umgang mittels Kraftfutter positiv auf die
tagliche Untersuchung konditioniert und zeigten stets ein aufgeschlossenes Verhalten. Dabei
wurde das Allgemeinbefinden, Futteraufnahme, Verhalten, Fortbewegung des Tieres und die
Wunde beurteilt. Bei der Pin- und Wundpflege wurden die Schanz-Schrauben auf Lockerung
und die Eintrittsstellen der Schrauben und Drahte auf Entziindungserscheinung wie Rétung,
Warme, Schmerzhaftigkeit und Sekretion untersucht. Die Beobachtungen wurden in einem
Pinpflegeprotokoll dokumentiert.

Die Eintrittsstellen der Schrauben und llizarovdrahte sowie die Hautinzision Gber dem Osteo-
tomiebereich wurden mit einer sterilen Pinzette von Exsudatkrusten befreit und mit in funf-
prozentigem Ethacridinlactat-Lésung (Rivanol®, Dermapharm AG, Griinwald, Deutschland)
getrankten Tupfern gereinigt (Abbildung 13 A). Der Hybrid-Ringfixateur wurde nach der Pin-
pflege erneut mit einer sterilen Mullkompresse umwickelt, sodass der gesamte Fixateur vor
Verunreinigungen geschutzt war (Abbildung 13 B). Zusatzlich wurde bei den Tieren der
Gruppe 2 auch der Beckenkamm kontrolliert und gegebenenfalls gereinigt. Nach frihestens

zehn Tagen konnten die Faden gezogen werden.
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Abbildung 13: Pinpflege am unsedierten, stehenden Schaf

Bild A: Reinigung der Pineintrittstellen, Bild B: Fixation und Beruhigung des zu behandelnden Schafes mittels
Kraftfutter

3.3.2 Pinpflegeprotokoll

Das Pinpflegeprotokoll wurde geflhrt, um die Protokollierung zu vereinfachen und ein ein-
heitliches Schema zur Dokumentation der Beobachtungen zu verwenden. Es diente spater
dem Vergleich der klinischen Ergebnisse mit den Befunden der Computertomographie und
der Histologie. Dazu wurden die Pin- und Drahteintrittsstellen nach Entziindungserscheinun-
gen beurteilt. Die Gliedmale wurde auf Warme, Rétung, Schmerzhaftigkeit und Umfangs-
vermehrung untersucht. Des Weiteren wurden die Menge und Qualitat von austretendem

Sekret, der betreffende Pin oder die Schraube und die Behandlung vermerkt.

3.3.3 Rontgenkontrollen

Die Réntgenkontrollen wurden direkt nach der Operation am noch narkotisierten Tier mit
einem mobilen Réntgengerat (Mobilett Plus, Siemens AG, Deutschland) in zwei Ebenen vor-
genommen. Die Rontgenverlaufskontrollen wurden alle vier Wochen durchgefihrt. Nach der
Probengewinnung 12 Wochen post OP wurden Aufnahmen in einem Réntgenschrank (Faxit-

ron Bioptics, LLC, Arizona, USA) angefertigt.
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3.4 Probengewinnung

3.41 Euthanasie und Probengewinnung

Nach einer Standzeit von 12 Wochen wurden die Tiere euthanasiert. Dazu wurde jedem
Schaf Uber einen vendsen Zugang 2,5 mg Thiopental-Natrium (Trapanal, Altana, Pharma
Deutschland GmbH, Konstanz, Deutschland) fur eine tiefe Anasthesie verabreicht. Nach
Atemstillstand sowie Ausfall samtlicher Reflexe am Auge wurden 100 ml 7,45-prozentige
Kaliumchloridlésung intravends bis zum Herzstillstand injiziert. Im Sektionsraum der Tierex-
perimentellen Einrichtung wurden die Proben gewonnen. Zur Entnahme der Tibia wurde das
rechte Hinterbein enthautet. Danach folgte die Eréffnung und Durchtrennung des Kniege-
lenks sowie des Tarsokruralgelenks. Die Muskelbduche des Gastrocnemius wurden groften-
teils entfernt, ein Teil verblieb jedoch als Schutz an der Tibia. Die Tibia wurde zunachst mit
dem Hybrid-Ringfixateur entnommen und Réntgenaufnahmen im Faxitron (Bioptics, LLC,
Arizona, USA) in zwei Ebenen angefertigt. Danach wurde die Osteotomieregion mit angren-
zender Tibia aus dem Ringfixateur entnommen, indem proximal des zweiten Pins (proximal
der Osteotomie) ein Sageschnitt gesetzt wurde und distal des dritten Pins (distal der Osteo-
tomie). Nach dieser Praparation wurden weitere, vergroRerte Rontgenaufnahmen im Faxitron
in zwei Ebenen angefertigt. Die beiden Pins verblieben an der Probe, um ihr Stabilitat zu
geben, bis die radiographischen und computertomographischen Aufnahmen abgeschlossen

waren.

3.4.2 Fixierung und Aufbereitung

Um die sofort einsetzende Autolyse aufzuhalten, wurden die Knochenproben nach der Ent-
nahme fur 4 Tage in isotoner 10-%-Formaldehyd-Alkohol-Losung (Zusammensetzung: 324
ml 34-prozentiges Formol, 540 ml 100-prozentiges Ethanol, 130 ml 0,1 molarer Barbital-
Natrium-Puffer, pH 7,4 und 6g Glukose) fixiert. Die Lagerung erfolgte zur optimalen Benet-
zung der Proben in einem Plastikbehalter auf einem Schattler (HS 501 digital, IKA Labor-

technik, Staufen, Deutschland).
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3.5 Radiologische Untersuchung der Proben

Die radiologischen Verlaufskontrollen fanden zu den Zeitpunkten 0, 4, 8 und 12 Wochen post
operationemt statt. Wahrend der Standzeit wurden die Aufnahmen mit einem mobilen Ront-
gengerat (Mobilett Plus, Siemens AG, Deutschland) angefertigt. Dabei wurde je eine Auf-
nahme im anterio-posteriorem sowie im latero-medialen Strahlengang mit 73 kV und 2,5 mA
erstellt. Nach der Entnahme der Knochenproben erfolgten vier Aufnahmen in einem Ront-
genschrank (Faxitron Bioptics, LLC, Arizona, USA), wovon jeweils zwei Aufnahmen mit und
zwei vergroRerte Aufnahmen ohne Hybrid-Ringfixateur angefertigt wurden.

Es erfolgte die Beurteilung der Position des Scaffold im Osteotomiedefekt, die Kontrolle des
bikortikalen Sitzes der Schanz-Schrauben, die Beurteilung radiologischer Anzeichen von
Pinlysen und der Abrundung der Osteotomiekanten. Des Weiteren wurde rontgendichte Ver-
schattungen als Hinweis auf eine beginnende Mineralisation des Kallusgewebes im Osteo-

tomiespalt bewertet.

3.6 Computertomographische Untersuchung der Proben

3.6.1 Aufbereitung

Fur die computertomographische Messung wurden die Proben am vierten Tag nach der Ent-
nahme aus der isotonen 10-%-Formaldehyd-Alkohol-L6sung entnommen und 45 Minuten
unter flieBendem Leitungswasser gewassert. Anschlieend wurden sie in Mullkompressen
gewickelt, mit NaCl benetzt und in zwei Schichten Kunststofffolie zum Schutz vor Austrock-

nung verpackt.

3.6.2 Untersuchung im Computertomographen

Die Proben wurden zum einen in einem HR-pQCT (High-Resolution peripheral Quantitative
CT, Xtreme CT, Scanco Medical AG, Brdttisellen, Switzerland) und zum anderen in einem
Mikro-CT (vivaCT 40, SCANCO Medical, Bruttisellen, Switzerland) untersucht. Die Proben
wurden stets gleichermalRen in dem jeweiligen Bett positioniert. Die proximale Tibia wurde
proximal im Probenbett positioniert, die mediale Seite befand sich oben. Ein Ubersichtsscan
erfolgte zur weiteren Ausrichtung der Probe. Lagerungskorrekturen wurden vorgenommen,
bis das Praparat so positioniert war, dass der Osteotomiespalt im Scanbereich lag und beide

Kortikalisenden senkrecht zueinander standen.

39



Materialien und Methoden

o 40,241 nm, 42,4 min
Abbildung 14: HR-pQCT-Ubersichtsaufnahme der Probe
Die griine Markierung grenzt das spatere Scanfeld ein.

3.6.3 Messungen im HR-pQCT

Im HR-pQCT wurden Aufnahmen mit 60 kVp und 900 pA angefertigt. Vor jedem Scan wurde
das HR-pQCT mit einem Knochendichtephantom kalibriert. Die entstandenen Bilder haben
eine isotrope Auflésung von 41 um VoxelgroRRe. Hier war es moglich, die Proben Uber eine
Gesamtstrecke von bis zu 7 cm, also den gesamten Osteotomiespalt und die angrenzende

Kortikales, zu vermessen.

3.6.4 Messungen im Mikro-CT

Fur die Untersuchung im Mikro-CT wurden zwei Teilbereiche am proximalen und distalen
Randbereich des Osteotomiespaltes vermessen, um den Ubergang zwischen Kortikalis,
Scaffold und Kallus in einer hohen Aufldsung zu untersuchen. Im Mikro-CT wurden Aufnah-
men mit einer Strahlendosis von 70 kVp und 110 pA angefertigt. Die Bilder haben eine Auf-
I6sung von 19 um Voxelgréfe. Aufgrund der Grolie der Praparate und der damit verbunde-
nen Datenmenge wurde lediglich der Ubergang von Scaffold zur angrenzenden Kortikalis
und dem knochernen Kallus proximal und distal auf jeweils 12 mm analysiert. Da eine Ab-
grenzung des Scaffoldmaterials vom Knochengewebe sehr schwierig war, musste dies ma-
nuell im Computerprogramm festgelegt werden. Hierflir wurden die Schnittbilder einzeln be-
trachtet und dann kortikaler Knochen und das knécherne Kallusgewebe markiert. Das Scaf-
foldmaterial wurde von der Analyse ausgeschlossen, um nur die Menge von neu gebildetem
Knochenmaterial zu bestimmen.

Die Scans der beiden unterschiedlichen Computertomographen konnten anschlieRend mit
demselben Computerprogramm von SCANCO (SCANCO Medical Viva CT 40, uCT V 6.1,
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Bruttisellen, Switzerland) ausgewertet und folgende flinf Parameter zur statistischen Auswer-

tung herangezogen werden:

das Gesamtkallusvolumen Total Volume (TV, mm?)

das mineralisierte Kallusvolumen  Bone Volume (BV, mm?®)

die relative Knochendichte Ratio of BV and TV (BV/TV)
die Knochenmineraldichte Bone Mineral Density (BMD, mgHA/cm®)
der Knochenmineralgehalt Bone Mineral Content (BMC, mgHA)

= (BV/1000) x BMD

Zur Darstellung und Analyse der Strukturen im Scanbereich wurden manuell auf jedem
Schnittbild sogenannte ,Global Objects” eingezeichnet. Sdmtliche Strukturen, die sich in die-
sem Bereich befanden, konnten anschlielRend analysiert und dargestellt werden (Abbildung
15). Um das neu gebildete kndcherne Kallusgewebe im Osteotomiedefekt zu analysieren,
wurden zwei verschiedene ,Global Objects“ eingezeichnet. Die Global Objects ,Kallus* und
.Kortikalis“ wurden eingezeichnet, indem der Kallus gegen den Uhrzeigersinn und die Korti-
kalis im Uhrzeigersinn manuell umfahren wurden (Abbildung 16 A und 15 B). Durch die ver-
schiedenen Zeichentechniken konnte das Computerprogramm das Global Object ,Kortikalis*
vom Global Object ,Kallus“ subtrahieren, sodass lediglich der neu gebildete Kallus in die

Berechnung einging (Abbildung 16 C).

Kallus

Kortikalis

Abbildung 15: Einzelbild eines HR-pQCT-Scans

Zur Darstellung und Analyse der Strukturen im Scanbereich wurden auf jedem Schnittbild sogenannte ,Global

Objects” eingezeichnet. Dabei wurden die Global Objects fir ,Kallus* und ,Kortikalis“ einzeln eingezeichnet.
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Abbildung 16: Einteilung von Global Objects

Bild A: Das Global Object ,Kortikalis* wurde eingezeichnet indem die Kortikalis im Uhrzeigersinn umfahren wurde

(hier grin aufgefiillt); Bild B: Das Global Object ,Kallus* wurde eingezeichnet indem der Kallus gegen der
Uhrzeigersinn umfahren wurde. AnschlieBend wurde die ,Kortikalis* vom ,Kallus* substrahiert. Dadurch konnte

der Bereich mit neu gebildetetem Knochen berechnet werden (hier griin aufgefiillt).

Festlegung der VOI in der HR-pQCT-Auswertung

Zwischen den HR-pQCT-Aufnahmen schwankte die Anzahl der Slices zwischen 929 - 1369,
da der Scanbereich stets manuell gesetzt wurde. Zur Festlegung des Volume of Interest (Vo-
lumen von Interesse, VOI) wurde die Osteotomiedefektgrofie von 40 mm herangezogen, die
976 Slices entsprach (ein Slice war 41 pm breit). Die jeweiligen Slices mit eroffneter Kortika-
lis proximal und distal wurden identifiziert. Aus der Strecke zwischen diesen beiden Slices
wurde der Mittelpunkt errechnet. Ausgehend von diesem Mittelpunkt wurden 488 Slices nach
proximal und 488 Slices nach distal abgezahlt und so das VOI vom Mittelpunkt des Osteo-
tomiedefektes ausgerichtet. Durch diese Methode wurde bei allen Praparaten ein gleich gro-
Res VOI evaluiert. Proximal und distal des Osteomiedefektes konnten Slices mit bereits ge-
schlossener Kortikalis in das VOI eingehen, da die Kortikalis manuell von der Berechnung
ausgeschlossen wurde, war dies jedoch unerheblich fir die Evaluation, in die lediglich kno-

chernes Kallusgewebes miteinbezogen wurde.
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Kortikalis — a - b: Scanbereich

ax

Kallus  em—— A Bereich zwischen Slices mit gedffneter
Kortikalis (976 Slices = 40 mm)

1: Slice mit erdffneter Kortikalis

2: letzter Slice mit gedffneter Kortikalis
3 3: Mittelpunkt aus 1 und 2

Volume of Interest (VOI)
" 4: erster Slice in VOI
Y . .

¥ 5 (Mittelpunkt — 488 Slices)
5: letzter Slice in VOI

(Mittelpunkt + 488 Slices)

Abbildung 17: VOI-Festlegung in den HR-pQCT-Aufnahmen

Zur Festlegung des VOI wurde die OsteotomiedefektgrofRe von 40 mm (976 Slices) herangezogen. Die jeweiligen
Slices mit eroffneter Kortikalis proximal und distal wurden identifiziert und aus der Strecke zwischen diesen
beiden Slices der Mittelpunkt errechnet. Ausgehend von diesem Mittelpunkt wurden 488 Slices nach proximal und
488 Slices nach distal abgezahlt und so das VOI vom Mittelpunkt des Osteotomiedefektes ausgerichtet.

Festlegung der VOI in der Mikro-CT-Auswertung

Im Mikro-CT wurden je Probe jeweils der proximale und distale Ubergang vom Scaffold zur
Kortikalis auf einer Lange von 12,67 mm gescannt. Beide Scans umfassten 667 Slices, wo-
bei ein Slice jeweils 19 um Schichtdicke entsprach.

Um innerhalb des gescannten Bereiches bei allen Proben stets ein standardisiertes VOI

auszuwerten, wurde ein fester Start- und Endpunkt des VOI fiir alle Proben gewahlt. Als fes-

ter Startpunkt des VOI wurde der Slice mit der ersten Offnung der Kortikalis gewahlt
(Abbildung 18).

Abbildung 18: Kortikalis6ffnung im Verlauf
Pfeil: Bereich, in dem sich die Kortikalis zuerst 6ffnet, Bild A: Slice noch geschlossen, Bild B: Slice mit erster

Kortikalis6ffnung, Bild C: voranschreitende Kortikalis6ffnung
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Ab diesem Slice wurden 369 Slices hin zum Osteotomiedefekt ausgewertet, da dies die
kleinste Anzahl an Slices war, die bei allen 12 Tieren mit dem Scan aufgenommen worden
war. So wurde ein Standard-VOI von 7 mm (369 slices; 1 Slice ist 19 ym breit) evaluiert wie
in Abbildung 19 dargestellt.

o a - b: Scanbereich
Kortikalis =" (667 Slices = 12,67 mm)

a

A

1 Volume of Interest (VOI)
Kallus (369 Slices = 7 mm)

1: Slice mit eroffneter Kor-
tikalis

b 2 2:letzter Slice in VOI

Abbildung 19: VOI-Festlegung in Mikro-CT-Aufnahmen

Es wurde ein fester Start- und Endpunkt des VOI flr alle Proben gewahlt, um innerhalb des gescannten
Bereiches bei allen Proben stets ein standardisiertes VOI auszuwerten. Als fester Startpunkt des VOI wurde der
erste Slice mit Offnung der Kortikalis gewéhlt und dann die bei allen Praparaten vorhandene Strecke von 369
Slices in den Osteotomiedefekt ausgewertet. Bei allen 12 Tieren wurde eine dadurch ein Standard-VOI von 7 mm

evaluiert.

Festlegung des Threshold

Fir die quantitative Auswertung der CT-Daten wandelt der Computer die grauen Voxel der
Aufnahme in schwarze und weifl’e Voxel um. Dabei sollen die mineralisierten, knochernen
Kallusanteile als solche erkannt werden und weil} erscheinen. Dies geschieht je nach Fest-

legung eines Schwellenwertes (Threshold) (Abbildung 20 A-B).

Abbildung 20: Darstellung eines Slice mit Thresholdeinstellung
Bild A: Graustufenbild eines Slice Bild B: Abbildung mit Thresholdeinstellung (99)
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In dieser Studie wurde der Threshold fiir die beiden CT-Typen in zwei verschiedenen und fir
diese Auswertung programmierten MATLAB-Skripten (Software: MATLAB, The Mathworks,
Inc., Nattick, USA, Skriptim Anhang 9.2.1 und 9.2.2) errechnet.

Dazu wurde zunachst in allen CT-Aufnahmen ein Global Object in 20 Slices mit vollstandiger
Kortikalis ohne Kallus eingezeichnet. Daraus wurde dann je Aufnahme ein Histogramm er-
stellt, indem die Haufigkeitsverteilung der metrisch skalierten Merkmale der CT-Aufnahme
graphisch in einer Tabelle dargestellt wurden (Abbildung 21 B). Mit Hilfe des MATLAB-
Skripts wurden aus den Histogrammdaten folgende Werte berechnet: Background Peak,
Bonepeak, Minimum Peak und 1/3 Bonepeak (Abbildung 21 A-B). Der Background Peak im
Histogramm gibt den Volumenwert der Hintergrundvoxel (Voxel ohne Daten) in der Aufnah-
me an. Der Minimum Peak gibt den kleinsten Wert mineralisierten Gewebes im Histogramms
wider, der Bone Peak gibt den Wert mit dem grofiten Volumen bei einer gewissen Dichte an
Hydroxidapatit an und der Ein-Drittel-Bone-Peak ist der errechnete Ein-Drittel-Wert aus dem
Bone Peak (Morgan et al. 2009; Bouxsein et al. 2010; Razi et al. 2015).

Histogram
25¢ 1

Histagram
#  Background Peak
*  Bone Peak

(]
T

*  Minimurm

05y 2

D L ] P
-4000 -2000 1] 2000 4000 G000 2000 10001
HU

Abbildung 21: Darstellung der Messbereiche zur Thresholdbestimmung
Bild A: Mikro-CT-Aufnahme, Bild B: korrespondierendes Histogramm

1: Background Peak - Hintergrund, 2: Minimum Peak - Minimum, 3: Bone Peak — kortikaler Knochen

AnschlieRend wurde der ,Ein-Drittel-Bone-Peak-Wert’" zur weiteren Berechnung des
Threshold verwendet. Je nach verwendetem CT unterscheidet sich die weitere Berechnung,
weil die Messparameter in den CTs unterschiedlich sind.

Rechnung fir Mikro-CT-Daten:

Aus der HEADER INFO der jeweiligen Aufnahme kann man die Werte der Density Slope

(Steigung), Density Intercept (Korrektur des Steigungswertes) und y-Scaling entnehmen.
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attenuation;aet = (1/3 Bonepeak) x 8/1000
HAdensityinact = (slope x attenuation;a ) - intercept
HAdensitycaius = HAdensityintact / 2

attenuationg,us = (HAdensity.aius - intercept) / slope
thresholdcaius = 1000 x (attenuationgayys / 8)

Rechnung fir HR-pQCT-Daten:

Auch hier kann man aus der HEADER INFO der jeweiligen Aufnahme die Werte der Density
Slope, Density Intercept und uy-Scaling entnehmen. Diese sind bei jedoch allen HR-pQCT-
Aufnahmen gleich. Density Slope: 1434,66 Density Intercept: -356,5  p-Scaling: 8192

attenuationinaet = (1/3 Bonepeak) x 4/1000
HAdensityinact = (slope x attenuationnae ) - intercept
HAdensitycaiws = HAdensityintact / 2

attenuationgus = (HAdensity.aius - intercept) / slope
thresholdgaius = 1000 x (attenuationcayys / 4)

Der errechnete Wert hat die Einheit Hounsfield Unit (HU) und kann im PC-Programm von
SCANCO auch in HU eingestellt werden. Als praktikabler hat sich die Einstellung des
Threshold in (1/1000) erwiesen; daher muss hierflr die Umrechnung von HU in 1/1000 be-
achtet werden.

Far die Mikro-CT-Auswertung wurde ein globaler Threshold von 186 (1/1000) (entspricht 157
HU oder 532 mgHA/cm?®) errechnet und fiir alle Berechnungen verwendet. Fiir die HR-pQCT-
Auswertung wurde ein globaler Threshold von 99 (1/1000) (entspricht 606 HU oder 206
mgHA/cm?®) errechnet und fiir alle Berechnungen verwendet.

Nachdem das ,Volume of Interest® (VOI) und der Threshold festgelegt waren, wurden die
Global Objects ,Kortikalis“ und ,Kallus* Gbereinander gelegt und gespeichert. Anschliel3end
wurde ein Skript des PC-Programms SCANCO Medical zur Berechnung der gewunschten
Parameter und der errechnete Threshold eingestellt und die Berechnung im PC durchgefuhrt
(Abbildung 22).
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Abbildung 22: VOI und Thresholdeinstellung

Darstellung des errechneten Kallusgewebes in einem Slice eines Mikro-CT-Scans. Die in weil3 dargestellten
Bereiche zeigen das mineralisierte Kallusgewebe an. Die Bereiche der Kortikalis und der Umgebung, die nicht in
die Berechnung eingehen sind hier blau dargestellt.
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3.7 Praparataufbereitung fur die histologische Auswertung

3.7.1 Sagen der Knochenproben

Funf Tage nach der Probengewinnung wurden die Sagearbeiten zur Gewinnung der histolo-
gischen Praparate durchgefihrt. Um eine thermische Schadigung der Knochenproben zu
verhindern, erfolgten die Sagearbeiten mit einer wassergekuhlten Sage (Makrotrenn-
schleifsystem, Exakt Apparatebau GmbH, Norderstedt, Deutschland). Die Proben wurden mit
dem distalen Tibiaende in der Einspannvorrichtung fixiert. Die Sdgeebene wurde so gewahlt,
dass der Markraum der proximalen und distalen Tibia eréffnet war und zentral der Scaffold
lokalisiert war.

Zunachst wurde der proximale Pin abgesetzt, indem senkrecht zur Langsachse der Tibia am
proximalen Ende der Probe ein Sageschnitt gesetzt wurde. Dann wurde der Knochen so
eingespannt, dass die Markhdhle in mediolateraler Schnittebene mit einem zweiten Schnitt
parallel zur Langsachse der Tibia halbiert wurde (Abbildung 23). Aufgrund der kritischen De-
fektstrecke, dem weichen Scaffoldmaterial und der nach zwdlf Wochen noch unvollstandigen
Defektheilung war das Gewebe im Osteotomiedefekt trotz ausreichender Fixierung sehr
weich und liefl3 sich daher schwer sagen. Um reprasentative Schnitte zu erhalten, wurde die
Tibia daher nach den ersten flinf Praparaten nur noch einmal durch die Langsachse zersagt.
Bei funf Tieren der ersten Gruppe wurden ausgehend von der Mitte ein dritter und vierter
Sageschnitt im Abstand von drei Millimetern in medialer und lateraler Richtung vorgenom-
men (Abbildung 24). Zuletzt wurde die Probe am proximalen Ende eingespannt und ein letz-
ter Sageschnitt senkrecht zur Tibia-langsachse gesetzt, um den verbliebenen Pin am dista-
len Probenende abzusetzen. Dieser Schnitt trennte die zuvor ausgefuhrten Langsschnitte

vom restlichen Knochen.
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posterior anterior

lateral

Abbildung 23: Sageschema, Ansicht von proximal

anterior

S3 - PMMA

S2 - Paraffin

lateral

S1 - PMMA
S4 - Paraffin

posterior

Abbildung 24: Sageschema fir vier Schnitte

Die Abbildung zeigt das Sageschema nach dem flinf Proben bearbeitet wurden. Dabei wurde die Probe zunachst
mittig durchgesagt und anschlieRend ausgehend von der Mitte ein dritter und vierter Sageschnitt im Abstand von
drei Millimetern in medialer und lateraler Richtung vorgenommen. Bezeichnung fur die Sageschnitte: S1-4, diese
wurden abwechselnd, in die Aufbereitungsverfahren fir die Kunststoffhistologie (PMMA) und die
Paraffinhistologie gegeben. Sieben Proben wurden nur noch in zwei Blocke geteilt, mit S1 und S2 bezeichnet und

in die zwei Aufbereitungsverfahren gegeben.

Die gewonnenen Scheiben (Halften) wurden fur eine spatere Lokalisationszuordnung mit
einem Bleistiftpunkt proximo-medial gekennzeichnet und anschlieRend in Mull verpackt und
mit S1 und S2 (S3 und S4, wenn 4 Scheiben gesagt wurden) gekennzeichnet (Abbildung
24).
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Die Schnitte wurden anschlief3end in die beiden Aufbereitungsverfahren der Kunststoff- oder
Paraffinhistologie gegeben. Der Block S1 ging dabei in die Kunststoffhistologie und S2 war
fur die Paraffinhistologie bestimmt (S3 fir die Kunststoff- und S4 die Paraffineinbettung).

3.7.2 Aufbereitung fiir die Kunststoffeinbettung

Die fur die Kunststoffhistologie vorgesehenen Sageschnitte wurden in aufsteigender Alkohol-

reihe entwassert (Tabelle 1).

Tabelle 1: Entwasserungsschema

Konzentration Ethanol in % | Zeit Lagerungstemperatur
70 3 Tage Raumtemperatur
80 7 Tage Raumtemperatur
96 7 Tage Raumtemperatur
100 7 Tage Raumtemperatur
100 7 Tage Raumtemperatur
100 7 Tage Raumtemperatur

Die Verdlnnungsstufen des Alkohols wurden aus 100-prozentigem Alkohol (Ethanol 100
Vol.-%, denaturiert mit Ethylmethylketon, Herbata-Arzneimittel, Berlin) hergestellt, indem zu
diesem eine entsprechende Menge Aqua destillata hinzugegeben wurde. Der Wechsel des
Alkohols erfolgte nach dem vorgegebenen Schema.

Die Praparate wurden mit reichlich Alkohol bedeckt in luftdicht schlieBenden Glasern gela-
gert. Um eine optimale Infiltration der Knochenscheiben mit dem jeweiligen Alkohol zu erzie-
len, standen die Proben wahrend der gesamten Entwasserung auf einem Laborschiittler (HS
501 digital, IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland).

Kunststoffeinbettung

Zur Einbettung der Proben wurde unter anderem Technovit® (Technovit® 9100 NEU, Kaltpo-
lymerisierender Kunststoff, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) verwendet. Da-
bei handelt es sich um ein spezielles Medium zur Einbettung von mineralisiertem Gewebe.
Technovit® 9100 ist ein Kunststoffeinbettsystem auf Basis von Methylmethacrylat, bei dem
die Polymerisation unter Sauerstoffabschluss mit Hilfe eines Katalysatorensystems aus Per-
oxid und Amin erfolgt. Um die komplette Durchtrankung der Praparate mit dem Kunststoff zu
erreichen, wurden die Praparate vor der eigentlichen Einbettung mit einer Prainfiltrationslo-

sung und einer Infiltrationslésung vorbereitet.
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Nach der Entwasserung wurden die Praparate zur Entfettung zunachst flr vier Stunden bei
Raumtemperatur in Xylol (J.T. Baker, Griesheim, Deutschland) gegeben. AnschlieRend wur-
den die Proben fliir 24 Stunden in eine Prainfiltatrionslésung gegeben und bei 4°C gelagert.
Zur Herstellung der Prainfiltrationslésung wurden 200 ml Basislésung (Technovit® 9100
NEU, Kaltpolymerisierender Kunststoff, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland)
mittels einer Aluminiumoxid-lonenaustauschersaule (Aluminiumoxid 90 aktiv neutral, Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) entstabilisiert. Auf dem Rihrer wurde der Basislésung an-
schlieRend 1 g Harter 1 (Technovit® Harter 1 NEU, Dibenzylperoxid, Heraeus Kulzer GmbH,
Wehrheim, Deutschland) hinzugegeben und ca. zwei Stunden bis zum Erhalt einer homoge-
nen Losung gemischt.

Nach der Prainfiltration wurden die Praparate flir 14 Tage in eine Infiltrationslésung gegeben
und bei 4°C gelagert. Nach sieben Tagen erfolgte ein Wechsel dieser Losung. Zur Herstel-
lung der Infiltrationsldsung wurden 400 ml entstabilisierte Basislésung (Technovit® 9100
NEU, Kaltpolymerisierender Kunststoff, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) mit
40 g Polymethylmethacrylat-Pulver (PMMA; Technovit® 9100 NEU, Heraeus Kulzer GmbH,
Wehrheim, Deutschland) auf dem Rduhrer ca. drei Stunden vermischt. Im Anschluss wurden
noch zwei g Harter 1 (Technovit®, Dibenzylperoxide, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim,
Deutschland) hinzugegeben und nachdem die Fllssigkeit homogen erschien, wurde mit ent-
stabilisierter Basisldsung auf 500 ml aufgefillt. 250 ml dieser Infiltrationslésung wurden in
Falcon-Roéhrchen bei -18°C eingefroren und dann beim Wechsel der Infiltrationsldsung nach
sieben Tagen verwendet.

Nach der Infiltration erfolgte die eigentliche Einbettung in Methylmethacrylat (Technovit®
9100 NEU, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland). Dazu wurden Stammlésung A
und B angesetzt und im Verhaltnis 9 : 1 gemischt. Zur Herstellung von 500 ml Stammldsung
A wurden 500 ml entstabilisierte Basisldsung (Technovit® 9100 NEU, Kaltpolymerisierender
Kunststoff, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) mit 80 g PMMA-Pulver (Tech-
novit® 9100 NEU, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) verriihrt und anschlie-
Rend 3 g Harter 1 (Technovit® Harter 1 NEU, Dibenzylperoxid, Heraeus Kulzer GmbH,
Wehrheim, Deutschland) hinzugegeben (Tabelle 2). Zur Herstellung der Stammlésung B
wurden aus 50 ml entstabilisierter Basislésung mit vier ml Harter 2 (Technovit® Harter 2
NEU, Tetramethylanilin, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) und 2 ml Regler
(Technovit® Regler NEU, Decanthiol, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) ver-
mischt (Tabelle 2). Die Stammldésungen A und B wurden erst kurz vor der Einbettung im Ver-
haltnis 9 : 1 vermischt und ca. 200 - 250 ml auf jedes Praparat gegeben. Die Praparate wur-
den einzeln, mit der spater zu schneidenden Seite nach unten, in Glaser positioniert. Diese
Glaser waren schon Tage zuvor mit einem lichthartenden Einkomponentenkleber (Techno-

vit® 7230, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) 5 mm dick ausgegossen worden,
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um eine glatte Bodenplatte im Glas zu schaffen und der Bildung von Luftblasen an der
Schnittflache wahrend der folgenden Einbettung in PMMA vorzubeugen.

AnschlieRend wurden die Probenglaser, um Luftblasen aus der Probe und der PMMA-
Lésung zu entfernen, zehn Minuten zum Ziehen eines Vakuums in einen Exsikkator (Exsik-
kator mit Hahn, Innendurchmesser 300 mm) gestellt. Um eine optimale Polymerisierung des
Kunststoffes zu gewahrleisten, wurden die Probenglaser in einem Kihlschrank bei - 4°C ge-
lagert. Der Polymerisationsprozess war nach 48 Stunden abgeschlossen und die Praparate
ausgehartet. Eine Nachhartung erfolgte fur einen weiteren Tag unter dem Abzug. Nach der
Aushartung des Plastiks wurde das Glas um den Kunststoffblock zerschlagen und entfernt.
Am Rand der Probe Uberstehender Kunstoff wurde mit Hilfe der Bandsage (Makrotrenn-
schleifsystem, Exakt Apparatebau GmbH, Norderstedt, Deutschland), der Tischschleifma-
schine (Metaserve 250 Grinder Polisher, BUEHLER GmbH, Dusseldorf, Deutschland) sowie
grobem Schleifpapier Grofle 80 (BUEHLER GmbH, Duisseldorf, Deutschland) entfernt. Die
zu schneidende Seite des Praparates wurde bis auf das Gewebe runter geschliffen. Die so
vorbereiteten Proben wurden dann mit einem weiteren, schnellhartenden Kunststoff (Tech-
novit® 3040, Kaltpolymerisierender Kunststoff, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutsch-
land) erhdht und erneut zurechtgeschliffen, um einen festen Halt in der Einspannvorrichtung

des Mikrotoms zu gewabhrleisten.

Tabelle 2: Ubersicht zur Zusammensetzung der Gebrauchsldsungen

Bezeichnung Basis- PMMA- | Harter 1 Harter 2 Polymerisations- | Lagerfahigkeit
16sung Pulver regler

Prainfiltration 200 ml 19 Y2 Jahr bei -20°C

Infiltration ad 500 ml 409 29 2 Jahr bei -20°C

Stammlésung A | ad 500 ml 8049 39 Y2 Jahr bei -20°C

Stammlésung B | ad 50 ml 4 ml 2 ml Y. Jahr bei -20°C

Polymerisations- . .

gemisch Stammldsung A und B im Verhaltnis 9 : 1

Schneiden am Mikrotom

Die durchgeflhrte Kunststoffeinbettung ermdglicht es, nichtentkalktes Gewebe am Mikrotom
zu schneiden und anschliefend eine Differenzierung von mineralisiertem und nicht minerali-
siertem Gewebe anhand der verschiedenen Farbungen vorzunehmen.

Der hergestellte Kunststoffblock wurde in das Hartschnittmikrotom (Leica®SM 2500M, Leica
Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) eingespannt und mittels Hartmetall-
messer (Messerwinkel 40°, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) wurden Lon-
gitudinalschnitte mit einer Schnittdicke von 6 um angefertigt.

