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Ergebnisse

Allgemeines

Ergebnisse in vivo

Alle 32 Tiere gingen in die Auswertung ein. Die Tiere erholten sich innerhalb von zwei Tagen

nach allen drei Eingriffen. Thnen stand zu jeder Zeit Futter und Wasser ad libitum zur

Verfiigung. Die Belastung der operierten Gliedmale setzte unmittelbar nach der Osteotomie

ein.

Die Ratten zeigten iiber den zeitlichen Verlauf eine Zunahme des Korpergewichtes (Tab. 3),

die der physiologischen Zunahme entspricht. Lediglich nach der Osteotomie verloren die

Tiere an Korpermasse, nahmen aber im Verlauf der zweiten Woche an Koérpergewicht zu. Die

Gewichte der Ratten beider Gruppen wiesen zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikante

Unterschiede auf.

Zellentnahme Osteotomie 7 Tage post OP 14 Tage post OP
Medium | MSC |Medium| MSC |Medium| MSC |Medium| MSC
Median [g] 414,5 413,5 | 446,5 438 4235 426 431,5 4435
Min-Max [g] | 397-453 |384-4331410-460 | 410-465 | 387-470 | 382-475 | 373-487 | 405-504
p-Wert 0,94 1,00 0,73 0,46

Tab. 3: Gewichte der jeweiligen Untersuchungszeitpunkte. Die Bezeichnungen Medium und MSC

beziehen sich auf die Gruppenzugehdrigkeit.

Die Tiere zeigten hinsichtlich der rektal gemessenen Korpertemperatur individuelle

Unterschiede, aber weder im zeitlichen Verlauf noch im Vergleich zwischen den Gruppen

waren diese statistisch signifikant (Tab. 4).

Zellentnahme Osteotomie 7 Tage post OP 14 Tage post OP
Medium | MSC | Medium | MSC | Medium | MSC |Medium| MSC
Median [°C] 36,9 36,9 36,1 35,95 35,8 36 35,95 35,85
. 35,8- 35,2- 33,7- | 34,1-| 34,9- 34,0- 33,5- 34,9-
Min-Max [C°]} 377 | 376 | 375 | 370 | 366 | 37,1 | 366 | 372
p-Wert 0,93 0,32 0,17 0,67

Tab. 4: Rektal gemessene Korpertemperatur der jeweiligen Untersuchungszeitpunkte.
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4.1.2 Radiologie

Zur Kontrolle des Heilungsverlaufes wurden im wochentlichen Abstand Rontgenaufnahmen
der operierten GliedmalBe angefertigt. Um den Heilungsverlauf zwischen beiden Gruppen zu
vergleichen, wurden die postoperativen Rontgenbilder und die Rontgenbilder, die nach der
Totung der Tiere angefertigt wurden, herangezogen. Bei keinem der Tiere traten
radiologische Anzeichen von Osteolysen um die Kirschner-Drdhte des externen Fixateurs
auf. Unabhéngig von der Gruppenzugehorigkeit war der Osteotomiespalt bei allen Tieren
zum Zweiwochenzeitpunkt sichtbar. Es ergaben sich keine Hinweise auf eine Erweiterung
des Osteotomiespaltes bei Vergleich der Aufnahmen am Tag der Osteotomie mit denen am
Tag 14. Weder bei den Tieren der Medium-Gruppe noch bei denen der MSC-Gruppe zeigten
sich zwei Wochen post OP in unmittelbarer Umgebung zur Osteotomie (Bereich der
Knochenmarkentnahme und der Kauterisierung) rontgendichte Verschattungen als Hinweis
auf den Beginn einer periostalen u./o. endostalen knochernen Uberbriickung des
Osteotomiespaltes. AufBerhalb des gekauterten Bereiches traten bei den Tieren beider
Gruppen periostal dezente Wolkenbildungen als Hinweis einer beginnenden Mineralisierung
auf. Bei jeweils einem Tier beider Gruppen zeigte sich keine rontgenologischer Hinweise auf
eine periostale Kallusbildung. Die Rontgenbilder zweier Medium-Tieren konnten
hinsichtlich der periostalen Reaktionen nicht beurteilt werden, da diese wihrend der
Entwicklung tiberbelichtet wurden und sich demnach fiir die Beurteilung in Bezug auf dieses

Kriterium als zu dunkel darstellten.

4.2 Ergebnisse ex vivo

4.2.1 Deskriptive Histologie

Bei Betrachtung der nach Movat Pentachrom und Alcian Blau geférbten Priparate mit einer
2,5fachen VergroBerung lag im Zentrum des mikroskopischen Bildes der die Kortikalis
durchtrennende Osteotomiespalt. Da es sich um eine longitudinale Schnittebene handelte,
stellte sich die Kortikalis als vier durch Markraum und Osteotomie getrennte Rechtecke dar.
Zwischen der lateralen und medialen Kortikalis befand sich der Markraum. In einiger
Entfernung zum Osteotomiespalt entwickelte sich in unterschiedlich starker Ausprigung der
periostale resp. endostale kndcherne Kallus. Die Unterbrechung der lateralen und medialen
Kortikalis durch den Osteotomiespalt ergab eine Einteilung der Osteotomiezone in vier

Quadranten, so dass zwischen lateral, medial, proximal und distal unterschieden werden
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konnte. In jeder der vier Quadranten wurden die Kortikalis, das periostale und endostale

Gewebe betrachtet (Abb. 10).

Periostal

Knochernes Kallusgewebe entwickelte sich in beiden Gruppen sowohl periostal als auch
endostal, aber niemals zwischen den kortikalen Fragmenten. Das Kallusgewebe schien dabei
von proximal und distal kommend, aufeinander zuzuwachsen. Bei keinem der Tiere beider
Gruppen tiiberbriickte jedoch ein periostaler kndcherner Kallus den Osteotomiespalt. Ein Tier
der MSC-Gruppe wies jedoch medial proximal (Kortikalis ,,3*) einen sehr prominenten
knochernen periostalen Kallus auf, an deren Front zahlreiche hypertrophen Chondrozyten bis
an den Osteotomiespalt reichten. Der periostale kndocherne Kallus schien bei fiinf Tieren der
Medium-Gruppe auf der lateralen Seite deutlich grofer ausgeprigt zu sein, nur bei einem
Tier auf der medialen Seite. Im Gegensatz dazu entwickelte die Hilfte der MSC-Tiere auf
der medialen Seite einen volumindseren, kndchernen Kallus, bei zwei Tieren dieser Gruppe
zeigte sich der Kallus auf der lateralen Seite prominenter. Die verbleibenden zwei Tiere
beider Gruppe wiesen zwischen der lateralen und der medialen Seite keinen Unterschied in
der Kallusauspragung auf. Der knocherne periostale Kallus erreichte, mit einer Ausnahme
bei einem MSC-Tier, nie den Osteotomiespalt. Er bildete sich deutlich in den Bereichen aus,
in denen das Periost wihrend der Operation nicht thermisch zerstort wurde. In den
gekauterten Bereichen fand sich meist Bindegewebe. Der periostale knocherne Kallus
bestand immer aus kompakten Geflechtknochenbdlkchen. Dieser Knochen erschien im
Gegensatz zum kortikalen Knochen unstrukturiert, wies jedoch eine deutlich hohere Anzahl
dunkel gefirbte Osteozyten auf. Die Kontinuitdt des kndchernen Kallusgewebes war durch
unterschiedlich grofle Kavernen unterbrochen. Diese waren zum Teil mit Bindegewebe
gefillt. An den Réindern fanden sich Osteoblasten (Abb. 18). Osteoklasten trugen zur
Erweiterung der Kavernen bei. Knorpel zeigte sich deutlich in Form hypertropher
Chondrozyten, die sdulenartig angeordnet, wie eine Kappe die knocherne Kallusfront
umgaben. In der Alcian Blau-Féarbung traten diese Zellen, leuchtend blau gefarbt, besonders
deutlich hervor (Abb. 19). Chondrozyten, die sich bereits in der Phase der Mineralisation
befanden, zeigten in der Movat Pentachrom-Féarbung eine deutliche Vergelbung (Abb. 17).
Eine prominente Knorpelkappe trat bei den Priparaten der MSC-Gruppe héufiger als bei
denen der Medium-Gruppe auf. Sie fand sich hdufiger auf der medialen Seite und ragten
immer in den gekauterten Bereich. Faserknorpel konnte mit Hilfe beider Farbungen nur

