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Das Leben besteht in der Bewegung

und hat sein Wesen in ihr.

Arthur Schopenhauer


http://www.spruch-archiv.com/autor/332-Arthur-Schopenhauer/

Inhaltsverzeichnis

N 101 1= 1 (1 o PP 1
I Y1010 o 1] o SR 1
1.2 FrakturNElUNG .....coooeieeeeee 2

1.2.1  Intramembrandse und chondrale OSSIfikation..................eueeviiimiiiiiiiiiiiiiiiiieinn. 2
1.2.2  Primare und sekundare FrakturNeilung................uuuveeimiimmiimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeennns 4
1.2.3  Zeitlicher Ablauf der Frakturheilung................oeeeeimiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeees 6
1.3  Mechanobiologie im intakten KNoCheN ..., 7
1.4  Mechanobiologie in der Frakturheilung.........ccoooooeeiiiiiiiii e, 12
1.4.1 Interfragmentdre Bewegung und DehnuUNg.......cccooooiiiiiiiiiiiiii e, 12
1.4.2  DistraktioNSOSIEOGENESE .. ..uu ittt e e e et e e 15
1.4.3 Interfragmentdre Bewegung ohne externe Stimulation................cccccceeeeenenne. 19
1.4.4 Interfragmentare Bewegung durch externe Stimulation ...............ccccccvvvvviennnnens 22
15 SHUAIENZIEl ... 23

2 Material und MethOdEN ........coo i 25

2.1 THEIVEISUCK .ttt 25
2. 1.1 SCRAIE . 26
2.1.2  Haltung und FULEIUNQ........couiiiiiie et e e e e e eereaaas 26
b G T (0 [0 1= g o L=Y T | AU SPPPPRPOPRR 27
2.1.4  FixationSKONSIIUKLION. ........ueiiiiiiiiiei e 27
2.1.5  Pra-operative VOIrDEereituNg ......ccooeeeeiiiiiiiiiii et 30
2.1.6  OPEIALION ...t 31
2.1.7  PoSt-0perative NaACNSOIGE .......ccooeieeeeeeeeee e 35
2.1.8 Distraktion und zyklische KOMPression ... 35
2.1.9  FluoreszenzfarbstoffinjeKtioN .........cooeeeeeeee e 39
2.1.10 10110 0o [ PSPPSR 40

2.2 ProbenaufbDereitUNG .......cuuue e e e e e eaaee 40
0 R = (o 1 (= o 41

2.2.2  Mikro-Computertomographie (UCT) ....ceuueeiiii e 42



2.2.3  HISIOIOQIE ... e 43

2.2.4  FluoreszenzhistolOgie. ........couuuuiiiii i e 47
2.2.5  IMMUNNISTOCNEMIE ...t 48
2.3 SHALISTK .t e e e e 50
3 ENQGEDNISSE .o 51
3.1 THEIVEISUCK .ttt 51
3.1.1  Operation UNA NACNSOIGE ......cccoieeeeeeeeeeee e 51
3.1.2  Distraktion und zyklische KOMPression ... 51
3.2 ProbenaufbEreitUNg..........uuuueueiiiiiiiiiii it 52
G 70t R Lo (0= o PPN 53
3.2.2  Mikro-Computertomographie (UCT) .....cuuuuieiiieeiiiieeieee e 57
3.2.3  HISIOIOQIE ... e 66
3.2.4  FluoreszenzhistolOgie. ........couuuiiiii i 75
3.2.5  IMMUNNISTOCNEMIE ... 76
A DISKUSSION ...t 79
4.1  Diskussion des TiermMOellS............uuuuiuimmiiiiiiiiiiiiiiiiii e 79
411 SCRAfE...ccciiiiii 79
4.1.2  FixationskonStruKtioN. ... 81
4.1.3  ProbenaufbereitlUNg........coouiiiiiiii i 82
4.2  Diskussion der ErgebniSSE ........ouuuuiiiii i 82
R B o 1 ¢= 4o 1 =1 o PO TP P TP TP PPPPPPP 90
4.4 SChIUSSTOIgEIUNG......oeiiiiiii e e e et e e e e e e e e e aaeaaas 91
4.5 AUSDIICK. ..o 92
5  ZUSAMMENTASSUNG ... 94
B SUMMIAIY ..ot e ettt e e e ettt et e e e e e et e e e e b b e e et e e e e e e 96
7 AbDIIdUNGSVEIZEICNNIS ... 98
8  TabellenVverzeiChnis ... 102
O LItEratUNVEIZEICNNIS ... 103