Wahrend des Schneidens wurden die Praparatblocke und das Messer mit einer Schneidflls-
sigkeit aus Alkohol und Triton-X-5%-L6sung (Triton X-100, SIGMA ALDRICH CHEMIE
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GmbH, Steinheim, Deutschland) benetzt, um die Oberflache geschmeidig zu halten und ein
ReiRen der Schnitte zu verhindern.

Die Schnitte wurden auf Poly-L-Lysin beschichtete und mit 70-prozentigem Alkohol (Ethanol
100 Vol.-%, denaturiert mit Ethylenmethylketon, Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland)
benetze Objekttrager aufgebracht, anschliefiend mit einer Streckflissigkeit (sechs Teile 70-
prozentiger Alkohol, vier Teile Butoxyethylacetat) benetzt, wodurch sie sich glatteten, danach
moglichst luftblasenfrei mit einer Polyethylen-Schutzfolie (Krisolfolie, Kettenbach. GmbH &
Co. KG, Eschenburg, Deutschland) abgedeckt und mit einer Handwalze auf den Objekttrager
gepresst. Im Anschluss daran wurde ein Filterpapier auf jeden Objekttrager gelegt und diese
Ubereinander in einer Objekttragerpresse bis zur Trocknung 24 Stunden bei 60°C im Brut-
schrank (Heraeus® Function Line, Hanau, Deutschland) gelagert, um die sichere Haftung des

Gewebes am Objekttrager fur die sich anschlielenden Farbung zu gewahrleisten.

3.7.3 Histologische Farbungen der Gewebeschnitte der Kunststoffeinbettung

Um Strukturen im histologischen Schnitt besser darstellen zu kénnen, werden histologische
Farbungen verwendet. Diese farben je nach chemischer Zusammensetzung unterschiedliche
Zellbestandteile an, erhéhen den Kontrast von Zell- und Gewebestrukturen und erméglichen
so eine differenzierte Auswertung der Praparate. Von den in Kunststoff eingebetteten und
geschnittenen Praparaten wurden von jedem Tier jeweils eine Movat-Pentachrom-, eine Saf-

ranin-Orange/von-Kossa- und eine Masson-Goldner-Farbung angefertigt.

Movat-Pentachrom-Fédrbung

Die Movat-Pentachrom-Farbung wurde sowohl zur histomorphometrischen als auch fir die
histomorphologische Auswertung herangezogen.

Bei dieser Farbung handelt es sich um eine farbenprachtige, sehr fein differenzierende Far-
bung, bei der mineralisiertes Knochengewebe und nicht mineralisierter Knorpel unterschie-
den werden konnen. Des Weiteren konnen alle Komponenten des Bindegewebes sowie
elastische Fasern unterschieden werden. Mineralisiertes Knochengewebe und Kollagen far-
ben sich leuchtend gelb an. Nicht mineralisierter Knorpel farbt sich blau-griin und minerali-
sierter Knorpel gelb. Osteoid stellt sich in dieser Farbung dunkelrot und elastische Fasern rot
dar. Bindegewebe farbt sich blau und griin, Zellkerne stellen sich blauschwarz dar und das

Zytoplasma wird rétlich angefarbt. (Farbeprotokoll siehe Anhang Tabelle 16)

Safranin-Orange/von-Kossa-Fdrbung

Die Safranin-Orange/von-Kossa-Farbung wurde fir die deskriptive Histologie verwendet. Sie
ermoglicht eine klare Differenzierung von mineralisiertem und nicht mineralisiertem Gewebe.

Mineralisiertes Knochen- und Knorpelgewebe farbt sich schwarz, Mineralisationsfronten stel-
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len sich schwarz granuliert dar und Bindegewebe, hyaliner Knorpel, nicht mineralisierter
Knochen sowie Muskulatur werden unterschiedlich intensiv rot gefarbt. (Farbeprotokoll siehe
Anhang Tabelle 17)

Trichromfdrbung nach Masson-Goldner

Diese Farbung wurde flir die histomorphologische Auswertung zur differenzierten Betrach-
tung der Zellen im Bindegewebe und Knochen herangezogen.

In dieser Farbung stellen sich Zellkerne braun-schwarz dar. Zytoplasma farbt sich ziegelrot
und Erythrozyten orange-gelb. Bindegewebe und saure Mukosubstanzen farben sich blass-
grin, wohingegen mineralisierter Knochen sich leuchtend griin darstellt. Unverkalktes Osteo-

id farbt sich rot an. (Farbeprotokoll siche Anhang Tabelle 18)

3.7.4 Aufbereitung fiir die Paraffineinbettung

Die fur die Paraffinhistologie vorgesehenen Sageschnitte wurden in EDTA-Entkalkungslo-
sung (Ethylendiamintetraessigsaure, Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland) gegeben.
Dies war nétig, um bestimmte Antigene Uber die immunhistochemischen Farbungen sichtbar
machen zu kénnen. EDTA ist ein sechs-zahniger Chelator (Komplexbildner), der an seinen
freien Bindungsstellen eine Verbindung mit Kalziumionen eingeht und diese so dem Kno-
chen entzieht. Die Schafsknochen bendétigten 8-12 Wochen bei 37°C im Brutschrank bis zur
vollstandigen Entkalkung. Dabei wurde zweimal wochentlich die EDTA-L6sung gewechselt.

Anschlielend folgte die Wasserung der Praparate fir 40 Minuten unter flieRendem Wasser.
Im Anschluss daran wurden die in Mull verpackten Praparate in den Entwasserungsautoma-
ten gegeben (Leica TP 1020, Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar, Deutschland). Die Ent-

wasserung verlief nach dem in Tabelle 3 dargestellten Schema.
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Tabelle 3: Entwasserungsschema des Automaten

Medium Stunden
70% Alkohol 8

80% Alkohol 5

80% Alkohol 4

96% Alkohol 8

96% Alkohol 10

100% Alkohol | 3 x 10

Xylol 1,5
Xylol 1,5
Paraffin 2x2
Gesamt 72
Paraffineinbettung

Die Praparate wurden aus dem Automaten entnommen und im Brutschrank in ein Kannchen
mit flissigem Paraffin gegeben, um nacheinander in Paraffinblécke gegossen zu werden.

Die Praparate wurden aus dem Mull entnommen, mit der Schnittflache nach unten in eine
ihrer GroRe angepassten Metallgussform platziert, die auf einer Kihlplatte (Leica EG 1130,
Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar, Deutschland) vorgekihlt wurde und dann mit
flissigem Paraffin (Paraplast Plus Tissue Embedding Medium, Tyco Healthcare, Mansfield,
USA) ubergossen. Zur Aushartung verblieben die Paraffinblécke noch einige Minuten in der
Gussform auf der Kuhlplatte. Nach dem Erkalten des Paraffins konnte die Gussform entfernt

werden.

Schneiden am Mikrotom

Da Paraffin bei Warme weich wird und sich ausdehnt und dies zu einer reduzierten
Schneidfahigkeit der Praparate flhrt, wurden die Paraffinblécke zunachst in einem Tiefkihl-
schrank bei -18°C durchgefroren und anschliefsend auf einer Kihlplatte (MEDITE COP 30
Cooling Plate, Burgdorf, Deutschland) gekiihlt.

Danach wurden die Blécke in das Rotationsmikroskop (RM 2055, Leica Mikrosysteme Ver-
trieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) eingespannt und 5 ym dunne Serienschnitte hergestellt.
Diese Schnitte wurden dann in ein kaltes und anschlieend in ein warmes (45°C) Wasserbad
(Leica HI 1210, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland) Uberfihrt und
danach auf silanisierte Objekttrager (MARIENFELD 70x50x1mm HistoBond®, Paul Marien-
feld GmbH & Co. KG, Lauda-Kénigshofen, Deutschland) aufgezogen. AnschlieRend wurden
die Objekttrager in Schiffchen gestellt, um fir 24 Stunden im Brutschrank bei 37°C zu trock-

nen.
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3.7.5 Immunhistochemische Farbungen der Gewebeschnitte der Paraffineinbettung

Prinzip der immunhistochemischen Férbung

Bei immunhistochemischen Farbungen werden bestimmte Antigene in Zell- und Gewe-
bestrukturen mittels antikorpergekoppelter Farbstoffe visualisiert. Man macht sich die Bildung
von Antigen-Antikdrper-Komplexen zunutze, die dann durch Farbereaktionen sichtbar ge-
macht werden. Dabei werden direkte und indirekte Farbungen unterschieden. Bei der direk-
ten Farbung ist der Antikdrper mit einem Marker gekoppelt, wohingegen bei der indirekten
Farbung ein sekundarer Antikdrper mit dem Marker gekoppelt ist, der wiederum gegen das
Fc-Fragment des Primarantikérpers angesetzt wird.

Um gesuchte Antigene (Ag) in einem Gewebe sichtbar zu machen, werden unkonjugierte
Primarantikorper (Primar-Ak) auf die Gewebeschnitte gegeben. Diese richten sich dann ge-
gen das gesuchte Antigen (Ag) und markieren es. Im nachsten Schritt werden die so gebilde-
ten Antigen-Antikérper-Komplexe durch die Zugabe von biotinyliertem (mit Biotin markiertem)
Sekundar-Antikérper (Sekundar-Ak), der sich gegen die Primar-Antikorper richtet, detektiert.
Der Sekundar-Ak (Biotinylated Anti-mouse IgG made in Horse, Dako Denmark A/S, Glostrup,
Denmark) muss dabei immer gegen die Immunglobuline der Tierspezies gerichtet sein, aus
der auch der Primar-Ak (Monoclonal mouse Anti human smooth muscle actin Clone 14A,
Dako, Danemark) stammt. Das Normalserum (Horse-Normal-Serum, Dako Denmark A/S,
Glostrup, Denmark) stammt wiederum stets aus der Tierart, in der auch die Sekundar-Ak
produziert werden.

Die gesuchten Antigene wurden im Rahmen dieser Arbeit durch die indirekte Avidin-Biotin-
Methode (ABC-Methode) sichtbar gemacht (Abbildung 25). Hierbei werden aus Avidin (Pro-
tein, aus Huhn-ereiweil gewonnen) und Biotin (Vitamin H), das mit der alkalische Phospha-
tase gekoppelt ist, groRe dreidimensionale Komplexe gebildet, die tber freie Bindungsstellen
des Avidins an Biotin-Gruppen des Sekundarantikdrpers binden kénnen. Die Gefahr von
Auswaschungen wahrend der weiteren Farbeschritte wird durch die grof’e Bindungskraft

dieses Komplexes stark verringert.
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-> Biotin-Avidin-Komplex

- Biotinylierter Sekundarantikorper

- Primarantikdrper

- Antigen

Abbildung 25: ABC-Methode: Der Avidin-Biotin-Komplex reagiert mit dem biotinylierten Antikérper

(Abbildung in Anlehnung an Thomas Boenisch ,Handbuch Immunologischer Farbemethoden®, 3. Auflage, 2003)

Es werden je gebundenem Primarantikérper viele Enzymmolekile am Gewebeschnitt ge-
koppelt (Signalverstarkung) und kénnen dann Uber das Enzym Alkalische Phosphatase visu-
alisiert werden. Dazu wird auf die mit Primar- und Sekundar-Ak benetzten Gewebeschnitte
zunachst ein Chromogenpuffer gegeben, welcher dann fir den optimalen pH-Wert zur Kata-
lyse der Enzymreaktion sorgt. AnschlieBend wird das Substrat (Alkaline-Phosphatase-
Substrate-Kit I, Sk-5100, Vector Laboratoires, Inc. Burlingame, Canada) hinzugegeben, das
dann vom Enzym reduziert wird und sich rot farbt. Diese Farbreaktion macht das Antigen im
Gewebe sichtbar und kann so quantitativ und qualitativ bestimmt werden. Eine unspezifische
Hintergrundfarbung wird durch die Inkubation mit 1-prozentigem Normalserum so weit wie
moglich unterdrickt.

Im Anschluss an die immunhistochemische Farbung wird zur besseren Differenzierung des

umliegenden Gewebes eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer vorgenommen.

Alpha-smooth-muscle-actin-Férbung (a-sma)

Zur Darstellung der glatten Muskulatur der GefalRe wurde im Rahmen dieser Arbeit die o-
sma (a-smooth muscle actin)-Farbung (Biologon, Kronshagen, Deutschland; Vektor® Labora-
tories, Burlingham USA) verwendet. Die detektierten Gefalle stellten sich hier rot dar. Um die
Antigene bestmdglich darzustellen, wurde die optimale Konzentration des zu verwendenden
Antikdrpers in einem Vorversuch ermittelt. In diesem Fall betrug die Konzentration 1:100. Der
Primar-Ak wurde dazu mit einem Puffer (Dako Cytomation Antibody Diluent, Dako Cytomati-
on, Via Real, USA) verdunnt.

Als Negativkontrolle diente ein Gewebeschnitt, der nicht mit dem Primarantikérper inkubiert

wurde. Die Herstellung der Gebrauchslésungen erfolgte nach Herstellerangaben.
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3.7.6 Histochemische Farbung

TRAP-Fdrbung

Die TRAP-Farbung (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) wurde zur
Identifizierung von Osteoklasten herangezogen. Hierbei wird die fir diese Zellen typische
Tartrat-resistente-saure-Phosphatase (tartrat-resistent-acid-phosphatase, TRAP) rot ange-
farbt. Allerdings wird dabei das Enzym indirekt nachgewiesen, indem TRAP Phosphat von
einer phosphorilierten Naphtholverbindung abspaltet. Das freie Naphthol kann dann Diazoni-
umsalz binden und damit einen roten Farbstoff bilden.

Das Enzym wird von ausgereiften, aktiven Osteoklasten gebildet. Allerdings ist es nicht spe-
zifisch fUr Osteoklasten, es werden auch andere phagozytierende Zellen wie z. B. Makro-
phagen und Riesenzellen angefarbt.

Die Quantifizierung der Osteoklasten erfolgte daher nicht nur aufgrund des positiven Far-
beergebnisses, sondern auch anhand ihrer Lokalisation am Knochen und ihrer Mehrkernig-
keit (mindestens zwei Zellkerne). Als Riesenzellen wurden Zellen mit positivem Farbeergeb-
nis und mindestens zwei Kernen identifiziert, die vornehmlich im Scaffold vorkamen und die

keinen Kontakt zu knochernem Gewebe hatten.

3.7.7 Histologische Farbung der Gewebeschnitte der Paraffineinbettung

Movat-Pentachrom-Férbung

Auch von den in Paraffin eingebetteten Praparaten wurden Schnitte in der Movat-
Pentachrom-Farbung angefertigt. Diese wurden ebenfalls histomorphometrisch untersucht.
Die hier gemessene Kallusflache diente als Bezugsflache zur Berechnung der in der TRAP-

Farbung gezahlten ,Osteoklastendichte im Kallus®.
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3.8 Auswertung der Gewebeschnitte

3.8.1 Digitalisierung der Gewebeschnitte

Die gefarbten Gewebeschnitte wurden stets auf die gleiche Art mittels Mikroskop (Axioskop
40 Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen, Deutschland) und dem Computerprogramm
AxioVision (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen, Deutschland) digitalisiert. Die Bilder
wurden immer so aufgenommen, dass sich die proximale Kortikalis links im Bild befand. Au-
Rerdem wurde an dieser Stelle immer ein Malystabbalken eingefiigt. Im Fotobearbeitungs-
programm Adobe Photoshop 7 (Adobe Systems GmbH, Miinchen, Deutschland) erfolgte die
Verkleinerung der Bilder auf eine Breite von 2500 Pixel sowie ggf. eine Drehung und horizon-

tale Ausrichtung des Bildes.

3.8.2 Definition der Region of Interest

Im Rahmen der histomorphometrischen Auswertung war die Festlegung einer Region of Inte-
rest (ROI, Region von Interesse) wichtig, um alle Praparate einheitlich und standardisiert
auszuwerten. Die untersuchten Parameter wurden so in einem definierten, immer konstanten
Feld des Gesamtschnittes analysiert. Die Festlegung der ROI sowie die qualitative und quan-
titative Messung der Gewebearten im Osteotomiedefekt erfolgte mit der Auswertungssoft-
ware KS Run (KS Run 400 Version 3.0, Carl Zeiss Vision GmbH, Aalen, Deutschland).

Grundlage fir die Festlegung der ROI war der Osteotomiedefekt. Zunachst wurde das Bild
mittels Malstabbalken geeicht (Abbildung 26). Die laterale Seite war gut durch die neben
dem Scaffold befindliche Muskulatur identifizierbar. Die mediale Seite war immer frei von
Muskulatur. Danach wurden die Kortikales im Praparat markiert (Abbildung 27) und im An-
schluss der héchste und niedrigste Punkt im Bild, also der medialste und lateralste Punkt im
Praparat, gekennzeichnet (Abbildung 28, blauer Pfeil). Im nachsten Schritt wurden die peri-
ostalen Grenzen der proximalen und distalen Kortikalis markiert (Abbildung 28). Anschlie-
Rend berechnete das Programm KS Run (KS Run 400 Version 3.0, Carl Zeiss Vision GmbH,
Aalen, Deutschland) ein Rechteck, dessen Lange in Anlehnung an die Festlegung des HR-
pQCT-VOI auch 40 mm entsprach und dessen Breite sich aus den medialen und lateralen
Grenzen ergab. Durch die Halbierung der Gesamt-ROIl ergaben sich dann die proximalen
und distalen Anteile der ROls (Abbildung 29). Als Grenze zwischen peri- und endostal wurde
der auRere Kortikalisrand definiert, da in einigen Praparaten der Markraum nicht angeschnit-
ten war. Durch die Festlegung der Grenze von endostal zu periostal ergaben sich die ent-
sprechenden Teil-ROls, sodass am Ende der Berechnung die Werte fiir folgende ROIls aus-
gegeben wurden: Gesamt-ROI, Proximale Endostale ROI, Proximale Periostale ROI, Distale
Endostale ROI und Distale Periostale ROl (Abbildung 30). Aus den Teil-ROls lieRen sich

anschlieRend noch die Werte fiir die Proximale ROI und die Distale ROI berechnen.
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Abbildung 26: Kalibrierung mittels MaRstabbalken
Grundlage fiir die Festlegung der ROI war der Osteotomiedefekt. Zunachst wurde das Bild mittels MaRstabbalken
geeicht.

Abbildung 27: Markierung der Kortikales
Die Kortikalisanteile wurden markiert (gelb).
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proximale periostale distale periostale

Markierungen der Korti- Festlegung des lateralsten und Markierungen der
kalis an der medialen medialsten Punktes im Prapa- Kortikalis (medial)
Seite rat (Kallusweite)

Abbildung 28: Markierung der Kortikalisgrenzen und der Breite des Praparates
Anschlielfend wurden der hochste und niedrigste Punkt im Bild (blauer Pfeil) markiert. Danach folgte die
Festlegung der periostalen Grenzen der proximalen und distalen Kortikalis markiert (schwarze Pfeile).

Abbildung 29: Berechnung der Teil-ROls der Software aus den vorher markierten Grenzen

Die zuvor markierte Kortikalis erscheint hier schwarz. Das Programm KS Run berechnete anhand der Vorgaben
ein Rechteck, dessen Lange in Anlehnung an die Festlegung der HR-pQCT-ROI auch 40 mm entsprach und
dessen Breite sich aus den festgelegten medialen und lateralen Grenzen ergab. Durch die Halbierung der
Gesamt-ROI ergaben sich die proximalen und distalen Anteile der ROIs. Als Grenze zwischen peri- und endostal
wurde der duere Kortikalisrand definiert, da in einigen Praparaten der Markraum nicht angeschnitten war. Durch
die Festlegung der Grenze von endostal zu periostal ergaben sich die entsprechenden Teil-ROls.

Rot: Endostale ROI, Grun: Periostale ROI, der vertikale rote Strich halbiert die Gesamt- und Teil-ROls in links:

proximal und rechts: distal
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i lateral

Abbildung 30: Definierte ROl und Teil-ROls

Grundlage fur die Festlegung der ROl war der Osteotomiedefekt. Die laterale Seite war gut durch die neben dem
Scaffold befindliche Muskulatur identifizierbar. Aus den zuvor definierten periostalen Grenzen der proximalen und
distalen Kortikalis (Co: Kortikalis) berechnete das Programm KS Run ein Rechteck, dessen Lange in Anlehnung
an die Festlegung der HR-pQCT-ROI 40 mm entsprach und dessen Breite sich aus den medialen und lateralen

Grenzen ergab.

3.8.3 Histomorphometrische Auswertung der Priparate

Fir die histomorphometrische Auswertung der Praparate wurden die zwdlf Movat-
Pentachrom gefarbten Gewebeschnitte aus der Kunststoffeinbettung verwendet. Sie wurden
wie in 3.8.2 "Definition der Region of Interest" beschrieben, in den verschiedenen ROIls mit
Hilfe der Computersoftware KS Run ausgewertet. Das Programm KS Run 400 war in der
Lage, vorher definierte, gleiche Farbpixel zu vermessen und dann als Flachen auszugeben.
Diese Farbmarkierungen des Computers konnten auch noch manuell korrigiert und ange-
passt werden.

So konnten die folgenden Parameter sowohl fir die Gesamt-ROI als auch die Teil-ROls aus-

gewertet werden:

e Total Area - Gesamtflache (mm?)
e Cortical Area - Kortikalisflaiche (mm?)
e Bone Area - Knochenflache (mm?)

e Connective Tissue Area

Bindegewebsflache (mm?)

e Scaffold Area - Scaffoldflache (mm?)
e Cartilage Area - Knorpelflaiche (mm?)
e Muscle Area - Muskelflache (mm?)

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die absoluten Werte der Flachenangaben in prozen-
tuale Werte umgerechnet, bezogen auf die zugrundeliegende Flache der ROI und zur statis-

tischen Auswertung herangezogen.
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3.8.4 Deskriptive Analyse der histologischen Praparate

Fur die Beschreibung der Defektheilung wurde jedes Praparat in funf verschiedenen Farbun-
gen analysiert. Bei den zur deskriptiven Analyse herangezogenen Praparate handelte es
sich um PMMA-Blocke, die in der Movat-Pentachrom-Farbung, der kombinierten Safranin-
Orange/von-Kossa-Farbung, der Trichromfarbung nach Masson und Goldner gefarbt waren
und um Paraffinblocke, die in der TRAP- und der a-sma-Farbung angefarbt waren. Die Ge-
webeschnitte wurden unter dem Mikroskop (Axioskop 40, Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Gottingen, Deutschland) bei aufsteigender VergroRerung durchgemustert.

Die histologische Analyse erfolgte nach einem einheitlichen Schema. Dazu wurde das Bild
so positioniert, dass die proximale Kortikalis stets links und die distale Kortikalis rechts im
Bild lagen. Dabei wurde auf die Gewebezusammensetzung und -verteilung im Osteotomie-
bereich geachtet. Danach wurde die Position des Scaffold im Osteotomiedefekt beurteilt so-
wie Menge und Ausmal} der Kallusbildung beurteilt. Dabei handelte es sich um eine starke
Kallusbildung, wenn der Osteotomiebereich mit Geflechtknochen Uberbriickt war, um eine
mittelstarke, wenn sich ein Kallusauslaufer gebildet hatte, der in den Osteotomiedefekt hin-
einragte und um eine geringe Kallusbildung, wenn sich nur wenig Kallus am Rand der Korti-
kalis bildete. Auch die Abrundung der Kortikales, die Starke ihrer Auflockerung und das Vor-
kommen von Osteoklasten wurden bewertet. Ein Prolaps der angrenzenden Muskulatur in
den Osteotomiespalt sowie Zeichen einer Entziindung, charakterisiert durch lokale Anhau-
fung von Gefallen und Entziindungszellen, wurden ebenfalls bewertet.

Durch die kritische Grofte der Osteotomiedefektstrecke, der weichen Scaffoldkonsistenz und
einer unvollstandigen kndchernen Uberbriickung Uber den Heilungszeitraum gestaltete sich
ein zentraler Anschnitt beider Markraume mit zentral gelegenem Scaffold in einer Sageebe-
ne bei einzelnen PMMA- und Paraffinblocken schwierig. Daher war bei funf Tieren (davon
betroffen drei Paraffin- und zwei PMMA-Schnitte) der Markraum zentral nicht angeschnitten,
sodass sich die Kortikalis als ein breites Rechteck darstellte. Die Schnitte wurden im Ganzen
betrachtet, eine Einteilung in Teil-ROIs wurde, anders als in der histomorphometrischen
Auswertung, nicht vorgenommen. Die Grenze zwischen endostal und periostal wurde aber
wie in der histomorphometrischen Auswertung an der Auflenkante der Kortikalis definiert
(Abbildung 30).
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3.8.5 GefaRzdhlung

Die Gefaldichte wurde bestimmt, um den Umfang der Vaskularisierung des Scaffolds und
die Gewebeversorgung einschatzen zu kénnen. Zur Bestimmung der Gefalzahl in den im-
munhistochemisch gefarbten Schnitten, wurden die Praparate mit Hilfe eines Mikroskops
(Axioskop 40, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen, Deutschland) und der Computer-
software AxioVision (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen, Deutschland) ausgewertet.

Zunachst wurden funf Gesichtsfelder in drei Bereichen des Osteotomiedefektes im Scaffold
bestimmt, in denen die Gefalte ausgezahlt wurden. Es wurden funf Gesichtsfelder im proxi-
malen, im zentralen Teil sowie im proximalen und distalen Anteil des Scaffold ausgezahit
und die Dichte bestimmt (Abbildung 31). Die proximalen und distalen Gesichtsfelder waren
dabei immer funf mm von der Osteotomiegrenze entfernt. Die Gesichtsfelder wurden mit
AxioVision digitalisiert, die Gefal3e ausgezahlt und die Bindegewebsflachen bestimmt. Als
Einschlusskriterium mussten sich die Gefale a-sma positiv anfarben und ein Lumen aufwei-
sen (Abbildung 32). Im Anschluss wurde die Anzahl (n) der GeféalRe pro Scaffoldabschnitt
bestimmt (proximal, zentral oder distal im Scaffold) und durch die Gesamtbindegewebsflache
des proximalen, zentralen oder distalen Bereiches im Scaffold dividiert, die mit Hilfe des PC-
Programms AxioVision (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Goéttingen, Deutschland) bestimmt
wurde. Bei einem Tier der ersten Gruppe war in der zentralen ROI kein Scaffold im Schnitt

zur Auszahlung vorhanden, sodass dieser Bereich bei diesem Tiere nicht in die Auswertung

eingehen konnte.
GefiaRdichte (n/fmm?) = Anzahl GefiaRe (n) / Bindegewebsfliche (mm?)

Abbildung 31: Reprasentatives Bild zur Darstellung der Gesichtsfelder bei der Bestimmung der GefaRdichte
Es wurden jeweils funf Gesichtsfelder im proximalen, zentralen und distalen Bereichen des Scaffolds
ausgewertet.
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Abbildung 32: Repréasentatives Beispiel fir die Messung der Bindegewebsflache bei der Bestimmung der
Gefalidichte

VergroéfRerung aus Gesichtsfeld 2B aus Abbildung 31; griine Linie: Umrandung der Bindegewebsflache

3.8.6 Osteoklastenzdhlung

Zur Auszahlung der Osteoklasten wurde die TRAP-Farbung am Paraffinschnitt verwendet.
Da die TRAP-Farbung alle Tartrat-resistenten-alkalische-Phosphatase-positiven Zellen wie
Osteoklasen und Riesenzellen anfarbt, wurden als Osteoklasten die Zellen gezahlt, die min-
destens zwei Zellkerne besalen, die sich TRAP-positiv anfarbten sowie direkt an die kno-
cherne Oberflache angrenzten.

Diese Osteoklasten wurden nochmals nach Lokalisation auf der Kortikalis oder im knocher-

negewebe Kallus unterschieden.

Osteoklastenzdhlung an der Kortikalis

Als Osteoklasten an der Kortikalis wurden alle Zellen gezahlt, die mindestens zwei Zellkerne
besalien, sich TRAP-positiv anfarbten und Kontakt zu kortikalem Knochen hatten (Abbildung
34). Zur Auszahlung der Osteoklasten an der Kortikalis wurden die einzelnen Kortikales in
der 10-fachen VergréRRerung in AxioVision digitalisiert (Abbildung 33). Es wurde ein MaR-
stabbalken gesetzt und anschlieRend die Flache der Kortikalis auf einer definierten Lange
von 3 mm von der Osteotomiekante entfernt bestimmt. Die Kortikalis wurde dazu entspre-
chend umrandet (griine Linie) und die Flache von AxioVison berechnet. Die Anzahl (n) aller
Osteoklasten an dieser Flache der Kortikalis wurde bestimmt und anschlieRend die Osteo-
klastendichte je Quadratmillimeter Kortikalis berechnet. Bei zwei Tieren der ersten Gruppe
konnte jeweils eine kortikale Flache (mediale distale Kortikalis oder laterale distale Kortikalis)
nicht ausgewertet werden, da diese wahrend des Praparationsprozesses nicht vollstandig

erhalten blieben.
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Osteoklastendichte der Kortikalis (n/mm?) = Osteoklasten (n) / Kortikalisfliche (mm?)

Abbildung 33: Osteoklastenauszahlung in der Kortikalis-ROI
Rote Linie: 3 mm Abmessung vom osteotomienahen Kortikalisrand; Griine Linie: Umrandung der Kortikalisflache
auf 3 mm Lange; Distale laterale Kortikalis: 30 Osteoklasten / 7,12mm? = 4,21 (n/mm2); gelbes Rechteck:
Bildausschnitt siehe Abbildung 34

Abbildung 34: VergroRerter Ausschnitt aus Abbildung 33

Darstellung der Osteoklasten auf der Kortikalisoberflache, schwarze Pfeile: TRAP-positiv, rot angefarbte

Osteoklasten; Griine Linie: Umrandung der Kortikalisflache auf 3 mm Lange
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Osteoklastenzéhlung im Kallus

Als Osteoklasten im Kallusgewebe wurden alle Zellen gezahlt, die mindestens zwei Zellkerne
besallen, sich TRAP-positiv anfarbeten und Kontakt zu Kallusgewebe hatten (Abbildung 35).
Die Osteoklastenanzahl (n) im knochernen Kallusgewebe, wurde in den ROIls entsprechend
der histomorphometrischen Einteilung ausgezahlt (proximale endostale ROI, proximale peri-
ostale ROI, distale endostale ROI, distale periostale ROI). Mit Hilfe eines wasserfesten, aber
durchsichtigen Marker wurden sie auf den Objekttrager Ubertragen und unter dem Mikroskop
ausgezahlt. Die mineralisierte Kallusflache wurde in den Movat Pentachrom gefarbten Paraf-
finschnitten aller Schafe mit Hilfe des Computerprogrammes KS Run bestimmt und an-

schlieRend die Osteoklastendichte je Quadratmillimeter Kallus (n/mm?) bestimmt.

Osteoklastendichte des Kallus (n/fmm?) = Osteoklasten (n) / Kallusfliche (mm?)

Abbildung 35: Reprasentative Darstellung der TRAP-positiv gefarbten Osteoklasten im knéchernen Kallusgewebe
im Osteotomiebereich
schwarze Pfeile: Osteoklasten auf der Kallusoberflache
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3.8.7 Riesenzellzahlung

Zur Auszahlung der Riesenzellzahl (n) wurde die TRAP-Farbung am Paraffinschnitt verwen-
det. Die Einteilung der ROIs erfolgte wie flr die Auszahlung der Gefalie. Als Riesenzellen
wurden alle Zellen gezahlt, die sich TRAP-positiv farbten, mindestens zwei Zellkerne besa-
Ren und keinen Kontakt zu knéchernem Gewebe hatten (Abbildung 36).

Zunachst wurden flinf Gesichtsfelder in drei Bereichen des Osteotomiedefektes im Scaffold
bestimmt, in denen die Gefalte ausgezahlt wurden. Es wurden funf Gesichtsfelder im proxi-
malen, im zentralen Teil und im distalen Anteil des Scaffold ausgezahlt und vermessen. Die
proximalen und distalen Gesichtsfelder waren dabei immer finf mm von der Osteotomie-
grenze entfernt. Anschlielend wurden auch hier die Bindegewebsflache des Gesichtsfeldes
mittels des PC-Programms AxioVision (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen, Deutsch-
land) und die Riesenzelldichte bestimmt, indem die ausgezahlten Riesenzellzahlen in den
Gesichtsfeldern auf einer Hohe (proximal, zentral oder distal im Scaffold) addiert wurden und
durch die Gesamtbindegewebsflache der flinf Gesichtsfelder des proximalen, zentralen oder
distalen Bereiches im Scaffold dividiert wurden.

Bei einem Tier der ersten Gruppe war in der zentralen ROI kein Scaffold im Schnitt zur Aus-
zahlung vorhanden, sodass dieser Bereich bei diesem Tieren nicht in die Auswertung einge-
hen konnte.

Riesenzelldichte (n/mm?) = Riesenzellen (n) / Bindegewebsfliche (mm?)

T 1 ‘

Abbildung 36: Darstellung der TRAP-positiv gefarbten Riesenzellen
- im von Bindegewebe durchzogenen Scaffold; schwarze Pfeile: TRAP-positiv (rot) gefarbte Riesenzellen im
Scaffold; grine Linie: Umrandung der Bindegewebsflache; VergréBerung von einem Gesichtsfeld; 16

Riesenzellen je 12 mm? Bindegewebe = 133,33 (n/mmz)
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3.9 Statistik

Fir die statistische Auswertung der Messwerte wurde das Programm SPSS® Version 22
(SPSS GmbH Software, Minchen, Deutschland) verwendet. Nach dem Kolmogorov-
Smirnov-Test konnte die Normalverteilung der Werte nicht bestatigt werden. Fur den Ver-
gleich der beiden Gruppen wurde der U-Test nach Mann-Whitney herangezogen. Bei dem
Mann-Whitney-U-Test handelt es sich um einen nichtparametrischen Zwei-Stichproben-Test
fur unabhangige Stichproben. Ein signifikanter Unterschied zwischen zwei Gruppen liegt bei
dem festgelegten Signifikanzniveau (a) von unter 0,05 vor. Die Irrtumswahrscheinlichkeit von
(p) liegt somit bei 5%.

Die Ergebnisse der Computertomographie, der Histomorphometrie, der Gefall-, Osteoklas-
ten- und Riesenzellzdhlung wurden mittels Boxplots dargestellt. In der Boxplotdarstellung
finden sich folgende Parameter: der Median, das 25- und 75-Prozentquantil, der Minimum-
und Maximumwert, Ausreifder(®°) und Extremwerte(*). Der Koérper des Boxplots (Interquartils-
abstand) enthalt den Median und wird vom 25- und 75-Prozentquantil begrenzt und vereint
50% der Werte in sich. An den Kdrper des Boxplots schlieen sich oben und unten T-férmige
Whisker an, die jeweils die Werte der unterhalb des 25-Prozentquantils bzw. oberhalb des
75-Prozentquantils liegenden Werte umfassen. Die Whisker kénnen maximal die 1,5 Inter-
quartilsabstande lang sein. Liegen Werte aulerhalb dieses Bereiches, werden sie als Aus-
reilfer bezeichnet. Bei Ausreiflern handelt es sich um Falle mit Werten, die zwischen einein-
halb und drei Interquartilsabstanden vom jeweiligen Quartil entfernt sind. Bei Extremwerten
handelt es sich um Falle mit Werten, die Uber drei Interquartilsabstande vom jeweiligen

Quartil entfernt sind.
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4. Ergebnisse

4.1 Operations- und Standzeitbefunde

Flnfzehn Tiere tolerierten die Narkose und den operativen Eingriff ohne Komplikationen. Ein
Tier verstarb direkt postoperativ aufgrund von Narkosekomplikationen in der Aufwachphase
und zwei Tiere, je eines aus jeder Gruppe, mussten aufgrund von Traumata im Stall frihzei-
tig aus dem Versuch genommen werden, so dass insgesamt zwolf Tiere nach einer Stand-
zeit von zwolf Wochen in die Auswertung eingingen.