schwer lokalisiert werden. Wenn ersichtlich, so fand er sich unmittelbar vor den in der Movat
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Pentachrom-Férbung leuchtend griin dargestellten hypertrophen Chondrozyten am Ubergang
zum Bindegewebe. In anderen periostalen Kallusanteilen kamen Knorpelzellen nur selten
und dann vereinzelt vor. Auf der Oberfliche des kallosen Knochens trat oftmals in beiden
Gruppen eine mehrreiige zellreiche Schichte auf. In dieser dominierten Osteoblasten, die
Osteoid synthetisierten. Uber der osteoblastenreichen Schicht fanden sich spindelférmige bis
ovale Zellen, die anscheinend in die osteoblastenreiche Schicht eindrangen. Bei zwei Dritteln
der Tiere der MSC-Gruppe erstreckten sich tiber der =zellreichen Schicht dicke
Bindegewebsfasern, zwischen denen Fibrozyten und Fibroblasten eingebettet lagen (Abb.
16). Nur die Hilfte der Medium-Tiere wies eine solche bindegewebige Schicht iiber ihren
kndchernen periostalen Kalli auf. Des Ofteren jedoch drangen diese Fasern bis in das
Bindegewebe des deperiostierten Bereiches vor. Dort verjiingten sie sich oder zogen als
deutlich sichtbare Faserbiindel iiber den Osteotomiespalt in den deperiostierten Bereich des
gegeniiberliegenden Fragmentes.

Im gekauterten Bereich vor dem kndchernen bzw. knorpeligen Kallus dominierte in beiden
Gruppen Bindegewebe. Die Bindegewebsfasern verliefen zundchst parallel zur
Kortikalisoberfldche, zogen dann in den Osteotomiespalt und fiillten diesen aus. Zwischen
den Fasern des Bindegewebes dominierten Fibroblasten und Fibrozyten. Vereinzelt traten
Erythrozyten und Lymphozyten hervor.

Der periostale kndcherne Kallus entwickelte sich osteotomiespaltfern. Auf der lateralen Seite
befand sich im gekauterten Bereich bei drei Medium-Tieren Kallusgewebe mit kndchernen
und knorpeligen Anteilen. Auf der proximalen lateralen Seite zeigten fiinf MSC-Tiere eine
dhnliche Reaktion im gekauterten Bereich. Dabei waren bei drei Tieren kndchernes, bei
einem Tier knorpeliges Gewebe und bei einem Tier beide Gewebearten zu finden. Lateral
distal zeigten in dieser Gruppe drei Tiere im gekauterten Bereich hartes Kallusgewebe, wobei
je ein Tier knochernes, knorpeliges oder beide Gewebetypen aufwies. Auf der medialen
proximalen Seite zeigten sieben Medium-Tiere und sechs der acht MSC-Tiere im gekauterten
Bereich kndchernen bzw. knorpeligen Kallus. Bei vier Medium-Tieren handelte es sich um
Knochen. Drei Tieren dieser Gruppe zeigte der Kallus im gekauterten Bereich sowohl
knorpelige als auch kndcherne Strukturen. Bei einem Tier der MSC-Gruppe bestand der
Kallus sowohl aus knochernem als auch aus knorpeligem Gewebe. Bei drei Tieren konnte
knocherner und bei zwei Tieren knorpeliger Kallus gefunden werden. Distal fand sich bei
fiinf Medium-Tieren und bei vier MSC-Tieren im genannten Bereich hoher differenziertes
Kallusgewebe. Dabei handelte es sich bei zwei Medium-Tieren und bei einem MSC-Tier um

Knochen, bei einem Tier der Medium-Gruppe und zwei Tieren der MSC-Gruppe um
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Knorpel, sowie zwei Medium-und einem MSC-Tier um beide Gewebearten. Das Gewebe
fand nicht immer Anschluss an die Kortikalis, sondern erweckt einen bei einem Viertel der
Tiere beider Gruppen einen ,,schwebenden* Eindruck, da sich zwischen kndchernen resp.

knorpeligen Kallus und Kortikalis in diesen Féllen Bindegewebe befand.

Endostal

Der Markraum stellte sich in beiden Gruppen dhnlich dar. Es dominierte sowohl
Bindegewebe als auch kndcherner Kallus, wenn auch mit individuellen Unterschieden. Der
endostale knocherne Kallus bestand aus Geflechtknochenbilkchen (Abb. 20). Der
Geflechtknochen fiillte die Markhohle nicht vollstindig aus, sondern endete immer in einiger
Entfernung zum Osteotomiespalt. Der knocherne Kallus dichtete, mit Ausnahme eines
Medium-Tieres, den Markraum nach proximal und distal ab. Ausgehend von der Kallusfront,
strebten fingerformig kndcherne Ausldufer in Richtung Osteotomiespalt. Die Oberfldche der
Geflechtknochenbélkchen war von einem dichten Osteoblastensaum besetzt (Abb. 21). Die
Osteoblasten synthetisierten nicht mineralisiertes Osteoid. Eine beginnende Mineralisierung
was an der allmihlich einsetzende Vergelbung der umgebenen Grundsubstanz erkennbar.
Der Raum zwischen den Knochenbilkchen der Kallusfront wurde von Bindegewebe
ausgefiillt (Abb. 20). Proximal bzw. distal der Kallusfront traten zwischen den
Geflechtknochenbilkchen Zellen des Knochenmarks auf. Fand der kndcherne Kallus keinen
Anschluss an die Pinkanile, so fiillte das Knochenmark in diesen Bereichen die gesamte
Markhohle aus. Der Raum zwischen der proximalen und distalen endostalen Kallusfront
wurde von Bindegewebe ausgefiillt. Das Bindegewebe machte einen unstrukturierten
Eindruck, obgleich man bei einigen Tieren beider Gruppen eine Orientierung in Richtung
Langsachse des Knochens vermuten konnte. Zwischen den Fasern des Bindegewebes lagen
die spindelformigen Zellkorper der Fibrozyten und rundlich erscheinende Fibroblasten.
Vereinzelt traten Lymphozyten auf. Bei einem Tier der MSC-Gruppe dominierten neben den
Zellen des Bindegewebes Lymphozyten. Auch Eosinophile Granulozyten konnten bei diesem
Tier mehr als erwartet gesichtet werden. Himatomreste fanden sich in unterschiedlich starker
Auspriagung bei fiinf der acht Medium-Tiere und bei sechs der MSC-Tiere (Abb. 23).
Ungewdhnlich war das Auftreten blasenartiger bzw. zystoider Strukturen in Markraummitte
zwischen den endostalen Kallusfronten (Abb. 24). Diese Erscheinungen fanden sich bei drei
der Medium-Tiere und bei vier MSC-Tieren. Die Strukturen zeichneten sich durch eine
bindegewebige Kapsel aus, die sie somit vom umgebenen Bindegewebe abgrenzte. Innerhalb

dieser Kapsel fanden sich kleinere blasenartige Strukturen, die netzartig mit
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fibrinfadenéhnlichen diinnen Strangen durchsetzt waren. Morphologisch dhnelten sich diese
Strukturen innerhalb beider Gruppen. Das Innere der Kapseln bestand aus einer in der Movat
Pentachrom Férbung hell-tiirkis erscheinenden amorphen Grundsubstanz. In dieser Substanz
eingebettet lagen zahlreiche grofle, runde, hellgrau erscheinende Zellen, deren Kerne, wenn
iiberhaupt, nur sehr schwer erkennbar waren. Vereinzelt fanden sich Erythrozyten und noch
seltener Fibrozyten. Blutgefdfle konnten nie gesehen werden. Die blasenartigen Strukturen

hatten niemals Kontakt zum endostalen knochernen Kallus.