= T 1T T 11 ] o 119



Abkurzungsverzeichnis

#

1]

°C

€

A
uCT
pm
Abb.
ca.
Ca
Ca5[OH|(PO4)3]
cm
EDTA
ERK
g
H20:2
Hz
19G
kg

kV

m
MAPK
Max
mg
min
ml
mm
mM
MPa
mMRNA
ms

Nr.
NacCl
OP

pH
PYK2
SD
sec

TBS
TTBS
wnt

Nummer

Durchmesser

Grad Celsius

Dehnung

Mikroampere
Mikro-Computertomograph
Mikrometer

Abbildung

circa

Calcium

Strukturformel fir Hydroxylapatit
Zentimeter
Ethylendiamintetraessigsaure
engl. Extracellular-signal regulated kinase
Gramm

Strukturformel fir Wasserstoffperoxid
Hertz

Immunglobulin Gamma

Kilogramm

Kilovolt

Meter

engl. Mitogen activated protein kinase
Maximum

Milligramm

Minuten

Milliliter

Millimeter

Millimol

Megapascal

engl. Messenger ribonucleic acid
Millisekunden

Anzahl

Newton

Nummer

Natrium-Chlorid

Operation

Signifikanzniveau

Maleinheit fir den Saure-/Basengehalt
engl. Protein tyrosine kinase 2
engl. Standard deviation
Sekunden

Tage

engl. Tris-buffer saline

engl. TBS und 0,1% Triton X-100
engl. Wingless-type und Int-1-gene



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfuhrung

Knochenfrakturen zahlen zu den haufigsten Verletzungen des Menschen. Jeder Zweite
erleidet bis zum Alter von 65 Jahren eine traumatische Fraktur (Brinker and O'connor 2004).
Im Jahr 2013 traten in Deutschland ca. 840 000 Frakturen auf (Statistisches Bundesamt
2015). Von etwa 5,4 Millionen nicht tddlich Unfallverletzten in Deutschland im Jahr 2010 war
jeder Funfte Erwachsene von einer Fraktur betroffen (Gesundheitsberichterstattung des
Bundes 2010).

Volkswirtschaftlich sind Ausfédlle durch Frakturen von immenser Bedeutung durch z.T.
erhebliche berufliche Einschrankungen der Betroffenen und lange Heilungszeiten. Allein die
Kosten osteoporotisch bedingter Frakturen werden in Europa auf 32 Milliarden Euro pro Jahr
geschatzt. Fur die Vereinigten Staaten geht man von 20 Milliarden US-Dollar aus
(International Osteoporosis Foundation). Burge und Kollegen prognostizieren in ihrer Studie
fur die Vereinigten Staaten im Jahr 2025 eine Frakturinzidenz von mehr als drei Millionen
Fallen in der Population der tber 50-jahrigen und rechnen mit Kosten von tber 25 Milliarden
US-Dollar (Burge, Dawson-Hughes et al. 2007).

Trotz aller Fortschritte bei der Frakturversorgung in der modernen Medizin kommt es immer
noch bei ca. 5-10 % der Patienten zu einer gestorten oder ausbleibenden Knochenheilung
(Gaston and Simpson 2007, Einhorn and Gerstenfeld 2015). Von einer verzdgerten Heilung
spricht man, je nach Frakturtyp, bei einer Heilungsdauer von mehr als drei und bis zu sechs
Monaten. Riter und Mayr definierten eine non-union als einen Mangel an réntgenologischen
Beweisen fur eine Uberbriickung sechs Monate nach Fraktur (Ruter and Mayr 1999).