Die Tiere waren noch am Operationstag in der Lage selbststandig aufzustehen, sie zeigten
eine Vollbelastung der operierten Gliedmale, wobei das Gangbild, bedingt durch montierten
Hybrid-Ringfixateur leicht verandert war, da dieser nur eine eingeschrankte Flexion im Knie-
gelenk zuliel3. Bei Infektionen an den Pineintrittstellen wurden die Tiere antibiotisch mit
Veracin-Compositum® (Benzyl-Penicillin-Procain und -Benzathin mit Streptomycin und
Dihydrostreptomycin, Albrecht GmbH, Aulendorf) und bei leichten Lahmheiten zusatzlich
analgetisch mit Finadyne® (Flunixin-Meglumine, RPS 83 mg/ml Injektionslésung, MSD Tier-
gesundheit, Intervet Deutschland GmbH, Unterschleilheim) versorgt.

Initial kam es bei allen Tieren beider Gruppen in den ersten Tagen post OP zu blutigen Sek-
retionen an allen Eintrittsstellen von llizarov-Drahten und Schanz-Schrauben, nach der Ein-
heilung traten nur noch vereinzelt leichte Entziindungen an den llizarov-Drahten auf. So kam
es bei funf Tieren der ersten Gruppe zu leichten Entziindungen an den Drahteintrittstellen,
wobei vier Tiere der ersten Gruppe im weiteren Verlauf aufgrund von eitrigen Entziindungen
an den llizarov-Drahten ab dem 7. bis 14. Tag post OP uber 7 Tage antibiotisch versorgt
werden mussten. Bei einem Tier der ersten Gruppe kam es traumatisch bedingt nach sechs
Tagen post OP zu einer Achsenabweichung der Tibia und zu einer Stauchung der Defektzo-
ne, so dass dieses Tier vorzeit aus dem Versuch genommen werden musste. Bei einem an-
deren Schaf der ersten Gruppe kam es nach drei Tagen post OP zu einer Verformung einer
Schanz-Schraube, das Tier wurde reoperiert und die Schanz-Schraube ersetzt. Das Schaf
erholte sich anschlieRend unter Anwendung eines Schmerzmittels und eines Antibiotikums
Uber 5 Tage. Zusatzlich erhielt dieses Tier aufgrund einer Lungeninfektion ein weiteres Anti-
biotikum (Baytril® 10% ad us. Vet, Enrofloxacin, Bayer Animal Health GmbH, Leverkusen,
Deutschland). Dieses Schaf zeigte nach zehn Wochen Standzeit eine leichte Lahmheit und
eine eitrige Sekretion am ersten llizarov-Draht, so dass es bis zum Ende der Standzeit anti-
biotisch versorgt wurde. Bei einem anderen Tier der ersten Gruppe kam es am 34. Tag OP

zum Bruch zweier Schanz-Schrauben, so dass dieses Schaf reoperiert und die gebroche-
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nen Schanz-Schrauben ersetzt werden mussten. Das Schaf erholte sich anschlief’end unter
Schmerzmedikation ohne weitere Komplikationen.

Bei vier Tieren der zweiten Gruppe traten am Anfang der Standzeit (9. - 14. Tag) eitrige Ent-
zundungen an den llizarov-Drahten auf. Diese wurden Uber einen Zeitraum von zwei bis vier
Wochen antibiotisch behandelt. Zwei dieser Tiere zeigten im Zeitraum zwischen der achten
bis zehnten Woche mittelgradige Lahmheiten und lagen vermehrt. Eines dieser beiden Scha-
fe wurde aufgrund anhaltender eitriger Sekretion an den llizarov-Drahten Uber den restlichen
Zeitraum antibiotisch abgedeckt. Das andere Tier besserte sich unter Schmerzmedikation
deutlich und erhielt diese Uber weitere sieben Tage. Ab der zwodlften Woche musste jedoch
auch dieses Tier aufgrund eitriger Sekretion und einer leichten Lahmheit erneut antibiotisch
versorgt werden.

Bei zwei Tieren der zweiten Gruppe kam es nach zwei bzw. vier Wochen post OP an einer
Heuraufe zu Traumata der operierten Beckenkdmme und im Anschluss zu eitrigen Entzin-
dungen im Wundbett. Die beiden Tiere wurden erfolgreich analgetisch und antibiotisch ver-
sorgt, die Wunden taglich gereinigt und mit Jodlésung (Braunol®, Povidon-lod-Lésung,
Braun, Melsungen, Deutschland) gespllt, so dass die Wunden an den Beckenkdmmen in-
nerhalb von flinf Wochen verheilten. Eines dieser beiden Tiere erlitt jedoch nach 9 Wochen
Standzeit ein weiteres Trauma, wobei zwei Schanz-Schrauben und die Tibia frakturierten, so

dass dieses Tier vorzeitig aus dem Versuch genommen werden musste.

4.2 Ergebnisse der Radiologie

Um den Heilungsverlauf zwischen beiden Gruppen zu vergleichen, wurden die postoperati-
ven Rdéntgenbilder und Verlaufskontrollen nach vier, acht- und zwdlf Wochen in zwei Ebenen
verwendet. Alle Tiere zeigten Uber den Beobachtungszeitraum eine fortschreitende sekunda-
re Knochendefektheilung. Bei zwei Tieren der zweiten Gruppe kam es nach acht Wochen zu
einer unilateralen Uberbriickung des Osteotomiedefektes.

Direkt postoperativ war der Osteotomiespalt scharf durch die Osteotomiekante abgegrenzt.
Die pordse Struktur des Scaffolds war deutlich erkennbar, er stellte sich als Streifen verlau-
fend im Osteotomiespalt dar (Abbildung 37 A-F und Abbildung 41 A-F) und die Schanz-
Schrauben hatten bei allen Tieren einen bikortikalen Sitz.

Bei einem Schaf der ersten Gruppe war an der distalen Kortikalis eine Fragmentablésung
erkennbar (Abbildung 37 B), die intra operationem durch das Sagen entstanden war.

Vier Wochen nach der Operation zeigten sich in beiden Gruppen kaum Veranderungen im
Vergleich zum rontgenologischen Bild postoperativ. Die Schanz-Schrauben hatten einen
bikortikalen Sitz in der Tibia und die Osteotomiekante erschien bei allen Tieren beider Grup-
pen scharfkantig (Abbildung 38). Lediglich der Scaffold erschien in beiden Gruppen in seiner

porosen Struktur aufgelockerter und weniger rontgendicht. Bei einem Tier der ersten Gruppe
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war der Scaffold geknickt, bei einem anderen Tier erschien die Roéhrenform kollabiert
(Abbildung 38 A, E). Bei zwei Tieren der zweiten Gruppe wirkte der Scaffold deutlich verwa-
schen, die porose Struktur und die Streifenform waren nichtmehr prazise erkennbar.
(Abbildung 42 C, E). Pinlysen waren zu diesem Untersuchungszeitpunkt bei keinem Tier zu
beobachten.

Bei vier Tieren der ersten Gruppe waren acht Wochen postoperativ leichte rontgendichte
Verschattungen als Hinweis auf eine Kallusbildung ausgehend von der Osteotomiekante
(Abbildung 39 A, B, C, F) und stellenweise dezente wolkenartige, rontgendichte Verschat-
tungen im Scaffold erkennbar (Abbildung 39 A, B). Bei den zwei Ubrigen Tieren der ersten
Gruppe war nach acht Wochen kein Hinweis auf eine Kallusbildung zu beobachten
(Abbildung 39 D, E).

In der zweiten Gruppe waren bei allen Tieren nach acht Wochen deutlich réntgendichte Ver-
schattungen als Hinweis auf eine beginnende kndchernen Uberbriickung der Osteotomie-
spaltes (Abbildung 43 A-F) zu beobachten. Bei zwei Tieren dieser Gruppe zeigte sich bereits
eine unilaterale kndcherne Uberbriickung des Osteotomiedefektes (Abbildung 43 C, E). Bei
zwei weiteren Tieren der zweiten Gruppe hatte sich von lateralen Kortikalis ausgehend pro-
ximal und distal mineralisiertes Kallusgewebe gebildet, das in Richtung der gegeniberlie-
gender Kortikalis in den Osteotomiedefekt einwuchs (Abbildung 43 A, D). Zwei andere Tiere
der Gruppe zwei zeigten kleinere Abschnitte mineralisierten Kallusgewebes, die inselartig,
ohne Verbindung zum kortikalen Knochen im Scaffold verteilt waren (Abbildung 43 B, F).
Acht Wochen postoperativ hatten die Schanz-Schrauben bei allen Tieren beider Gruppen
einen bikortikalen Sitz im Schaft der Tibia und bei allen Tieren befand sich der Scaffold in
Position. In der ersten Gruppe erschien er bei zwei Schafen leicht und bei vier Schafen stark
aufgelockert und weniger rontgendicht (Abbildung 39 A-F). In Gruppe zwei war der Scaffold
nach acht Wochen bei allen Tieren stark aufgelockert und weniger rontgendicht (Abbildung
43 A-F). Bei vier Tieren der ersten Gruppe waren nach acht Wochen Heilungszeit leichte und
bei zwei Tieren deutliche radiologische Lysen an den Schanz-Schrauben erkennbar. Die
Osteotomiekanten erschienen zu diesem Heilungszeitpunkt in der ersten Gruppe bei vier
Schafen aufgelockert und bereits leicht abgerundet und bei zwei Schafen scharfkantig
(Abbildung 39 D, E). In der zweiten Gruppe war bei vier Tieren eine leichte und bei einem
Tier eine deutliche Lyse an den Schanz-Schrauben zu beobachten. Die Osteotomiekante
war in dieser Gruppe bei flnf Tieren aufgelockert und leicht abgerundet und erschien bei nur
noch einem Tier scharfkantig (Abbildung 43 D).

Bei zwei Schafen der ersten Gruppe war mineralisiertes Kallusgewebe erst zum Zwoélfwo-
chenzeitpunkt im Osteotomiedefekt zu beobachten (Abbildung 40 D, E). Bei den vier ande-
ren Tieren dieser Gruppe hatte das Kallusgewebe an Umfang und am Grad der Mineralisati-

on deutlich zugenommen (Abbildung 40 A, B, C, F). In der zweiten Gruppe hatte der Umfang
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des Kallusgewebes nach zwolf Wochen nur wenig zugenommen. Vielmehr war die Minerali-
sierung von schon vorhandenem Kallusgewebe vorangeschritten, so dass die Konturen deut-
licher erkennbar waren (Abbildung 44 A-F). Im Vergleich zur ersten Gruppe waren bei allen
Tieren der zweiten Gruppe umfangreichere Kalluszubildungen zu beobachten.

Auch nach zwdlf Wochen Standzeit hatten die Schanz-Schrauben bei allen Tieren in beiden
Gruppen einen bikortikalen Sitz in der Tibia. Bei einem Tier der ersten Gruppe war eine Frak-
tur der zweiten Schanz-Schraube in den Faxitronaufnahmen zu erkennen.

In der ersten Gruppe waren nach zwdlf Wochen bei einem Schaf leichte und bei flinf Tieren
deutliche radiologische Anzeichen von Lysen an den zweiten und dritten Schanz-Schrauben
im Hybrid-Ringfixateurs zu beobachten. Die Osteotomiekante erschien bei allen Tieren der
ersten Gruppe aufgelockert und abgerundet (Abbildung 40 A-F). Das Scaffoldmaterial war
stark aufgelockert und bei einem Tier nichtmehr zu lokalisieren. Bei den tUbrigen funf Tieren
war der Scaffold nur noch schemenhaft als urspriinglicher Streifen zu erkennen.

In der zweiten Gruppe waren bei vier Schafen leichte und bei zwei anderen Schafen deutli-
che Lysen an der zweiten und dritten Schanz-Schraube erkennbar. Die Osteotomiekanten
von vier Tieren in der zweiten Gruppe erschienen aufgelockert und abgerundet. Bei den zwei
Tieren mit unilateraler Uberbriickung des Osteotomiespaltes war die Osteotomiekante
nichtmehr klar vom Ubrigen Kallusgewebe zu unterscheiden. Das Scaffoldmaterial war stark

aufgelockert und nur noch bei zwei Tieren als Streifen zu erkennen (Abbildung 45 A-F).
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Schaf 1 Schaf 2 Schaf 3 Schaf 4 Schaf 5 Schaf 6

Abbildung 37: Rontgenbilder der Gruppe 1, direkt postoperativ

Strahlengang: posterior-anterior, links im Bild ist lateral und rechts im Bild medial

Deutlich erkennbar ist der mit dem Scaffold gefillte Osteotomiespalt, der proximal und distal durch die Osteotomiekante begrenzt wird. Bei Schaf 2 (Abb. B) ist lateral an der
distalen Kortikalis eine Fragmentablosung erkennbar, die intra operationem durch das Sagen entstand.
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Schaf 1 Schaf 2 Schaf 3 Schaf 4

Abbildung 38: Rontgenbilder der Gruppe 1, 4 Wochen postoperativ

Strahlengang: posterior-anterior, links im Bild ist lateral und rechts im Bild medial

Vier Wochen nach der Operation waren nur geringfligige Veranderungen im Vergleich zum rontgenologischen Bild postoperativ zu erkennen. Die Osteotomiekante erschien bei
allen Tieren der ersten Gruppe scharfkantig. Deutlich erkennbar ist der mit dem Scaffold gefiillte Osteotomiespalt. Der Scaffold war in seiner porésen Struktur aufgelockerter und

weniger rontgendicht als direkt postoperativ. Bei Schaf 2 (Abb. B) ist lateral an der distalen Kortikalis immernoch deutlich die Fragmentablésung erkennbar.
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Schaf 1 Schaf 2 Schaf 3 Schaf 4 Schaf 5 Schaf 6

Abbildung 39: Rontgenbilder der Gruppe 1, 8 Wochen postoperativ

Strahlengang: posterior-anterior, links im Bild ist lateral und rechts im Bild medial

Nach acht Wochen zeigten sich bei drei Tieren (Abbildung A, B, F) leichte réntgendichte Verschattungen als Hinweis auf den Beginn knéchernen Uberbriickung des
Osteotomiespaltes, ausgehend von den Osteotomiekanten. Stellenweise waren dezente wolkenartige, rontgendichte Verschattungen im Scaffold erkennbar (Abb. A, B). Bei den
drei Ubrigen Tieren der ersten Gruppe war nach acht Wochen kein Hinweis auf eine Kallusbildung erkennbar (Abb. C, D, E). Bei allen Tieren dieser Gruppe befand sich der
Scaffold sich in seiner Position und erschien bei zwei Tieren leicht und vier Tieren stark aufgelockert und weniger rontgendicht. Die Osteotomiekanten erschienen zu diesem

Heilungszeitpunkt in der ersten Gruppe bei vier Schafen aufgelockert und bereits leicht abgerundet (Abbildung A, B, C, F) und bei zwei Schafen scharfkantig (Abbildung D, E).
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Schaf 1 Schaf 2 Schaf 3 Schaf 4 Schaf 5 Schaf 6

Abbildung 40: Rdntgenbilder der Gruppe 1, 12 Wochen postoperativ, Faxitron
Strahlengang: posterior-anterior, links im Bild ist lateral und rechts im Bild medial
Nach zwolf Wochen war der Osteotomiespalt bei allen Tieren immernoch deutlich erkannbar. Die Osteotomiekanten zeigten deutlichere knécherne Kalluszubildungen als zum

Achtwochenzeitpunkt (Abb. A, B, F). Bei drei Tieren ist erst nach zwolf Wochen mineralisiertes Kallusgewebe im Osteotomiedefekt zu beobachten (Abb. C, D, E).
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Schaf 7 Schaf 8 Schaf 9 Schaf 10 Schaf 11

Abbildung 41: Rontgenbilder der Gruppe 2, direkt postoperativ
Strahlengang: posterior-anterior, links im Bild ist lateral und rechts im Bild medial

Deutlich erkennbar ist der mit Spongiosa gefiilite Scaffold im Osteotomiespalt, der proximal und distal durch die Osteotomiekanten begrenzt wird.
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Schaf 7 Schaf 8 Schaf 9 Schaf 10 Schaf 11 Schaf 12

Abbildung 42: Rontgenbilder der Gruppe 2, 4 Wochen postoperativ

Strahlengang: posterior-anterior, links im Bild ist lateral und rechts im Bild medial

Vier Wochen nach der Operation waren kaum Veranderungen im Vergleich zum réntgenologischen Bild postoperativ zu beobachten. Die Osteotomiekante erschien bei allen
Tieren scharfkantig. Der Scaffold war in beiden Gruppen in seiner pordsen Struktur aufgelockert und weniger rontgendicht, bei zwei Tieren der zweiten Gruppe wirkte der Scaffold

deutlich verwaschen, die pordse Struktur und die Streifenform waren hier nichtmehr prazise erkennbar (Abb. C und E).
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Schaf 7 Schaf 8 Schaf 9 Schaf 10 Schaf 11 Schaf 12

Abbildung 43: Rontgenbilder der Gruppe 2, 8 Wochen postoperativ

Strahlengang: posterior-anterior, links im Bild liegt lateral und rechts im Bild medial

Nach acht Wochen zeigten sich bei zwei Tieren réntgenologisch bereits unilaterale Uberbriickungen des Osteotomiespaltes (Abb. C und E). Bei allen Tieren dieser Gruppe waren
deutliche rontgendichte Verschattungen als Hinweis auf eine beginnende Mineralisierung erkennbar. Dabei hatten sich bei zwei Tieren mineralisierte Kallusauslaufer an der
lateralen Kortikalis gebildet und breiteten sich von einer Osteotomiekante des kortikalen Knochens zur gegeniiberliegenden hin aus (Abb. A und D). Bei zwei weiteren Tieren
waren kleinere, weniger rontgendichte Strukturen erkennbar, die inselartig, ohne Verbindung zum kortikalen Knochen im Scaffold lokalisiert waren (Abb. B und F). Bei allen Tieren
befand sich der Scaffold in Position, erschien stark aufgelockert und weniger réntgendicht. Die Osteotomiekanten waren in dieser Gruppe bei flinf Tieren aufgelockert (Abbildung
A,B,C,E,F) und leicht abgerundet und bei nur noch einem Tier scharfkantig (Abbildung D).
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Abbildung 44: Rontgenbilder der Gruppe 2, 12 Wochen postoperativ, Faxitron

Strahlengang: posterior-anterior, links im Bild ist lateral und rechts im Bild medial

Nach zwdlf Wochen waren bei zwei Tieren unilaterale Uberbriickungen des Osteotomiedefektes zu beobachten (Abb. C und E). Bei den iibrigen vier Tieren sind im Vergleich zur
ersten Gruppe umfangreichere Kalluszubildungen erkennbar. Im Vergleich zu den Aufnahmen dieser Gruppe nach acht Wochen hat der Umfang an Kallusgewebe nur wenig

zugenommen. Vielmehr ist die Mineralisierung von schon vorhandenem Kallusgewebe vorangeschritten, so dass die Konturen deutlicher erkennbar waren.
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4.3 Ergebnisse der computertomographischen Messungen

In die computertomographische Auswertung gingen insgesamt Knochenproben von 12 Scha-

fen ein. Alle Tibiae wurden sowohl im HR-pQCT als auch im Mikro-CT analysiert.

4.3.1 Ergebnisse der HR-pQCT-Untersuchungen

Deskriptive Auswertung (3D-Rekonstruktion) der HR-pQCT-Messung

Die Messungen am HR-pQCT umfassten den gesamten Osteotomiespalt mit angrenzender
Kortikalis. Anhand der 3D-Rekonstruktionen waren zwischen den beiden Kortikalisenden
streifenartig Reste des Scaffolds (ChronOS Strip®) und unterschiedlich stark mineralisierte
Kallusformation im Osteotomiedefekt zu erkennen. Die Aufnahmen wurden zwolf Wochen
post OP angefertigt und zeigten in der ersten Gruppe bis auf ein Tier (Abbildung 44 A) nur
wenig mineralisiertes Kallusgewebe. Bei einem anderen Tier der ersten Gruppe kam es intra
operationem zu einer Fragmentabsprengung (Abbildung 45 B), die auch nach zwdlf Wochen
noch gut erkennbar war.

In der zweiten Gruppe kam es bei zwei Tieren zu einer unilateralen, knéchernen Uberbri-
ckung der Defektstrecke (Abbildung 46 C, E), bei den Ubrigen Tieren dieser Gruppe waren
vor allem lateral im Osteotomiedefekt lange, spitz zu laufende Kallusauslaufer, die von der
Kortikalis ausgingen und weit in den Defektbereich hinein reichten zu beobachten (Abbildung
46 A, B, D, F). Auch in der zweiten Gruppe waren noch Reste von Scaffoldmaterial erkenn-

bar, die stellenweise verdichtet erschienen (Abbildung 45 B und D).
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Schaf 1 Schaf 2 Schaf 3 Schaf 4 Schaf 5 Schaf 6

Abbildung 45: 3D-Darstellungen der HR-pQCT-Aufnahmen von Gruppe 1, 12 Wochen postoperativ

Ansicht: posterior-anterior, links im Bild ist medial und rechts im Bild lateral

Zwischen den beiden Kortikalisenden ist der Osteotomiedefektbereich zu erkennen, darin befinden sich strangformig verlaufend Reste des Scaffolds (ChronOS Strip®) und
unterschiedlich stark mineralisiertes Kallusgewebe. Nach zwdlf Wochen Heilungszeit hat sich in dieser Gruppe insgesamt nur wenig mineralisiertes Kallusgewebe gebildet.
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Schaf 7 Schaf 8 Schaf 9 Schaf 10 Schaf 11 Schaf 12

Abbildung 46: 3D-Darstellungen der HR-pQCT-Aufnahmen von Gruppe 2, 12 Wochen postoperativ

Ansicht: posterior-anterior, links im Bild ist medial und rechts im Bild lateral.

Zwischen den beiden Kortikalisenden ist der Osteotomiedefektbereich zu erkennen, darin befinden sich Reste des Scaffolds (ChronOS Strip®) und unterschiedlich starke
Kalluszubildungen. Bei zwei Tieren kam es zu einer unilateralen, knéchernen Uberbriickung der Defektstrecke (Abb. C und E), bei den {ibrigen Tieren dieser Gruppe bildeten sich
lange, spitz zulaufende Kallusauslaufer, die von der Kortikalis ausgingen und weit in den Defektbereich hinein reichten (Abb. A, B, D, F). Scaffoldreste sind noch erkennbar, die

stellenweise verdichtet erschienen (Abb. B und D).
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Statistische Auswertung der HR-pQCT-Messungen

Die Darstellung der Messwerte erfolgt in absoluten Zahlen (mm?®), da stets die gleiche Anzahl
an Slices ausgewertet wurde.

Das Gesamtvolumen (TV) sowie das Knochenvolumen (BV) lagen im Median in der zweiten
Gruppe geringfiigig Uber dem der Gruppe eins. Zudem zeigte sich in der zweiten Gruppe
eine groliere Streuung zwischen den Versuchstieren mit vereinzelt deutlich héheren Werten
(Abbildung 47 und Abbildung 48), jedoch ohne statistisch signifikanten Unterschied (Tabelle
4). Beim Vergleich des Verhaltnisses des Knochenvolumen zum Gesamtvolumen (BV/TV)
ergab sich fur die zweite Gruppe ein niedrigerer Wert im Median im Vergleich zur ersten
Gruppe, einzelne Tiere wiesen auch hier wieder deutlich hoher Werte auf (Abbildung 49).
Beide Gruppen unterschieden sich nicht in der BMD (Abbildung 50). Beim BMC wiesen eini-
ge Tiere der Gruppe zwei eine starkere Streuung zu héheren Werten auf (Abbildung 51). Der
Unterschied im BV/TV, BMD sowie BMC zwischen beiden Gruppen war statistisch nicht sig-
nifikant.
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Abbildung 47: Darstellung des Total Volume (mm®) in der Gesamt-ROI der HR-pQCT-Aufnahmen
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)
Das TV lag im Median in der zweiten Gruppe geringfligig Uber dem der ersten Gruppe und zeigte zudem eine
starkere Streuung mit vereinzelt héheren Werten. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen war nicht statistisch

signifikant.
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Abbildung 48: Darstellung des Bone Volume (mm®) in der Gesamt-ROI der HR-pQCT-Aufnahmen
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)
Das BV lag im Median in der zweiten Gruppe geringfiigig iber dem der ersten Gruppe und zeigte eine starkere

Streuung mit vereinzelt héheren Werten. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen.
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Abbildung 49: Darstellung des Quotienten BV/TV in der Gesamt-ROI der HR-pQCT-Aufnahmen
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)
Der Vergleich des Verhaltnisses des BV/TV ergab flr die zweite Gruppe einen niedrigeren Wert im Median im

Vergleich zur ersten Gruppe, einzelne Tiere wiesen auch hier wieder deutlich hdher Werte auf.
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Abbildung 50: Darstellung der Bone Mineral Density (mgHA/cm®) in der Gesamt-ROI der HR-pQCT-Aufnahmen

p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)
Die BMD-Werte beider Gruppen waren ahnlich hoch.
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Abbildung 51: Darstellung des Bone Mineral Content (mgHA) in der Gesamt-ROI der HR-pQCT-Aufnahmen
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)

Beim BMC wiesen einige Tiere der Gruppe zwei eine starkere Streuung zu héheren Werten auf (Abbildung 50).

Der Unterschied war statistisch nicht signifikant.
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Tabelle 4: Darstellung analysierter Parameter in der Gesamt-VOI der HR-pQCT-Aufnahmen
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05)

ChronOS Strip® ChronOS Strip® + Spongiosa P-

Parameter Median Min-Max Median Min-Max Wert
TV (mm3) 1730,9 376,8 — 10.875,8 2693,7 1779,9 —16.343,4 0,240
BV (mm3) 827.1 169,5 — 4660,1 829,7 451,0 - 11.936,2 0,589
BVITV 0,5 0,2-05 0,4 0,3-0,7 0,818
BMD
(mgHA/cm?) | 646:9 588,0 — 730,0 670,8 557,2 — 793,1 1,00
BMC

5699 116.7 — 2740.0 493,7 316,1 — 9466,0 0,699
(mgHA) ’ ’ ’

4.3.2 Ergebnisse der Mikro-CT-Untersuchungen

Die Ergebnisse dieser Messungen werden einzeln aufgefuhrt. Die Darstellung der Parameter

erfolgt mit absoluten Zahlen (mm?), da immer die gleiche Anzahl an Slices vermessen wurde.

Ergebnisse der proximalen ROI

Bei der Analyse der kritischen Osteotomiedefekte in der Proximalen ROI im Mikro-CT wies
die zweite Gruppe ein signifikant gréReres TV im Vergleich zu Gruppe eins auf (p=0,026)
(Abbildung 52). Das BV lag im Median in Gruppe zwei, geringflgig Uber dem der ersten
Gruppe, zeigte allerdings eine gréliere Streuung mit vereinzelt hdheren Werten in Gruppe
zwei (Abbildung 53) ohne statistische Signifikanz. Beim Vergleich des BV/TV ergab sich fur
die zweite Gruppe ein niedrigerer Wert im Median im Vergleich zur Gruppe eins (Abbildung
54) jedoch ohne statistisch signifikant zu sein. Beide Gruppen unterschieden sich nicht in der
BMD (Abbildung 55). Beim BMC wies Gruppe zwei eine starkere Streuung der Werte hin zu
einem héheren BMC auf, allerdings ergab sich im Vergleich zur ersten Gruppe kein statis-
tisch signifikanter Unterschied (Abbildung 56).
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Abbildung 52: Darstellung des Total Volume (mm3) in der proximalen ROI der Mikro-CT-Aufnahmen
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)
Die zweite Gruppe zeigte ein signifikant groReres TV im Vergleich zu Gruppe eins (p=0,026).
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Abbildung 53: Darstellung des Bone Volume (mm®) in der proximalen ROI der Mikro-CT-Aufnahmen
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)
Das BV lag im Median in der zweiten Gruppe geringfiigig iber dem der ersten Gruppe und zeigte eine grofliere

Streuung mit vereinzelt hdheren Werten in Gruppe zwei ohne statistische Signifikanz.
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Abbildung 54: Darstellung des Quotienten BV/TV in der proximalen ROI der Mikro-CT-Aufnahmen
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)
Beim BV/TV ergab sich fiir die zweite Gruppe ein niedrigerer Wert im Median im Vergleich zur Gruppe eins ohne
statistische Signifikanz.
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Abbildung 55: Darstellung der Bone Mineral Density (mgHA/ cm3) in der proximalen ROl der Mikro-CT-
Aufnahmen
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05), (pro Gruppe n=6)
Die beiden Gruppen unterschieden sich nicht in der BMD.
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Abbildung 56: Darstellung des Bone Mineral Content (mgHA) in der proximalen ROI der Mikro-CT-Aufnahmen
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)

Gruppe zwei zeigte beim BMC eine starkere Streuung der Werte hin zu einem héheren BMC auf, jedoch ergab

sich im Vergleich zur Gruppe eins kein statistisch signifikanter Unterschied.

Tabelle 5: Darstellung analysierter Parameter in der proximalen VOI der Mikro-CT-Aufnahmen

p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05)

ChronOS Strip® +
ChronOS Strip® Spongiosa P
. . . . Wert
Parameter Median Min-Max Median Min-Max
prox. TV (mm?®) 470,7 435— 14114 1678,1 773,4 —2568,9 0,026
prox. BV (mm’) 267,4 | 32,1-666,6 442,9 90,7 - 1764,8 0,485
prox. BVITV 0,6 0,4-0,7 0,3 0,1-0,7 0,093
prox. BMD 0.310
(mgHAIcm3) 763,4 736,8 - 787,8 725,4 685,0 - 780,5 ,
prox. BMC
200,7 24,9 -517,0 323,1 63,4 -1377,4 0,485
(mgHA)
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Ergebnisse der distalen ROI

Die zweite Gruppe wies auch in der distalen ROI ein signifikant gréReres TV im Vergleich zur
ersten Gruppe auf (Abbildung 57). Das BV lag auch distal im Median in Gruppe zwei gering-
fugig Uber dem der ersten Gruppe mit einer starkeren Streuung hin zu héheren Werten im
Vergleich zur Gruppe eins (Abbildung 58). Beim Vergleich des BV/TV ergab sich fir die
zweite Gruppe ein niedrigerer Wert im Median im Vergleich zur Gruppe eins (Abbildung 59).
Kein Unterscheid zeigte sich im BMD (Abbildung 60). Im BMC wies Gruppe zwei allerdings
eine starkere Streuung zu héheren Werten auf (Abbildung 61), jedoch ohne statistische Sig-

nifikanz.
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Abbildung 57: Darstellung des Total Volume (mm?®) in der distalen ROI der Mikro-CT-Aufnahmen ,
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)
Auch in der distalen ROl wies die zweite Gruppe ein signifikant hdheres TV auf (p=0,026).
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Abbildung 58: Darstellung des Bone Volume (mm®) in der distalen ROI der Mikro-CT-Aufnahmen
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)
Das BV lag auch in der distalen ROl im Median in der zweiten Gruppe geringfiigig iber dem der ersten Gruppe

mit einer starkeren Streuung hin zu héheren Werten im Vergleich zur Gruppe eins, ohne statistisch signifikanten
Unterschied.
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Abbildung 59: Darstellung des Quotienten BV/TV in der distalen ROI der Mikro-CT-Aufnahmen
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)

Beim Vergleich des BV/TV ergab sich fur Gruppe zwei ein niedrigerer Wert im Median im Vergleich zur Gruppe
eins jedoch ohne statistische Signifikanz.
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Abbildung 60: Darstellung der Bone Mineral Density (mgHA/cm®) in der distalen ROI der Mikro-CT-Aufnahmen
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)

Bei BMD zeigte sich kein Unterscheid zwischen den Gruppen.
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Abbildung 61: Darstellung des Bone Mineral Content (mgHA) in der distalen ROI der Mikro-CT-Aufnahmen
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)

Im BMC wies Gruppe zwei eine starkere Streuung zu héheren Werten auf, jedoch ohne statistische Signifikanz.
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Tabelle 6: Darstellung analysierter Parameter in der distalen VOI der Mikro-CT-Aufnahmen

(pro Gruppe n=6); p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05)

ChronOS Strip® +
ChronOS Strip® Spongiosa P

Parameter Median Min-Max Median Min-Max Wert
dist. TV (mm°) 181,1 | 59,2 - 16274 635,5 375,5-3250,7 | 0,026
dist. BV (mm®) 114,9 29,4 - 7487 157,1 112,9-2015,5 | 0,240
dist. BV/ITV 0,5 0,4-07 0,3 0,2-0,6 0,093
dist. BMD

(mgHA/em?) 789,6 | 719,6-884,1 767,3 683,9-830,0 | 0.589
dist. BMC (mgHA) | g0 26,0 - 580,2 118,1 90,8 - 1470,7 | 0,240
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4.4 Ergebnisse der Histologie

4.4.1 Histomorphologische Evaluation

Zur histomorphologischen Evaluation wurden die in PMMA eingebetteten Praparate in der
Movat-Pentachrom-Farbung, der kombinierten Safranin Orange/von Kossa-Farbung und in
der Trichromfarbung nach Masson und Goldner betrachtet. Es gingen beide Gruppen mit je
sechs Tieren in die Auswertung ein. Die angefertigten Schnitte verliefen longitudinal und mid-
diaphyséar durch die Schafstibia. Die Kortikalis grenzte jeweils proximal und distal dem 40
mm Osteotomiespalt an. Durch den zentralen Anschnitt stellte sie sich als jeweils zwei durch
den Markraum getrennte Rechtecke dar. Zentral im Praparat befand sich der Osteotomie-
spalt mit dem eingebrachten Scaffold. Durch die hohlzylindrische Form und den zentral ge-
wahlten Anschnitt stellte sich dieser meist als eine aus zwei Streifen bestehende, von proxi-
mal nach distal verlaufende Struktur dar. Durch seine offenporige Struktur und die teilweise
praparationsbedingte Herauslésung des Scaffoldmaterials aus dem umliegenden Gewebe
erschien der Scaffold als l6chriger Streifen mit Kontakt zu den angrenzenden Kortikales, de-
ren Poren von Bindegewebe und teilweise von Knochen durchwachsen waren.