Kortikalis

Die der periostalen Seite zugewandeten Kortikalisrdnder stellten sich im gekauterten Bereich
bei beiden Gruppen glattrandig dar. Zwei Tiere der Medium-Gruppe und ein MSC-

Tier wiesen unmittelbar vor Beginn der kndchernen periostalen Kalli lakunenartige
Einbuchtungen der Kortikalisoberflache auf. Bei Vergroferung konnten vielkernige Zellen
auf der Oberflache der kortikalen Einbuchtung ermittelt werden, bei denen es sich um
Osteoklasten handelte.

Im nicht gekauterten Bereich zeigten die der periostalen Seite zugewandten Kortikalisrdnder
Auflagerungen von neu synthetisierten kallosen Knochen. Die eigentlichen Kortikalisrander
stellen sich glatt dar. Es lieB sich bei keinem Prdparat Inkontinuititen der periostal
zugewandten Kortikalisoberfldche in Form von Resorption feststellen. Die dem Markraum
zugewandte Oberfliche zeigte sich im gekauterten Bereich bei der Hilfte der Tiere jeder
Gruppen glattrandig. Durch Resorption und endostale Kallusauflagerung in Form von
Geflechtknochen nahmen die Kortikalisrdnder bei der Hilfte der Priaparate beider Gruppen
eine wellenformige Gestalt an. Bei Betrachtung der endostalen Kortikalisrinder im nicht
gekauterten Bereich ergab sich ein heterogenes Bild. Zeigte der Markraum wenig endostalen
Kallus, so stellten sich auch die Kortikalisrander glatt dar. Bei dem weit tiberwiegenden Teil
der Tiere zeigte sich die Oberflache jedoch wellenformig. Bei einigen Praparaten erschien sie
sogar ackerfurchengleich. Die Verteilung der unterschiedlichen Morphologien der
Seitenrdander ergab zwischen beiden Gruppen keinen Unterschied.

Die kortikalen Osteotomiespaltrinder konnten bei einem Tier der MSC-Gruppe aufgrund
schneidbedingter Uberlappung nicht beurteilt werden. Ansonsten zeigten sich auch zwei
Wochen post operationem die Rdnder der durch die Osteotomie getrennten Kortizes in
beiden Gruppen glattrandig. Lediglich bei einem Tier der MSC-Gruppe kam es an der

medialen proximalen Kortikalis (Kortikalis ,,3*) zu einer Abrundung der endostalen
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kortikalen Osteotomiespaltkante. Diese Einbuchtung wies auf der kortikalen Oberfliche
Osteoklasten auf und war mit fibrotischem Gewebe gefiillt (Abb. 11).

Die Kortikalis beider Gruppen bestand aus einem dichten, kompakt erscheinenden
Knochengewebe. Lediglich das Gewebe der distalen medialen Kortikalis (Kortikalis ,,4%)
erschien bei sechs von acht Tieren beider Gruppen aufgelockert. Selten konnten
Resorptionslakunen und Haverssche Kanéle beobachtet werden. Osteozyten waren, im
Gegensatz zum kallésen Knochen, in der Kortikalis eher rar verteilt. Auch waren sie im
Vergleich mit denen des periostalen bzw. endostalen Kallus deutlich schmaler und kleiner.
Ausgehend von den Osteozytenlakunen verliefen in radidrer Ausrichtung Canaliculi ossei
durch den gesamten kortikalen Knochen (Abb. 12). In den Abschnitten der Kortikalis, in
denen die Knochenhaut thermisch zerstort wurde und in der die Schraubenkanédle unmittelbar
angrenzenden Kortikalis waren die sonst von Osteozyten bewohnten Lakunen oftmals leer
oder wiesen kernlose, blasse Zellen auf (Abb. 12).

Bemerkenswert waren Unterbrechungen der kortikalen Kontinuitdt durch amorph
erscheinende Areale, die sich in der Movat Pentachrom-Farbung meist griin und in der
Alcian Blau-Féarbung leuchtend blau darstellten. Auch in der Kollagen-II-Farbung farbten
sich diese Bereiche positiv, in der Negativkontrolle blieben sie jedoch farblos. Haufigkeit
und Verteilung dieser Kontinuititsunterbrechungen waren in beiden Gruppen gleich. Sie
traten nie im periostalen oder endostalen knochernen Kallus auf. Der diese Bereiche
umgebene kortikale Knochen erweckte einen unstrukturierten Eindruck (Abb. 14). Er glich
eher Geflechtknochen als den gewdhnlich in der Kortikalis vorkommenden
Lamellenknochen. In bzw. um diese Bereiche konnten selten Zellen ermittelt werden.
Wurden Zellen entdeckt, so hatten diese meist eine osteoblasten- bzw. osteozytendhnliche
Erscheinung (Abb. 14). Dennoch gliche wenige dieser Zellen Chondrozyten (Abb. 15). Der
umgebende Knochen dhnelte in seiner Erscheinung kleinen Osteonen ohne bzw. mit nur
einer Zelle. Waren Zellen vorhanden, so strahlten Kanéle, die den Canaliculi ossei glichen, in
radidrer Ausrichtung von diesen aus. Selten konnten in der unmittelbaren Umgebung dieser
Areale Gefdle oder Osteoklasten beobachtet werden. Die amorph erscheinende
Grundsubstanz wies in der Movat Pentachrom-Férbung nicht immer eine eindeutig griine
Farbung auf. Sie farbte sich z. T. in unmittelbarer Nachbarschaft zum umliegenden Knochen
gelblich, wobei die Uberginge flieBend waren (Abb. 14). Durch diese Vergelbung erweckten
diese Bereiche den Eindruck, sich in das diese Areale umgebene mineralisierte Osteoid

umzuwandeln (Abb. 14).
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Osteotomiespalt

Der Osteotomiespalt erschien bei keinem der Tiere durch osteoklastische Aktivitét erweitert
oder durch interfragmentéres Kallusgewebe verengt. Die dem Osteotomiespalt angrenzenden
kortikalen Kanten erschienen, wie oben erwéhnt, scharfkantig. Der Osteotomiespalt war mit
Bindegewebe gefiillt (Abb. 25). Das Bindegewebe war kompakter als das des periostalen und

endostalen Raumes. Knorpel oder kndcherne Gewebe waren nie vorhanden.
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Abb. 10: Movat Pentachrom-Firbung, (MP- Firbung). Ubersichtsaufnahme der Osteoto-
miezone, K ,,1-,,4“ markieren die Kortikalis, PK den periostalen Kallus, EK den end-

ostalen Kallus und OS den Osteotomiespalt, Medium-Tier.