Die Atiologie von Pseudoarthrosen kann biologisch, infekti6s oder mechanisch sein
(Grechenig, Pfeifer et al. 2015). Die Blutversorgung im Frakturgebiet ist von entscheidender
Bedeutung, da mit Zustrom und Abfluss flir die Regeneration essentielle humorale Faktoren
und Zellen angeliefert bzw. abgestorbenes Gewebe, Zelldebris und Metaboliten
abtransportiert werden (Saran, Gemini Piperni et al. 2014). Eine Beeintrachtigung der
Durchblutung fuhrt zu avitalen bzw. atrophen Pseudoarthrosen. Neben einer
kompromittierten Durchblutung sind offene Frakturen, eine lange Operationsdauer und eine
unzureichende Immunkompetenz Grinde fir infektios bedingte Pseudoarthrosen
(Grechenig, Pfeifer et al. 2015). In den vergangenen Jahren hat sich gezeigt, dass auch
(chronisch) entzundliche Erkrankungen grof3en Einfluss auf die Regenerationsféahigkeit des
Knochens nehmen. Eine verzogerte Heilung von Frakturen wurde bei schweren

Allgemeinerkrankungen, wie Diabetes mellitus (Loder 1988) und rheumatoider Arthritis
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(Stromgqvist 1984) oder nach Polytrauma (Bhandari, Tornetta et al. 2003) beschrieben. Die
mechanisch bedingte verzdgerte Frakturheilung ist gekennzeichnet durch eine vermehrte
Mobilitat der Frakturfragmente aufgrund unzureichender Immobilisation, Ubermafiger
Belastung oder instabiler Osteosynthese und kann zur Entwicklung hypertropher
Pseudoarthrosen filhren (Ruter and Mayr 1999).

Als  Teil chirurgischer Interventionen bei  Heilungsverzégerungen hat die
Distraktionsosteogenese ihren festen Platz in Orthopadie und Unfallchirurgie. Darlber
hinaus findet sie auch bei kongenitalen Skelettalerkrankungen Anwendung. Komplikationen
im Verlauf der Prozedur sind jedoch nicht selten. Die Herausforderung flr Chirurgen und
Wissenschaftler besteht darin, die Rate ausbleibender Heilung nach Fraktur und
Distraktionsosteogenese weiter zu senken, die Heilungsdauer zu verkiirzen, auf begleitende
Risikofaktoren zu reagieren und diese zu minimieren. Die Schaffung geeigneter
biomechanischer Bedingungen ist von herausragender Bedeutung fiir den Heilungsverlauf.
Ein besseres Verstdndnis mechanisch vorteilhafter Bedingungen kénnte die Geometrie und
Materialauswahl von Fixationssystemen entscheidend verbessern und die Zahl mechanisch
bedingter Heilungsverzégerungen reduzieren. Die Erforschung der Grundlagen
mechanischer Einflisse auf die Knochenheilung zur Optimierung der Biomechanik in der
Frakturheilung und Distraktionsosteogenese war das Ubergeordnete Ziel dieser Studie und
ist Bestandteil der nachfolgenden Ausfuhrungen.

1.2 Frakturheilung

Knochen haben im Vergleich zu anderen Organen eine hohe Regenerationsfahigkeit
(McKibbin 1978, Kenwright and Goodship 1989). Fir das Verstandnis der Frakturheilung ist
es sinnvoll, die grundlegenden GesetzmaRigkeiten in der Ontogenese des Knochens und
Skeletts zu kennen.

Man unterscheidet zwei Arten der Knochenbildung: i) Die intramembrandse oder desmale
und ii) die chondrale Ossifikation. Beide Arten kénnen neben den Ablaufen in der
(embryonalen) Morphogenese auch bei der Frakturheilung gefunden werden (Tuan 2004,
Einhorn 2005).