Samtliche Tiere der ersten Gruppe und vier Tiere der zweiten Gruppe wiesen Uberwiegend
Bindegewebe im Osteotomiespalt auf. Dabei handelte es sich hauptsachlich um lockeres
Bindegewebe, das auf der Scaffoldoberflache und durch dessen Poren hindurchgewachsen
und stellenweise mit faserreichem, strangartig verlaufendem Bindegewebe durchsetzt war.
Zwischen diesen Bindegewebsfasern lagen spindelférmig die Zellkérper der Fibrozyten und
rundlich erscheinenden Fibroblasten (Abbildung 62 und Abbildung 63).

Insgesamt hatte sich in der zweiten Gruppe mehr kndcherner Kallus gebildet, der hautpsach-
lich von Kortikalis und Periost ausging (Abbildung 64). Von endostal hatte sich insgesamt
deutlich weniger kndcherner Kallus gebildet. Er war vielmehr an der proximalen Kortikalis in
Form von feinen Geflechtknochenbélkchen lokalisiert und ragte in den Markraum (Abbildung
76). Bei zwei Tieren der zweiten Gruppe war es zu einer Uberbriickung des Defektes mit
knéchernem Kallus gekommen. Dabei machte Geflechtknochen den Hauptgewebeanteil im
Defektbereich aus und hatte den Scaffold grof3flachig durchwachsen. Bei diesen beiden Tie-
ren schien sich das knécherne Kallusgewebe von periostal nach endostal an der inneren und
auleren Scaffoldoberflache und auch quer dazu ausgebreitet zu haben und bestand vor
allem aus lockerem Geflechtknochen, der im lateralen Bereich stellenweise bereits zu kom-
paktem, lamellarem Knochen umgeformt war (Abbildung 64). Dabei war ein schmaler Strei-
fen des Scaffoldmaterials frei von Knochengewebe geblieben und dort nur bindegewebig
durchsetzt (Abbildung 66). Bei dem zweiten unilateral Uberbrickten Tier war der Scaffold
lateral komplett von knéchernem Kallus durchwachsen und nur noch medial im Osteotomie-

spalt freies Scaffoldmaterial erkennbar.
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In der ersten Gruppe hatte sich bei nur einem Tier neben Bindegewebe auch vermehrt kno-
chernes Kallusgewebe im Osteotomiespalt gebildet. Bei samtlichen anderen Tieren beider
Gruppen machte knéchernes Kallusgewebe einen geringeren Gewebeanteil im Defektbe-
reich aus. Knécherner Kallus bildete sich dort als von der lateralen Kortikalis ausgehende,
auf die Gegenkortikalis zuwachsende, spitze Kallusformationen von wenigen Millimetern
Breite. Diese Kallusauslaufer waren immer von Bindegewebsfasern umgeben (Abbildung 71
und Abbildung 83). In beiden Gruppen war es jeweils bei vier Tieren lateral zu einer solchen
Kallusformation von proximal und distal gekommen. Dabei war der distale Kallusauslaufer
bei drei Tieren der zweiten Gruppe deutlich langer als der proximale und reichte weit in den
Osteotomiebereich hinein (Abbildung 75). Bei einem Tier der ersten Gruppe gab es nur pro-
ximal und bei einem anderen gar keine periostale Kallusbildung. Bei jeweils zwei Tieren bei-
der Gruppen hatte sich auf der Schnittkante der distalen Kortikalis endostaler Kallus gebildet
und kleine, spitz zulaufende Kallusstrukturen geformt (Abbildung 77). Die Markhdhle war mit
Fettgewebe gefillt und stellenweise waren feine Kallusauslaufer zu beobachten (Abbildung
76). Durch Bildung endostalen Kallus kam es bei drei Tieren in Gruppe 1 und einem Tier der
Gruppe 2 an der angrenzenden Kortikalis proximal und/oder distal zum Markraumschluss
durch eine schicht aus Geflechtknochen.

In beiden Gruppen war die Anzahl von dunkel gefarbten Osteozyten im Geflechtknochen im
Vergleich zur Kortikalis deutlich héher (Abbildung 72). In der zweiten Gruppe waren der Ge-
flechtknochen und seine Trabekel dichter angeordnet als bei der ersten Gruppe (Abbildung
69) und groRtenteils mit lockerem, stellenweise auch mit hamatopoetischem Bindegewebe
aufgeflllt (Abbildung 71). An den Randern der Knochentrabekel befanden sich meist ketten-
artig aufgereiht Osteoblasten, die eine Schicht unmineralisierten Osteoids bildeten
(Abbildung 72 undAbbildung 73). Auch Osteoklasten waren im Knochengewebe in beiden
Gruppen beim Umbau von Knochengewebe zu beobachten (Abbildung 74), wobei deren
Vorkommen in der zweiten Gruppe gehaufter erschien.

Der Scaffold war bei allen Tieren beider Gruppen vollstdndig von Bindegewebe umgeben
und durch seine Poren von diesem durchwachsen. Auf seiner Oberflache im angrenzenden
Bindegewebe waren auffallig viele Riesenzellen (Grofle 100 — 150 ym; mindestens 2 Kerne)
nachweisbar, die den Scaffold abbauten. Intrazellular war in einer Vielzahl der Riesenzellen
das kristalline Scaffoldmaterial sichtbar (Abbildung 62 und Abbildung 78). Des Weiteren wa-
ren im Bereich des Scaffolds im Bindegewebe stets kleine GefalRe sichtbar, die haufig mit
Erythrozyten gefillt waren. In beiden Gruppen waren stellenweise Erythrozyten aufl3erhalb
des Gefallumens im Bindegewebe in wolkenartigen Ansammlungen formiert und Anhaufun-
gen von Lymphozyten und Plasmazellen zu erkennen (Abbildung 79).

Der Scaffold war bei einem Tier der ersten Gruppe nach medial disloziert, bei zwei anderen

Tieren war er leicht geknickt, sodass stellenweise kein Scaffoldmaterial in der Schnittebene
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zu beobachten war. In der zweiten Gruppe war der Scaffold bei einem Tier leicht disloziert.
An diesen Stellen hatte sich Bindegewebe gebildet, bei einem dieser Tiere auch kndcherner
Kallus.

In beiden Gruppen war bei einzelnen Tieren hyaliner Knorpel mit beginnender Mineralisation
als Zeichen einer indirekten Ossifikation sichtbar. Dabei war nur wenig hyaliner Knorpel ge-
bildet worden und trat bei drei Tieren der ersten ganz vereinzelt und bei zwei Tieren der
zweiten Gruppe als breiter Streifen auf. Zwei Tiere der ersten Gruppe wiesen hypertrophe
Chondrozyten inselartig eingemauert zwischen Geflechtknochenbalkchen auf (Abbildung
74), wohingegen bei einem dritten Tier hypertrophe Chondrozyten als Kappe auf einer spitz
zulaufenden Kallusformation zu erkennen waren. In Gruppe zwei war bei den beiden Scha-
fen mit unilateral, knéchern Uberbricktem Osteotomiespalt querverlaufend ein breiter Strei-
fen hyalinen Knorpels zu beobachten, der proximal zur distalen Kortikalis verlief (Abbildung
66). Bei einem Tier war dieser Streifen sehr viel breiter als bei dem anderen und bestand bei
beiden aus einer homogenen Schicht hyalinen Knorpels, der sich stellenweise saulenartig
formierte und mittig durch fortschreitende Mineralisation verjlingte (Abbildung 80). Zusatzlich
gab es bei den beiden Tieren endostal, im Bereich des Ubergangs von kndchernem Kallus
zum bindegewebig durchsetzten Scaffoldstreifen weitere Stellen mit einzelnen hyalinen
Knorpelzellinseln zwischen den Geflechtknochentrabekeln (Abbildung 65).

Die operativ gesetzte, scharfe Osteotomiekante war bei flinf Tieren der Gruppe eins und
lediglich zwei Tieren der zweiten Gruppe nach der zwolfwochigen Heilungszeit abgerundet.
Auf der Oberflache der Kortikalis waren zahlreiche Osteoklasten in ihren Lakunen sichtbar,
die den Knochen aufldsten und die Kortikalis rau erscheinen lieRen (Abbildung 81). Die Kor-
tikalis bestand aus gleichmaBig mineralisiertem, dichtem Knochengewebe, welches regel-
mafig von Haversschen und seltener von angeschnittenen Volkmannschen Kanalen durch-
zogen war, in denen vereinzelt eine endotheliale Auskleidung und rote Blutkdrperchen er-
kennbar waren. Die Grenze zwischen Kortikalis und neu gebildetem kndchernen Kallus war
bei den Tieren der Gruppe eins deutlicher sichtbar. Lediglich zwei Tiere wiesen eine aufgelo-
ckerte Struktur der dem Osteotomiespalt angrenzenden Kortikalis auf. In der zweiten Gruppe
dagegen war, die Kortikalis bei allen Schafen stark aufgelockert, wodurch es deutlich schwie-
riger war eine klare Grenze zwischen kortikalem Knochen und neu gebildetem kndchernem
Kallus zu differenzieren (Abbildung 68 und Abbildung 71). Erst in einigem Abstand zur Oste-
otomiekante war die urspriinglich dichte und gleichmafig mineralisierte Struktur der Kortika-
lis sowie Haverssche und Volkmannsche Kanale am Anschnitt wieder klar erkennbar
(Abbildung 75).

Zu einem leichten Muskelprolaps von lateral in den Osteotomiespalt kam es nur bei einem
Tier der ersten Gruppe (Abbildung 71). Dabei war die Muskulatur bis zur endostalen Grenze

der Kortikalis vorgefallen.
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Abbildung 62: lockeres Bindegewebe und Riesenzellen an der Scaffoldoberflache

(Movat-Pentachrom-Farbung, Schaf 5, Gruppe 1)

Lockeres Bindegewebe [Bg] auf der Scaffoldoberflache, durchsetzt mit Riesenzellen [Rz], die gut an ihrer Grofie
und Mehrkernigkeit erkennbar waren. Auch kristallines Scaffoldmaterial [Sc] sowie Lymphozyten und
Plasmazellen [Ly] waren im Bindegewebe gut sichtbar. Weiterhin waren im Bindegewebe verlaufende GefaRe

[Vas], waren stellenweise mit Erythrozyten gefiillt.

Abbildung 63: lockeres Bindegewebe und Riesenzellen an der Scaffoldoberflache

(Masson-Goldner-Farbung, Schaf 4 Gruppe 1)
Lockeres Bindegewebe [Bg], das mit Riesenzellen [Rz], Lymphozyten [Ly] und GefaRen [Vas] mit darin
befindlichen Erythrozyten durchsetzt ist.
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5 mm

Abbildung 64: laterale knécherne Uberbriickung der Defekistrecke, medial bindegewebig durchwachsener
Scaffoldstreifen

(Movat-Pentachrom-Farbung, Schaf 9, Gruppe 2)

Bei diesem Tier war es zu einer unilateralen Uberbriickung des Defektes mit Kallus in Form von lockerem
Geflechtknochen gekommen. Ein schmaler Streifen des Scaffolds war nur von feinen Knochentrabekeln
durchzogen und vermehrt mit Bindegewebe durchsetzt (Ausschnitt B). Die hohlzylindrische Form des Scaffolds
[ho] ist noch schemenhaft erkennbar und ist zentral und lateral von Geflechtknochen durchwachsen. Im lateralen
Bereich war der Geflechtknochen stellenweise bereits zu kompaktem, lamellarem Knochen umgeformt. Der
proximale Markraum [Ma] ist geschlossen. Die &ufiere [Blauer Pfeill und innere [schwarzer Pfeil]
Scaffoldoberflache wird von knéchernem Kallus begrenzt.

[A] VergroRerter Ausschnitt in Abbildung 65
[B] VergroRerter Ausschnitt in Abbildung 66
[C] VergroRerter Ausschnitt in Abbildung 67
[D] VergroRerter Ausschnitt in Abbildung 68
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Abbildung 65: vergrofierter Bereich aus Abb. 63: hyaliner Knorpel inselartig im lockeren Bindegewebe verteilt
(Movat-Pentachrom-Farbung, Schaf 9, Gruppe 2)
[hy] Chondrozyten, [Bg] lockeres Bindegewebe, [Gf] Geflechtknochen

Abbildung 66: vergrofierter Bereich aus Abb. 63: Geflechtknochentrabekel im Scaffold
(Movat-Pentachrom-Farbung, Schaf 9, Gruppe 2)
[Tr] dinne Geflechknochentrabekel, die quer durch den [Bg] bindegewebig durchsetzten Scaffoldstreifen

wachsen
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Abbildung 67: vergrofRerter Bereich aus Abb. 63: von Geflechtknochentrabekeln umgebener Knorpelstreifen
(schwarze Pfeile) Uber der distalen, lateralen Kortikalis

(Movat-Pentachrom-Farbung, Schaf 9, Gruppe 2)

[Gf] mit Lakunen durchsetzter Geflechtknochen, [O] Osteoid mit Osteoblastensaum, [hBg] hdmatopoetisches

Bindegewebe

Abbildung 68: vergrdRerter Bereich aus Abb. 63: Ubergang von Kortikalis zum knéchernen Kallusgewebe
(Movat-Pentachrom-Farbung, Schaf 9, Gruppe 2)

[Ko] kortikaler Knochen, [Gf] Geflechtknochen, [La] Lakunen mit hdmatopoetischem Bindegewebe
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Abbildung 69: von proximal nach distal
spitz zulaufende Kallusformation
(Masson-Goldner-Farbung, Schaf 6,
Gruppe 1)

Die Grenze zwischen Kortikalis und neu
gebildetem knéchernen Kallus war bei den
Tieren der Gruppe eins deutlicher
sichtbar.

[Ko] Kortikalis

[Ka] spitz zulaufender Kallusauslaufer von
wenigen Millimetern Breite

[Tr] die Trabekel bestehen aus lockerem,
unstrukturiertem Geflechtknochen,
durchsetzt mit vielen [La] Lakunen

[A], [B] & [C] vergroRerte Ausschnitte in
Abbildung 70

Abbildung 70: vergréRerte Bereiche aus Abb. 68: unstrukturierter Geflechtknochen, der stellenweise von

kompakten Knochenlamellen durchzogen wird

(Masson-Goldner-Farbung, Schaf 6, Gruppe 1)

[Gf] unstrukturierter Geflechtknochen, [Lk] kompakte Knochenlamellen mit eingemauternen Osteozyten,

[Ob] Osteoid und Osteoblastensaum, [koll] direkt an Kallus inserierende kollagene Bindegewebsfasern
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Abbildung 71: von der distalen Kortikalis nach proximal auslaufende Kallusformation aus Geflechtknochen
(Movat-Pentachrom-Farbung, Schaf 4, Gruppe 1)

Stark aufgelockerte Kortikalis [Ko] am Ubergang zum knéchernen Kallus, der hier zum groRen Teil aus feinen
Geflechtknochenbélkchen [Tr] besteht, die von lockerem, hdmatopoetischen Bindegewebe [hBg] umgeben sind.
Bei diesem Tier zeigt sich ein leichter [Mp] Muskelprolaps von lateral in den Osteotomiespalt.

[A] VergrofRerter Ausschnitt in Abbildung 72
[B] VergroRerter Ausschnitt in Abbildung 73
[C] VergroRerter Ausschnitt in Abbildung 74
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Abbildung 72: vergroRerter Bereich aus Abb. 70:
Geflechtknochentrabekel mit Osteoid und
Osteoblastensaum

(Movat-Pentachrom-Farbung, Schaf 4, Gruppe 1)
[Ob] Osteoidsaum, der von den dort anliegenden
Osteoblasten synthetisiert wurde

[Oz] eingemauerte Osteozyten

[Bfa] straffe Bindegewebsfasern

[hBg] lockeres, hamatopoetisches Bindegewebe zwi-
schen Geflechtknochentrabekeln

Abbildung 73: vergréRerter Bereich aus Abb. 70: Osteoklasten und Osteoblastensaum auf Geflechtknochenbalk-
chen

(Movat-Pentachrom-Farbung, Schaf 4, Gruppe 1)

[Ob] Osteoblasten mit Osteoidsaum, [Ok] Osteoklasten, [Bfa] Bindegewebsfasern umgeben kndchernes
Kallusgewebe, [hBg] lockeres, hdmatopoetisches Bindegewebe zwischen den Geflechtknochentrabekeln
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Abbildung 74: vergrofierter Bereich aus Abb. 70: Insel aus hyalinen Knorpelzellen in Geflechtknochentrabekeln
(Movat-Pentachrom-Farbung, Schaf 23, Gruppe 1)
[hy] hyaline Chondrozyten, [Ob] Osteoid und Osteoblastensaum [Bfa] Bindegewebsfasern

Abbildung 75: von periostal spitz zulaufende Kallusauslaufer an den Kortikales

(Safranin Orange/von Kossa-Farbung, Schaf 10, Gruppe 2)

[schwarze Pfeile] distaler Kallusauslaufer, der auf die Gegenkortikalis zu wachst; distal stark aufgelockerte
Kortikales
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Abbildung 76: endostale Kallusbildung
(Movat-Pentachrom-Farbung, Schaf 6, Gruppe 1)

[Gf] Geflechtknochenbalkchen der proximalen Kortikalis, die in den [Ma] Markraum ragen, [Os] Osteotomiekante
[La] Lakunen am Ubergang von kortikalem Knochen zu Kallus, [Sc] Scaffold

Abbildung 77: distale Kortikalis mit Geflechtknochentrabekeln
(Safranin Orange/von Kossa-Farbung, Sf 4 Gruppe 1)

[Tr] Geflechtknochentrabekel auf der Osteotomiekante der Kortikalis, umgeben von [Bg] Bindegewebe, [Ko]

Abrundung und Auflockerung der Kortikalis an der distalen Osteotomiekante von periostal und medial
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Abbildung 78: kristallines Scaffoldmaterial im Bindegewebe

(kombinierte Safranin Orange/von Kossa Farbung, Schaf 4, Gruppe 1)

[Sc] schwarz angefarbtes Scaffoldmaterial, [Bg] Bindegewebe, [Rz] mehrkernige Riesenzellen mit inkorporiertem,
kristallinem Scaffoldmaterial

3 .

ft:-

Abbildung 79: Ansammlung von Erythrozyten und Entziindungszellen im bindegewebig durchsetzten Scaffold
(Masson-Goldner-Farbung, Schaf 9, Gruppe 2)
[Ery] rot angefarbte Bereiche sind mit Erythrozyten durchsetzt, [Ly] und auch Leukozyten (Lymphozyten und

Plasmazellen) durchsetzen stellenweise das lockere Bindegewebe
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Abbildung 80: breiter Streifen hyalinen Knorpels
(Movat-Pentachrom-Farbung, Schaf 11, Gruppe 2)

[Ch] saulenartig formierte Chondrozyten, [Tr] Geflechtknochentrabekel mit einzelnen Chondrozyten mit
blasenartigem Knorpelhof, [La] bindegewebig in Lakunen im Geflechtknochen deren Rand mit [Ob] Osteoblasten
und stellenweise mit [Ok] Osteoklasten besetzt sind

~ T c - ; o ‘% N, R a.‘“,"

&2
)

Abbildung 81: distale Osteotomiekante

(Masson-Goldner-Farbung, Schaf 5, Gruppe 1)

Auf der Oberflache der distalen Osteotomiekante [Os] sind hier deutlich Osteoklasten [Ok] in ihren Lakunen
sichtbar, die den kortikalen Lamellenknochen abbauen. Die Osteotomiekante ist umgeben von lockerem
Bindegewebe [Bg].
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Abbildung 82: knéchernes Kallusgewebe an der distalen Osteotomiekante

(kombinierte Safranin Orange/von Kossa Farbung, Schaf 4, Gruppe 1)
Darstellung zunehmender Mineralisation der Geflechtknochentrabekel [Ob] Osteoblastensaum mit [O] Osteoid,
[Ok] Osteoklasten, [Bfa] straffes Bindegewebe [weiler Pfeil] Mineralisation

Abbildung 83: knéchernes Kallusgewebe an der proximalen Osteotomiekante

(Movat-Pentachrom-Farbung, Schaf 10, Gruppe 2)
Darstellung von Geflechtknochentrabekeln mit daran inserierenden Bindegewebsfasern.
[Fz] spindelférmige Fibrozyten, [Fb] Fibroblasten, [Ob] Osteoblasten, [O] Osteoid, [Gf] Geflechtknochen mit

eingemauerten Osteozyten
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4.5 Ergebnisse der histomorphometrischen Analyse

Fur die bildanalytische Auswertung wurden 12 Movat-Pentachrom gefarbte Gewebeschnitte
verwendet. Die nachfolgend aufgefiihrten Ergebnisse ergeben sich aus der Gesamt-ROl, die
in Kapitel 3.8.2 ,Definition der Region of Interest erlautert wurde. Die Darstellung der Mess-
werte der analysierten Gewebeanteile erfolgt in relativen Zahlen (%).

In den Gewebeschnitten erfolgte die Messung der Verteilung verschiedener Gewebearten,
wobei sich folgende Parameter ergaben: die Knochenflache (Total Bone Area), die Knorpel-
flache (Total Cartilage Area), die Scaffoldflache (Total Scaffold Area), die Muskelflache (To-
tal Muscle Area) sowie die Bindegewebsflache (Total Connective Tissue Area). Diese wur-

den graphisch und tabellarisch gesondert aufgefiihrt.

451 Gewebeverteilung in der Gesamt-ROI

Beim Hauptgewebeanteil in der Gesamt-ROI handelte es sich um Bindegewebe (Tabelle 7),

das in beiden Gruppen gleich stark prasent war (Abbildung 84). Die erste Gruppe erreichte
im Median 52,78 % und die zweite 52,88 % Bindegewebsanteil an der Gesamtflache. Dage-
gen war die Streuung in der zweiten Gruppe deutlich gréfier als in der ersten. Beim Anteil an
Knochengewebe an der Gesamtflache war der Median mit 2,67 % in der ersten und 3,90 %
in der zweiten Gruppe ahnlich hoch, die zweite Gruppe wies auch hier eine starkere Streu-
ung und bei einigen Tieren deutlich héhere Werte auf. Das Knorpelgewebe hatte in beiden
Gruppen einen Anteil von unter einem Prozent an der Gesamtflache. Der Median der ge-
messenen Scaffoldflache lag in Gruppe 2 etwas hoéher (14,97 %) als der in Gruppe 1
(10,58 %) jedoch ohne statistische Signifikanz. Der Anteil an Muskelgewebe an der Gesamt-

flache war mit 4,15 % in der ersten und 4,89 % in der zweiten Gruppe sehr ahnlich.
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Abbildung 84: Gewebeverteilung (%) in der Gesamt-ROI im Verhaltnis zur Gesamtflache
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney (p<0,05) (pro Gruppe n=6)

Tabelle 7: Darstellung der prozentualen Gewebeanteile an der Gesamtflache in der Gesamt-ROI.

Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen; p-Wert bezieht sich auf den
U-Test nach Mann-Whitney (p<0,05)

ChronOS Strip® +
ChronOS Strip® Spongiosa p-Wert

Parameter Median Min-Max Median Min-Max
Knochenflache (%) 2,67 0,93 - 8,91 3,90 0,47 — 33,13 0,589
Knorpelflache (%) 0,00 0,00 - 0,01 0,00 0,00 - 0,87 1,000
Scaffoldflache (%) 10,58 1,92 — 14,01 14,97 4,92 — 18,01 0,180
Muskelflache (%) 4,15 0,18 — 14,16 4,89 0,36 — 12,23 0,937
Bindegewebsflache (%) | 52,78 | 42,94-64,38 | 52,88 | 15,66 -72,33 | 0,937
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4.5.2 Gewebeverteilung in Teil-ROls

Die Teil-ROls ergeben sich aus der wie in Kapitel 2.8.2 beschriebenen Festlegung der Regi-
ons of Interest. Die Bezeichnung der Teil-ROls erfolgt nach ihrer Lage im Gewebeschnitt,
proximal und distal sowie endostal und periostal.

Proximale endostale ROI

Beim Hauptgewebeanteil handelte es sich um in der proximalen endostalen ROl um Binde-
gewebe (
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Tabelle 8), wobei der Median in beiden Gruppen vergleichbar hoch war (Gruppe 1: 63,05 %,
Gruppe 2: 71,01 %). Die Streuung war jedoch in der zweiten Gruppe sehr viel groler
(Abbildung 85). Beide Gruppen zeigten beim Knochengewebeanteil in diesem Bereich ver-
gleichbare Werte (Median: Gruppe 1: 4,02 %, Gruppe 2: 6,79 %). Jedoch wurden in der
zweiten Gruppe bei einigen Tieren auch sehr viel hdhere Werte gemessen. Des Weiteren
zeigten beide Gruppen in diesem Bereich keinerlei Vorkommen von Knorpelgewebe und der
Anteil an Scaffold war in beiden Gruppen vergleichbar (Median: Gr. 1: 16,45 %, Gr.2: 19,20
%). Aullerdem war in der ersten Gruppe im Gegensatz zur zweiten geringgradig Muskelge-
webe in dieser ROI prasent (Median: Gr.1: 0,11 %, Gr.2: 0,00 %).
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Abbildung 85: relative Verteilung (%) der Gewebe im Verhaltnis zur Gesamtflache der proximalen endostalen ROI
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney (p<0,05) (pro Gruppe n=6)
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Tabelle 8: Darstellung der prozentualen Gewebeanteile an der Gesamtflache der proximalen endostalen ROI.
Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede. Der p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney
(p<0,05)

ChronOS Strip® +
ChronOS Strip® Spongiosa p-Wert

Parameter Median Min-Max Median Min-Max
Knochenflache (%) 4,02 0,81-9,97 6,79 1,05 -41,42 0,394
Knorpelflache (%) 0,00 0,00 — 0,00 0,00 0,00 - 0,00 0,699
Scaffoldflache (%) 16,45 2,51 - 26,33 19,20 9,27 — 24,7 0,818
Muskelflache (%) 0,11 0,00 — 7,98 0,00 0,00-0,13 0,132
Bindegewebsfldche (%) | 63,05 | 54,46 -72,66 | 71,01 12,50 -84,36 | 0,589

Proximale periostale RO/

In der proximalen periostalen ROI war bei den Tieren der zweiten Gruppe signifikant mehr
Scaffoldmaterial im Osteotomiespalt vorhanden als in der ersten (Median: Gr.1: 1,02 %,
Gr.2: 7,74 %, p = 0,009) (Abbildung 86). Den Hauptgewebeanteil in der proximo-periostalen
ROI machte Bindegewebe aus (Tabelle 9), dessen Verteilung in diesem Bereich in beiden
Gruppen ahnlich war (Gr.1: 34,80 %, Gr.2: 30,65 %). Beide Gruppen zeigten beim Knochen-
gewebeanteil in diesem Bereich ahnlich hohe Werte (Gr.1: 2,22 %, Gr.2: 2,09 %), wobei in
der zweiten Gruppe vereinzelt auch héhere Werte erreicht wurden. Der Knorpelgewebeanteil
lag in diesem Bereich in beiden Gruppen unter 1 %. Des Weiteren war in dieser Teil-ROI
Muskelgewebe in beiden Gruppen im gleichen Ausmaly prasent (Gr.1: 9,85 %, Gr.2: 10,
23 %).

115



Ergebnisse

100 [lKnochenflache

[CJknorpelfiache

N scaffoldflache
BMuskelgewebsfléche
El Bindegewebsflache

80

60

409

2 BRR2X

20

— T
ChronOS Strip® ChronOS Strip® + Spongiosa
Gruppe

Abbildung 86: relative Verteilung (%) der Gewebe im Verhaltnis zur Gesamtflache der proximalen periostalen ROI
(p*=0,009) p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney (p<0,05) (pro Gruppe n=6)

Tabelle 9: Darstellung der prozentualen Gewebeanteile an der Gesamtflache der proximalen periostalen ROI.
In der zweiten Gruppe wurde signifikant mehr Scaffoldmaterial in dieser ROl gemessen als in der ersten Gruppe.
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney (p<0,05)

ChronOS Strip® +
ChronOS Strip® Spongiosa p-Wert

Parameter Median Min-Max Median Min-Max
Knochenflache (%) 2,22 0,00 -4,69 2,09 0,00 — 27,45 0,937
Knorpelflache (%) 0,00 0,00 - 0,03 0,00 0,00 - 0,00 0,699
Scaffoldflache (%) 1,02 0,00 — 6,04 7,74 3,90 - 17,39 0,009
Muskelflache (%) 9,85 0,00 — 28,70 10,23 1,55 — 34,92 0,699
Bindegewebsflache (%) | 34,80 | 15,31 -68,19 | 30,65 13,09 -67,97 | 0,699
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Distale endostale ROI

Beim Hauptgewebeanteil in der distalen endostalen ROI handelte es sich um Bindegewebe
(Tabelle 10), das in beiden Gruppen im Median gleich stark prasent war (Gr.1: 64,60 %,
Gr.2: 62,99 %) (Abbildung 87). Beide Gruppen erreichten beim Knochengewebeanteil im
Median ahnliche hohe Werte (Gr.1: 2,89 %, Gr.2: 6,34 %) in diesem Bereich. Allerdings er-
reichte die zweite Gruppe in diesem Parameter vereinzelt auch hohere Werte. Des Weiteren
war der Anteil an Scaffoldflache in beiden Gruppen vergleichbar (Median Gr.1: 17,20 %,
Gr.2: 19,49 %). Knorpel- und Muskelgewebeanteile lagen in dieser ROl im Median in beiden
Gruppen unter 1 %.
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Abbildung 87: relative Verteilung (%) der Gewebe im Verhaltnis zur Gesamtflache der distalen endostalen ROI

p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney (p<0,05) (pro Gruppe n=6)

Tabelle 10: Darstellung der prozentualen Gewebeanteile an der Gesamtflache der distalen endostalen ROI.

Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede; p-Wert bezieht sich auf den Mann-Whitney-U-Test

ChronOS Strip® +
ChronOS Strip® Spongiosa p-Wert

Parameter Median Min-Max Median Min-Max
Knochenflache (%) 2,89 0,15-17,12 6,34 0,79 — 40,46 0,394
Knorpelflache (%) 0,00 0,00 — 0,06 0,00 0,00 - 3,35 0,818
Scaffoldflache (%) 17,20 3,24 — 20,67 19,49 4,22 - 27,35 0,589
Muskelflache (%) 0,00 0,00 — 8,69 0,00 0,00 - 0,00 0,394
Bindegewebsfldache (%) | 64,60 | 43,65-73,67 | 62,99 20,76 — 92,85 1,000
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Distale periostale RO!

In der distalen periostalen ROl war bei den Tieren der zweiten Gruppe signifikant mehr Scaf-

foldmaterial im Osteotomiespalt vorhanden als in der ersten (Median: Gr.1: 2,33 %, Gr.2:
11,31 %, p = 0,041) (Abbildung 89). Bindegewebe bildete auch in dieser Teil-ROI den haupt-

sachlichen Gewebeanteil (Tabelle 11) und war in beiden Gruppen gleich stark prasent (Me-

dian Gr.1: 43,86, Gr.2: 43,78 %). Der Knochengewebeanteil war in Gruppe zwei im Median
ahnlich hoch (Gr.1: 0,64 %, Gr.2: 2,15 %), jedoch zeigten die Werte in der zweiten Gruppe

eine gréRere Streuung als in der ersten. Der Knorpelgewebeanteil lag in dieser ROI in bei-

den Gruppen bei unter 1 %. Der Muskelgewebsanteil zeigte in beiden Gruppen &hnliche
Werte (Median Gr.1: 5,38 %, Gr.2: 8,76 %).
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Abbildung 88: relative Verteilung (%) der Gewebe im Verhaltnis zur Gesamtflache der distalen periostalen ROI
(p*=0,041) p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney (p<0,05) (pro Gruppe n=6)

Tabelle 11: Darstellung der prozentualen Gewebeanteile an der Gesamtflache der distalen periostalen ROI

signifikante Unterschiede liegen in der Scaffoldverteilung vor; p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-

Whitney (p<0,05)
ChronOS Strip® +
ChronOS Strip® Spongiosa p-
Parameter Median Min-Max Median Min-Max Wert
Knochenflache (%) 0,64 0,01 —3,94 2,15 0,00 - 30,42 0,818
Knorpelflache (%) 0,00 0,00 — 0,00 0,00 0,00-0,18 0,394
Scaffoldflache (%) 2,33 0,00 - 7,07 11,31 1,48 — 13,88 0,041
Muskelflache (%) 5,38 0,36 — 31,09 8,76 0,00 - 20,26 0,818
Bindegewebsflache (%) | 43,86 | 21,31 -68,43 | 43,78 16,92 — 64,51 1,000
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4.6 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen

4.6.1 Vaskularisierung

Zur Zahlung der Gefalle wurden 12 Paraffinschnitte verwendet, die mit der immunhistoche-
mischen Farbung o-sma angefarbt wurden. Die Auszahlung der Gefalde erfolgte je Praparat
in 15 Gesichtsfeldern, wie in Kapitel 3.8.5. Gefallzahlung beschrieben.

Insgesamt ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der GefaRdichte der
Gesamt-ROI zwischen den beiden Gruppen. Die Medianwerte lagen mit 29,99 Gefalen je
mm? in der ersten Gruppe und 28,08 GefiaRen je mm? in der zweiten Gruppe (Tabelle 12)
vergleichbar hoch (Abbildung 89). Die Streuung war dabei in der ersten Gruppe etwas gro-

Rer als in der zweiten.

707

60

50

40

307

207

GefiRdichte (nimm?) GesamtROI

T I
ChronOS Strip® ChronQS Strip® + Spongiosa
Gruppe
Abbildung 89: Darstellung der GefaRdichte (n/mm?) in der Gesamt-ROI
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)

Tabelle 12: Darstellung der GefaRdichte (n/mm?) in der Gesamt-ROI
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p< 0,05)

Gruppe Mittelwert | Median Min - Max Stan_dard- p-Wert
abweichung

ChronOS Strip® 34,13 29,99 17,80 - 66,30 18,13

ChronOS Strip® + 27,82 | 2808 | 18,89-33,84 5,42 0,818

Spongiosa
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4.6.2 Osteoklastendichte

Zur Bestimmung der Osteoklastendichte wurde die TRAP-Farbung an 12 Paraffinschnitten

verwendet. Die Auszahlung der Osteoklasten erfolgte wie in Kapitel 3.8.6. Osteoklastenzah-

lung beschrieben, auf der Kortikalis sowie im kndchernen Kallusgewebe.

Osteoklastendichte auf der Kortikalis

Die Osteoklastendichte der Kortikalis lag im Median in der ersten Gruppe bei 1,72/mm? und

in der zweiten bei 3,64/mm? und war damit in beiden Gruppen &hnlich hoch (Tabelle 13). In

der zweiten Gruppe konnte jedoch eine groere Streuung mit vereinzelt hdheren Werten

beobachtet werden (Abbildung 90).