B
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Abb. 11: MP-Firbung: Beginnende Abrundung der kortikalen Osteotomiespaltkante (OK)
durch Osteoklasten (Pfeile) auf der Oberflidche der Kortikalis, Blutgefa3e (B) im intra-
medulldren Bindegewebe (BGW), MSC-Tier.

90



Ergebnisse

$op
b 7

U

Abb. 12: MP-Farbung: kernlose, degenerierte Osteozyten in deperiostierter Kortikalis,

Medium-Tier.
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Abb. 13: MP-Firbung: Vitale intrakortikal lokalisierte Osteozyten (Oz) mit dunkel
gefarbtem Kern, Canaliculi ossei (Pfeile) als feine griine Linien sichtbar, oben Volkmann-

Kanal (VK) MSC-Tier.
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Oz
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Abb. 14: MP-Firbung: intrakortikale Kontinuititsunterbrechungen mit osteozytendhnlichen

Zelle (Oz), umgeben von unstrukturiert erscheinenden Knochen, Medium-Tier.

Oz

Oz

Abb. 15: MP-Firbung: intrakortikale (K) Kontinuitdtsunterbrechungen mit Zellen (Pfeile)
und Blutgefal (B). Die Zellen nehmen hier eine chondrozytenidhnliche Gestalt an
(deutlich opaker Zellhof). Oben degenerierte Osteozyten (Oz), Medium-Tier.
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BGWF

Abb. 16: MP-Férbung: Osteoblasten (O) synthetisieren Geflechtknochen (G) auf der Ober-
fldche des periostalen Kallus, dariiber bindegewebsfaserreiche Schicht (BGWF),
MSC-Tier.

/

/ /

Kortikalis
Abb. 17: MP-Farbung: hypertrophe Chondrozyten (Pfeile) des periostalen Kallus, allméhlich

einsetzende Vergelbung (*) als Zeichen der Mineralisierung, Medium-Tier.
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Abb. 18: MP-Farbung: Dachziegeldhnlich angeordneter Osteoblastensaum im periostalen

Kallus (PK), MSC-Tier.

Kortikalis
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Abb. 19: Alcian Blau-Fiarbung: hypertrophe Chondrozyten als Knorpelkappe, deutlich

sdulenformige Anordnung der Zellen (Pfeile) im periostalen Kallus (PK), Medium-Tier.
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BGW

Abb. 20: MP-Fiarbung, endostale kallose Geflechtknochenbilkchen (G), Zwischenrdume mit
Bindegewebe (BGW) gefiillt, MSC-Tier.

EK

Osteoblastensaum

Abb. 21: MP-Farbung: Osteoblastensaum im des endostalen knéchernen Kallus (EK),
MSC-Tier.
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Abb. 22: MP-Firbung: zellkernreicher Osteoklast (OC) remodelt endostalen Kallus (EK),
Lc = Lymphozyten Fc = Fibrozyt, Medium-Tier.
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Abb. 23: MP-Farbung: Hdmatom (rot) zwischen endostalen Bindegewebe (BGW) im
Bereich der Osteotomie, Fb = Fibroblast, Fc = Fibrozyten, Medium-Tier.

96



Ergebnisse

/

/'

Abb. 24: MP-Farbung: Ausschnitt aus intramedulldrer kammerartig aufgebauter zystoider
Struktur. Deutlich erkennbar groB3e runde, kernlose Zellen (schmale Pfeile) zwischen

fibrindhnlichen Féden (offene Pfeile), Medium-Tier.

Abb. 25: MP-Firbung: Osteotomiespalt mit fibrotischem Gewebe gefiillt, MSC-Tier.
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4.2.2 Ergebnisse der histomorphometrischen Analyse

In die bildanalytische Auswertung gingen von den acht Tieren der Medium-Gruppe sechs
Tiere mit jeweils vier nach Safranin O/von Kossa-gefarbten Praparaten ein. Bei sechs der acht
MSC-Tiere wurden jeweils vier Préparate histomorphometrisch untersucht, zwei Tiere dieser
Gruppe gingen mit jeweils nur drei Schnitten in die Auswertung ein. Die unterschiedliche
Tier- und Priparateanzahl ist auf Ausfille wihrend des Schneidevorgangs zuriickzufiihren.

Alle folgenden Ergebnisse werden als Gruppen-Median angegeben.

o Gesamtflichen

Die Gesamtfliche (Abb. 26), bestehend aus Knochen-, Bindegewebs- und Knorpelanteilen,
betrug in der Medium-Gruppe 26,9 mm?, in der MSC-Gruppe 29,6 mm? (p = 0,35). Die
Flache des periostalen Kallus war in der Medium-Gruppe kleiner, jedoch ohne signifikante
Unterschiede (p = 0,08). Sie betrug in der erstgenannten Gruppe 5,6 mm?, wihrend sie in der
letztgenannten Gruppe eine Fliche 9,9 mm? aufwies. Die endostale Kallusfliche unterschied
sich in beiden Gruppen ebenfalls nicht signifikant (p = 0,35). Der Median der Medium-Tiere
lag bei 15,32 mm?, der der MSC-Gruppe bei 12,7 mm?.

Die Unterteilung der Gesamtfliche in Gesamtknochenfliche (bestehend aus kortikalen
Knochen und knochernen Kallus), Gesamt-mineralisierte Knochenfliche (als Teil der
Gesamtknochenfldche),  Gesamtbindegewebs- und  Gesamtknorpelfliche ist im
Gruppenvergleich in Abbildung 27 dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede
zugunsten der MSC-Gruppe lassen sich nur bei der Betrachtung der Gesamtknorpelfldche
darstellen (p=0,02). Wurden die eben genannten Gesamtteilflichen auf die Gesamtfliche
bezogen, so konnte der relative (prozentuale) Anteil der jeweiligen Teilfliche an der
Gesamtfliche ermittelt werden. Auch hier kristallisierten sich statistisch signifikante
Unterschiede nur im Knorpelanteil der MSC-Tiere heraus (p=0,02). Absolutzahlen,
prozentuale Anteile und entsprechende p-Werte der Teilflichen sind in Tabelle 5 dargestellt.
Bei der Betrachtung der Knochenfliche muss beachtet werden, dass hier die kortikale

Knochenfliche ein Teil dieser Flache darstellt, die sonst unberiicksichtigt blieb.
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Abb. 26: Darstellung der Gesamtflache, des periostalen und endostalen Kallus ohne signifikante
Unterschiede [mm?] (Medium: n = 6, MSC: n = 8).
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Medium-Gruppe MSC-Gruppe
p-Wert
Parameter Median | Min-Max | Median | Min-Max
Gesamtknochenflache [mm?] 15,1 10,6-17,1 15,0 12,4-21,2 0,8
Gesamtknochenfliache [%] 53,5 48,6-58,1 52,6 45,2-59,3 0,57
Gesamt-min. Knochenflache [mm?] 9,9 9,4-11,9 10,5 9,4-14,2 0,35
Gesamt-min. Knochenflache [%] 38,7 33,7453 36,2 30,6-41,7 0,85
Gesamtbindegewebsflache [mm?] 12,8 8,6-16,7 14,0 11,6-17,2 0,5
Gesamtbindegewebsfliche [%] 46,5 42-50,7 46,7 39,8-54,8 0,95
Gesamtknorpelfliche [mm?] 0 0-0,3 0,3 0-0,8 0,02
Gesamtknorpelflache [%] 0 0-0,8 0,9 0-1,7 0,02

Tab. 5: Darstellung der Gesamtfldchen als Absolutwerte und als prozentuale Anteile an der

Gesamtflache. Signifikanzen bestehen nur in der Knorpelflache (Medium: n = 6, MSC: n = 8).

e Histomorphometrische Analyse des periostalen Kallus

Die Analyse der einzelnen Komponenten des periostalen Kallus erbrachte fiir die untersuchten
Flachen, als Absolutzahl ausgedriickt, signifikante Unterschiede. Diese Signifikanz zwischen
beiden Gruppen, zum Vorteil der MSC-Tiere, relativierte sich bei Betrachtung der Anteile der
einzelnen Flichen in Bezug zur Gesamtflache [%] des periostalen Kallus. Im Folgenden wird
der periostale Kallus entsprechend der Gewebekomponenten statistisch und graphisch
dargestellt. Des Weiteren erfolgt die getrennte Darstellung der lateralen und medialen Seite
des Kallus (in tabellarischer Form). Zu beachten ist, dass bei der Betrachtung der
Knochenfliche und der mineralisierten Knochenfldche die Kortikalis nicht integriert wurde.
Die Darstellung der Zusammensetzung des periostalen Kallus in Absolutzahlen und in

Relation zur periostalen Kallusgesamtflache findet sich in Abbildung 28 und in Tabelle 6.