1.2.1 Intramembrandse und chondrale Ossifikation

Die intramembrantse Ossifikation (Abb. 1.1 links) tritt embryonal bei der Bildung platter
Knochen, wie beispielsweise den Schédelknochen, auf und ist Bestandteil sowohl priméarer
als sekundarer Frakturheilung. Sie ist gekennzeichnet durch Knochenbildung aus dem
Kondensat mesenchymaler Stammzellen. Im Gegensatz zur chondralen Ossifikation erfolgt

die Entwicklung von Knochenzellen direkt aus mesenchymalen Stammzellen (Percival and
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Richtsmeier 2013). Aus mesenchymalen Stammzellen hervorgehende Osteoprogenitorzellen
differenzieren Gber mehrere Stufen zu Osteoblasten aus. Sie scheiden kollagene Fasern und
eine organische Matrix aus Mukoproteinen ab, das sogenannte Osteoid, woran sich weitere
Osteoblasten anlagern (Iseki, Wilkie et al. 1997). Im Zuge der andauernden Produktion von
Osteoid l6sen sich die Osteoblastenverbédnde auf. Die verbleibenden Einzelzellen werden
Osteozyten genannt. Die entstehenden Knochenzapfen verbinden sich und bilden
Geflechtknochen aus (Kanczler and Oreffo 2008). Die Mineralisierung des kollagenen
Gerlsts schreitet bereits voran, wahrend die Proliferation der Stammzellen und die
Expansion friher Osteoblasten noch anhalt (Lana-Elola, Rice et al. 2007).
Gefalleinsprossungen in das lose mesenchymale Gewebe wurden zeitlich direkt vor der
initialen Ossifikation beobachtet. Friihe Mineralisierungszonen im Knochen werden mit einer
ausgepragten Vaskularisierung assoziiert (Thompson, Owens et al. 1989).

Die chondrale Ossifikation (Abb. 1.1 rechts) verlauft Gber die Ausbildung eines knorpeligen
Gerists. Man findet sie ontogenetisch bei der Entwicklung langer R6hrenknochen und im
Heilungsverlauf der meisten Frakturen (Tuan 2004, Einhorn 2005). Nach einem
Knochenbruch lagern sich aus Stammzellen entstehende Knorpelvorlauferzellen
(Chondroblasten) im Frakturspalt ab. Die Zellen entwickeln sich im Zuge ihrer
Differenzierung zu Chondrozyten und exprimieren Kollagen Typ Il und spater Proteoglykane,
welche die Knorpelmatrix bilden. Sie hypertrophieren und bilden mikroskopisch sichtbare
blasige Schollen, sobald sie das Stadium eines hypertrophen Chondrozyten erreicht haben.
Die hypertrophen Chondrozyten scheiden Calcium ab und wahrend Proteasen und
Phosphatasen die organische Matrix abbauen, erfolgt die allmahliche Mineralisierung des
Knorpels (Einhorn 2005). Die Degradation der chondralen Matrix erfolgt durch
Matrixmetalloproteinasen (MMP). Es wurde gezeigt, dass MMP-9- und MMP-13-defiziente
Mause eine vergroRerte Zone mit hypertrophen Chondrozyten und ein langsamere
Frakturheilung infolge eines verzégerten Knorpelabbaus aufweisen (Vu, Shipley et al. 1998,
Colnot, Thompson et al. 2003, Stickens, Behonick et al. 2004, Kosaki, Takaishi et al. 2007).
In das durch mineralisierten Knorpel stabilisierte Gewebe kénnen Gefalie sprieRen und von
perivaskular wandern osteogene Zellen ein, wahrend die Chondrozyten durch Apoptose
zugrunde gehen. Allmahlich wird der mineralisierte Knorpel durch Osteoklasten abgebaut
und von den eingewanderten Osteoblasten durch Knochen ersetzt (Einhorn 2005).

Im Zuge der Forschung zur chondralen Ossifikation wurde auch die Hypothese einer
Transdifferenzierung von Chondrozyten zu Osteoblasten entwickelt (Roach 1992). Demnach
konnen Dbereits ausdifferenzierte Knorpelzellen pluripotente Stammzelleigenschaften
reaktivieren. Der vormals hypertrophe Chondrozyt wandelt sich dieser Hypothese zufolge in

einen knochenbildenden Osteoblasten um. Mit Hilfe genetischer Marker konnte dieser
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Mechanismus sowohl in der Embryonalentwicklung (Park, Gebhardt et al. 2015) als auch in
der Knochendefektheilung beobachtet werden (Bahney, Hu et al. 2014).