Osteoklastendichte Kortikalis {(nfmm?2) Gesamt-ROI

T
ChronOS Strip® ChronQS Strip® + Spongiosa
Gruppe

Abbildung 90: Darstellung der Osteoklastendichte (n/mm?) an der Kortikalis in der Gesamt-ROI
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney (p<0,05) (pro Gruppe n=6)

Tabelle 13: Darstellung der Osteoklastendichte (n/mm?) an der Kortikalis in der Gesamt-ROI
p-Wert bezieht sich auf U-Test nach Mann-Whitney (p< 0,05)

Gruppe Mittelwert | Median | Min - Max Stan_dard- p-Wert
abweichung

ChronOS Strip® 2,42 1,72 0,42 -6,59 2,25

ChronOS Strip® + 4,32 3,64 | 0,02-10,29 3,75 0,394

Spongiosa
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Osteoklastendichte im Kallus

Beide Gruppen erreichten im Median mit 5,13 Osteoklasten je mm? mineralisierter Kallusfla-
che in der ersten Gruppe und 5,39 Osteoklasten je mm? mineralisierter Kallusflache in der
zweiten Gruppe (Tabelle 14) ahnlich hohe Osteoklastendichten im Kallusgewebe (Abbildung
91). In der zweiten Gruppe konnte jedoch eine deutlich groRere Streuung der Werte beo-

bachtet werden.
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Abbildung 91: Darstellung der Osteoklastendichte (n/mm?) im Kallus in der Gesamt-ROI
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p<0,05) (pro Gruppe n=6)

Tabelle 14: Darstellung der Osteoklastendichte (n/mm?) im Kallus in der Gesamt-ROI
p-Wert bezieht sich auf U-Test nach Mann-Whitney mit Gruppe 1 (p< 0,05)

Gruppe Mittelwert | Median Min - Max Stan.dard- p-Wert
abweichung

ChronOS Strip® 5,24 5,13 0,96 - 9,44 2,74

ChronOS Strip® + 6,64 539 | 1,10- 15,61 5,63 0,699

Spongiosa
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4.6.3 Riesenzelldichte

Fir die Bestimmung der Riesenzelldichte im Scaffold wurden dieselben 12 TRAP-gefarbten
Paraffinschnitte verwendet wie zur Auszahlung der Osteoklasten.

Die Auszahlung der Riesenzellen erfolgte wie im Kapitel 3.8.7 Riesenzellzdhlung beschrie-
ben, in 15 Gesichtsfeldern. Die Ergebnisse ergeben sich aus der Gesamt-ROI, die sich aus
den 15 Gesichtsfeldern zusammensetzt und werden auf die Bindegewebsflache in Quadrat-
millimetern je untersuchtes Areal bezogen.

Die Riesenzelldichte im Bindegewebe im Osteotomiespalt war im Median bei Gruppe zwei
mit 49,50/mm? hoher als in der ersten mit 29,17/mm? (Tabelle 15), jedoch war dieser Unter-
schied statistisch nicht signifikant. Zudem war die Streuung in der zweiten Gruppe héher, da

einige Tiere eine hohere Riesenzelldichte aufwiesen (Abbildung 92).
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Abbildung 92: Darstellung der Riesenzelldichte (n/mm?) in der Gesamt-ROlI
p-Wert bezieht sich auf den U-Test nach Mann-Whitney (p<0,05) (pro Gruppe n=6)

Tabelle 15: Darstellung der Riesenzelldichte (n/mmz) in der Gesamt-ROI
p-Wert bezieht sich auf U-Test nach Mann-Whitney (p< 0,05)

. . . Standard-
Gruppe Mittelwert | Median Min - Max abweichung p-Wert
ChronOS Strip® 36,91 2017 | 2,88 -87,66 31,54
ChronOS Strip® + 0.310
Spongiosa 55,63 4950 | 24,50-109,72 30,15 ’

122




Diskussion

4.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.7.1 Operations- und Standzeitbefunde

Insgesamt gingen nach einer Standzeit von zwolf Wochen zwolf Tiere in die Auswertung ein.
Die Narkose und den operativen Eingriff Gberstanden funfzehn Tiere ohne Komplikationen.
Ein Tier verstarb direkt postoperativ in der Aufwachphase aufgrund von Narkosekomplikatio-
nen. Zwei andere Tiere, davon je eins aus jeder Gruppe, mussten wegen Traumata im Stall
vorzeitig aus dem Versuch genommen werden. Die Tiere zeigten eine Vollbelastung des
osteotomierten Hinterbeins bei leicht verandertem Gangbild, aufgrund des montierten Hyb-
rid-Rinfixateurs. In der ersten Gruppe zeigten finf Tiere leichte Entziindungen an den Draht-
eintrittsstellen, wovon vier Tiere aufgrund eitriger Infektionen antibiotisch versorgt werden
mussten. Zwei Tiere dieser Gruppe mussten aufgrund von Verformungen oder Briichen der
Schanz-Schrauben reoperiert werden. Beide erholten sich unter analgetischer sowie antibio-
tischer Versorgung. In der zweiten Gruppe kam es bei vier Tieren zu eitrigen Entzindungen
an den Eintrittstellen der K-Drahte, die je nach Bedarf analgetisch und antibiotisch bis zur
Besserung versorgt wurden. Zwei Tiere der zweiten Gruppe erlitten Traumata des operierten
Beckenkamms an einer Heuraufe und mussten daher an dieser Stelle zusatzlich einer tagli-
chen Wundtoilette unterzogen sowie antibiotisch und analgetisch versorgt werden. Eines
dieser beiden Tiere musste im weiteren Verlauf der Standzeit aufgrund eines weiteren Trau-

mas vorzeitig aus den Versuch genommen werden.

4.7.2 Radiologie

Im Vergleich mit den Aufnahmen postoperativ zeigten sich nach vier Wochen in beiden
Gruppen kaum Veranderungen. Allein der Scaffold schien in seiner Struktur aufgelockert.
Nach acht Wochen zeigten sich bei vier Tieren der ersten Gruppe Hinweise auf eine erste
Kallusbildung in Form von leichten rontgendichten Verschattungen an der Kortikalis und de-
zenten wolkenartigen Verschattungen im Scaffold. Die anderen zwei Tiere der ersten Gruppe
zeigten bis zu diesem Zeitpunkt keine Hinweise auf Kallusbildung. Des Weiteren waren bei
vier Tieren zu diesem Zeitpunkt leichte und bei zwei Tieren deutliche radiologische Lysen an
den Schanz-Schrauben erkennbar. In der zweiten Gruppe hatte sich nach acht Wochen bei
allen Tieren deutlich mehr Kallusgewebe gebildet, das in Form von umfangreichen, rontgen-
dichten Verschattungen im Osteotomiespalt zu beobachten war. Dabei war es bei zwei Tie-
ren bereits zu einer unilateralen Uberbriickung des Defektbereiches gekommen. Zudem wa-
ren in dieser Gruppe nach acht Wochen bei vier Tieren leichte und bei einem Tier eine deut-
liche Lyse an den Schanz-Schrauben zu beobachten. Nach zwdlf Wochen war bei drei Tie-
ren der ersten Gruppe erstmals mineralisiertes Kallusgewebe erkennbar. Bei den anderen

drei Tieren hatte das Kallusgewebe deutlich an Umfang und Mineralisation zugenommen. In
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der ersten Gruppe waren radiologische Lysen bei einem Tier leicht und bei finf Tieren deut-
lich erkennbar. In der zweiten Gruppe hatte im Kallusgewebe vor allem der Grad der Minera-
lisation deutlich zugenommen. Radiologische Lysen waren bei vier Schafen leicht und bei

zwei Schafen deutlich erkennbar.

4.7.3 Computertomographische Untersuchungen

Anhand der 3D-Rekontruktion der HR-pQCT-Messungen nach 12 Wochen war bei den Tie-
ren der ersten Gruppe insgesamt weniger Kallus zu beobachten als bei den Tieren der zwei-
ten Gruppe. Bei zwei Tieren der zweiten Gruppe war eine unilaterale, knocherne Uberbri-
ckung der Defektstrecke und bei den Ubrigen Tieren dieser Gruppe vor allem lateral im Os-
teotomiedefekt Kallusbildung zu beobachten. Bei den Tieren der ersten Gruppe hatte sich,
bis auf ein Tier, nur wenig mineralisiertes Kallusgewebe gebildet. Bei allen Tieren beider
Gruppen waren streifenartig verlaufend Reste des Scaffolds im Osteotomiebereich zwischen
den Kortikalisenden erkennbar. Die statistische Auswertung ergab im Vergleich des TV, BV
und BMC innerhalb der 40 mm Defektstreckte flr einzelne Tiere der zweiten Gruppe deutlich
hohere Werte, jedoch ergab sich fir keinen der analysierten Parameter (TV, BV, BV/TV,
BMD, BMC) ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

In der Mikro-CT Messung des proximalen und distalen Ubergangs von Kortikalis, Scaffold
und Kallus zeigte die zweite Gruppe ein signifikant groReres Gesamtkallusvolumen. Einzelne
Tiere der Gruppe zwei wiesen auch hier deutlich héhere Werte im BV und BMC auf, ein sta-
tistisch signifikanter Unterschied ergab sich in den anderen ausgewerteten Parametern (BV,
BV/TV, BMD, BMC) jedoch nicht.

4.7.4 Deskriptive Histologie

Das histologische Erscheinungsbild dhnelt sich in beiden Gruppen. Den Hauptgewebeanteil
im Osteotomiespalt machte beim Grolteil der Tiere lockeres Bindegewebe aus, das in die
Scaffoldporen eingewachsen war und diesen vollstdndig umgab. In der zweiten Gruppe wur-
de mehr kndcherner Kallus gebildet wurde. Bei zwei Tieren der zweiten Gruppe machte Ge-
flechtknochen den Hauptgewebeanteil im Osteotomiespalt aus und hatte die Defektstrecke
unilateral Gberbriickt. Insgesamt handelte es sich beim knéchernen Kallus in beiden Gruppen
hauptsachlich um ungeordneten Geflechtknochen, der stellenweise zu Lamellenknochen
umgeformt und mit Osteonen durchzogen war. Die Geflechtknochentrabekel waren gréten-
teils von lockerem, hamatopoetischem Bindegewebe umgeben, an deren Randern sich ket-
tenartig aufgereiht Osteoblasten, Osteoid sowie Osteoklasten befanden. Das kristalline Scaf-
foldmaterial wurde in beiden Gruppen gleichermallen von zahlreichen Riesenzellen abge-
baut. Hyaliner Knorpel war in beiden Gruppen gleichermalien selten zu beobachten. Die

operativ gesetzte Osteotomiekante war bei flinf Tieren der ersten Gruppe und zwei Tieren
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der zweiten Gruppe nach zwolf Wochen Heilungszeit abgerundet und vermehrt mit Osteo-

klasten besetzt.

4.7.5 Histomorphometrie

In beiden Gruppen machte Bindegewebe in der Gesamt-ROI den Hauptgewebeanteil aus.
Einzelne Tiere der zweiten Gruppe zeigten deutlich h6here Knochengewebsanteile. Knorpel-
gewebe wurde dagegen in beiden Gruppen kaum gemessen. Im Vergleich beider Gruppen
ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich sdmtlicher Gewebe in der
Gesamt-ROI. Bei der Untersuchung der einzelnen Teil-ROIs ergaben sich lediglich fur die
Scaffoldflache in der proximalen periostalen und in der distalen periostalen ROI in Gruppe
zwei signifikant héhere Werte. Fir alle anderen Parameter ergaben sich in den einzelnen

Teil-ROls keine statistisch signifikanten Unterschiede.

4.7.6 Vaskularisierung

Beide Gruppen wiesen zum Zwdlfwochenzeitpunkt im Median mit 29,99 GefaRen pro mm? in
Gruppe eins und 28,08 GefaRen pro mm? in Gruppe zwei eine gleich starke Vaskularisierung

des Scaffolds auf.

4.7.7 Osteoklastendichte

An der Kortikalis erreichte die Osteoklastendichte im Median mit 1,72 Osteoklasten pro mm?
in Gruppe eins und 3,64 Osteoklasten mm? in der zweiten Gruppe dhnlich hohe Werte.

An der mineralisierten Kallusflache im Osteotomiespalt war im Median mit 5,13 Osteoklasten
pro mm? in der ersten und 5,39 Osteoklasten pro mm? in der zweiten Gruppe eine dhnliche

Osteoklastendichte in beiden Gruppen zu beobachten.

4.7.8 Riesenzelldichte

Die Riesenzelldichte im bindegewebig durchzogenen Scaffold war im Median bei Gruppe
zwei mit 49,50 Riesenzellen pro mm? hdher als in der ersten mit 29,17 Riesenzellen pro

mm?, allerdings ohne statistische Signifikanz.
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5. Diskussion

Die Rekonstruktion ausgedehnter, segmentaler Knochendefekte, wie sie nach Hochenergie-
traumen, Infektsanierung, tumordser Destruktion und Resektion sowie Revisionsoperationen
vorkommen, stellen klinisch noch immer ein besonderes Problem dar (Pneumaticos et al.
2010). Insbesondere die Tibia weist eine hohe Non-Union-Rate von 1,1% bis zu 19 % auf
(Oni et al. 1988; Sarmiento et al. 1995; Fong et al. 2013; Panteli et al. 2015). Sie besitzt auf-
grund des wenigen umgebenden Bindegewebes nur wenig Potential, einen gro3en segmen-
talen Defekt zu heilen (Khatod et al. 2003; DeCoster et al. 2004). Die Behandlungsverfahren
sind aufwendig und mit zahlreichen Nachteilen wie einer hohen Entnahmemorbiditat oder
einer schlechten Einheilungsrate, einer langen Operationszeit, dem Risiko von Infektionen
oder zusatzlichen Verletzungen von Gefalken oder Nerven behaftet (Perry 1999; Mahendra
und Maclean 2007). Als Goldstandard in der Behandlung gilt derzeit der autologe, vaskulari-
sierte Knochentransfer, der neben einem aufwendigen mikrochirurgischen Operationsverfah-
ren den Nachteil einer limitierten Verfligbarkeit birgt (Mahendra und Maclean 2007). Daher
werden scaffoldbasierte Therapieoptionen als Alternative untersucht (Reichert et al. 2011;
Berner et al. 2012; Cipitria et al. 2012; Reichert et al. 2012a).

Der optimale Knochenersatzstoff sollte osteogenetische, osteoinduktive und osteokonduktive
Eigenschaften besitzen, stets einsatzfahig, einfach zu handhaben, biokompatibel, bioresor-
bierbar, stabil und sterilisierbar sein (Giannoudis et al. 2005; Van der Stok et al. 2011). Au-
Rerdem sollte er eine definierte Porengrélle und Geometrie aufweisen, um als Leitstruktur
die Kolonisation, Migration, Wachstum und Differenzierung von Zellen zu unterstitzen und
die Entwicklung des gewilinschten Gewebes zu leiten (Hutmacher et al. 2007).

In dieser Studie wurde ein Kompositscaffolds aus Poly-Lactid-co-e-Caprolacton und B-
Trikalziumphosphat mit einer Gesamtporositat von 60 %, interkonnektierenden Poren von
100 - 500 pym und Mikroporen kleiner als 10 ym verwendet. Dabei handelt es sich um einen
porosen, flexibel formbaren Streifen, der vernaht und zu einem Hohlzylinder geformt werden
kann. Er wurde zur Unterstlitzung der Regeneration eines ausgedehnten, segmentalen Kno-
chendefektes eingesetzt. Dazu wurde ein neuartiges kritisches Osteotomiedefektmodell in
der Schafstibia, stabilisiert mittels Hybrid-Ringfixateur, etabliert. Durch die Kombination des
Scaffolds mit osteoinduktiver, autologer Spongiosa sollte die Knochendefektheilung zusatz-
lich stimuliert werden.

Ziel dieser Studie war es, zu Uberprifen, ob ein mittels Hybrid-Ringfixateur stabilisiertes 40-
mm-Osteotomie-Defektmodell in der Schafstibia geeignet ist regenerative Therapieansatze
zu untersuchen. Des Weiteren wurde untersucht ob die Verwendung eines Kompositscaf-

folds aus Poly-Lactid-co-e-Caprolacton und B-Trikalziumphosphat sich eignet die Regenera-
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tion eines segmentalen kritischen Knochendefektes zu unterstitzen. Aulierdem sollte analy-
siert werden, ob die Kombination des Scaffolds (ChronOS Strip®) mit osteoinduktiver, auto-
loger Spongiosa die Knochendefektheilung stimuliert und zu einem weiter fortgeschrittenen

Heilungsergebnis nach zwolf Wochen fuhrt.

5.1. Diskussion von Materialien und Methoden

5.1.1 Untersuchungsmodell

Tiermodell

Bevor neuartige Materialien als Knochenersatz im Patienten Anwendung finden, missen sie
ausreichend untersucht werden. In In-vitro-Modellen kénnen die komplexen Vorgange der
Frakturheilung nicht ausreichend analysiert werden, weshalb ein dem Menschen maoglichst
ahnliches Modell zur Untersuchung herangezogen werden sollte (Roach et al. 1989;
Schimandle und Boden 1994a). Versuche an Tieren, deren artspezifische Fahigkeit, unter
den Versuchseinwirkungen zu leiden, starker entwickelt ist, dirfen laut Tierschutzgesetz nur
durchgefihrt werden, soweit Tiere, deren derartige Fahigkeit weniger stark entwickelt ist, fur
den verfolgten Zweck nicht ausreichen (Tierschutzgesetz §7a(2)5).

Die Untersuchung des Heilungsverlaufs grofler segmentaler Knochendefekte zu Lebzeiten
eines Patienten sind auf nicht invasive Methoden, wie radiologische oder computertomogra-
phische Techniken, beschrankt. Biopsien und Gewebeproben kénnen nur in sehr seltenen
Fallen histologisch untersucht werden. Die Entnahme von humanen Proben stellt vor allem
ein ethisches Problem dar. Deshalb konnen solche umfangreichen Knochenheilungsstudien
in der muskuloskelettalen Forschung nur im Tiermodell unter standardisierten Bedingungen

untersucht und repliziert werden (Roach et al. 1989; Pearce et al. 2007).

Schafmodell

Als Modell zur Untersuchung der Knochendefektheilung wurde in dieser Studie das Schaf
gewahlt, da die ovine Tibia bezuglich ihrer Form, GréRe, Festigkeit, Struktur und Vaskulari-
sierung gut mit den Dimensionen der humanen Tibia vergleichbar ist (Wissing et al. 1990).
Das ermdglicht die Verwendung humanmedizinischer Implantate und in der vorliegenden
Studie die erfolgreiche Implantation eines Kompositscaffolds, der in gleichen Dimension
auch beim Menschen zum Einsatz kommen wuirde. Des Weiteren sind auch das Remo-
delling, die Regeneration und das Knocheneinwachsverhalten in porése Implantate mit de-
nen des Menschen vergleichbar (Martini et al. 2001; Willie et al. 2004).
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Andere Versuchstiere wie Ratten, Mause, Kaninchen, Hunde oder Schweine erscheinen
besonders in Bezug auf Knochendimensionen, Struktur oder aber auch im Hinblick auf die
Dynamik der Knochendefektheilung im Vergleich zum Schaf weniger geeignet (Hollinger und
Kleinschmidt 1990; Kleinschmidt und Hollinger 1992; Metak et al. 1998; den Boer et al. 1999;
Martini et al. 2001). Ein weiterer Vorteil des Schafes fur die aktuelle Studie ist die Tatsache,
dass eine Kontamination des Wundgebietes durch Belecken oder Beknabbern wie bei Hun-
den oder Schweinen bei Schafen nicht vorkommt. Hinzu kommt, dass die Unterbringung,
Versorgung und das Handling von Schafen in der Versuchstierhaltung sich einfach gestalten
(Roach et al. 1989). Extrembelastungen der operierten Gliedmale konnten durch das trai-
nierte Zutrauen zum Menschen, Herdenhaltung sowie behutsames Einfangen und Behan-

deln im Rahmen der vorliegenden Studie gering gehalten werden.

Heilungszeit

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Wahl des Tiermodells ist die Heilungszeit, die der des
Menschen ahneln sollte. Bei kleineren Versuchstieren (Ratte, Maus, Kaninchen) dauert die
kndcherne Durchbauung einer Fraktur aufgrund ihrer primitiven Knochen nur wenige Wo-
chen, wodurch ein Vergleich der Frakturheilungszeiten beim Menschen unmdglich wird
(Stdrmer und Schuchardt 1980a; Metak et al. 1998). Auch Rinder und Pferde sind aufgrund
ihrer deutlich langeren Frakturheilungszeiten und auch wegen ihrer GroRRe nicht fur die Erfor-
schung der Knochendefektheilung geeignet (Roach et al. 1989).

Metak und Mitarbeiter konnten anhand eines Interspeziesvergleichs zeigen, dass sich die
Ablaufe der Knochendefektheilung vom Schaf am besten auf die humanen Verhéaltnisse
Ubertragen lassen (Metak et al. 1998). Insbesondere flir Langzeitstudien ist das Schaf gut
geeignet, da es je nach Versorgungstechnik eine ahnlich lange Frakturheilungszeit von
sechs bis acht Wochen aufweist (Stirmer und Schuchardt 1980b; Wu et al. 1984; Goodship
et al. 1993). Unter externer Fixation ist die Heilungszeit eines Knochendefektes im Vergleich
zu anderen Fixationsmethoden signifikant langer (Konrad und Sudkamp 2007). Bei grolRen,
segmentalen Knochendefekten laufen die Phasen der Frakturheilung zudem verzégert ab,
sodass die Phase des Remodellings erst in der sechsten bis neunten Woche der Frakturhei-
lung einsetzt (Liu et al. 2010; Peters et al. 2010) und Uber vier bis sechs Monate andauern
kann (delayed-union) (Runkel und Rommens 2000). Steht der Heilungsprozess und erfolgt
keine kndcherne Uberbriickung nach sechs bis acht Monaten, hat sich eine Pseudarthrose
(non-union) gebildet, die Heilung wird ausbleiben (Runkel und Rommens 2000). Um die Hei-
lungsablaufe in einer spaten Phase der Defektheilung genau beobachten zu kdnnen, wurden
in der vorliegenden Studie die Proben nach einer verlangerten Heilungszeit von zwdlf Wo-
chen gewonnen. Histologisch konnte die Knochenheilung zu diesem Untersuchungszeitpunkt

zur Phase des harten Kallus/Remodelling zugeordnet werden. Die Integration von Scaffold-
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material in den Kallus und die beginnende Resoprtion dieses Materials sowie eine vorange-
schrittene Knochenformation konnten dargestellt werden. Die Phase der Entziindung war
abgeschlossen, die Revaskularisierung stark vorangeschritten und in Lakunen eingebettete
Osteozyten sowie Osteoblasten, die Osteoid abschieden, konnten an Knochentrabekeln be-
obachtet werden. Zwolf Wochen post OP lag bei allen Tieren beider Gruppe eine verzdgerte
Defektheilung vor, bei zwei Tieren der zweiten Gruppe war der Defektbereich zwar unilateral
kndchern Uberbriickt, diese Uberbriickung war jedoch nicht vollstéandig abgeschlossen. Der
Untersuchungszeitpunkt von zwdlf Wochen erwies sich daher als geeignet, die Heilungsab-
laufe in einer spaten Phase der Defektheilung und damit eine verzdgerte Heilung zu untersu-
chen. Aufgrund der durch die Rdntgenverlaufkontrollen beobachtete Stagnation des Kallus-
wachstums nach acht Wochen Heilungszeit kdnnte es im weiteren Verlauf zu einer Pseu-

darthrosebildung (non-union) nach sechs bis acht Monaten kommen.

Kritischer Defekt

Ein kritischer Defekt wird definiert als ein Defekt, der zwei- bis zweieinhalb mal so groR ist,
wie der Durchmesser des betroffenen Knochens (Lindsey et al. 2006; Gugala Z. et al.
2007; Reichert et al. 2009). Die GroRe eines kritischen Defektes, der per Definition in einem
Versagen der spontanen Frakturheilung und somit zu einer Pseudarthrose flihrt, variiert stark
je nach Tierspezies und Extremitat (Hollinger und Kleinschmidt 1990; Dodde et al. 2000;
Lindsey et al. 2006). Beim Schaf gilt dabei ein leerer diaphyséarer Defekt von 20 mm ohne
Anwendung eines Implantates als kritisch (Brunner et al. 1990; Gerhart et al. 1993; Gao et
al. 1997a). Der Fixationstyp spielt bei dieser DefekigroRe, bei einem leeren Defekt keine
Rolle (Gao et al. 1997a). Ein Defekt, der mit einem Platzhalter in Form eines Knochenersatz-
stoffes gefullt wird, muss jedoch um zu einer Pseudarthrose zu flihren, groRer sein (Gao et
al. 1997a). In der Schaftibia wird am haufigsten ein kritischer Defekt von 30 - 40 mm ver-
wendet, um das Heilungspotential von Knochenersatzstoffen zu untersuchen (Bloemers et
al. 2003; den Boer et al. 2003; Hahn et al. 2011; Cipitria et al. 2012). In der aktuellen Studie
wurde zur Untersuchung eines PCL-B-TCP-Scaffolds (ChronOS Strip®) ein 40-mm-
Volldefekt gewahlt, um trotz Verwendung eines Knochenersatzstoffes als Platzhalter die De-
fektheilung Uber eine adaquate Defektstrecke untersuchen zu kénnen. Anhand der Ergeb-
nisse zeigt sich, dass es sich bei der Defektstrecke von 40 mm um einen kritischen Defekt
handelte. Keines der Tiere beider Gruppen wies nach zwdlf Wochen eine vollstandige Uber-
briickung des Defektes auf. Bei zwei Tieren der zweiten Gruppe kam es lediglich zu einer
unilateralen Uberbriickung, die Heilung des Defektes war jedoch noch nicht abgeschlossen.
Der in der aktuellen Studie geschaffene kritische Defekt von 40 mm entspricht den Kriterien
eines Defektes kritischer Grolde, da er den zweifachen Durchmesser der Tibia Ubersteigt und

voraussichtlich nicht in der physiologischen Heilungszeit von ca. sechs Monaten verheilt sein
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wird (Schmitz und Hollinger 1986; Gugala und Gogolewski 1999; Gugala et al. 2007;
Reichert et al. 2009).

Osteosynthese-Technik

Zur Fixierung von Defekten kritischer Grofe in der Schafstibia sollte eine Technik verwendet
werden, die in ahnlicher Weise beim Menschen Anwendung findet, da die Ergebnisse aus
dem praklinischen Modell Aufschluss Uber die spatere Verwendung am Menschen geben
sollen. Da Schafe jedoch nicht wie der Mensch eine kontrollierte Teilbelastung der Gliedma-
Re ausliben kdnnen, muss ein stabileres System verwendet werden oder ein Kompromiss
aus Fixationssystem und Bewegungseinschrankung der Tiere post-OP eingegangen werden
(Stirmer 1984).

Zur Stabilisierung eines kritischen Defekts wurden bereits verschiedene Techniken etabliert
und angewandt wie z. B. uni- oder bilaterale externe Fixateure (Gugala und Gogolewski
1999; Kon et al. 2000), intramedullare Marknagel (Bloemers et al. 2003; den Boer et al.
2003; Regauer et al. 2005) sowie einfache oder doppelte Fixationsplatten (Hahn et al. 2011;
Cipitria et al. 2012). Nachteile dieser Osteosynthesemethoden sind die unerwinschten
Wechselwirkungen wie eine gestorte Blutzirkulation, die z. B. zwischen Kompressionsplatten
und Knochen auftreten kénnen und so einen starken Einfluss auf den zu untersuchenden
Defektbereich haben (Krischak et al. 2002; Hahn et al. 2011). Marknagel oder Plattenfixati-
onssysteme beeinflussen die zu untersuchende Defektstelle sehr stark, sie wirken defektnah,
neben dem Scaffold als Leitstruktur, an der Knochengewebe entlangwachsen kann oder
fullen den Defekt selbst (Cipitria et al. 2012; Rentsch et al. 2014). Auch intramedullare
Marknagel beeinflussen allein durch ihre Position den zu untersuchenden Defektbereich und
viele neuartige Modelle, die Plattensysteme verwenden, bendtigen eine zusatzliche Stabili-
sierung mittels Vollcast oder eine Aufthangung im Gurtsystem, um die vollstandige Belastung
der Gliedmalde auszugleichen (Cipitria et al. 2012; Berner et al. 2013).

In der vorliegenden Studie wurde ein externer Hybrid-Ringfixateur bestehend aus zwei
llizarov-Drahten und flnf Schanz-Schrauben zur Stabilisierung eines 40-mm-Volldefektes in
der Schafstibia verwendet. Diese externe Osteosynthesetechnik bietet eine vielseitige und
einfache Anwendung, einen besseren Schutz des dulleren Weichgewebes und vermeidet
unerwlinschte Wechselwirkungen zwischen Knochen und Fixationssystem (Krischak et al.
2002; Hahn et al. 2011). Der verwendete externe Hybrid-Ringfixateur lasst eine axiale Belas-
tung zu, wobei Scher- und Torsionskrafte weitestgehend ausgeschaltet sind. Die llizarov-
Drahte ermdglichen eine gewisse Dynamik, um die Stabilitdt der Osteosynthese bei soforti-
ger Belastung der Gliedmalie post OP zu gewahrleisten. Zusatzlich ermdglicht ein externes
Fixationssystem die Schaffung eines standardisierten leeren Knochendefektes, in den dann

Knochenersatzstoffe eingebracht, befiillt und anschlieRend der gesamte Defektbereich un-
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tersucht werden kann (Reichert und Devakara 2010; Hahn et al. 2011). Allerdings bietet die-
se Osteosynthesetechnik fir die Tiere wenig Komfort und die Pins kénnen als Eintrittspforte
fur Keime dienen, weshalb eine aufwendige Pinpflege nétig ist.

Das hier verwendete Fixationssystem musste im Rahmen der aktuellen Studie bei dem ein-
gesetzten weichen Scaffold die komplette Last der Gliedmalie tragen und war relativ starr.
Zudem muss bei so einem Modell am Schaf beachtet werden, dass diese Tiere zum einen
alle Gliedmalien stets gleichmallig belasten und es zum anderen bei Fluchtreaktionen im
Stall schnell zu kritischen Belastungen und im Rahmen von Unfallsituationen zu einem Ver-
sagen der Osteosynthese kommen kann. Auch Scherbewegungen kdnnen nicht zuverlassig
ausgeschlossen werden, wodurch bei einer Uberbelastung Pins aus dem Knochen ausbre-
chen kénnen, was im Verlauf dieser Studie auch bei drei Tieren aufgrund von Unféllen im
Stall der Fall war. Bei einem Tier wurde eine Re-OP durchgefiihrt, zwei andere Schafe, je
eins aus jeder Gruppe, mussten vorzeitig aus dem Versuch genommen werden.

Die aufgestellte Hypothese, dass der verwendete Hybrid-Ringfixateur geeignet ist einen 40-
mm-Osteotomie-Defekt in der Schaftibia zu stabilisieren und so die Untersuchung regenera-
tiver Therapieansatze zu erméglichen, kann bestatigt werden, da er zum einen eine sofortige
physiologische Belastung der Gliedmale post OP ohne Bewegungseinschrankung oder Ein-
zelhaltung ermdglichte und zum Anderen die Gewinnung und Auswertung standardisierter
Proben von sechs Tieren je Gruppe ermdglichte, die den vollstandigen Defektbereich mit
darin eingebrachtem Scaffold und das lber zwolf Wochen gebildete Kallusgewebe umfass-

ten.

5.1.2 Knochenersatzmaterial

Die Verwendung eines Knochenersatzmaterials wird notwendig, wenn ein Knochendefekt
besteht, der nicht durch herkdmmliche Therapieoptionen heilen kann. Das Knochenersatz-
material soll den Knochen nicht vollstandig ersetzen, sondern die Kontinuitat und die mecha-
nische Belastbarkeit des Knochens wiederherstellen sowie die Menge, Qualitdt und Ge-
schwindigkeit der Knochenneubildung positiv beeinflussen (Rueger 1998).

Bei dem in dieser Studie verwendeten Knochenersatz (ChronOS Strip®) handelt es sich um
ein Komposit aus Poly-Lactid-co-¢-Caprolacton (PCL) und B-Trikalziumphosphat (B-TCP).
Die Kombination dieser Materialien fuhrt zu einer Verbesserung der Eigenschaften im Ver-
gleich zu den Einzelkomponenten. Polymere wie Polycaprolactone haben eine hdhere Elas-
tizitat als Keramiken, wodurch das Komposit eine geringere Steifigkeit und eine niedrigere
mechanische Belastbarkeit besitzt, aber auch eine bessere Osteokonduktivitat und steuerba-
re Degradation erhalten soll (Hutmacher et al. 2007; Lam et al. 2009). Die Keramik und das
Polymer des in der vorliegenden Studie verwendeten Scaffolds lagen in einem Verhaltnis
von 60 % zu 40 % + 10 % vor. Dadurch erhielt der Scaffold (ChronOS Strip®) eine hohe Fle-
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xibilitat und lieR® sich intraoperativ leicht vernahen, zu einer Réhre formen und konnte daher
je nach Bedarf an dem Defekt angepasst werden. Zwar war der Scaffold nicht lasttragend
jedoch bot er zusatzliche Stabilitat im Defektbereich indem er als Platzhalter diente und so
einen Muskelprolaps verhinderte.

Die osteokonduktiven Eigenschaften eines Knochenersatzmaterials hangen von der Porosi-
tat, speziell von der PorengrofRe, dem Porenvolumen und der Interkonnektivitat ab (Blokhuis
et al. 2000). Der verwendete ChronOS Strip® weist aufgrund der Kombination von PCL und
B-TCP eine ideale Makrostruktur auf, die laut Hersteller eine PorengréRe von 150-500 pm
und eine Gesamtporositat von 60% besitzt. Damit erflllt er die Bedingungen, die fir das
Einwachsen von GefalRen und die Migration von Osteoblasten und Osteoklasten, also von
neuem Knochen nétig sind (Daculsi und Passuti 1990; Blokhuis et al. 2000). Zudem ist eine
die Mikroporositat wichtig, um die Resorption des Material und die Diffusion von Nahrstoffen
zu ermdglichen (Driskell et al. 1972). Beim ChronOS Strip® weisen die Mikroporen einen
Durchmesser von weniger als 10 ym auf, wodurch der Scaffold eine grofiere Oberflache er-
halt, die Zirkulation von Korperflissigkeiten ermoglicht wird und so die Um- und Abbaupro-

zesse beschleunigt werden (Driskell et al. 1972).

5.1.3 Gewinnung und Applikation der autologen Spongiosa

Die Spongiosa wurde bei den sechs Tieren der zweiten Gruppe stets auf die gleiche Art aus
dem rechten Beckenkamm gewonnen. Dieses Verfahren entspricht der Entnahmetechnik
beim Menschen und wurde in anderen Studien entsprechend durchgefiihrt und gut von den
Schafen toleriert (Pobloth 2010; Pobloth et al. 2015). Unter Verwendung eines scharfen Lo6f-
fels wurde eine Menge von ca. 3,8 ml gesammelt und in einem eigens angefertigten Messzy-
linder aufgefangen und aufbewahrt, der im Innendurchmesser dem des den hohlzylindri-
schen Scaffolds entsprach. Die Applikation der Spongiosa in den Scaffold erfolgte direkt vor
dem Einsetzen des Scaffolds in den geschaffenen 40 mm Defekt.