Die absolute Knochenfliche des periostalen Kallus unterschied sich zwischen beiden Gruppen
signifikant (p<0,01). Der Median der Medium-Gruppe (2,3 mm?) lag unter dem der MSC-
Gruppe (4,7 mm?). Bei differenzierten Betrachtung der Knochenfliche des lateralen und
medialen periostalen Kallus wurden signifikante Unterschiede zu Gunsten der MSC-Gruppe
im lateralen periostalen Kallus (p = 0,04) deutlich.

Wurde die Knochenfliche auf die gesamte periostale Kallusfliche bezogen, so konnten
zwischen beiden Gruppen keine Unterschiede dargestellt werden (p=0,75). Die
Knochenfliche hatte bei den Medium-Tieren einen Anteil von 43 % am periostalen Kallus,

bei den MSC-Tieren machte diese Flache 44,8 % von der Gesamtfléche des periostalen Kallus
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aus. Auch die Unterteilung in laterale und mediale periostale Knochenfliche zeigte keine

signifikanten Unterschiede (p = 0,5 und p = 0,35).

Die Flache des mineralisierten Knochens, als Teil der periostalen Knochenflache, war bei den
Medium-Tieren signifikant kleiner (p = 0,01) als bei den MSC-Tieren (1,3 mm? vs. 2,2 mm?).
Innerhalb des lateralen periostalen Kallus ergaben sich keine Signifikanzen bei Betrachtung
der Absolutfliche (p = 0,14). Die MSC-Tiere zeigten eine signifikant groflere mineralisierte
Knochenfliche im medialen periostalen Kallus (p = 0,03).

Der prozentuale Anteil der mineralisierten Knochenfliche erbrachte keine Unterschiede im
Gruppenvergleich (p = 0,49). Die Medium-Gruppe wies einen grofleren Anteil als die MSC-
Gruppe auf (26,3 % vs. 22,2 %). Lateral und medial lieBen sich bei Betrachtung dieses

Parameters keine Unterschiede ausmachen (jeweils p = 0,66).

Die histomorphometrische Analyse der Bindegewebsfliche des periostalen Kallus zeigte in
der Gruppe der Medium-Tiere einen kleineren Median-Wert (3,1 mm?) als in der MSC-
Gruppe (4,8 mm?). Es ergab sich hinsichtlich dieses Parameters ein p-Wert von 0,01. Im
lateralen periostalen Kallus zeigten sich keine Unterschiede (p=0,11), im medialen
periostalen Kallus hingegen war die Bindegewebsfliche bei den MSC-Tieren signifikant
grofler (p =0,01).

Der prozentualen Anteil des Bindegewebes an der periostalen Gesamtfliche war in der
Medium-Gruppe hdoher (55,4%) als die MSC-Gruppe (51,6%), jedoch ohne statistisch
signifikante Unterschiede (p=0,35). Der Bindegewebsanteil des periostalen Kallus

unterschied sich weder lateral noch medial (p = 0,28).

Die MSC-Tiere wiesen im periostalen Kallus eine signifikant groBBere Knorpelfidiche
(p = 0,02) als die Tiere der Medium-Gruppe auf (0,27 mm? vs. 0 mm?). Die Knorpelfldche der
MSC Tiere ging mit 0,3 mm? in die mediale periostale Kallusfliche ein. Auf der lateralen
Seite fand sich auch analog der Medium-Gruppe in der MSC-Gruppe kein Knorpel.
Demzufolge waren auch nur die Ergebnisse der medialen Seite statistisch signifikant
(p =0,02).

Die Tiere der MSC-Gruppe zeigten zwar einen hoheren Knorpelanteil (2,4 % vs. 0,2 %),
jedoch ohne signifikante Unterschiede (p =0,08). Weder fiir den lateralen noch fiir den
medialen periostalen Kallus ergaben sich signifikante Unterschiede (p = 1,0 und p =0,08) im

Gruppenvergleich.
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Medium-Gruppe MSC-Gruppe
p-
Parameter des periostalen Kallus Median | Min-Max | Median | Min-Max | Wert
Knochenflache [mm?] 2.3 1,6-3,2 4,7 2,2-5,9 0,01
-lat. periost. Knochenfliche [mm?] 1,2 0,6-2,3 1,6 0,9-2,6 0,04
-med. periost. Knochenfliche [mm?] 1,1 0,22-1,9 2.4 1,3-4,2 0,09
Knochenfliche [%] 43,0 31,2-51,0 448 40,0-50,2 0,8
-lat. periost. Knochenflache [%] 39,6 25,4-55,1 46,0 35,4-50,2 | 0,28
-med. periost. Knochenflache [%] 45,3 27,2-51,6 47,3 39,1-50,8 | 0,66
Mineralisierte Knochenflaiche [mm?] 1,3 0,9-2,1 2.2 1,3-2,7 0,01
-lat. periost. mineral. Knochenflidche [mm?] 0,5 0,3-1,4 0,9 0,5-1,2 0,14
-med. periost. mineral. Knochenfliche [mm?] 0,7 0,1-1,3 1,3 0,8-1,8 0,03
Mineralisierte Knochenflache [%] 26,3 17,0-30,5 22,2 18,7-29,7 0,49
-lat. periost. mineral. Knochenflache [%] 20,9 11,5-32,9 23,4 11,2-28,6 | 0,66
-med. periost. mineral. Knochenflache [%] 28,8 16,2-39,4 25,9 18,2-31,1 0,66
Bindegewebsflache [mm?] 3,1 2,3-4,0 4.8 3,1-6,3 0,01
-lat. periost. Bindegewebsfldche [mm?] 1,8 1,2-2,1 2.2 1,1-3,5 0,11
-med. periost. Bindegewebsfldche [mm?] 1,4 0,6-2,2 2,3 1,7-4,2 0,01
Bindegewebsflache [%] 55,4 | 49,1-68,2 51,6 47,0-59,8 | 0,35
-lat. periost. Bindegewebsflache [%] 60,4 44,9-74,7 54,0 49,6-64,6 | 0,28
-med. periost. Bindegewebsflache [%] 52,0 44,8-72,8 48,4 43,2-58,8 | 0,28
Knorpelflaiche [mm?] 0 0-0,2 0,3 0-0,5 0,02
-lat. periost. Knorpelfldche [mm?] 0 0-0 0 0-0 1,0
-med. periost. Knorpelflache [mm?] 0 0-0,2 0,3 0-0,5 0,02
Knorpelfldche [%] 0,2 0-3,2 2,4 0,1-4,8 0,08
-lat. periost. Knorpelfldache [%] 0 0-0 0 0-0,1 1
-med. periost. Knorpelfldche [%] 0,3 0-5,4 3,9 0,3-10,2 0,08

Tab. 6: Anteile des periostalen Kallus als Absolutzahlen [mm?] und relative Werte [%]. Unterschieden

wird auch zwischen lateralen und medialen periostalen Kallus.

e Histomorphometrische Analyse des endostalen Kallus

Die Darstellung des endostalen Kallus erfolgt analog der des periostalen Kallus.