) L'-:i"x i
2

Abbildung 1.1 Knochenneubildung durch intramembranése Ossifikation (links) im Schafsfemur mit
Osteoblastensaum (Stern) und neugebildetem Osteoid (Pfeile). Knochenneubildung durch chondrale
Ossifikation (rechts) im Schafsfemur. Violett eingefarbt ist ein Knorpelsaum mit hypertrophen
Chondrozyten erkennbar. Paragon Farbung, 50-fache VergrofRerung. Modifiziert nach Reusch 2010
(links) und Claes, Reusch et al., 2011 (rechts).

1.2.2 Primare und sekundare Frakturheilung

Im Zusammenhang mit der Frakturheilung werden zwei Formen der Knochenneubildung
unterschieden.

Die priméare Frakturheilung ist eine Knochenbildung per primam intentionem. Der Begriff geht
vermutlich auf W. A. Lane in ,The Operative Tr e:
wiederum unterteilt in Kontaktheilung und Spaltheilung (Willenegger, Perren et al. 1971).
Wichtigstes Merkmal einer priméren Heilung ist eine Bildung von Knochen, die nicht entlang
eines intermediaren Stutzgewebes erfolgt und damit ohne die Ausbildung eines Frakturkallus
auskommt (Yamagishi and Yoshimura 1955). Bei der Kontaktheilung erfolgt eine osteonale
Spaltiberbriickung. Zunéchst Uberqueren knochenabbauende Zellen (Osteoklasten) den
Spalt. Der beidseits des Spalts entstandene Bohrgang wird von knochenbildenden Zellen
(Osteoblasten) aufgefillt. Dabei wird der Spalt durch die Knochenzapfen der neugebildeten
Osteone progressiv Uberbruckt (Willenegger, Perren et al. 1971). Die Kontaktheilung kann
jedoch nur bei Lasionen unter 0,2 mm Breite erfolgen. Eine Spaltheilung dagegen ist fir
SpaltgréRen von 0,2-0,5 mm beschrieben. Hierbei kommt es zur Einwanderung von
Gefalkapillaren und durch nachfolgende Osteoblasten zur Auffullung des Frakturspaltes mit
Geflechtknochen. Im  Anschluss wird dieser entsprechend der spezifischen
Belastungsrichtung ausgerichtet und durch die Bildung neuer Osteone in den Bereichen der
Kortikalis zu lamellarem Knochen umgebaut (Willenegger, Perren et al. 1971). Primare
Heilung kann nach chirurgischer Intervention nur bei anatomisch korrekter Reposition und

hoher Konstruktionsstabilitéat der Osteosynthese entstehen (Schenk and Willenegger 1964).
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Diese Stabilitat tritt beispielsweise unter Verwendung von Kompressionsplatten auf. Unter
naturlichen Bedingungen kommt eine primare Heilung durch intramembrandse Ossifikation

bei Fissuren und nicht dislozierten Ermidungsbriichen vor (Tami, Nasser et al. 2003).

Periphere Uberbriickung

Kortikaler Frakturspalt

Abbildung 1.2 Schema des Kalluswachstums bei sekundérer Heilung einer diaphyséaren Fraktur.
Frakturferne Knochenbildung durch intramembrandse Ossifikation (A). Chondrale Ossifikation nach

Knorpelbildung in spaltnahen Zonen (B). Modifiziert nach (Claes 2006).

Die sekundare Frakturheilung besteht aus zwei Komponenten von osteogenen
Mechanismen; chondraler und intramembrandser Ossifikation (Goodship, Cunningham et al.
1998). Sie ist zunachst gekennzeichnet durch die Ausbildung eines intermediaren
Stltzgewebes aus Granulationsgewebe und Knorpel, welches den Frakturspalt vorlaufig
stabilisiert. Dieses Mischgewebe wird als Kallus bezeichnet. In den durch Kallus stabilisierten
Frakturspalt wachsen Gefal3kapillaren. Es wandern dann osteoblastare Vorlauferzellen ein,
die als ausdifferenzierte Osteoblasten entlang des Geriists und bereits bestehender
knocherner Strukturen Knorpel und Bindegewebe durch Knochen ersetzen (Willenegger,
Perren et al. 1971). Daneben erfolgt bei einer typischen sekundéaren Heilung schon zu einem
frihen Zeitpunkt eine erste Knochenneubildung endostal und periostal durch
intramembrandse Ossifikation. Diese beginnt frakturlinienfern und schreitet entlang der
Kallusrander fort, bis es am peripheren Rand des Kallus zur knochernen Uberbriickung
kommt. Erst dann verlauft die Knochenbildungslinie in Richtung des Frakturspalts und fallt
diesen nachfolgend kndchern aus (Claes 2006) (Abb. 1.2).
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1.2.3 Zeitlicher Ablauf der Frakturheilung