Die Tiere tolerierten auch in dieser Studie den zusatzlichen Eingriff am Becken gut. Bei zwei
Tieren kam es zu einem Trauma an einer Heuraufe, bei der der ertffnete Teil des Becken-
kamms vom unterliegenden Knochen abgeldst wurde und ohne ausreichende Blutversor-
gung abgestoRen wurde. Es kam bei beiden Tieren zu Wundinfektionen, die durch tagliche

Wundreinigung sowie die Applikation von Antibiotika und Schmerzmittel ausheilte.

5.1.4 Entnahme und Aufarbeitung der Proben

Um ein Zerreilen des Gewebes im noch unvollstdndig ausgeheilten 40-mm-
Osteotomiedefekt zu vermeiden, wurde der Hybrid-Ringfixateur fir die Faxitronaufnahmen
zunachst an der Tibia belassen. Darauf folgte das vorsichtige Zersagen der Tibia im Fixa-

teur. Der Osteotomiebereich der Tibia wurde mit den angrenzenden Pins entnommen, um
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zusatzliche Stabilitat zu gewahrleisten, bis die radiographischen und computertomografi-
schen Aufnahmen abgeschlossen waren.

Die Proben wurden zur Fixierung fur vier Tage in isotoner 10 % Formaldehyd-Alkohol-
Lésung gelagert. Erst danach erfolgten die HR-pQCT und Mikro-CT-Aufnahmen. Durch die
vorangegangene Lagerung in der Formaldehyd-Lésung erhielt das Gewebe eine ausrei-
chende Festigkeit fir das anschlielende Zersadgen. Dabei zeigte sich, dass lediglich ein mid-
sagittaler Sageschnitt durch die Tibia erfolgen konnte, ein gleichmaRiges Sagen weiterer
Scheiben durch das weiche Gewebe war nicht moglich. Der Langsschnitt verlief stets zentral
durch den im Defektbereich gebildeten Kallus, der dann in seiner longitudinalen Entwicklung
entlang der Knochenachse und seiner Ausbreitung in der Sdgeebene beurteilt werden konn-
te. Ein reprasentativer Querschnitt durch das Kallusgewebe im Osteotomiespalt konnte so
stets beurteilt werden.

Aufgrund der Probengrolie erwiesen sich die Aufarbeitungsverfahren stellenweise als sehr
komplex. So musste stets kontrolliert werden ob die einzelnen Bearbeitungsschritte fir die
weitere Verarbeitung angemessen waren. Bei der Kunststoffeinbettung waren die Entwasse-
rung mittels Alkoholreihe und die anschlieRende vollstandige Infiltration der Proben mit dem
Kunststoff kritische Punkte. Eine ausreichende Infiltration des Gewebes mit dem Kunststoff
war noétig, um eine ausreichende Aushartung zu gewahrleisten, eine ausreichende Festigkeit
im Gewebe zu erreichen und so das Schneiden am Mikrotom zu ermdglichen. Lediglich eine
Probe erwies sich nach der Kunststoffeinbettung als zu weich und musste daher erneut in
Kunststoff infiltriert und eingebettet werden.

Insgesamt konnte bei drei Proben keine ausreichende Festigkeit erreicht werden, sodass die
Schnitte nicht dinn genug geschnitten werden konnten, um eine Auswertung in der Movat-
Pentachrom-Farbung vorzunehmen. Daher wurde bei diesen drei Schnitten auf Paraffinblo-
cke zurlckgegriffen, die dann in die Auswertung eingingen.

Bei der Paraffineinbettung war die vollstandige Entkalkung der Proben besonders wichtig
und wurde je nach Zustand der Probe Uber acht bis zwolf Wochen durchgefuhrt. Erst danach
war das Gewebe weich genug, um am Mikrotom geschnitten werden zu kénnen.

Alle restlichen Praparate der Kunststoff- als auch die der Paraffineinbettung, lieRen sich
problemlos an den jeweiligen Mikrotomen schneiden, wobei sich kleinere Artefakte und Riss-
linien aufgrund der Grofle der Praparate nicht immer vollstdndig vermeiden lieRen. Diese
konnten jedoch bei der computergestitzten Bildanalyse manuell korrigiert werden.

Es stellte eine labor- und datentechnische Herausforderung dar, Proben dieser Gréfke aus-
zuwerten. Der Hersteller unterstitzt die Einbettung derartig grof3er Proben nicht mit Stan-
dardmafigen Einbettungsformen, daher musste bei der Einbettung mit entsprechenden Ge-

fale ohne Luftabschluss gearbeitet werden (Honigglaser). Bei unzureichender Polymerisati-
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on musste daher eine Rickfihrung der Proben mit anschlieRender erneuter Infiltration und

Einbettung erfolgen.

5.1.5 Computertomographische Auswertung

Die quantitative Messung von Knochenmasse hat sich als prazise Technik erwiesen, durch
die zuséatzliche Informationen Uber die Knochenheilung gewonnen werden kdnnen, die zum
Verstandnis von Komplikationen wahrend der Frakturheilung, wie einer verzdgerten oder
ausbleibenden Frakturheilung sowie bei Entscheidungen fur bestimmte Fixationssysteme
beitragen kdnnen (Augat et al. 1997). Ein entscheidender Vorteil der CT-Untersuchung ist im
Gegensatz zur Histologie die Mdglichkeit, sich einen Eindruck der dreidimensionalen Ver-
haltnisse im Osteotomiebereich verschaffen und diesen Bereich umfassend quantifizieren zu
kdénnen.

In der aktuellen Studie sollte die Knochenheilung in einem kritischen Osteotomiedefekt drei-
dimensional analysiert werden. Das HR-pQCT hat gegenlber anderen am Patienten einge-
setzten CTs den Vorteil eine entsprechende ProbengrofRe bei einer erhdohten Auflésung
scannen zu koénnen. Eine Gesamtaufnahme der Proben war im Mikro-CT nicht mdglich, da-
her sollte mit einer héheren Auflésung der Abschnitt zwischen kndéchernem Kallusgewebe,
das von den angrenzenden Tibiasegmenten in den Defekt wuchs, und dem Scaffold naher
charakterisiert werden. Eine besondere Schwierigkeit war dabei die Abgrenzung des Scaf-
foldmaterials vom Knochengewebe. Dies musste manuell im Computerprogramm festgelegt
werden. Dazu wurde jedes Schnittbild einzeln betrachtet und sowohl kortikaler Knochen als
auch Kallusgewebe markiert. Scaffoldmaterial wurde von der Messung ausgeschlossen, da
nur die Menge an neugebildetem Knochengewebe von Interesse war.

In der vorliegenden Studie wurden von jedem Tier computertomographische Aufnahmen
vom gesamten Defektbereich im HR-pQCT und zwei Teilaufnahmen einer definierten GrolRe
im Bereich der proximalen und distalen Osteotomiekante im Mikro-CT angefertigt.

Beim HR-pQCT (High Resolution Peripheral Quantitative Computed Tomography).werden
hochauflésende Aufnahmen durch Hochgeschwindigkeitsscans und bei einer geringen
Strahlendosis (60 kVp, 900 pA) erzeugt. Die HR-pQCT (Xtreme-CT, Scanco Medical AG,
Bruttisellen, Schweiz) ist eine neuartige computertomographische Methode, die sehr exakt
und reproduzierbar die Knochenmikrostruktur bei einer nominalen, isotropischen Voxelgroflie
(3-dimensionale Bildeinheit) von 41 um darstellt. Die Knochendichteuntersuchung mittels
HR-pQCT wurde mittlerweile fir den humanen distalen Radius und die distale Tibia in Stu-
dien validiert. Mittels HR-pQCT lassen sich 3-dimensionale morphometrische Parameter
sowie volumetrische Dichteparameter der kortikalen und trabekularen Bestandteile des Kno-

chens erfassen (Finzel et al. 2013). Im HR-pQCT war es mdglich, die Proben Uber eine Ge-
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samtstrecke von bis zu 7 cm, also den gesamten Osteotomiebereich und die angrenzende
Kortikales, zu analysieren.

Im Mikro-CT wurden hochauflésende Aufnahmen (19 um VoxelgroRe) in kurzer Aufnahme-
zeit und bei geringer Strahlendosis von 70 kVp und 110 pA angefertigt. Dieses CT ist fur
praklinische Studien an Mausen und Ratten konzipiert, ermdglicht daher flr diese Spezies
Ganzkoérperaufnahmen und stellt die Ubliche Auswertungmethode fur Osteotomieheilungstu-
dien dar (Claes et al. 2009; Willie et al. 2013).

In der vorliegenden Studie konnte zwar die gesamte Gewebeprobe aus der Schafstibia in
das Probenbett des Mikro-CT eingebracht werden, jedoch wurde aufgrund der GréRRe der
Praparate und der damit verbundenen Datenmenge die Messung auf einen proximalen und
distalen Abschnitt von 12 mm Lange zwischen einwachsendem Knochen und Scaffold be-
schrankt. Diese Messung wurde dann als erganzende Untersuchung zum HR-pQCT zur Be-
urteilung der Knochenneubildung herangezogen.

Die Analyse aller Aufnahmen erfolgte mit Hilfe des PC-Programms SCANCO Medical Viva
CT 40 uCT (V 6.1, Bruttisellen, Switzerland). Dabei wurden samtliche Parameter zur Beurtei-
lung Quantitat und Qualitat von Kallusgewebe ausgewertet: Total Volume (TV), Bone Volu-
me (BV), Quotient der BV & TV (BV/TV), Bone Mineral Density (BMD) und Bone Mineral
Content (BMC) (Morgan et al. 2009; Bouxsein et al. 2010). Diese Parameter dienen als
Standard um Kallus- und Knochengewebe sowie Heilungsfortschritte in der Knochenheilung
beurteilen zu kénnen (Claes et al. 2009; Reichert et al. 2011; Reichert et al. 2012a; Berner et
al. 2013; Cipitria et al. 2013; Willie et al. 2013). Des Weiteren war es in der vorliegenden
Studie anhand dieser Parameter mdglich, einen Vergleich des Abschnittes am Ubergang von
Kortikalis zum knéchernen Kallus in beiden Gruppen vorzunehmen und einen neuartigen
Scaffold im kritischen Defekt im Zeitrahmen einer verzogerten Frakturheilung zu untersu-

chen.

5.1.6 Histomorphologische Auswertung

Bei der histomorphologischen Auswertung wurde von jedem Tier ein Praparat in der kombi-
nierten Safranin-Orange/von-Kossa-Farbung, Movat-Pentachrom-Farbung und Masson-
Goldner-Farbung betrachtet. Die histomorphologische Beurteilung liefert erganzend zu den
quantitativen histologischen Methoden, der computertomographischen Auswertung und den
Gefall-, Osteoklasten- und Riesenzellzahlungen wichtige Informationen Uber das Heilungs-
ergebnis des kritischen Osteotomiedefektes. Mit der histomorphologischen Auswertung las-
sen sich nicht nur Zahlen vergleichen, sondern auch komplexe Vorgange der Knochenhei-
lung in einem kritischen Osteotomiedefekt unter Verwendung eines Knochenersatzmaterial
beschreiben (Cipitria et al. 2012; Reichert et al. 2012a).
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Durch die aufwandigen Farbungen konnten die Ablaufe im Gewebe wie die enchondrale Os-
sifikation aber auch die Gewebezusammensetzung und -verteilung im Osteotomiespalt, die
Gewebereaktion auf das verwendete Knochenersatzmaterial und dessen Degradation be-
wertet sowie verschiedene Zelltypen im Osteotomiedefekt, die Knochenqualitdt und
Entzindungsreaktionen dargestellt werden. Beurteilt wurden dann insbesondere das Kallus-
wachstum auf der Scaffoldoberflache und durch dessen Poren sowie die Kallusbildung an
der Oberflache der Kortikales.

5.1.7 Histomorphometrische Auswertung

Die histomorphometrische Auswertung erfolgte an jeweils einem Movat-Pentachrom gefarb-
ten Gewebeschnitt pro Tier. In dieser farbenfrohen Gewebefarbung war die Differenzierung
von Knochen- und Knorpelgewebe gut mdglich. Mineralisiertes Knochengewebe und Kol-
lagen stellt sich leuchtend gelb dar. Nicht-mineralisierter Knorpel farbt sich blau-griin und
mineralisierter Knorpel gelb. Osteoid farbt sich in dieser Farbung dunkelrot und elastische
Fasern rot an. Bindegewebe stellt sich in verschiedenen Gelb- und Grinténen dar, die Zell-
kerne farben sich blauschwarz und das Zytoplasma wird rétlich angefarbt (Movat 1955).

Die computergestlutzte histomorphometrische Auswertung bietet den Vorteil der automati-
sierten und standardisierten Auswertung von Gewebeflachen und dem besseren Vergleich
des Heilungsergebnisses auf Gewebewebeebene zwischen den Gruppen. Sie wird stan-
dardmalfig zur Beurteilung der Kalluszusammensetzung und des Heilungsprozesses im Os-
teotomiespalt herangezogen (Lienau et al. 2010; Peters et al. 2010; Schell et al. 2011).

Das Computerprogramm ist in der Lage, vorher definierte Farbpixel zu vermessen und dann
als Flachen auszugeben. Die entsprechenden Gewebeschnitte wurden unter dem Mikroskop
kontrolliert und bei Bedarf manuell korrigiert. Von Vorteil ist hier die einfache Auswertung
auch durch Personen ohne spezielle Vorkenntnisse. Bei der automatisierten oder halb auto-
matisierten Messung konnen individuelle Unterschiede im Vergleich mit manuellen Messme-
thoden reduziert werden (Wright et al. 1992; Flygare et al. 1997).

5.1.8 GefaRzahlung

Zum Nachweis von GefalRen im Kallusgewebe von Schafen im ausgedehnten segmentalen
Osteotomiedefekt wurde die selektive Anfarbung des a-smooth-muscle-actins durch die an-
gewandte immunhistochemische Farbung am Paraffinschnitt verwendet. Das Farbeprotokoll
hat sich in zahlreichen Versuchen am Schafknochen bewahrt (Lienau et al. 2005; Lienau et
al. 2006; Peters et al. 2010). In der aktuellen Studie war aufgrund der GréRRe der Praparate
und der damit verbundenen grof3en Flache und hohen Zahl an Gefalten nur die Auszahlung
innerhalb von flinfzehn festgelegten, reprasentativen ROIs moglich (3.8.5. GefaRzahlung).

Diese flinfzehn Gesichtsfelder (flinf Gesichtsfelder auf drei Hohen: proximal, zentral, distal)
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im bindegewebig durchwachsenen Scaffoldbereich wurden ausgezahlt, um einen reprasen-
tativen Bereich zur Quantifizierung und Beurteilung der Vaskularisierung zu untersuchen. Die
Bindegewebsflache je Gesichtsfeld wurde ebenfalls bestimmt und anschliel3end die erfasste
GefalRdichte pro Quadratmillimeter Bindegewebe errechnet. Durch diese Farbung werden
Myofibroblasten ebenfalls rot angefarbt, durch das fehlende Lumen konnte sie jedoch von
GefalRen unterschieden werden. Dagegen werden bei dieser Farbung neu gebildete Kapilla-
ren, die nur aus Endothelzellen bestehen, nicht erfasst (Lienau et al. 2005). Diese lieRen sich
durch eine selektive Farbung, die den von-Willebrand-Faktor nachweist, darstellen. Da be-
reits durch die a-SMA-Farbung eine hohe Anzahl von Geféallen dargestellt werden konnte,
wurde auf eine weitere selektive Farbung verzichtet.

Die Durchfiihrung der Farbung war an den Tibiapraparaten leicht méglich und zeigte bei
Wiederholungen am gleichen Praparat eine vergleichbare Anzahl von angefarbten Gefalen.
Als kritische Punkte dieser Messmethode war die manuelle Einzeichnung der finfzehn ver-
schiedenen Gesichtsfelder zu sehen sowie der Bezug der Gefallanzahl auf eine Bindege-
websflache. Die Bindegewebsflachen jedes Gesichtsfeldes unterschieden sich durch ver-
schieden groRe Leerflachen, die durch das Auswaschen von Scaffoldmaterial bei der Far-
bung entstanden waren und somit zu einer gewissen Messungenauigkeit geflihrt haben kon-

nen.

5.1.9 Osteoklastendichte

Die Osteoklasten wurden mit einer biochemischen Markierung, der Anfarbung der lysoso-
menstandigen Tartrat-resistenten alkalischen Phosphatase (TRAP), dargestellt und so op-
tisch quantifizierbar. Alle Zellen, die sich rosa anfarbten, mindestens zwei Kerne besalen
und Kontakt zum Knochen hatten, wurden als Osteoklasten gezahlt (Schell et al. 2006).
Auch die Zahlung der Osteoklasten erfolgte am Paraffinschnitt, da sich am Plastikschnitt
deutlich schlechtere Farbeergebnisse erzielen lieRen. Die Bestimmung der Osteoklasten-
dichte je nach Lokalisation erfolgte, um eine Charakterisierung des Remodelling nach zwolf
Wochen Defektheilungszeit vornehmen zu kdnnen. Die Osteoklasten an der Kortikalis geben
Hinweise auf den Grad einer Resorption von kortikalem Knochen oder Lyse von Knochen
aufgrund von Entziindungreaktionen, wohingegen Osteoklasten am knéchernen Kallus Hin-
weis auf einen Umbau des Gewebes im Verlauf des Heilungsprozesses und damit auf ein
fortgeschrittenes Stadium der Knochenheilung geben kdnnen.

Die Osteoklasten wurden pro Quadratmillimeter kortikaler Flache bestimmt. Auch hier konnte
aufgrund der Dimensionen der Praparate keine Digitalisierung vorgenommen werden, so-
dass auf die manuelle Zahlung mittels 20facher VergréRerung unter dem Lichtmikroskop mit
Handzahlgerat zurlickgegriffen wurde. Des Weiteren wurden alle Osteoklasten mit Kontakt

zu knéchernem Kallus bestimmt. Dazu wurden alle Osteoklasten im Osteotomiespalt durch
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meanderférmiges Durchmustern der Gewebeschnitte bestimmt und anschlieRend auf die
Kallusflache bezogen. Die Kallusflache wurde in einem Movat-Pentachrom gefarbten Paraf-
finschnitt computergestiitzt, histomorphometrisch bestimmt.

Als Ursache fir eventuelle Messungenauigkeiten ist der Bezug der Osteoklasten von einem
Paraffinschnitt auf eine Knochenflache, die bei der Auswertung eines direkt angrenzenden
Paraffinschnittes gemessen wurde, zu sehen. Da der zur Knochenflachenbestimmung her-
angezogene Paraffinschnitt mit dem TRAP gefarbten Schnitt vergleichbar ist, wurde auf eine
Knochenflachenbestimmung vom gleichen Paraffinschnitt verzichtet und diese Messun-

genauigkeit in Kauf genommen.

5.1.10 Riesenzelldichte

Auch die Riesenzellzahlung erfolgte in den TRAP gefarbten Paraffinschnitten, da die Far-
bung am Plastikschnitt zu deutlich schlechteren Farbeergebnissen flhrte. Die Riesenzellzah-
lung erfolgte, um den Abbau des Scaffolds, eine Entziindungsreaktion und das Remodelling
wahrend der Knochenheilung naher quantifizieren zu kénnen.

Aufgrund der GroRe der Praparate konnte keine Digitalisierung vorgenommen werden, so-
dass erneut auf die manuelle Zahlung mittels 20facher Vergréfierung unter dem Lichtmikro-
skop mit Handzahlgerat zurtickgegriffen wurde. Die Einteilung der ROls erfolgte wie fiir die
Auszahlung der GefalRe in 15 Gesichtsfeldern (3.8.6. Osteoklastenzahlung) (finf Gesichts-
felder auf drei Hohen: proximal, zentral, distal) im bindegewebig durchwachsenen Scaffold-
bereich, um einen reprasentativen Bereich zur Quantifizierung und Beurteilung der Biode-
gradation oder einer Fremdkorperreaktion vornehmen zu kénnen. Die Bindegewebsflache je
Gesichtsfeld wurde ebenfalls bestimmt und anschlieend die erfasste Riesenzelldichte pro
Quadratmillimeter Bindegewebe errechnet. Als Riesenzellen wurden alle Zellen gezahlt, die
sich rosa anfarbten, mindestens zwei Zellkerne besalien und keinen Kontakt zu knéchernem
Gewebe hatten.

Als kritische Punkte dieser Messmethode ist hier ebenfalls die manuelle Einzeichnung der
funfzehn verschiedenen Gesichtsfelder zu sehen sowie der Bezug der Riesenzellzahl auf
eine Bindegewebsflache. Auch hier unterschieden sich die Bindegewebsflachen jedes Ge-
sichtsfeldes durch verschieden grol3e Leerflachen, die durch das Auswaschen von Scaffold-
material bei der Farbung entstanden waren und so zu einer gewissen Messungenauigkeit
geflhrt haben kénnen. Aufgrund der hohen Zahl an Riesenzellen kann diese jedoch ver-

nachlassigt werden.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Rontgen

Rontgenologisch zeigten sich nach vier Wochen in beiden Gruppen kaum Veranderungen
der Scaffoldstruktur, der Osteotomiekante oder bei der Kallusbildung im Osteotomiespalt im
Vergleich zum rontgenologischen Bild postoperativ. Nach acht Wochen war bei drei Tieren
der ersten und allen sechs Tieren der zweiten Gruppe mineralisiertes Kallusgewebe im De-
fektbereich zu beobachten. In der zweiten Gruppe zeigten nach acht Wochen zwei Tiere eine
unilaterale Uberbriickung des Osteotomiebereiches, bei zwei anderen waren gréfere, mine-
ralisierte Kallusauslaufer unilateral im Defekt erkennbar und bei den zwei Ubrigen bildeten
sich vereinzelte Kallusinseln im Scaffoldbereich ohne Verbindung zum kortikalen Knochen.
Bei zwei Tieren der ersten Gruppe war erst nach zwdlf Wochen mineralisiertes Kallusgewe-
be im Osteotomiespalt erkennbar. Bei den vier anderen Tieren der ersten Gruppe und allen
Tieren der zweiten Gruppe war bereits im Zeitraum zwischen der achten und der zwolften
Woche eine Zunahme der Rontgendichte des Kallusgewebes zu beobachten. Quantitativ war
nach zwoIf Wochen jedoch keine weitere Steigerung an Kallusgewebe bei diesen Tieren zu
beobachtende. Lohfeld und Mitarbeiter konnten in einem mid-diaphysaren 20-mm-
Osteotomiedefekt in der Schafstibia, stabilisiert mittels winkelstabiler Kompressionsplatte
(LCP), ebenfalls darstellen, dass eine Knochenneubildung bei PCL-B-TCP-und B-TCP-
Implantaten im Defektbereich hauptsachlich zwischen der achten und vierzehnten Woche
erfolgt (Lohfeld et al. 2012).

Reichert und Kollegen konnten in einem mid-diaphysaren 30-mm-Osteotomiedefekt, stabili-
siert mittels dynamischer Kompressionsplatte (DCP) zeigen, dass die Verwendung von auto-
logem Knochenmaterial im Vergleich zu einem mit medical-grade Polycaprolacton-
Trikalziumphosphat-Scaffold (mPCL-TCP) geflllten Defekt zu einem vorangeschrittenen
Knochenwachstum und einer groReren Uberbriickungsrate zum Zwdélfwochenzeitpunkt fiihrt
(Reichert et al. 2012a). Auch Berner et al. konnten in einem mid-diaphysaren 30-mm-
Osteotomiedefektmodell, stabilisiert mittels DC-Platte, zeigen, dass ein mit allogenen oder
autologen mesenchymalen Stammzellen (MSC) bestlickter mPCL-TCP-Scaffold im Vergleich
zum Leerdefekt ein verbessertes Knochenwachstum nach zwdlf Wochen aufweist (Berner et
al. 2013). Zur Defektiiberbriickung kam es dabei jedoch nur in der Positivgruppe (ABG ohne
Scaffold). Wie in den beiden genannten Studien von Reichert et al. und Berner et al. zeigen
die Ergebnisse der aktuellen Studie ebenfalls, dass die Kombination eines Scaffolds mit au-
tologem Knochenmaterial zu einer verbesserten Defektheilung fihrt. Anhand der Rontgen-
verlaufskontrollen der vorliegenden Studie war erkennbar, dass die Knochenneubildung in
der Spongiosa-Gruppe zwischen der vierten und achten Woche beginnt und sich bis zur

zwolften Woche fortsetzt. Da sich mineralisiertes Gewebe radiologisch erst ab einer Dichte
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von 30% darstellen lasst (Radasch 1999), muss der knécherne Kallus in der Spongiosa-
Gruppe der vorliegenden Studie bei allen Tieren bereits zum Achtwochenzeitpunkt eine ent-
sprechende Dichte aufgewiesen haben und damit eine vermehrte Knochenbildung im De-
fektbereich vonstattengegangen sein, wohingegen bei zwei Tieren der ersten Gruppe erst
zum Zwolfwochenzeitpunkt deutliche Knochenzubildungen erkennbar waren, die au3erdem
einen geringeren Umfang erreichten. Die zweite Gruppe zeigte daher im Vergleich zur ersten
Gruppe sowohl in der Quantitat als auch in der Qualitat ein weiter fortgeschrittenes Ergebnis,
was auf eine initiale Beschleunigung des Knochenwachstums durch die Verwendung von
Spongiosa in der vorliegenden Studie hindeutet.

Radiologische Charakteristika atropher Pseuarthrosen stellen mangelnde periostale und
endostale Kallusbildung sowie die Abrundung der Fraktur- und Osteotomieenden mit Erwei-
terung des Osteotomiespaltes dar (Frost 1989; Riter und Mayr 1999; Jones und Mayo
2005). Anhand der vorliegenden Rontgenbilder war bereits nach acht Wochen bei je vier
Tieren beider Gruppen eine Abrundung der Osteotomiekanten erkennbar. Nach zwdolf Wo-
chen erschienen die Osteotomiekanten aller Tiere der ersten und vier Tieren der zweiten
Gruppe abgerundet. Bei zwei Tieren der zweiten Gruppe mit unilateraler Uberbriickung des
Osteotomiespaltes war die Osteotomiekante nichtmehr vom umgebenden kndéchernen Kallus
zu unterscheiden. Eine Atrophie der Kortikalisenden mit Erweiterung des Osteotomiespaltes
konnte bei keinem Tier beider Gruppe festgestellt werden. Zu diesem Untersuchungszeit-
punkt kann von einer verzégerten Heilung gesprochen werden, die wahrscheinlich in einer
Pseudarthrose miinden wiirde (Runkel und Rommens 2000). Der Heilungsverlauf zeigt ein
moderates Heilungspotential, wobei eine maRige und nur bei zwei Tieren eine starke Kallus-
formation zu beobachten ist. Eine Klassifizierung in eine Pseudarthrose sollte erst zu einem
spateren Untersuchungzeitpunkt, das heift nach einem Heilungsverlauf von sechs Monaten
vorgenommen werden, da eine Fraktur bei Patienten auch erst nach diesem Heilungszeit-
raum nach radiologischen Kriterien sicher eingeschatzt werden kann (Wiss und Stetson
1996).

5.2.2 Computertomographische Auswertung

Die 3D-Ansichten der HR-pQCT-Aufnahmen zeigen mehr kndéchernes Kallusgewebe in der
zweiten Gruppe, zwei Tiere dieser Gruppe zeigten eine unilaterale Uberbriickung des Osteo-
tomiedefektes und auch die statistische Auswertung ergab fiir einzelne Tiere ein deutlich
grolkeres Knochenvolumen (BV), ein statistisch signifikanter Unterschied der HR-pQCT-
Untersuchung ergab sich im Vergleich beider Gruppen jedoch nicht.

Von besonderem Interesse war der Ubergang zwischen Kortikalis, Scaffold und Kallus, da-
her wurden zusatzlich Aufnahmen dieses Bereichs im Mikro-CT angefertigt. Bei der Betrach-

tung der 3D-Ansichten der Mikro-CT-Aufnahmen zeigt sich ebenfalls eine vermehrte Kno-
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chenbildung in der zweiten Gruppe. Die statistische Auswertung der Mikro-CT-Untersuchung
ergab fiir den Bereich am Ubergang zwischen Kortikalis und Defekt, sowohl proximal als
auch distal, fir das Total Volume (TV) ein signifikant groReres Gesamtvolumen in der zwei-
ten Gruppe im Vergleich zur ersten. Das Bone Volume (BV) war dagegen nur bei einzelnen
Tieren der zweiten Gruppe erhdht, im Vergleich zwischen den beiden Gruppen ergab sich
kein statistisch signifikanter Unterschied.

In der Mikro-CT-Untersuchung wurde im Gegensatz zur Messung im HR-pQCT in der proxi-
malen und in der distalen ROI ein signifikant groReres TV in der zweiten Gruppe gemessen.
Dies kann durch die héhere Aufldsung bei der Messung im Mikro-CT und die dadurch ge-
nauere Aufteilung von Voxeln bei der Thresholdeinstellung bedingt sein. Da sich das TV je-
doch aus mineralisiertem und nicht mineralisietem Gewebe zusammensetzt, kann fir die
zweite Gruppe nur ein groReres Volumen an weichem, nicht mineralisiertem Kallus ange-
nommen werden. Das mineralisierte Kallusgewebe (Bone Volume) unterscheidet sich in bei-
den CT-Messungen nicht signifikant. Die HR-pQCT-Messung spiegelt somit die detaillierten
Ergebnisse des Mikro-CT wider. Es kann daher anhand der HR-pQCT-Messung eine Aussa-
ge Uber den gesamten Osteotomiebereich getroffen werden.

Das relative Knochenvolumen (BV/TV) bezieht das Knochenvolumen auf das Gesamtvolu-
men (Cano et al. 2007), und war in beiden CT-Messungen in beiden Gruppen ahnlich. In der
zweiten Gruppe war der Median des BV/TV in der Gesamt-ROIl und den Teil-ROls immer
kleiner als in der ersten Gruppe. Das bedeutet, dass insgesamt weniger relativer Knochen-
anteil im Kallus der Tiere der zweiten Gruppe vorhanden war, was durch ein vermehrtes
Vorkommen von bindegewebigem oder zumindest weniger mineralisiertem Kallus im Ver-
haltnis zum Gesamtvolumen bedingt sein kann und sich auch schon beim Vergleich des TV
gezeigt hatte. In der zweiten Gruppe wurde also im Umfang mehr Kallusgewebe gebildet,
das zu einem grolden Teil aus Bindegewebe und nicht mineralisiertem Kallus bestand.

Die Dichte des mineralisierten Knochens (Bone Mineral Density, mgHA/ccm) war in allen
ROIs in beiden Gruppen sehr ahnlich. Auch der Knochenmineralgehalt (Bo-
ne Mineral Content, mgHA) war in allen ROls in beiden Gruppen ahnlich, was insgesamt auf
eine ahnliche Kallusqualitat nach zwolf Wochen Standzeit schlief3en lasst.

In verschiedenen Studien (Reichert et al. 2012a; Berner et al. 2013; Cipitria et al. 2013)
konnte in mid-diaphysaren 30-mm-Osteotomiedefekten in der Schafstibia, stabilisiert mittels
interner Fixationsplatten, gezeigt werden, dass das BV unter Verwendung eines Scaffolds
aus mPLC-TCP in Kombination mit Wachstumsfaktoren (rhBMP-7, recombinant human bone
morphogenetic protein 7) oder bei Verwendung autologer Spongiosa (ABG) signifikant hher
ist als bei der alleinigen Verwendung dieses Scaffolds. Des Weiteren zeigte sich in diesen
Studien, dass es zu mehr Knochenneubildung im Bereich des Ubergangs zwischen Knochen

und Defektbereich kommt, die Knochenneubildung also vom kortikalen Knochen ausgeht
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(Reichert et al. 2012a). Die Ergebnisse der aktuellen Studie zeigen fir einzelne Tiere der
zweiten Gruppe (ChronOS Strip® + Spongiosa) ebenfalls deutlich hohere Werte bei der
Knochenneubildung, jedoch unterscheiden sich die Werte beider Gruppen im Vergleich nicht
statistisch signifikant. Die Hypothese, dass die Kombination des Scaffolds mit autologer
Spongiosa die Knochendefektheilung stimuliert, kann somit bestatigt werden, da die Ver-
wendung des B-TCP-Scaffolds in Kombination mit autologer Spongiosa in der aktuellen Stu-
die eine vermehrte Kallusbildung stimulierte, was es bei zwei Tieren sogar zu einer unilatera-
len Uberblickung des Defektes und somit zu einer verbesserten Knochendefektheilung fiihr-

te.

5.2.3 Histomorphologie und Histomorphometrie

Nach zwolf Wochen Heilungszeit hatte sich bei allen Tieren beider Gruppen Geflechtkno-
chen im Osteotomiespalt gebildet. Die Verwendung autologer Spongiosa in Kombination mit
dem Kompositscaffold (ChronOS Strip®) zeigte eine Verbesserung der kritischen Defekthei-
lung im Vergleich zu der Gruppe, die nur den Scaffold erhalten hatte. Zwei Tiere der zweiten
Gruppe (ChronOS Strip® + Spongiosa; n = 6) zeigten eine kndcherne Uberbriickung und
auch die restlichen vier Tiere zeigten histomorphologisch ein gréleres Mall an Knochen-
wachstum im Vergleich zu den Tieren der ersten Gruppe. Die histomorphometrische Auswer-
tung bestatigte, dass einzelne Tiere deutlich grofiere Knochenflachen aufwiesen, ein statis-
tisch signifikanter Unterschied ergab sich im Vergleich beider Gruppen jedoch nicht. Diese
vermehrte Kallusbildung in der zweiten Gruppe im Vergleich zur ersten ist auf die Verwen-
dung autologer Spongiosa zurtickzufiihren, da diese starke osteogenetische und osteoinduk-
tive Potenz in Form von Osteoprogenitorzellen, Knochenmatrix und Wachstumsfaktoren be-
sitzt (Mahendra und Maclean 2007).

In der vorliegenden Studie liefen die Heilungsablaufe im Vergleich zu einer normalen Fraktur
verzdgert ab, histologisch befand sich die Knochenheilung im Osteotomiedefekt nach zwolf
Wochen in der Phase des harten Kallus/Remodelling. Es konnte die beginnende Resorption
des Scaffolds und eine vorangeschrittene Knochenformation beobachtet werden. Die Phase
der Entzindung war bereits abgeschlossen, die Revaskularisierung stark vorangeschritten,
in Lakunen eingebettete Osteozyten und Osteoblasten saumartig an Knochentrabekeln vor-
zufinden, die Osteoid abschieden.

Reichert und Mitarbeiter untersuchten in einem 30-mm-Osteotomiedefektmodell an der
Schafstibia, stabilisiert mittels dynamischer Kompressionsplatten, einen mPCL-TCP-
Scaffold, allein oder in Kombination mit MSC, oder einem Wachstumsfaktoren (rhBMP-7).
Wie auch in der vorliegenden Studie beobachteten Reichert et al. vaskularisiertes, minerali-
siertes Knochengewebe sowie nicht mineralisiertes Osteoid, das besonders am Ubergang

zwischen mineralisiertem Knochengewebe und Bindegewebe zu beobachten war und von
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knochensezernierenden Osteoblasten sowie knochenresorbierenden Osteoklasten umrandet
war (Reichert et al. 2012a).