Im endostalen Kallus lassen sich weder bei Betrachtung der Absolutwerte noch der
prozentualen Anteile der analysierten Gewebekomponenten statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen darstellen. Auf die Werte des lateralen und medialen
endostalen Kallus wird nur in Tabelle 7 eingegangen. Die graphische Darstellung findet sich

in Abbildung 29, die Absolut- und Relativwerte in Tabelle 7.
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Die Tiere der Medium-Gruppe bildeten im Median eine groflere endostale Knochenfldiche als
die MSC-Tiere (5,5 mm? vs. 3,9 mm?), jedoch ohne statistisch signifikante Unterschiede
(p=0,2). Die Knochenfliche der Medium-Tiere hatte einen Anteil von 35,1 % an der
endostalen Gesamtflache. Die Knochenfliche der MSC-Tiere trug mit 25,7 % zur endostalen
Gesamtfldche bei (p = 0,49).

Die mineralisierte Knochenfliche der Medium-Gruppe wies mit 2,0 mm? eine grofere Flidche
als die der MSC-Gruppe mit 1,6 mm? auf (p=0,49). Der Anteil der mineralisierten
Knochenfliche an der endostalen Gesamtfliche zeigte in beiden Gruppen eine grofle
Ahnlichkeit (p = 0,95). Relativ gesehen betrug diese Fliche 13,4 % bei den Medium-Tieren
und 10,6 % bei den Tieren, denen autologe mesenchymale Stammzellen in den

Osteotomiespalt appliziert wurden.

Nach einer Heilungszeit von zwei Wochen ergaben sich beziiglich der Bindegewebsfliche des
endostalen Kallus weder absolut noch relativ signifikante Unterschiede (p=0,57 und
p = 0,49). Im endostalen Kallus bildete sich in der Medium-Gruppe 9,6 mm? und in der MSC-
Gruppe im Median 8,3 mm? Bindegewebe. Dies entsprach einem Anteil von 64,9 % bzw.

74,3 % Bindegewebe an der endostalen Gesamtkallusflidche.

Knorpel fand bei beiden untersuchten Tiergruppen im endostalen Kallus kaum. Der Median

lag bei beiden Gruppen bei 0 mm? resp. 0 % (p = 0,74).
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Medium-Gruppe MSC-Gruppe
p-

Parameter des endostalen Kallus Median | Min-Max | Median | Min-Max | Wert
Knochenflache [mm?] 5,6 0-7,4 3.9 1,2-5,7 0,22
-lat. endost. Knochenflache [mm?] 2.5 0-2,8 1,6 0,7-2,5 0,08
-med. endost. Knochenflache [mm?] 3,0 0-4,6 2.4 0,6-3,3 0,36
Knochenfliche [%] 35,1 0-44,0 25,7 15,4-42,0 | 0,49
-lat. endost. Knochenflache [%] 33,0 0-37,4 20,1 13,8-39.4 | 0,57
-med. endost. Knochenflache [%] 38,1 0-51,9 30,6 16,81-46,1 | 0,49
Mineralisierte Knochenflaiche [mm?] 2,0 0-2,5 1,6 0,44-2.5 0,49
-lat. endost. mineral. Knochenflache [mm?] 0,9 0-1,0 0,6 0,2-1,2 0,49
-med. endost. mineral. Knochenflache [mm?] 1,1 0-1,5 1,0 0,2-1,3 0,66
Mineralisierte Knochenfldache [%] 13,4 0-15,0 10,6 5,3-18,1 0,95
-lat. endost. mineral. Knochenflache [%] 10,6 0-15,2 7.8 4,7-18,1 0,76
-med. endost. mineral. Knochenflédche [%] 14,6 0-17,9 13,4 4,8-17,5 0,66
Bindegewebsflache [mm?] 9,6 6,3-12,6 8,3 5,4-12,7 0,57
-lat. endost. Bindegewebsfldche [mm?] 4.9 3,3-6,6 4,1 2,6-6,5 0,36
-med. endost. Bindegewebsfldche [mm?] 4.4 3,0-6,2 4,3 2,9-6,1 0.8
Bindegewebsflache [%] 64,9 56,1-100,0 | 74,3 58,0-84,6 | 0,49
-lat. endost. Bindegewebsfldache [%] 67,0 62,6-100,0 79,9 60,5-86,2 | 0,57
-med. endost. Bindegewebsfliache [%] 61,7 48,1-100,0 69,4 53,9-83,2 | 0,49
Knorpelflaiche [mm?] 0 0-0,1 0 0-0,01 0,74
-lat. endost. Knorpelflache [mm?] 0 0-0 0 0-0 1
-med. endost. Knorpelflaiche [mm?] 0 0-0,1 0 0-0 0,43
Knorpelfldche [%] 0 0-0,3 0 0-0,03 0,74
-lat. endost. Knorpelflache [%] 0 0-0 0 0-0 1
-med. endost. Knorpelfldache [%] 0 0-0,5 0 0-0 0,43

Tab. 7: Anteile des endostalen Kallus als Absolutzahlen [mm?] und relative Werte [%]. Unterschieden
wird auch zwischen lateralen und medialen endostalen Kallus.

e Histomorphometrische Analyse des Osteotomiespaltes

Der Osteotomiespalt, als Teilfliche des periostalen und endostalen Kallus, wies in beiden

Gruppen ausschlieBlich Bindegewebe auf. Aus diesem Grund wird auf die detaillierte

statistische Auswertung des Osteotomiespaltes verzichtet.
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e Histologische Ergebnisse

In die folgenden Auswertungen gingen pro Gruppen acht Tiere mit je einem Kollagen-II und

einem nach Movat Pentachrom geférbten Priparat ein.

e Prozentualer Anteil Kollagen-II positiver Areale/Fliche [mm?]

Die statistische Auswertung der Kollagen-II positiv gefarbten Préparate ergab zwischen
beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede (Abb. 30). Histologisch und
histomorphometrisch konnten nur kleine Kollagen-II positiv gefarbte Areale dargestellt
werden. Den flaichenmidBig groBten Anteil Kollagen-1I positiver Bereiche wies in beiden
Gruppen der periostale Kallus auf. So zeigte die Medium-Gruppe im Median einen Anteil
von 1,8 % und die MSC-Gruppe im Median einen Anteil von 2,8 % Kollagen-II an der
periostalen Kallusfldche. Beziiglich des Kollagen-II Anteils im endostalen Kallus dhnelten
sich beide Gruppen noch deutlicher. Hier wies die Medium-Gruppe einen Median-Wert von
0,7 % und die MSC-Gruppe einen Median-Wert von 0,6 % auf. Im Osteotomiespalt konnte
in beiden Gruppen keine Kollagen-II positiv gefarbten Knorpelareale nachgewiesen werden.
Eine Ausnahme bildete ein Tier der MSC-Gruppe (Tab. 8). Die mikroskopische
Untersuchung zeigte, dass die positiv gefarbte Knorpelkappe des periostalen Kallus bis in
den Bereich des Osteotomiespaltes ragte. Es muss beachtet werden, dass die Fliche des

Osteotomiespaltes eine Teilfldche des periostalen und endostalen Kallus darstellte.
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Abb. 30: Darstellung des prozentualen Anteils Kollagen-II positiv gefarbter Knorpelareale in
der jeweiligen Lokalisation. Ersichtlich das Fehlen Kollagen-II im Osteotomiespalt (O-Spalt).
Eine Ausnahme bildet hier ein MSC-Tier (271). Zwischen beiden Gruppen bestehen in keiner
Lokalisation statistisch signifikante Unterschiede (n = 8/Gruppe).