In einem zeitlichen Kontext lassen sich mehrere Stadien der Frakturheilung unterscheiden.
Die inflammatorische Phase steht zu Beginn einer Fraktur. Diese ist gekennzeichnet durch
Gefalrupturen und Hamatombildung, Nekrose der Knochenenden und Apoptose
umgebender Zellen, Laktatbildung und pH-Abfall (Claes, Recknagel et al. 2012). Infolge
dessen werden die zellularen und humoralen Systeme der Immunantwort aktiviert.
Thrombozyten und Entziindungszellen des unspezifischen Immunsystems, wie neutrophile
Granulozyten und Makrophagen, sowie die Zellen der adaptiven Immunantwort (B- und T-
Zellen) wandern in die Frakturzone ein. Pro-inflammatorische Zytokine, wie Interleukine (IL-
1, IL-6), Tumornekrosefaktor (TNF), Rezeptor Aktivator des NF-kB-Ligands (RANKL) und der
Monozytenkolonien-stimulierende Faktor (M-CSF-1) werden frih in der inflammatorischen
Phase ausgeschuttet. Daneben sind Wachstumsfaktoren, wie Transforming growth factor
beta (TGF-b) und Bone morphogenetic proteins (BMPs) zu finden. Mesenchymale
Stammzellen und regulatorische T-Zellen dagegen scheinen anti-inflammatorische Effekte
auf die Frakturzone zu besitzen und balancieren das Ausmalfd der immunologischen Antwort.
Zudem erfolgt frih in der inflammatorischen Phase die Sekretion von angiogenen Faktoren,
wie Angiopoetin-1 und Vascular endothelial growth factor (VEGF), welche aufgrund der
lokalen Hypoxie von Endothelzellen freigesetzt werden (Saran, Gemini Piperni et al. 2014).
Mit dem Einsetzen der Neovaskularisation erfolgt die Bereitstellung weiterer Stammzellen,
welche unter Einfluss von TGF-b proliferieren und unter Einfluss v.a. der BMPs
differenzieren. BMP-2, -6 und -9 werden als die potentesten Faktoren fur die Differenzierung
zu Osteoblasten erachtet (Cheng, Jiang et al. 2003).

Die Phase der Reparation kann je nach Frakturlokalisation und Art der Stabilisierung
verschiedene Auspragungen annehmen (Claes, Recknagel et al. 2012). Bei einem
Heilungsverlauf unter nicht rigider Fixation, wie er in der Regel stattfindet, wird aus dem
Hamatom ein weicher Kallus. Dieser besteht aus Granulationsgewebe und Schollen von
fibrosem Knorpel. In dieser Phase werden neben Fibrozyten vor allem Chondroblasten bzw.
Chondrozyten gefunden. Nach Hypertrophie der Chondrozyten und mit der Mineralisierung
der extrazellularen Matrix wandelt sich der weiche Kallus zum harten Kallus. In dieser
mechanisch stabilisierten Umgebung treten vermehrt Angioblasten auf und Gefalie spriel3en
ein. Mit den GefaBen assoziierte Perizyten stellen eine wichtige Quelle fir
Osteoprogenitorzellen dar, welche sich als Osteoblasten am knorpeligen Gerist orientierend
anlagern. Osteoklasten bauen den bestehenden Knorpel sukzessive ab. Mit der Bildung
knochenspezifischer  Kollagenfasern, extrazellularer  Matrix und  nachfolgender
Mineralisierung erfolgt die Verkndcherung des Kallus. Die eingebauten Osteoblasten
wandeln sich zu Osteozyten. Zu diesem Zeitpunkt ist der Frakturspalt mit Geflechtknochen