In der vorliegenden Studie ist die autologe Spongiosa, die bei den Tieren der zweiten Grup-
pe mit dem Scaffold eingebracht wurde, nach zwdlf Wochen nicht mehr von neu gebildetem
Geflechtknochen zu unterscheiden. Nach zwdlf Wochen hatte vor allem Bindegewebe den
Defekt Uberbriickt und den Scaffold durch die Poren und auf der Oberflache umwachsen.
Das histologische Erscheinungsbild der Osteotomiezone stellte sich in beiden Gruppen rela-
tiv einheitlich dar. Der Scaffold stellte sich immer als eine aus zwei Streifen bestehende
Struktur dar, die 16chrig erschien und in Kontakt zu den angrenzenden Kortikales stand, was
durch das Auswaschen des Scaffoldmaterials bei der Farbung bedingt war. Der Scaffold war
auf seiner Oberflache und durch die Poren hindurch von unstrukturiertem, lockerem Binde-
gewebe umwachsen.

Cipitria und Mitarbeiter untersuchten in ihrer Studie am 30-mm-Osteotomiedefektmodell an
der Schafstibia, stabilisiert mittels dynamischer Kompressionsplatte, einen PCL-B-TCP-
Scaffold, um den Effekt der Scaffoldarchitektur auf die Zellorganisation sowie die Bindege-
webs- und Knochenformation zu erhalten. Sie beobachteten gréflitenteils Bindegewebszellen
direkt auf der Scaffoldoberflache aufliegend (Cipitria et al. 2012). Auch in der aktuellen Stu-
die konnten Uberwiegend Retikularfasern, einige Typ-I-Kollagenfasern und elastische Faser
auf der Scaffoldoberflache beobachtet werden. Das Bindegewebe erschien in der vorliegen-
den Studie deutlich dichter als bei Cipitria et al., was wahrscheinlich durch eine andere Scaf-
foldmikrostruktur und Porositat bedingt war. Bei vielen Tieren der aktuellen Studie hatte sich
an der aulieren Scaffoldoberflache Geflechtknochen gebildet, der stellenweise in das Scaf-
foldinnere hineinwuchs. Der Scaffold agierte als Platzhalter und verhinderte einen Vorfall von
Muskel- oder Weichgewebe aus der Umgebung in den Osteotomiespalt. Das Bindegewebe
diente im Scaffoldbereich als netzartige Struktur, an der Riesenzellen und knochenbildende
Vorlauferzellen entlang in das Scaffoldinnere wandern konnten, um im Rahmen des Defekt-
regeneration kristalline Scaffoldstrukturen ab- und Knochen aufzubauen. Die Hypothese,
dass ein Kompositscaffold aus PCL-B-TCP geeignet ist die Regeneration in einem kritischen,
segmentalen Knochendefekt zu unterstiitzen, kann daher bestatigt werden. Des Weiteren
kann, wie bei Cipitria und Kollegen, von einem Leitschieneneffekt des Scaffolds ausgegan-
gen werden, da er zunachst die Bildung eines strukturierten Bindegewebes férdert, welches
dann sekundar als strukturgebendes Netz flr die Zellmigration und anschlieRenden Minerali-
sationsprozess dienen kann, jedoch nicht zwangslaufig zu einer vollstandigen Defektliber-
briickung fiihren muss (Cipitria et al. 2012).

Besonders auffallig war in beiden Gruppen der aktuellen Studie die Formation von spitz zu-
laufenden Kallusauslaufern, bevorzugt an der lateralen Seite der Osteotomie. In der zweiten

Gruppe waren diese Kallusauslaufer sehr lang und schienen vorzugsweise an der duleren
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Scaffoldoberflache entlang zu wachsen, an der inneren Oberflache des hohlzylindrischen
Scaffolds waren nur inselartig, diinne Balkchen neugebildeten Knochens festzustellen. Auch
in einer Studie von Rentsch und Mitarbeitern konnte nach einer Heilungszeit von zwolf Wo-
chen in einem 30-mm-Osteotomie-Defektmodell beim Schaf, stabilisiert mittels IMN, unter
Verwendung eines PCL-Scaffolds bei zwei von vier Tieren eine unilaterale Uberbriickung der
Tibia beobachtet werden (Rentsch et al. 2012). Rentsch und Mitarbeiter beobachteten dabei
auch, dass die Knochenneubildung hauptsachlich im peripheren Bereich des Scaffoldszylin-
ders ablief.

Aus der Literatur ist bekannt, dass bei einem monolateral montierten Fixateur externe an der
Fixateur-fernen Seite von héheren Scherbewegungen auszugehen ist (Probst und Spiegel
1997), die zu einer starkeren mechanischen Stimulation fuhren und damit die Kallusbildung
verstarken. Bei dem in dieser Studie verwendete Hybrid-Ringfixateur sollten durch die ver-
wendeten Ringe Scherbewegungen gering gehalten und eine ausreichende Steifigkeit er-
reicht werden. Die Pins und Schanz-Schrauben wurden bei dem Hybrid-Ringfixateur der vor-
liegenden Studie von medial befestigt, daher ist lateral in geringem Umfang mehr Bewegung
im Osteotomiebereich madglich, welche eine mechanische Stimulation fir eine verstarkte
Knochenbildung in diesem Bereich verursacht haben kann. Generell lasst der Hybrid-
Ringfixateur jedoch hauptsachlich axiale Belastung zu, sodass kaum Scher- und Torsions-
krafte auf den Defektbereich wirken konnten. Die vermehrte Kallusbildung an der lateralen
Seite der Gliedmalde in der aktuellen Studie ist daher wahrscheinlich durch die bessere Vas-
kularisierung an dieser Seite bedingt, die das umgebende Muskel- und Weichgewebe bietet.
Dies konnten auch Gugala und Gogolewski in ihrer Studie zeigen, in der ein bilateraler Fixa-
teur externe verwendet wurde, um einen 40-mm-Osteotomiedefekt zu stabilisieren und eine
gleichmaBige Belastung beider Kortikales zu gewahrleisten. Dabei zeigte sich ebenfalls eine
verstarkte Kallusbildung an der lateralen Kortikalis, sodass dieser Effekt vielmehr der besse-
ren Vaskularisierung in diesem Bereich bedingt durch die Abdeckung mit Weichgewebe an
der lateral Seite der Gliedmale, als einem mechanischen Stimulus in diesem Bereich zuzu-
sprechen ist (Gugala und Gogolewski 1999). In der aktuellen Studie bot das Weichteilgewe-
be ebenfalls von lateral Stabilitat fir den Scaffold, der durch diese Stabilisierung in seiner
Position im Defektbereich gehalten wurde, sodass auch ein Prolaps des Muskelgewebes
verhindert werden konnte.

In der Qualitat zeigten sich beim kndchernen Kallus kaum Unterschiede. In beiden Gruppen
bestand das Kallusgewebe vor allem aus Geflechtknochen, der stellenweise von lamellarem
Knochen durchbaut war, was dafir spricht, dass im Zuge des Remodellings Knochen bereits
stellenweise umgebaut und durch weiter entwickelten Knochen ersetzt wurde (Remedios
1999). In beiden Gruppen konnten Osteoklasten beobachtet werden, die Lakunen bildeten.

Bei den Tieren der zweiten Gruppe war die Kortikalis allerdings starker aufgelockert, Osteo-
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klasten hatten im Rahmen des Remodellings Raum fir das Einsprossen von Gefalten und
die Entstehung neuer Osteone geschaffen, welche Kallus und Kortikalis miteinander ver-
flechten und so die Verbindung zwischen Kallus und Knochen erhéhen kénnen. Dieses fort-
geschrittente Heilungsergebnis bestatigt die Hypothese, dass autologe Spongiosa die Kno-
chenheilung stimuliert und so zu einem fortgeschrittenen Heilungsergebnis fuhrt. Zudem wa-
ren in der zweiten Gruppe mehr Osteoklasten an der Kortikalis zu beobachten, allerdings
zeigte sich beim Bezug dieser absoluten Anzahl auf die Knochenflache in beiden Gruppen
eine ahnliche Dichte (siehe 5.2.5 Osteoklastendichte). Auch bei der histomorphometrischen
Auswertung der Knorpelflache, Scaffoldflache, Muskelflache und Bindegewebsflache erga-
ben sich keine signifikanten Unterschiede in der Gesamt-ROIl. Knorpel bildete sich in beiden
Gruppen nur in sehr geringen Ausmalen. Knorpelgewebe war bei drei Tieren der ersten
Gruppe nur an Fronten von kndchernem Kallus und bei zwei Tieren der zweiten Gruppe als
breiter Streifen proximal-lateral der distalen Kortikalis vorzufinden. Dies kann auf eine limi-
tierte Blutzufuhr (Willenegger et al. 1971; Palmer et al. 1992), eine geringe Sauerstoffspan-
nung (Cruess und Dumont 1975; McKibbin 1978) und moderate Kompressions- oder Scher-
bewegungen (Yamagishi und Yoshimura 1955) in diesem Bereich zurtickzufiihren sein.

Bei der gesonderten Betrachtung der Parameter in Teil-ROls zeigte sich, dass bei den Tie-
ren der zweiten Gruppe in der proximalen periostalen ROI und in der distalen periostalen
ROI signifikant mehr Scaffold als bei den Tieren der ersten Gruppe vorlag. Das vermehrte
Vorkommen von Scaffoldmaterial in der periostalen ROI kann durch eine Verschiebung des
Scaffold aus dem endostalen in den periostalen Bereich durch das Befiillen des Scaffold mit
Spongiosa und eine damit Verbundene Umfangsvermehrung des hohlzylindrisch geformten

Scaffolds bedingt sein.

5.2.4 Vaskularisierung

Durch eine Fraktur bzw. einen Osteotomiedefekt werden Gefalle zerstdért und damit die Ver-
sorgung des Gewebeabschnittes unterbrochen. Daher ist die Revaskularisierung des be-
troffenen Gewebeabschnittes essentiell und muss der erste Schritt in der Frakturheilung sein
(Lienau et al. 2005; Schmidt-Bleek et al. 2015). Kommt es zur Stérung der Revaskularisie-
rung kann es zur Verzdgerung der Frakturheilung oder der Bildung einer atrophen Pseu-
darthrose kommen (Stlirmer 1996; Runkel und Rommens 2000). Fir die Gewebeheilung ist
eine ausreichende Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung sowie die Ubertragung von Signal-
molekilen und Zellen durch das Gefallsystem noétig. Des Weiteren kann dariber der Ab-
transport von unerwinschtem Material erfolgen (Dohle et al. 2014; Kuroda et al. 2014).

In der vorliegenden Studie wurde die Gefalidichte im Bindegewebe des Scaffolds im Osteo-
tomiedefekt zu einem spaten Zeitpunkt der Defektheilung bestimmt. Bisher wurde keine

Quantifizierung der GefaRdichte in einem so groRen Defekt vorgenommen, was einen Ver-
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gleich mit anderen Studien erschwert. Die Gefaldichte wurde im Defektbereich proximal,
zentral und distal im Bindegewebe im Bereich des Scaffolds gemessen.

Beide Gruppen zeigten im Vergleich Gber die Gesamt-ROI zwolf Wochen post OP mit 30,06
GefaRen/mm? in der ersten Gruppe und 27,46 GefaRen/mm? in der zweiten Gruppe ver-
gleichbare Werte. Die Verwendung autologer Spongiosa hatte daher keinen Einfluss auf die
Vaskularisierung im Vergleich der Gesamt-ROI innerhalb des Scaffolds.

Lienau und Kollegen untersuchten quantitativ die Vaskularisierung in einem 3-mm-
Distraktionsmodell in der Schafstibia, stabilisiert mittels rigidem und semirigidem, monolate-
ralen, externen Fixateur. Dabei konnten sie zeigen, dass eine erhohte interfragmentare
Scherbewegung zu einer reduzierten initialen Vaskularisation und zu einer verlangerten Hei-
lung fiihren (Lienau et al. 2005). In einer nachfolgenden Studie mit &hnlichem Studiendesign
veroffentlichten Lienau et al. zusatzlich eine differenzierte Betrachtung der initialen Vaskula-
risierung (Lienau et al. 2006). In der Studie von Lienau et al. von 2005 mit geringerer Kno-
chendefektstrecke im Schaf wurde die Gefaldichte zu friihen Zeitpunkten der Defektheilung
(2, 3, 6 und 9 Wochen post OP) quantifiziert. Im Vergleich zur vorliegenden Studie war die
GefaRdichte bei Lienau et al. nach neun Wochen (Gr. 1 (rigider Fixateur externe): 21/mm?,
Gr. 2 (semirigider Fixateur externe): 12/mm?) geringer (Gr. 1 (ChronOS® Strip) : 30/mm?, Gr.
2 (ChronOS® Strip + Spongiosa): 27/mm?).

Peters und Mitarbeiter untersuchten im gleichen 3-mm-Distraktionsmodell in der Schafstibia
wie Lienau et al., stabilisiert mit semirigidem Fixateur, die Gewebezusammensetzung zusatz-
lich zu den friihen Untersuchungszeitpunkten (2,3,6,9 Wochen) auch in einer Gruppe mit 6
Monaten Heilungszeit. Dabei wurde die Vaskularisierung jedoch nur morphologisch betrach-
tet und war nach sechs Monaten Heilungszeit in der ersten Gruppe bei funf von acht Tieren
und bei drei von acht Tieren der zweiten Gruppe sehr stark (Peters et al. 2010). Der Ver-
gleich mit der aktuellen Studie ist daher nur qualitativ mdglich. Sowohl in der aktuellen als
auch in der Studie von Peters et al. war die Defektheilung zu einem spaten Untersuchungs-
zeitpunkt noch aktiv, wobei die intramembrandse Ossifikation und das Remodelling mit dem
Umbau von Geflechtknochen zu Lamellenknochen sowohl in der aktuellen Studie nach 12
Wochen als auch in der Studie von Perters und Mitarbeitern nach 6 Monaten noch abliefen
und auch das Bindegewebe in beiden Studien im Defektbereich stark vaskularisiert erschien.
Auch in Studien von Schmidt-Bleek und Mitarbeitern konnten in einem 20-mm-Osteotomie-
Modell der rechten Schafstibia bei normaler Defektheilung bereits sieben Tage post OP Ge-
fake in der Movat-Pentachrom-Farbung qualitativ im Osteotomiespalt dargestellt werden
(Schmidt-Bleek et al. 2009; Schmidt-Bleek et al. 2012; Schmidt-Bleek et al. 2014b). Des Wei-
teren wurde in einer dieser Studien beobachtet, dass im Frakturhdmatom der Gruppen mit

verzogerter Heilung die Expression angiogenetischer Faktoren signifikant niedriger ist und
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mit einer verlangerten Entziindungsreaktion wahrend der ersten 21 Tage der Heilung einher-
geht (Schmidt-Bleek et al. 2014b).

Insgesamt ist die Vaskularisierung der aktuellen Studie im Vergleich zu anderen Studien mit
normaler Heilung recht hoch. Die Verzégerung der Defektheilung in der aktuellen Studie ist
daher nicht auf eine unzureichende Vaskularisierung im Scaffold zurtickzufihren. Zudem war
durch die verwendete Fixationstechnik eine ausreichende Stabilitdt gegeben, sodass Gefalie
gut einsprossen konnten und nicht wie in anderen Studien durch interfragmentare Bewegun-
gen im Osteotomiespalt zerrissen wurden (Schell et al. 2008; Lienau et al. 2009; Peters et al.
2010). Der Scaffold erwies sich als Leitstruktur, die zusatzliche Stabilitat bietet und das Ein-

sprossen von Gefallen in den Defekt erleichtert.

5.2.5 Osteoklastendichte

In dieser Studie wurde die Osteoklastendichte bestimmt, um eine Charakterisierung des
Remodellings vorzunehmen und die Resorption von kortikalem Knochen sowie knéchernem
Kallus im Rahmen einer ausbleibenden Heilung oder die Lyse des Knochens aufgrund von
Entzlindungsreaktionen zu evaluieren. Dazu wurde die Osteoklastendichte an der Kortikalis
und im Kallus zu einem spaten Zeitpunkt der Defektheilung bestimmt. Dabei zeigten beide
Gruppen zwolf Wochen post OP an der Kortikalis und im Kallus vergleichbare Osteoklasten-
dichten.

Auch in anderen Studien wurde breits die Rolle der Osteoklasten wahrend der Knochenhei-
lung untersucht. So untersuchten Schell und Kollegen am 3-mm-Distraktionsmodell in der
rechten Schafstibia, stabilisiert mittels monolateralem Fixateur externe, die Rolle der Osteo-
klasten wahrend der Frihphase der Frakturheilung und wahrend des Remodellings. Die
Knochenheilung wurde zwei, drei, sechs und neun Wochen post OP histomorphometrisch
und immunhistochemisch untersucht. Zur Bestimmung der Osteoklastendichte wurde wie in
der vorliegenden Studie die TRAP-Farbung verwendet. Im Verlauf ihrer Studie zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der Osteoklastendichte an der Kortikalis zwischen der sechsten und
neunten Woche (Schell et al. 2006). Die Studie verdeutlicht die wichtige Rolle, die Osteoklas-
ten Uber den gesamten Verlauf der Frakturheilung spielen. Ihre Funktion wechselt zwischen
der reinen Resorptionsaktivitat zur Entfernung von uberflissigem, mineralisiertem Material
und der aktiven Rolle wahrend des Remodellings, wobei sie in enger Zusammenarbeit mit
den Osteoblasten zur Optimierung der Knochenstruktur und Ausrichtung beitragen. Die je-
weils dominierende Osteoklastenfunktion hangt von der Phase der Frakturheilung sowie der
Lokalisation im Kallus ab. Schell und Kollegen konnten zeigen, dass Osteoklasten bereits zu
Beginn der Frakturheilung und Uber den gesamten Heilungsprozess hinweg aktiv sind und
vermuteten eine Beteiligung der Osteoklasten an der Regulation der Knochenformation
(Schell et al. 2006).
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Der direkte Vergleich der Osteoklastendichten an der Kortikalis beider Gruppen der vorlie-
genden Studie zeigt fur die zweite Gruppe (ChronOS Strip® + Spongiosa) etwas hdhere
Werte als fiir die erste (ChronOS Strip®) (Gr.1: 2,5/mm?, Gr.2: 3,6/mm?) ohne signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen. Die Osteoklastendichten beider Gruppen im kritischen
Defektmodell der aktuellen Studie erreichen vergleichbare Werte wie die Osteoklastendichte
der Studie von Schell et al. zum 9 Wochenzeitpunkt in einem 3-mm-Osteotomiemodell mit
ungestorter Heilung in einem unkritischen Modell (3,7/mm?) (Schell et al. 2006). Damit ent-
spricht die Osteoklastendichte der vorliegenden Studie der zu erwartenden Dichte im Rah-
men des Remodelling. Dabei zeigt die zweite Gruppe mit einer leicht hdheren Osteoklasten-
dichte ein entsprechend starkeres Remodelling, was sich auch in der starker aufgelockerten
Kortikalisstruktur widerspiegelt, auf eine vorangeschrittenen Phase der Defektheilung hin-
deutet und wahrscheinlich auf die Applikation von autologer Spongiosa in der dieser Gruppe
zurlckzufuhren ist.

Wie in der Studie von Schell und Mitarbeitern waren auch in der vorliegenden Studie histolo-
gisch bei allen Tieren Osteoklasten in Knochenlakunen zu erkennen, die den Geflechtkno-
chen abbauten (Schell et al. 2006). In deren Umgebung waren auch immer Osteoblasten
erkennbar, die neuen Knochen aufbauten. Zudem erschien die Kortikalis stellenweise stark
abgerundet, was den Schluss zulasst, dass die Struktur der Kortikalis systematisch umge-
baut wird, um sich neuen Belastungsbedingungen anzupassen (Schell et al. 2006).

In einer weiteren Studie am gleichen 3-mm-Distraktions-Modell an der Schafstibia untersuch-
ten Schell und Mitarbeiter die biologischen Reaktionen des Knochengewebes auf eine ein-
gebrachte Schraube des Fixateur externe, um die Beziehung zwischen der knéchernen Ver-
ankerung der Schraube, die Inzidenz von Infektionen und das histologische Bild zu analysie-
ren. Schell und Kollegen konnten in ihrer Studie zeigen, dass die Osteoklastenzahl im kno-
chernen Kallus im Verlauf von neun Wochen sinkt und die Osteoklastenzahl in der Kortikalis
Uber die gesamte Heilungszeit konstant bleibt (Schell et al. 2011). Zur Bestimmung der Os-
teoklastendichte am Schrauben-Knochen-Interface wurde die TRAP-Farbung verwendet. Die
Osteoklasten wurden der Kortikalis oder dem Kallusgewebe zugeordnet, jedoch nicht je
Knochenflache sondern je Schraubenzacke des Schraubenkanals im Knochen gezahlt. Da-

her ist die Osteoklastendichte nicht mit der der aktuellen Studie vergleichbar.

In der vorliegenden Studie war die Osteoklastendichte im Kallusgewebe beider Gruppen
(Gr.1: 5,1 OK/mm?, Gr.2: 5,4 OK/mm2) im Vergleich zur Studie von Schell et al. nach neun
Wochen (3,0 OK/mm?) leicht erhoht (Schell et al. 2006). Dies kann durch den spateren Un-
tersuchungszeitpunkt bedingt sein, aber auch durch die Verwendung des PCL-B-TCP-
Scaffolds, den groReren Defekt oder die abweichende Osteosynthesemethode. Beide Grup-

pen der vorliegenden Studie weisen ahnlich hohe Osteoklastendichten im knéchernen Kallus
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auf, wobei die zweite Gruppe eine groRere Streuung der Werte zeigte. Dies kann auf ein
starkeres Remodelling durch die Verwendung der autologen Spongiosa in der zweiten Grup-
pe zuriickgeflihrt werden, da diese durch ihre starke osteogenetische und -induktive Potenz
fur eine starke Stimulation der Knochenheilung sorgt und einen gleichzeitigen Auf- und Ab-
bau von Knochen bedingt (Cypher und Grossman 1996; Bloemers et al. 2003; Mahendra
und Maclean 2007; Fong et al. 2013).

Der geringere Anteil an neu gebildetem Knochen in der ersten Gruppe lasst sich nicht auf
einen vermehrten Abbau von Knochen zum Zwoélfwochenzeitpunkt zurtickfliihren, da in bei-
den Gruppen ahnliche Osteoklastendichten zu beobachten waren. Vielmehr ist der geringere
Knochenanteil auf eine insgesamt niedrigere Knochenneubildung in der ersten Gruppe zu-

rickzufuhren.

5.2.6 Riesenzelldichte

Am Prozess der Biodegradation von polymeren, medizinischen Implantaten sind vor allem
Fremdkorperriesenzellen beteiligt (Anderson 2000). Die Oberflachenbeschaffenheit des im-
plantierten Materials ist fur das Ausmal und die Modulation der Aktivitat von Fremdkoérper-
riesenzellen von entscheidender Bedeutung (Anderson et al. 2008).

In der aktuellen Studie wurden zum ersten Mal in einem kritischen Osteotomie-Defektmodell
Fremdkdrperriesenzellen mittels TRAP-Farbung nachgewiesen und quantitativ im Bindege-
webe im Osteotomiespalt bestimmt. Dabei waren bei der zweiten Gruppe (ChronOS® +
Spongiosa) in Vergleich zur ersten (ChronOS Strip®) hohere Werte zu beobachten (Gr. 1:
29,71/mm?, Gr. 2: 50,29/mm2), die Ergebnisse unterschieden sich jedoch nicht statistisch
signifikant. Die héhere Riesenzelldichte in der zweiten Gruppe kann auf die Verwendung
autologer Spongiosa zurtckgefihrt werden und auf eine starkere Remodellingaktivitat in
dieser Gruppe hindeutet. In beiden Gruppen sind nach zwélf Wochen noch grolde Mengen
Scaffoldmaterial nachweisbar, welche bereits im Rahmen der beginnenden Degradation von
Riesenzellen abgebaut werden. Dies geht mit den Herstellerangaben konform, nach denen
ein vollstandiger Abbau des Scaffoldmaterials erst nach 6 bis 18 Monaten erreicht wird. Zur
vollstandigen Beurteilung der Biokompabilitdt ware ein spaterer Untersuchungszeitpunkt zu
empfehlen, um die vollstandige und zuverlassige Degradation in diesem Modell nachvollzie-
hen zu kénnen.

Lohfeld und Mitarbeiter konnten im 20-mm-Osteotomiemodell in der Schafstibia, stabilisiert
mittels winkelstabiler Titanplattenosteosynthese und einem zusatzlichen Castverband, zei-
gen, dass ein Polymerscaffold aus PCL/TCP langsamer degradiert wird als ein reiner 3-TCP-
Scaffold, und dass es in seiner Umgebung nur zu lokalen Entzindungsreaktionen in Form
von Riesenzellen und Makrophagen kommt (Lohfeld et al. 2012). Im Hinblick auf die Bio-

kompabilitat konnten Lohfeld et al. in der PCL/TCP-Gruppe vermehrt Riesenzellen feststel-
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len, die sie im Gegensatz dazu in der Referenzgruppe (B-TCP) nicht vorfanden. In der Studie
von Lohfeld und Kollegen wurde keine quantitative Messung der Riesenzelldichte vorge-
nommen. Daher kann nur ein histomorphologischer Vergleich mit der aktuellen Studie vor-
genommen werden. In beiden Studien wird der Kompositscaffold aus PCL-3-TCP von Rie-
senzellen umschlossen, die diesen abbauen und inkorporieren. Laut Anderson et al. deutet
eine erhohte Riesenzelldichte im Verlauf der Wundheilung auf eine Fremdkoérperreaktion hin,
die zudem mit der Bildung von Granulationsgewebe einhergeht und Vorlaufer der fibroti-
schen Kapsel ist, die vom Implantat oder Biomaterial durch ein oder zwei Zellschichten aus
Monozyten, Makrophagen oder Fremdkdrperriesenzellen separiert ist (Anderson et al. 2008).
In der vorliegenden Studie waren die Riesenzellen und seltener Entziindungszellen in Bin-
degewebe eingebettet. Lymphozyten und Plasmazellen waren nur stellenweise bei einzelnen
Tieren zu beobachten und auch eine Schichtbildung aus Zellen konnte nicht beobachtet
werden, es kam folglich gegenuber der Umgebung nicht zu einer Abkapselung. Des Weite-
ren waren Riesen- und Entziindungzellen immer nur in unmittelbarem Kontakt zum Scaf-
foldmaterial zu finden und nicht aufderhalb des Implantates oder in der Defektumgebung
nachweisbar, was auf eine eher milde Entziindungsreaktion schlieRen Iasst.

Reichert und Mitarbeiter untersuchten in einem mittels winkelstabiler Kompressionsplatten
stabilisierten 20-mm-Osteotomiemodell in der Schafstibia die Heilung im Leerdefekte sowie
im mit PLDLLA-TCP-PCL-, mPCL-TCP-Scaffold oder autologer Spongiosa gefillten Defekt
nach zwolf Wochen Heilungszeit (Reichert et al. 2011). Die Riesenzellen wurden dabei ledig-
lich qualitativ bestimmt. Dabei wurden nur in der Gruppe mit autologer Spongiosa Riesenzel-
len beobachtet. In der aktuellen Studie wurden Riesenzellen in beiden Gruppen beobachtet,
wobei der Scaffoldabbau bereits weiter vorangeschritten erscheint als in der Studie von Rei-
chert und Mitarbeitern. Ein eindeutiger Vergleich ware jedoch auch hier erst durch die Be-
stimmung der Riesenzelldichte mit den dort verwendeten Scaffolds maoglich.

Roohani-Esfahani und Mitarbeiter untersuchten in einem 15-mm-Osteotomiedefekt im Ka-
ninchenradius verschiedene Kompositscaffolds (Baghdadit-, Bagdadit-PCL-Nano-Bioaktiv-
Glas- (Bag-PCL-nBG), TCP/HA- und TCP/HA-PCL-Bag-) Uber 12 Wochen (Roohani-
Esfahani et al. 2012). Hinsichtlich der Riesenzellen bzw. Osteoklasten, die sie mittels TRAP-
Farbung nachwiesen, konnten Roohani-Esfahani und Kollegen zeigen, dass diese sowohl
den Knochen als auch die Transplantatoberflachen aller Materialien bedeckten. Dies weist
laut Roohani-Esfahani und Mitarbeitern auf ablaufende Remodellingprozesse hin und zeigt,
dass keramische Materialien potentiell von Osteoklasten abgebaut werden kénnen (Roohani-
Esfahani et al. 2012). Da es sich bei der TRAP-Farbung um eine unspezifische Farbung
handelt, die beide, Riesenzellen und Osteoklasten im gleichen Malie anfarbt, wurden in der
vorliegenden Studie die Riesenzellen und Osteoklasten nach ihrer Lokalisation unterschie-

den. Als Osteoklasten wurden alle Zellen gezahlt, die mindestens zwei Zellkerne besalien,
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die sich TRAP-positiv anfarbten und direkt an eine knéchernen Oberflache angrenzten. Als
Riesenzellen wurden alle Zellen gezahlt, die sich TRAP-positiv farbten, mindestens zwei
Zellkerne besalten und keinen Kontakt zu knéchernem Gewebe hatten.

Die von Roohani-Esfahani und Kollegen beschriebenen Osteoklasten auf der Materialober-
flache kénnen daher mit den Riesenzellen im Scaffold der vorliegenden Studie verglichen
werden. Das in der aktuellen Studie verwendete Kompositmaterial wurde speziell dafir ent-
wickelt, vom Kdrper abgebaut und resorbiert werden zu kénnen. In der vorliegenden Studie
wanderten Riesenzellen im Rahmen einer milden Fremdkdrperreaktion ein, bauten vermehrt
kristallines Scaffoldmaterial ab und inkorporierten es, sodass eindeutig kristalline Strukturen
in den Zellkdrpern zu erkennen waren, was fir eine Biodegradation durch die Riesenzellen

spricht und durchaus erwiinscht war.

5.2.7 Vergleich mit anderen Studien

Ein direkter Vergleich dieser Studie mit anderen gestaltet sich schwierig, zum einen weil der
in dieser Arbeit verwendete Knochenersatzstoff (ChronOS Strip®) in dieser Zusammenset-
zung und an dieser Lokalisation noch nicht untersucht wurde und zum anderen, weil die ver-
wendete Osteosynthese mit einem externen Ringfixateur noch nicht fur einen 40-mm-Defekt
im Schaf verwendet wurde. Die Anwendung unterschiedlicher Osteosynthesemethoden, De-
fektgroRen und Materialien, flhrt zu einer vielfaltigen Beeinflussung des Heilungsverlaufes,
wodurch ein direkter Vergleich erschwert wird. Durch den Vergleich mit anderen Studien
kénnen Hinweise oder Richtungen deutlich werden, hinsichtlich derer weitere Untersuchun-
gen angestellt werden sollten.

Den Boer und Kollegen untersuchten die Knochendefektheilung nach zwolf Wochen in einem
segmentalen Defekt von 30 mm in der Schafstibia, stabilisiert mittels intramedullarem Mark-
nagel (IMN). Die Heilung wurde sowohl im Leerdefekt als auch unter Verwendung von Hyd-
roxidapatit-Granulat (HA), autologer Spongiosa, HA in Kombination mit einem Wachstums-
faktor (recombinat human osteogenic protein-1, rhoP-1) oder autologem Knochenmark un-
tersucht (den Boer et al. 2003). Sie konnten zeigen, dass die Defektheilung in einem mit HA
behandelten Defekt gesteigert werden kann, indem zusatzlich ein osteoinduktives Material
wie rhoP-1 oder autologes Knochenmark eingebracht wird. Diese Kombination von osteo-
konduktivem Material mit osteoinduktiven und osteogenetischen Materialien stellen geeigne-
te Alternativen zum Autotransplantat (autologe Spongiosa) bei der Behandlung von grofen
Knochendefekten und atrophen Pseudarthrosen dar (den Boer et al. 2003). In der vorliegen-
den Studie ergab die Kombination von autologer Spongiosa mit dem PCL-B-TCP-Scaffold im
Vergleich zum Scaffold allein ein beschleunigtes Knochenwachstum sowie eine histomor-
phologisch starkere Kallusbildung. Auch in der Studie von den Boer et al. konnten bei der

Knochenbildung keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Gruppe mit HA
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allein und den Gruppen mit HA in Kombination mit rhoP-1 oder autologem Knochenmark
dargestellt werden (den Boer et al. 2003). Die Gruppe mit HA in Kombination mit rhOP-1
zeigte bei sechs von acht Tieren eine unilaterale Uberbriickung und die Gruppe mit HA in
Kombination mit autologem Knochenmark bei drei von acht eine unilaterale und bei zwei von
acht eine bilaterale Uberbriickung des 30-mm-Defekts. Die Tatsache, dass es in der Studie
von den Boer und Mitarbeitern haufiger zu einer knéchernen Uberbriickung des Defektes
kam, kann auf die geringere Defektstrecke, aber auch das verwendete Ersatzmaterial und
seine Eigenschaften zurtckgeflhrt werden.

Cipitria et al. untersuchten einen PCL-B-TCP-Scaffold (80:20) in einem 30-mm-Defekt sowie
einen 30 mm Leerdefekt, stabilisiert mittels dynamischer Kompressionsplatte, in der Schafs-
tibia (Cipitria et al. 2012). Der von Cipitria et al. im Volldefekt verwendete PCL-B-TCP-
Scaffold fUhrte im Vergleich zur Leergruppe zu einer verbesserten Struktur des Bindegewe-
bes. Cipitria und Mitarbeiter beschrieben den Scaffold als Platzhalter der einen Muskel- bzw.
Weichgewebevorfall in den Defekt verhinderte, das entstehende Hamatom auffangen und
das Schrumpfen des Gerinnungsthrombus verhindern konnte, was in der friihen Phase der
Knochenheilung wichtig ist (Yannas 2005). Auch Gao et al. begriinden in ihrer Studie die
verbesserte Frakturheilung eines 20 mm grofRen Tibiadefektes im Schaf durch die Verwen-
dung eines TCP-Scaffolds, der als osteokonduktiver Platzhalter diente (Gao et al. 1997a).
Auch in der vorliegenden Studie agierte der verwendete B-TCP-Scaffold als Platzhalter und
verhinderte einen Vorfall von Muskel- oder Weichgewebe aus der Umgebung in den Osteo-
tomiespalt. Des Weiteren diente der Scaffold in der vorliegenden Studie wie auch in der Stu-
die von Cipitria et al. beschrieben, als Leitstruktur, an der knochenbildende Vorlauferzellen
und Riesenzellen entlang in das Scaffoldinnere einwandern konnten (den Boer et al. 2003).
Reichert und Mitarbeiter untersuchten die Defektheilung nach zwdlf Wochen sowie nach
zwolf Monaten in einem mid-diaphysaren 30 mm Volldefekt in der Schafstibia, der durch eine
dynamische Kompressionsplatte stabilisiert wurde (Reichert et al. 2012a). Sie verglichen
autologe Spongiosa mit einem mPCL-TCP-Scaffold allein oder in Kombination mit MSC oder
einem Wachstumsfaktor (rhBMP-7) zur Defektregeneration. Dabei konnten sie zeigen, dass
der Scaffold in Kombination mit rhBMP-7 eine ahnlich gute Knochenbildung induzierte wie
autologe Spongiosa allein. Unter der Verwendung des Scaffolds allein und in Kombination
mit MSC wurde dagegen weniger Knochen gebildet. Nach zwolf Monaten war die Knochen-
heilung in der Gruppe mit Scaffold in Kombination mit rhBMP-7 der autologen Spongiosa
sogar Uberlegen, was das starke Potential des rhBMP-7 verdeutlicht (Reichert et al. 2012a).
Auch in der aktuellen Studie fihrte die Kombination des Scaffolds mit dem osteoinduktiven
Material autologer Spongiosa zu einer verbesserten Knochenneubildung. Beim direkten Ver-
gleich der beiden Studien muss die kleinere Defektstrecke, die unterschiedlichen Osteosyn-

thesemethoden und verschiedenen Scaffolds bericksichtigt werden. Der in der vorliegenden
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Studie verwendete B-TCP-Scaffold forderte ebenso wie der von Reichert und Mitarbeitern
verwendete mPCL-TP-Scaffold das Knochenwachstum in den Defekt hinein (Reichert et al.
2012a). In der Gruppe mit Leerdefekten konnten Reichert und Mitarbeiter hingegen nur ein
sehr geringes Knochenwachstum beobachten. Des Weiteren zeigte das von Reichert und
Mitarbeitern verwendete rhBMP-7 ein sehr hohes Potential die Knochendefektheilung zu
stimulieren. Solche Wachstumsfaktoren kdnnten daher in weiteren Studien in Kombination

mit dem aktuell verwendeten 3-TCP-Scaffold untersucht werden.