Medium-Gruppe MSC-Gruppe
Parameter Median | Min-Max | Median | Min-Max | p-Wert

Anteil Koll.-II an peri. Kallusflache [%] 1,8 0,2-2,7 2,8 0-10,8 0,2
-Anteil Koll.-II an lat. peri. Kallusfldche [%] 1,4 0-2,8 1,6 0-10,6 0,55
-Anteil Koll.-II an med. peri. Kallusflache [%] 1,7 0-4,9 2,7 0-18,2 0,65
Anteil Koll.-IT an end. Kallusfliache [%] 0,7 0-2,3 0,6 0-2,6 0,96
-Anteil Koll.-II an lat. end. Kallusflache [%] 0,8 0-2,8 0,6 0-3,2 0,73
-Anteil Koll.-II an med. end. Kallusflache [%] 1,1 0-1,9 0,4 0-2,4 0,63
Anteil Koll.-IT an Osteotomiespaltflache [%] 0 0 0 0-2,7 1

Tab. 8: Darstellung des Kollagen-II Anteils des periostalen und endostalen Kallus und des Osteo-
tomiespaltes.

e Gefilldichte

Beide Gruppen zeigen nach einer Standzeit von zwei Wochen sowohl periostal als auch
endostal eine hohe GefdB3dichte. Auffillig war die breite Streuung der Werte v. a. in der
Medium-Gruppe (Tab. 9). Im Median wiesen die Tiere dieser Gruppe im Vergleich zur
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MSC-Gruppe eine hohere Gesamt-Gefdfszahl pro Quadratmillimeter periostale (40,2 vs. 28,8
GefdBBe/mm?) und endostale (30,1 vs. 19,6 Gefile/mm?) Bindegewebsfliche auf. Die
statistische Auswertung zeigte, dass signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen
hinsichtlich dieses Parameters weder periostal (p = 0,21) noch endostal (p = 0,44) bestanden.
Der Seitenvergleich der periostalen Kalli beider Gruppen machte jedoch deutlich, dass die
Medium-Gruppe eine signifikant hohere Gefdaf3dichte medial zeigte (p = 0,04) (Tab. 9). Die
GefiBdichte des Osteotomiespaltes war in beiden Gruppen deutlich hoher als die des
periostalen und endostalen Kallus (Abb. 31). Die Medium-Gruppe zeigte im Median eine
geringere Gefdldichte als die MSC-Gruppe (50,7 vs. 87,6 GefiBe/mm?). Aber auch hier
bestanden zwischen beiden Gruppen keine statistisch signifikanten Unterschiede (p = 0,28).
Es muss aber beachtet werden, dass die Fliche des Osteotomiespaltes eine Teilfliche der
periostalen und endostalen Bindegewebsfliche darstellt. Die hohe Gefilldichte im
Osteotomiespalt ergab sich unter anderem durch die teilweise sehr kleine Bindegewebsfldche
(<Imm?) in diesem Bereich, in der relativ viele Gefid3e gezéhlt werden konnten.

Die Unterteilung der Gesamtgefidichte in kleine (<40 pm) und groBe (>40 pum) Gefille
machte deutlich, dass zum Zweiwochenzeitpunkt in allen untersuchten Bereichen die Dichte
kleiner Gefille deutlich tliber der grofler Gefdle lag (Tab. 9).

Die Dichte kleiner Gefdfse dhnelt derer der GesamtgefdBle. Auch hier zeigen die Medium-
Tiere im Median eine hohere Dichte als die Tiere der MSC-Gruppe (Tab. 9). Statistisch
signifikante Unterschiede bestehen ebenfalls nur im medialen periostalen Kallus (p = 0,04),
wobei auch hier die Medium-Tiere eine hohere Gefa3dichte aufwiesen (Abb. 32).

Wie Tabelle 9 zu entnehmen ist, war die Dichte der groflen Gefdifle in beiden Gruppen im

periostalen und im endostalen Kallus dhnlich.
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Abb. 31: Darstellung der GefaBdichte (kleine und groBe GefdBle)/mm? Bindegewebsfliche im
periostalen und endostalen Kallus sowie im Osteotomiespalt (O-Spalt). Zwischen beiden Gruppen

bestehen keine statistisch signifikanten Unterschiede (n = 8/Gruppe).
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Medium-Gruppe MSC-Gruppe
p-

Parameter Median | Min-Max | Median | Min-Max | Wert
Gefille gesamt/peri. BGFI. [n/mm?] 40,2 | 23,6-145,1 28,8 27,1-47, 0,21
-GefaBe gesamt/lat. peri. BGFI. [n/mm?] 40,2 25-226,1 40,3 28,8-83,6 | 0,96
-Gefidlle gesamt/med. peri. BGFI. [n/mm?] 41,6 22,5-63,5 23 12,5-47,7 0,04
Kleine Gefafle/peri. BGF1. [n/mm?] 39,2 23-142,5 28 25,2-45 0,23
-kleine GefaBe/lat. peri. BGF1. [n/mm?] 39 25-221 39,3 26,9-80,2 | 0,96
-kleine GefdB3e/med. peri. BGFI. [n/mm?] 38,3 21,4-63,5 22,4 11,7-43,9 | 0,04
Grofle GefaBle/peri. BGFI. [n/mm?] 1,3 0,3-4,6 1,4 0,4-2,6 0,88
-grofle Gefale/lat. peri. BGFl. [n/mm?] 1,6 0-5,1 1,7 0,4-4,2 0,72
-grofle Gefdlle/med. peri. BGFL. [n/mm?] 0,3 0-6,6 0,8 0-3,7 0,48
GefaBe gesamt/end. BGFL. [n/mm?] 30,1 1-71,8 19,6 10,2-35,1 0,44
-Gefidlle gesamt/lat. end. BGF1. [n/mm?] 28,3 1,1-74,3 18,6 8,5-38 0,51
-Gefidlle gesamt/med. end. BGFI. [n/mm?] 35,4 1-68,9 22,7 9,1-32,7 0,28
Kleine Gefafie/end. BGFI. [n/mm?] 27,5 1-71,2 18 9,4-32,9 0,44
-kleine Gefdfle/lat. end. BGFI. [n/mm?] 25,9 1,1-74,3 16,9 8,3-35,7 0,65
-kleine Gefdfle/med. end. BGFI. [n/mm?] 30,2 1-67,9 22 8,4-29.9 0,33
GroBe Gefdlie/end. BGFI. [n/mm?] 1,5 0-4,5 1,5 0,5-2,4 0,8
-grofle Gefdlie/lat. end. BGFI1. [n/mm?] 1,1 0-3,8 1 0,2-2,5 0,96
-grofle Gefdlle/med. end. BGFI. [n/mm?] 1,5 0-5,8 1,3 0,2-3,6 0,51
GefaBe gesamt/BGFI. O-Spalt [n/mm?| 50,7 | 22,6-123,4 87,6 19,7-1529 | 0,28
-kleine Gefale/BGFI1. O-Spalt [n/mm?] 474 | 22,6-114,5 70,2 19,7-152,9 | 0,28
-grofie Gefdlle/BGF1. O-Spalt [n/mm?] 1,9 0-8.9 1,9 0-34,8 0,96

Tab. 9: Darstellung der Gefédfidichte getrennt nach Lokalisation (periostaler und endostaler Kallus,
Osteotomiespalt (O-Spalt) sowie lateral und medial) und nach Dichte der Gesamtzahl der Gefile, der
kleinen sowie groflen Gefélle. Statistisch signifikante ergeben sich in der Dichte der Gesamtzahl und

der kleinen Gefafle des medialen periostalen Kallus.

e Dichte der Osteoklasten

Die Osteoklasten (OC) werden nicht als Absolutzahl dargestellt, sondern auf die
Knochenfliche in Quadratmillimetern je untersuchtem Areal bezogen. Tabelle 10 stellt die

Dichte der Osteoklasten bezogen auf die jeweiligen Sub-ROls dar.