5.2.8 Schlussfolgerungen

In dieser tierexperimentellen Studie erwies sich der verwendete Hybrid-Ringfixateur als ein
adaquates Stabilisierungssystem fiir einen 40-mm-Osteotomie-Defekt in der Schafstibia zur
Untersuchung eines regenerativen Therapieansatzes. Die Tiere konnten direkt post operativ
selbstandig aufstehen und die operierte Gliedmalie beim Laufen voll belasteten. Des Weite-
ren konnten sie problemlos in einer Kleingruppen gehalten werden, sich innerhalb dieser
Gruppe frei bewegen und im Verlauf der Standzeit zeigten nur ein Tier der ersten und zwei
Tiere der zweiten Gruppe leichte bis mittelgradige Lahmheiten aufgrund von K-Draht-
Infektionen. Das Gangbild war aufgrund der Dimensionen des externen Hybrid-Ringfixateurs
und der damit einhergehenden Einschrankung der Flexion im Kniegelenk leicht verandert.
Der externe Hybrid-Ringfixateur erwies sich bis auf typische Komplikationen wie vermehrte
Sekretion an den Eintrittsstellen und damit verbundenen Pininfektionen als geeignete Stabili-
sierungstechnik eines kritischen 40-mm-Volldefekts.

Der mit einem PCL-B-TCP-Scaffold aufgefullte Volldefekt von 40 mm Grof3e flhrte in dieser
Studie nach zwolf Wochen bei keinem Tier der ersten Gruppe zu einer vollstandigen kno-
chernen Uberbriickung und stellt daher ein geeignetes kritisches Defektmodell dar. Im Rah-
men dieser Studie kam es definitionsgemal zu einer verzégerten Defektheilung im Osteoto-
miebereich, da eine Pseudarthrose beim Schaf erst durch das Ausbleiben einer Frakturiiber-
briickung nach sechs Monaten definiert ist und in dieser Studie der Heilungsverlauf nur Gber
drei Monate beobachtet wurde (Schell et al. 2008). Das verwendete Osteotomie-
Defektmodell erwies sich als reprasentativ fir die klinische Situation eines kritischen Defek-
tes mit verzdgerter Heilung, die wahrscheinlich zu einem spateren Zeitpunkt in einer Pseu-
darthrose resultieren wirde. Erst nach Ablauf der physiologischen Heilungszeit in Verbin-
dung mit morphologischer Charakterisierung kann sicher von einem vollstandigen Erliegen
der Knochenheilung gesprochen werden (Schweiberer et al. 1999). Defektmodelle einer ver-
zOgerten Heilung bendtigen jedoch eine Positivkontrollgruppe, die demonstriert, dass das
Modell an sich zu einer Uberbriickung fihren kann (Mills und Simpson 2012), was in der
vorliegenden Arbeit durch die Verwendung autologer Spongiosa in der zweiten Gruppe teil-

weise demonstriert werden konnte. Zwei Tiere zeigten eine unilaterale Uberbriickung des
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Defektes, insgesamt reichte die Kombination von Scaffold und autologer Spongiosa als Sti-
mulus fiir eine sichere Defektheilung jedoch nicht aus.

Die Verwendung eines Kompositscaffolds aus Poly-I-(Lactid)-co-e-Caprolacton und -
Trikalziumphosphat erwies sich als geeignet, die Regeneration eines segmentalen, kritischen
Knochendefektes zu unterstitzen, da er in seiner Form stabil blieb und als Platzhalter im
Defekt wirkte und somit einen Prolaps von Weich- oder Muskelgewebe in den Defekt verhin-
derte. Zusatzlich erméglichte die Mikrostruktur des Scaffolds das Einwachsen von lockerem
Bindegewebe, das netzartig verteilt im gesamten Defektbereich zu beobachten war. Dieses
Netzwerk aus Bindegewebe lenkt den Mineralisationsprozess und somit das Einwachsen
von Knochen in den kritischen Defekt, wobei nicht immer eine vollstandige Uberbriickung
des Defektes erreicht wird (Cipitria et al. 2012).

Die Kombination des Scaffolds (ChronOS Strip®) mit autologer Spongiosa flihrte initial zu
einer beschleunigten und bei einzelnen Tieren auch zu einer deutlich gesteigerten Knochen-
neubildung. Anhand der Rontgenverlaufsbilder sind in der zweiten Gruppe schon zum Acht-
wochenzeitpunkt deutliche Kallusformationen erkennbar, deren Ausdehnungen auch nach
zwolf Wochen noch umfangreicher waren als die der ersten Gruppe. Insgesamt ist jedoch
weder histomorphometrisch (Bone Area) noch computertomographisch (Bone Volume) eine
signifikante Steigerung der Knochenneubildung durch die Zugabe autologer Spongiosa in
der zweiten Gruppe nach zwoélf Wochen erkennbar.

Histomorphologisch zeigten vor allem die beiden Tiere mit unilateraler Uberbriickung des
Osteotomiedefektes stellenweise Knochengewebe, das bereits zu Lamellenknochen umge-
baut wurde. Dartberhinaus ist histomorphologisch kein qualitativer Unterschied des gebilde-
ten Kallusgewebes zwischen den Gruppen erkennbar. Auch die CT-Werte wie die Knochen-
mineraldichte und der Knochenmineralgehalt unterscheiden sich in den beiden Gruppen
nicht, sodass auch hier kein qualitativer Unterschied heraus zu stellen war. Beide Gruppen
zeigten eine vergleichbar hohe Vaskularisierung und Osteoklastendichte. Die Verzégerung
der Defektheilung ist daher nicht auf eine unzureichende Vaskularisierung oder einen Uber-
mafigen Knochenabbau durch Osteoklasten bedingt. Auch die beginnende Degradation des
Scaffolds durch Riesenzellen konnte in beiden Gruppen in vergleichbarem Ausmall beo-
bachtet werden. Durch die Zugabe autologer Spongiosa konnte bei diesen Parametern keine
signifikante Steigerung der Knochenneubildung oder -qualitat in der zweiten Gruppe erreicht
werden.

Das untersuchte Knochenersatzmaterial (ChronOS Strip®) ist zur Unterstlitzung der Defekt-
heilung in diesem Modell geeignet, indem es als Leitstruktur fiir Bindegewebe, Fasern, Ge-
fale, Osteoklasten und Riesenzellen zum Einwachsen in den Defekt dient und im spateren
Verlauf auch als Leitstruktur fiir die Bildung von Knochen wirkt. Jedoch ist es allein nicht in

der Lage die Defektheilung so zu unterstiitzen, dass eine Uberbriickung eines kritischen De-
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fektes moglich ist. Durch die Kombination des Scaffolds mit autologer Spongiosa kann die
Knochenneubildung derartig gesteigert werden, dass eine unilaterale Uberbriickung des kri-
tischen Defektes bei 1/3 der Tiere der zweiten Gruppe erreicht werden kann. Fur eine siche-
re und stabile Uberbriickung des segmentalen Defektes sollte der verwendete Scaffold
(ChronOS Strip®) mit einem potenteren, osteoinduktivem Material kombiniert werden. Wei-
terflhrende Studien sollten sich auf die Optimierung des Scaffolds hinsichtlich seiner Geo-
metrie und Porenanordnung sowie seiner Eigenschaften, als Leitstruktur zu wirken, fokussie-
ren. Das in dieser Studie etablierte Tiermodell kann zukinftig dafir verwendet werden, ande-
re vielversprechende Materialien und beispielsweise Wachstumsfaktoren zur endogenen

Knochenregeneration im praklinischen Knochendefektmodell zu untersuchen.
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6. Zusammenfassung

Die Heilung grofer segmentaler Knochendefekte bedingt durch degenerative, entzindliche
oder traumatische Erkrankungen stellt noch immer ein besonderes klinisches und soziodko-
nomisches Problem dar. Aktuelle Therapieverfahren zur Rekonstruktion ausgedehnter seg-
mentaler Knochendefekte umfassen die Knochendistraktion und den vaskularisierten, auto-
logen oder allogenen Knochentransfer, aber auch Scaffolds in Form von Cages finden in
grolten Defekten Verwendung. Durch die mit diesen Verfahren verbundenen Komplikationen,
wie Pininfektionen bei der llizarov-Technik oder eine erhbhte Entnahmemorbiditat, Infekti-
onsgefahr, schlechte Einheilungsraten und die oft nicht ausreichende Menge an gewonne-
nem Knochen beim Knochentransfer, wird seit langem an einer Alternative fir den autologen
Knochenersatz geforscht.

In dieser Studie wurde deshalb untersucht ob sich ein mittels Hybrid-Ringfixateur stabilisier-
ter 40-mm-Osteotomiedefekt in der Schafstibia eignet regenerative Therapieansatze zu un-
tersuchen. Weiterhin sollte als ein Therapieansatz ein Poly-I-(lactid)-e-Caprolacton/B-
Trikalziumphosphat-Scaffold in den 40 mm Tibiadefekt eingebracht und auf seine Eignung,
die Regeneration in einem kritischen segmentalen Knochendefekt zu unterstutzen, unter-
sucht werden. Zusatzlich wurde in einer Gruppe der PCL/B-TCP-Scaffold mit autologer
Spongiosa gefullt, um deren Wirkung in Kombination mit dem Knochenersatzmaterial PCL/B-
TCP auf die Knochendefektheilung zu untersuchen.

Dazu wurden zwolf Merino-Mix-Schafe in zwei Gruppen zu je sechs Tieren eingeteilt. Es
wurde eine Osteotomie in der rechten Tibia vorgenommen und ein 40-mm-Defekt geschaf-
fen, der durch einen Hybrid-Ringfixateur stabilisiert wurde. In den 40-mm-Osteotomie-Defekt
wurde in der ersten Gruppe der hohlzylindrische Scaffold allein und in der zweiten Gruppe
der mit Spongiosa gefiillte Scaffold eingebracht. Zwolf Wochen postoperativ erfolgte die Ent-
nahme der Proben und die réntgenologische, computertomographische, histomorphologi-
sche, histomorphometrische und immunhistochemische Auswertung der Heilung im Kkriti-
schen Defekt.

Der verwendete Hybrid-Ringfixateur erwies sich als adaquates Stabilisierungssystem fur
einen 40-mm-Osteotomiedefekt in der Schafstibia. Das Modell erwies sich als geeignet zur
Untersuchung regenerativer Therapieansatze. Die Verwendung des Kompositscaffolds aus
PCL-B-TCP unterstutzt die Regeneration eines segmentalen, kritischen Knochendefektes.
Der Scaffold blieb in seiner Form stabil, diente als Platzhalter im Defekt, verhinderte einen
Prolaps von Weich- oder Muskelgewebe in den Defekt und diente als Leitstruktur indem er
durch seine Mikrostruktur das Einwandern von Zellen und das Einwachsen von lockerem

Bindegewebe, GefalRen und auch Knochengewebe ermaoglichte.
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Durch die Kombination des Scaffolds (ChronOS Strip®) mit autologer Spongiosa in der zwei-
ten Gruppe wurde die Knochenneubildung initial beschleunigt und bei einzelnen Tieren auch
gesteigert. Die zweite Gruppe (ChronOS Strip® + Spongiosa) zeigte im Vergleich zur ersten
nach zwolf Wochen ein vorangeschrittenes Heilungsergebnis. Rontgenologisch zeigten zwei
Tiere dieser Gruppe bereits nach acht Wochen eine Uberbriickung des 40 mm Osteotomie-
defektes und nach zwdlf Wochen eine weitere Zunahme der Dichte des neugebildeten Kal-
lus. Histomorphometrisch machte in beiden Gruppen nach 12 Wochen Bindegewebe den
hauptsachlichen Gewebeanteil im Osteotomiespalt aus. Hinsichtlich des kndéchernen Kallus
war computertomographisch (Bone Volume) und histomorphometrisch (Bone Area) keine
signifikante Steigerung der Knochenneubildung durch autologe Spongiosa im Vergleich zur
ersten Gruppe erkennbar. Allerdings erreichten in der zweiten Gruppe einige Tiere hdhere
Werte. Die Knochenmineraldichte (BMD) und der Knochenmineralgehalt (BMC) zeigten in
den beiden Gruppen im Median ahnliche Werte. Lediglich bei zwei Tieren der zweiten Grup-
pe mit unilateraler Uberbriickung des Osteotomiedefektes war bereits Lamellenknochen zu
beobachten. Histomorphologisch war dartberhinaus kein qualitativer Unterschied des gebil-
deten Kallusgewebes zwischen den Gruppen erkennbar; allein die Kortikalis erschien in der
zweiten Gruppe starker aufgelockert. Auch die Vaskularisierung und Osteoklastendichte war
in beiden Gruppen der vorliegenden Studie vergleichbar. Die Verzégerung der Defektheilung
ist daher nicht auf eine unzureichende Vaskularisierung oder einen UbermaRigen Kno-
chenabbau durch Osteoklasten zurtickzufiihren. Ebenso war in beiden Gruppen die begin-
nende Degradation des Scaffolds durch Riesenzellen in vergleichbarem Ausmal} zu be-
obachten. Die Zugabe autologer Spongiosa (Gruppe 2) fuhrte bei einzelnen Tieren zu einer
deutlichen Steigerung der Knochenneubildung, der Vaskularisierung sowie der Osteoklasten-
und Riesenzelldichte, im Vergleich zwischen den Gruppen wurde jedoch kein statistisch sig-
nifikanter Unterschied erreicht. Der verwendete Scaffold erwies sich in beiden Gruppen als
Leitstruktur, die das Einsprossen von Gefalten und die Migration von Osteoklasten und Rie-

senzellen in den Defekt ermdglichte.
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7. Summary

Application of a soft composite scaffold for the regeneration of segmental bone de-

fects in a novel animal model — radiological and histological evaluation in sheep

The healing of large segmental bone defects caused by degenerative, inflammatory or trau-
matic diseases pose a major clinical and socioeconomic problem. Current treatment methods
for the reconstruction of large segmental bone defects include bone distraction, vascularised,
autologous or allogenic bone grafting and even cages that are used as scaffolds. Because of
procedure associated complications, such as pin infections in the llizarov-technique or an
increased donor site morbidity, the risk of infection, poor healing rates and the frequently
insufficient amount of recovered bone, there has been a longstanding history of research in
this field.

The aim of this study was to examine a 40 mm osteotomy defect model, stabilised by a hy-
brid ring fixator, in the tibia of the sheep and its qualification to enable the investigations of
regenerative therapies. In particular, as such a therapeutic approach, a poly-I-(lactid)-e-
caprolacton/B-tricalciumphosphat-scaffold was put into the 40 mm tibial defect and tested if it
is qualified to support the regeneration in a critical segmental bone defect. Additionally, in
one group the PCL/B-TCP-scaffold was filled with autologous bone graft to investigate its
effect in combination with the bone substitute on the bone defect healing.

Twelve merino-mix-sheep were randomly assigned in two groups. A 40 mm osteotomy de-
fect in the right tibia was set and stabilised by a hybrid ring fixator. In the first group the oste-
otomy defect was filled with the scaffold alone, which was formed into hollow cylindrical
shape. In the second group the hollow cylindrical shaped scaffold was filled with autologous
cancellous bone from the iliaci crest. Twelve weeks after surgical treatment, the defect zone
was removed for radiological, histomorphological, histomorphometrical and immunhisto-
chemical examination of the defect healing.

The hybrid ring fixator used in this study proved to be an adequate stabilization system for
the study of regenerative therapies in a 40 mm osteotomy defect model. And also the use of
the composit scaffold (PCL-B-TCP) proved to be appropriate to support the regeneration in a
segmental critical size defect. It remained stable in its form, served as a placeholder in the
defect, prevented a prolapse of soft or muscle tissue into the defect and allowed by its micro-
structure and migration of cells and ingrowth of loose connective tissue and blood vessels.
By combining the scaffold (chronOS strip®) and autologous cancellous bone the bone for-
mation was initially accelerated and also increased, but not statistically significant. After

twelve weeks the second group (chronOS strip® + ABG) showed an advanced healing re-
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sult. After eight weeks the radiographs showed two animals of this group with a bridging of
the 40 mm osteotomy defect and an increased callus formation after twelve weeks. Accord-
ing to the histomorphometrical investigations after 12 weeks in both groups, the main part
was formed of connective tissue. Conforming to the new bone formation neither the comput-
ertomographic nor the histomorphometric measurements showed a significant increase of
new bone formation by autologous bone graft compared to the first group. Certainly, in the
second group some animals showed increased results. The bone mineral density and the
bone mineral content in both groups showed similar median values.

Two animals in the second group showed a unilateral bony bridging of the defect on the late-
ral side with partially already remodeled bone tissue organized to lamellar bone. Histological-
ly, there was no further qualitative difference in the new formed bone, only the cortical bone
in the second group appeared loosened. The vascularization and the osteoclast density were
similar in both groups. Hence, the delay of the defect healing is not due to the insufficient
vascularization or excessive bone resorption by osteoclasts. In both groups the onset of deg-
radation of the scaffold by giant cells could be observed in a similar fashion. The addition of
autologous bone graft (group 2) resulted for some animals in a distinct increase of new bone
formation, vascularization, osteoclast and giant cell density. However, no statistically signifi-
cant difference was achieved compared between the groups. Nonetheless, the used scaffold
served in both groups as a guiding structure that enabled the ingrowth of loose connective

tissue, vessels, osteoclasts and giant cells into the defect.
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9.

9.1 Farbeprotokolle

Anhang

Tabelle 16: Farbeprotokoll Movat-Pentachrom-Farbung

1.

Entplasten in MEA
(Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn, Deutschland)

. Absteigende Alkoholreihe
100 %- Alkohol, 96 %-Alkohol, 80 %- Alkohol, 70 %- Alkohol (Her-

beta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland)

3. Aqua dest.

10.
11.
12.

13.

14.

15. Essigsaure 0,5 % (darin bewegen)

16. 3 x in 100 % Ethylalkohol spilen
17. Saffron du Géatinais

1 % Alcianblaulésung
(8 GS Chroma 1A288, Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland)

In Leitungswasser spulen

6. Alkalischer Ethylalkohol 60 Minuten
(10 ml 25 % Ammoniak (Merck, Darmstadt, Deutschland) auf 180

ml 96 % Alkohol)

In flieRendem Leitungswasser spllen

Aqua dest.

Weigerts Eisenhamatoxylin
(Eisenhamatoxylin A und B im Verhaltnis 1:1 (A: 2E032, B:2E052);

Waldeck GmbH, Dicision Chroma®, Muinster, Deutschland)

In flieRendem Leitungswasser splilen
Waschen in Aqua dest.

Brillant Crocein-Saurefuchsin
(Brillantcrocein R (Chroma 1B109); Saurefuchsin (Chroma 1B525);

Waldeck GmbH, Dicision Chroma®, Muinster, Deutschland)

Essigsaure 0,5 %

(Merck DGaA, Darmstadt, Deutschland)

Phosphorwolframsaure 5 %
(Chroma 3D092; Waldeck GmbH, Dicision Chroma®, Minster,

Deutschland)

3x 30 Minuten

Je 2 Minuten

2 Minuten

10 Minuten

5 Minuten
60 Minuten

10 Minuten
1x eintauchen

10 Minuten

15 Minuten
Kurz
10 - 15 Minuten

Kurz spilen

20 Minuten

2 Minuten

3x 2 Minuten
60 Minuten
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18.
19.

20.

(Chroma 5A394, Division Chroma®, Waldeck GmbH, Miunster,
Deutschland)

100 % Ethylalkohol

Entfetten in Xylol
(Mallinckrodt Baker BV., Deventer, 2 x 5 Minuten Holland)

Eindecken mit Vitro-Clud®
(R.Langenbrinck, Teningen, Deutschland)

3x 2 Minuten
2x 5 Minuten

Tabelle 17: Farbeprotokoll Safranin Orange/von Kossa-Farbung

Entplasten in MEA

2. Absteigende Alkoholreihe
100 %- Alkohol, 96 %-Alkohol, 80 %- Alkohol, 70 %- Alkohol
3. Aqua dest.
3 % wassrige Silbernitratlosung
(Merck 1512; Merck, Darmstadt, Deutschland)
5. Aqua dest.
Natriumcarbonat-Formaldehyd-Lésung
(Merck 6392 (wasserfrei) bzw. Merck 6391 (Dekahydrat); Merck,
Darmstadt, Deutschland)
Leitungswasser
Natriumthiosulfat-Losung 5%
(Merck 6516; Merck, Darmstadt, Deutschland)
9. Leitungswasser
10. Aqua dest.
11. Safranin-O
(Merck 1382, Merck Darmstadt, Deutschland)
12. Aqua dest.
13. 96% Alkohol
14. 100% Alkohol
15. Entfetten in Xylol
16. Eindecken mit Vitro-clud®

3 x 30 Minuten
Je 2 Minuten

2 Minuten
10 Minuten

3x spulen
2 Minuten

10 Minuten
5 Minuten

10 Minuten
5x eintauchen
8 Minuten

5x eintauchen
2x 2 Minuten
2x 2 Minuten
2x 5 Minuten
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Tabelle 18: Farbeprotokoll Masson-Goldner-Féarbung

1. Entplasten in MEA 3x 30 Minuten

2. Absteigende Alkoholreihe Je 2 Minuten
100 %- Alkohol, 96 %-Alkohol, 80 %- Alkohol, 70 %- Alkohol

3. Aqua dest. 2 Minuten

4. Weigerts Eisenhamatoxylin 2 - 4 Minuten
(Lésung A und B zu gleichen Teilen; A: Chroma 2E032, B: Chroma
2E052)
Leitungswasser 10 Minuten
Saurefuchsin-Ponceau 5 Minuten
(Chroma: 2C149, Division Chroma®, Waldeck GmbH, Munster,
Deutschland)

Abspulen

Essigsaure 1 %
15 - 30 Minuten

Differenzieren unter Sichtkontrolle in PMS-Orange-G

(PMS: Merck 1. 00532; Orange-G: Sigma 0O-3756 oder Merck:
1.15925; Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
(3-5g PMS (Phosphormolybdansaure) und 2g Orange-G in 100 ml

a.d. |6sen)

9. Essigsaure 1 % Abspllen

10. Lichtgriin 5 - 10 Minuten
(Chroma 1B211)

11. Essigsaure 1 % Abspllen

12. 3x 100 % Alkohol kurz

13. Xylol 2x 5 Minuten

14. Eindecken mit Vitro-clud®

Tabelle 19: Farbeprotokoll a-sma-Farbung

1. Entparaffinieren in Xylol 2% 10 Minuten
(Mallinckrodt Baker BV., Denventer, Holland)

2. Rehydrieren in absteigender Alkoholreihe je 2 Minuten
2 x 100 %-, 96 %-, 80 %-, 70 %- Alkohol

3. Aqua dest. 2 Minuten
Spulen in Phosphatpuffer (pH-Wert 7,2) bestehend aus 9 Teilen 2% 5 Minuten

Aqua dest. und einem Teil Phosphatpuffer-Lésung (Waldeck
GmbH, Muinster, Deutschland)

5. Inkubation in Normalserum Horse bei Raumtemperatur 20 Minuten
(Vektor® Laboratoires, Burlingame, USA)

6. Spilen in Phosphatpuffer 2x 5 Minuten
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10.
11.

12.
13.

14.
15.

16.

Inkubation mit dem Primarantikdrper bei 37°C
Antikérper und Antibodydiluent im Verhaltnis 1:100 (Ak:Monoclonal

Anti-human smooth muscle actin Clone 14A, Diluent: S0809; Dako
Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland)

Spiulen in Phosphatpuffer

Inkubation mit biotinyliertem und enzymgekoppeltem (Alkalische
Phophatase) Sekundarantikdrper bei Raumtemperatur
2 %er Sekundarantikdrper: Anti-mouse/Anti-rabbit 1gG; No: BA-

1400, Vektor® Laboratories, Burlingame, USA)

Spulen in Phosphatpuffer

Inkubation mit ABC-L6sung
in 5 ml PBS 1 Tropfen A (Avidin) und 1 Tropfen B (Biotin) geben

(Vectastain Ak-5000, Vektor® Laboratories, Burlingame, USA)

Inkubation mit Chromogenpuffer (pH-Wert: 8,2)

Inkubation mit Alkalischer Phosphatase-Substrat
in 2,5 ml Chromogenpuffer je einen Tropfen Reagenz 1,2 und 3 ge-

ben (Sk-5100; Vektor® Red Alkaline Phosphatase Kit 1, Burlinga-
me, USA) unter Beobachtung der Farbereaktion unter dem Mikro-

skop (Axioskop 2, Zeiss, Jena, Deutschland)

Abstoppen der Farbreaktion durch Spulen in Phosphatpuffer

Kerngegenfarbung mit Hdmalaun nach Mayer
a) Spllen in Aqua dest.

b) Hdmalaun nach Mayer
(Hamalaunlésung, Merck, Darmstadt, Deutschland)

c) Leitungswasser

Eindecken mit Aquatex® (Merck, Darmstadt, Deutschland)

60 Minuten

2x 5 Minuten

30 Minuten

2x 5 Minuten

50 Minuten

2x 5 Minuten

2 - 6 Minuten

2x 5 Minuten

2 Minuten

2 Minuten

5 Minuten
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Tabelle 20: Farbeprotokoll TRAP-Farbung

1. Entparaffinieren in Xylol 2 x 7 Minuten
2. Rehydrieren in absteigender Alkoholreihe je 2 Minuten
2 x 100 %-, 96 %-, 80 %-, 70 %- Alkohol
3. Aqua dest. 2 Minuten
4. TRAP-Puffer pH 5,0
(3,28g Na-Acetat (Carl Roth GmbH&CoKg, Karlsruhe, Deutschland)
_ 2 x 5 Minuten
und 46,01g Na-Tartat (Merck, Darmstadt, Deutschland) mit A.dest.
auf 1L auffillen)
5. TRAP-Farbeldsung bei 37°C inkubieren
1 Kuvette: 300 ml TRAP-Puffer, 6 ml N, N-Dimethylformamid (Sig-
ma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland), 3 ml Triton X- 2 Stund
unden
100 (Sigma: D4551), 60 mg Naphthol AS-MIX-Phosphat (Sigma:
N5000; SIGMA ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim, Deutsch-
land), 360 mg Fast Red Violett LB Salt (Sigma: F3381)
6. Aqua dest. Spilen
Kernfarbung mit Hamalaun nach Mayer Kurz
a) Aqua dest. 2 Minuten
b) Hamalaun Kur
c) Aqua dest. urz
d) Leitungswasser 5 Minuten

8. Eindecken mit Aquatex®
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9.2 MATLAB-Skripte

9.2.1 MATLAB-Skript flir HR-pQCT-Daten

cleardataixm*n*ks*b*t*ypa*
close all

%Load data from txt file

%CHANGE SAVE PATHWAY LINE 119
%Gets file of interest

if exist('pathname’)==0
pathname=pwd;
end
[filename,pathname]=uigetfile([pathname, "\*.*"], '‘Choose Histogram File');

data=dIimread([pathname,filename],'\t',18,0);%skip 29 lines for Scanco output

x = data(:,2); %Scanco output col. 2
y = data(:,4); %Scanco output col. 4

hold on

plot(x,y);

title("Histogram');

xlabel('mg HA/cc ?? need to check');
ylabel('Vol[mm*3] ?? need to check’);

i = length(x);
Y%search parameters for HU units
fort=1:i
if x(t)>=-1000 && x(t)<=500
my_1(t) = y(t);
%my_1 array of background peak
elseif x(t)>=2500 && x(t)<=4000
my_2(t) = y(t);
%my_2 array of bone peak
elseif x(t)>=500 && x(t)<=2500
ny(t) = y(t);
%ny array of minimum value
end
if x(t)<=122
iy(t) = y(t);
%iy array of possible initial value
end
end

k = length(ny);

fors =1k
if ny(s) ==
ny(s) = 6000;
end
end

%peak value of background
maxy1 = max(my_1);
%peak value of bone
maxy2 = max(my_2);
%minimum value between 2 peaks
miny = min(ny);
%initial value of the histogram
iny = min(iy);

forp= 1
if y(p) == maxy1
m1 = p;
elseif y(p) == maxy2
m2 = p;
elseif y(p) == miny
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m3 = p;
end
end
forp =1:120
if y(p) == iny
m4 = p;
end
end

%Find HU for each peak
%Background peak HU
backgroundx = x(m1);
%Peak bone HU

bonex = x(m2);
Y%Minimum HU
minimumx = x(m3);
%initial point

initialx = x(m4);

%Mirror point of the initial
mirrorx = x(2*m1-m4);
%1/3 of bone peak
threshpt=bonex/3; %x value (HU value)

%Background peak

plot(x(m1),y(m1),'r*);

%Bone peak

plot(x(m2),y(m2),'g™);

%Minimum between 2 peaks

plot(x(m3),y(m3),'k*);

%Initial point

plot(x(m4),y(m4),'m™);

%Mirror point

plot(x(2*m1-m4),y(2*m1-m4),'m*');
%1/3 bone peak

plot(threshpt,0,'ro");

%plots value or 1/3 pt.

text(threshpt-300, 0.01, num2str(round(threshpt)));
%plots value of bone peak

text(bonex-300, 0.01, num2str(round(bonex)));

legend('Histogram','Background Peak','Bone Peak','Minimum','Initial '," Mirror', '1/3 of bone')

hold off

sfile=fopen('threshold2.csv','a"); % saves csv file in current folder

%General saved stuff
fprintf(sfile,'%s,',date); % today's date

fprintf(sfile,'%s,",filename(1,1:9)); % Bgoat, JGoat, emu, etc. %6-9 for scanco

fprintf(sfile,'%.0f,",backgroundx); % background peak
fprintf(sfile,'%.0f,',bonex); % bone peak

fprintf(sfile,'%.0f,",minimumx); % minimum between 2 pks

fprintf(sfile,'%.0f," threshpt); % 1/3 of bone pk
fprintf(sfile,'%.0f,',mirrorx); % mirror point
fprintf(sfile,\n'); % newline character

fclose(sfile);
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9.2.2 MATLAB-Skript fiir Mikro-CT-Daten

cleardataixm*n*ks*b*t*ypa*
close all

%Load data from txt file

%CHANGE SAVE PATHWAY LINE 119
%Gets file of interest

if exist('pathname')==0
pathname=pwd;
end

[filename,pathname]=uigetfile(['C:\Dokumente und Einstellungen\beierlek\My Documents\MATLABY',".*",
'Choose Histogram File');
data=dImread([pathnamefilename],'\t',18,0); %skip 29 lines for Scanco output
x = data(:,2); %Scanco output col. 2
y = data(:,4); %Scanco output col. 4

hold on
plot(x,y);
title("Histogram');
xlabel("HU");
ylabel('Vol[mm?”3]');

i = length(x);
%search parameters for mg HU units
fort= 1
if x(t)>=0 && x(t)<=2000
my_1(t) = y(t);
%my_1 array of background peak
elseif x(t)>=4000 && x(t)<=8000
my_2(t) = y(t);
%my_2 array of bone peak
elseif x(t)>=2000 && x(t)<=4000

ny(t) = y(t);
%ny array of minimum value
end
% if x(t)<=100
% iy(t) = y(t);
% %iy array of possible initial value
% end

end
k = length(ny);

fors =1k
if ny(s) ==
ny(s) = 5;
end
end

% r = length(iy);
% forh="1:r
% if iy(h) < 0.0001
% iy(h) = 5;
% end
% end

%peak value of background

maxy1 = max(my_1);

%peak value of bone

maxy2 = max(my_2);

%minimum value between 2 peaks
miny = min(ny);

%initial value of the histogram
Y%iny = min(iy);
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forp=1i
if y(p) == maxy1
m1 = p;
elseif y(p) == maxy2
m2 = p;
elseif y(p) == miny
m3 = p;
end
end
%  forp=1:50
% if y(p) == iny
% m4 = p;
% end
% end

%Find HU for each peak
%Background peak HU
backgroundx = x(m1);
%Peak bone HU

bonex = x(m2);
Y%Minimum HU
minimumx = x(m3);
%initial point

%initialx = x(m4);
Y%Mirror point of the initial
Y%mirrorx = x(2*m1-m4);
%1/3 of bone peak
threshpt=bonex*0.65; %x value (HU value)

%Background peak

plot(x(m1),y(m1),'r*");

%Bone peak

plot(x(m2),y(m2),'g™);

%Minimum between 2 peaks
plot(x(m3),y(m3),'k*);

Y%lnitial point

Y%plot(x(m4),y(m4),'m*");

%Mirror point
%plot(x(2*m1-m4),y(2*m1-m4),'m*');

%1/3 bone peak

% plot(threshpt,0,'ro");

Y%plots value or 1/3 pt.

Y%text(threshpt-300, 0.01, num2str(round(threshpt)));
%plots value of bone peak

%& text(bonex-300, 0.01, num2str(round(bonex)));

legend('Histogram','Background Peak','Bone Peak’,'Minimum')
hold off
sfile=fopen('C:\Dokumente und Einstellungen\beierlek\My Documents\MATLAB\histogram values.csv','a’);

%General saved stuff
fprintf(sfile,\n'); % newline character
fprintf(sfile,'%s,',date); % today's date
fprintf(sfile,'%s,",filename(1,6:9)); % Bgoat, JGoat, emu, etc. %6-9 for scanco
fprintf(sfile,'%.0f,",backgroundx); % background peak
fprintf(sfile,'%.0f,',bonex); % bone peak
fprintf(sfile,'%.0f,",minimumx); % minimum between 2 pks
fprintf(sfile,'%.0f," threshpt); % 1/3 of bone pk
% fprintf(sfile,'%.0f,",mirrorx); % mirror point

fclose(sfile);
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