Nach einer Heilungszeit von zwei Wochen konnten histologisch in beiden Gruppen viele
Osteoklasten im Kallusgewebe gezdhlt werden. Signifikante Unterschiede lassen sich weder

im periostalen (p =0,51) und endostalen Kallus (p = 1,0) noch in der Kortikalis (p = 0,38)
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darstellen (Abb. 33). Die Medium-Tiere wiesen im Median 21,1 OC/Knochenfliche des
periostalen Kallus [mm?], die MSC-Gruppe 26,4 OC/Quadratmillimeter kndcherne periostale
Kallusfliche auf. Im endostalen Kallus zeigten die Medium-Tiere einen Median von 34,6
OC/mm?. Die Osteoklastendichte der MSC-Tiere betrug im endostalen Kallus 43,7. Die
Osteoklastendichte der Kortikalis betrug 2,3 vs. 1,6. Im Vergleich zwischen der lateralen und
medialen Seite des periostalen und endostalen Kallus sowie der Kortikalis ergaben sich

beziiglich dieses Parameters ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 33: Anzahl der Osteoklasten pro Quadratmillimeter Knochenfliche im periostalen und
endostalen Kallus sowie in der Kortikalis (n = 8/Gruppe).

114



Ergebnisse

Medium-Gruppe MSC-Gruppe p-Wert
Parameter Median | Min-Max Median Min-Max
Periostaler Kallus [OC/mm?] 21,1 7,8-43,9 26,4 3,1-61,0 0,51
-lat. periost. Kallus [OC/mm?] 16,2 8,5-45,7 33,0 0-177,9 0,51
-med. periost. Kallus [OC/mm?] 247 2,4-74,3 21,2 5,6-48.5 0,72
Endostaler Kallus [OC/mm?] 34,6 22,4-149,5 43,7 0,5-75,0 1,0
-lat. endost. Kallus [OC/mm?] 42,7 5,0-174,3 19,6 0,4-34,7 0,08
-med. endost. Kallus [OC/mm?] 41,5 20,6-128.4 45,1 0-58,7 0,65
Kortikalis [OC/mm?] 2,3 0,7-3,8 1,6 0,3-3,5 0,38
-lat. Kortikalis [OC/mm?] 1,9 1,2-3,5 2,4 0,6-3,6 1,0
-med. Kortikalis [OC/mm?] 2,6 0,2-4,9 1,1 0-3 0,38

Tab. 10: Osteoklasten-Dichte im periostalen und endostalen Kallus sowie in der Kortikalis. In keiner

dieser Lokalisationen bestehen statistisch signifikante Unterschiede.
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4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse
e Radiologie

Rontgenologisch zeigte zum Zweiwochenzeitpunkt keines der 32 Tiere beider Gruppen eine
Uberbriickung ~ der  Osteotomie. Der Bereich der Kauterisierung und der
Knochenmarksentnahme lief keine rontgendichten Strukturen erkennen. Der Osteotomiespalt
war, verglichen mit den Aufnahmen post operationem, nicht erweitert. Die Kortikalisenden

stellten sich scharfkantig dar.

e Deskriptive Histologie

Das histologische Erscheinungsbild dhnelte sich in beiden Gruppen. Es trat in keiner Gruppe
eine kndcherne oder knorpelige Uberbriickung des Osteotomiespaltes ein. Die Tiere der
MSC-Gruppe bildeten im medialen periostalen Kallus subjektiv mehr Knorpel. Kndchernes
oder knorpeliges Kallusgewebe bildete sich bei Tieren beider Gruppen in geringem Malle im
gekauterten Bereich aus. Der Osteotomiespalt war mit fibrosem Gewebe gefiillt, eine
Erweiterung des Osteotomiespaltes trat nicht ein. Uber dem kndchernen periostalen Kallus
zogen bei beiden Tiergruppen bindegewebséhnliche Fasern, die sich im deperiostierten

Bereich verjiingten und zum Teil iiber den Osteotomiespalt zogen.

e Ergebnisse der histomorphometrischen Analyse

Bei Betrachtung der Gesamtfliche, der Flichen des periostalen und endostalen Kallus zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede. Die Aufschliisselung der Gesamtflache in Knochen-,
mineralisierte Knochen-, Bindegewebs- und Knorpelfliche ergab signifikante Unterschiede
in der Knorpelflache. Die MSC-Gruppe bildete eine signifikant groBere Gesamtknorpelfliche
[mm?]. Der periostale Kallus wies in der MSC-Gruppe absolut betrachtet mehr Knochen und
mineralisierten Knochen [mm?], eine groBere Bindegewebsfliche [mm?] und eine groBere
Knorpelflaiche [mm?] auf. Wurden die Flachen der o.g. Gewebetypen auf die Gesamtfldche
des periostalen Kallus bezogen [%], konnten in keinem der betrachteten Parameter
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen dargestellt werden. Die Zusammensetzung
des endostalen Kallus &hnelte sich in beiden Gruppen deutlich. Weder absolut noch relativ
zeigten sich signifikante Unterschiede in den Ergebnissen der histomorphometrischen

Analyse des endostalen Kallus.
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e Kollagen-II Anteil

Der Anteil des Kollagen-II am periostalen Kallus war in der MSC-Gruppe groB3er als in der
Medium-Gruppe, jedoch ohne statistische Signifikanz. Endostal bildeten die Tiere beider
Gruppen nur sehr wenig Kollagen-II, im Osteotomiespalt lieB sich, mit Ausnahme eines

Tieres des MSC-Gruppe, bei keinem Tier beider Gruppen Kollagen-II nachweisen.

e Gefildichte

Beide Gruppen wiesen zum Zweiwochenzeitpunkt eine hohe Gefdlldichte auf. Die
GefdBdichte unterlag, v.a in der Medium-Gruppe, groBen tierindividuellen Schwankungen.
Diese Gruppe zeigte im medialen periostalen Kallus eine signifikant hohere Dichte aller
Gefidlle (< 40 pm und > 40 um) und der kleinen Gefdfle (< 40 um). Der Osteotomiespalt, als
Teilflaiche des periostalen und endostalen Kallus, zeigte in beiden Gruppen eine deutlich
hohere Gefalldichte als die Kalli. Zum Zweiwochenzeitpunkt konnten nur wenig grofle

Gefille (> 40 um) gezéhlt werden.

e Osteoklastendichte

Die knocherne periostale und endostale Kallusfliche lieB in beiden Gruppen eine hohe
Osteoklastendichte erkennen. Signifikante Unterschiede stellten sich jedoch weder im
periostalen noch im endostalen Kallus heraus. Die Osteoklastendichte der Kortikalis war

zwel Wochen nach der Osteotomie in beiden Gruppen niedrig.

117