Uberbriickt. Erst danach kommt es zur knéchernen Heilung der Kortikalis.
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Das Remodelling ist die Anpassung von Geflechtknochen entsprechend der lokalen
Dehnungen (Abb. 1.3). In kortikalen Bereichen resultiert der Umbau des Geflechtknochens in
lamellarem Knochen. Dies erfolgt erneut durch Osteoklasten, welche Knochen abbauen und
durch Osteoblasten, die nach Bedarf neuen Knochen aufbauen. Nach kortikaler
Uberbriickung bildet sich der Kallus langsam zuriick. Der Knochen bildet seine urspriingliche

Morphologie aus (Frost 1989, Claes, Recknagel et al. 2012).

Abbildung 1.3 Remodelling-Vorgéange in der Metaphyse eines Schafsfemurs mit Osteoblastensaum
(Stern) und Osteoklasten (Blockpfeile). Paragon-Farbung, 200-fache VergréRerung. Modifiziert nach
(Reusch 2010).

1.3 Mechanobiologie im intakten Knochen

Friheste wissenschaftliche Aussagen zum Zusammenhang zwischen der Belastung des
Skeletts durch mechanischen Stress und deren Auswirkung auf die Ausrichtung der
Knochentrabekel st ammen aus , Das Gesetz der Transformat.i
1892). Julius Wolff postulierte, dass sich die Geometrie des Knochens im Hinblick auf die
spezifischen Belastungen und die Trajektorien mechanischer Reize hin veradndert und sich
so ein optimiertes Knochengerist ausbildet. Dadurch passt sich der Knochen den
spezifischen Belastungen an. Wolffs Erkenntnisse sind bis heute unter dem Begriff
», Wol ffsches Gesetz*“ bekannt.

In verschiedenen Tiermodellen wurde eine Vielzahl an Studien hinsichtlich der funktionell-
strukturellen Beziehung im Knochen durchgefiihrt. Die Reaktionen gesunden Knochens auf
verstarkte mechanische Belastung wurden an Kaninchen, Ratten, Schweinen, Schafen,
Hunden und am Truthahn studiert (Hert, Liskova et al. 1969, Hert, Liskova et al. 1971,
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Churches, Howlett et al. 1979, Goodship, Lanyon et al. 1979, Churches and Howlett 1982,
O'Connor, Lanyon et al. 1982, Rubin and Lanyon 1987, Turner, Forwood et al. 1994,
Guldberg, Caldwell et al. 1997, Mosley, March et al. 1997, Moalli, Caldwell et al. 2000).
Nattrliche Tiermodelle, die den Einfluss zyklischer Belastung auf skelettale Knochen
belegen, stellen beispielsweise Rennpferde und -hunde dar (Muir, Johnson et al. 1999,
Tomlin, Lawes et al. 2000). Die signifikante Zunahme des Knochenvolumens und der
Mineraldichte riahrt von der intensiven Belastung regelméRigen Trainings und von
Renneinsatzen her (Abb. 1.4). Bei Rennhunden, die traditionell auf ovalen Bahnen immer im
Gegenuhrzeigersinn laufen, kommt es dabei zu einer signifikanten Links-rechts-Asymmetrie
der besonders belasteten Knochen in Tarsus und (Meta-) Carpus (Johnson, Skinner et al.
2001, Lipscomb, Lawes et al. 2001, Thompson, Cave et al. 2012). Das Zusammenspiel von
Knochenresorption und Knochenneubildung mit verdnderter Struktur aber gleicher Netto-

Knochenmasse wird adaptive remodelling genannt.

Abbildung 1.4 Distaler Metacarpus Il von Rennpferden nach 9 Wochen Boxenruhe (A) und von einem
Tier im Training (B). Auffallig ist die generalisierte Porositdt im subchondralen Knochen des
untrainierten (blau markiert) im Vergleich zur hohen Kochendichte des trainierten Pferdes (rot
markiert). Modifiziert nach (Whitton, Trope et al. 2010).
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Eine entscheidende Erkenntnis aus den tierexperimentellen Studien hinsichtlich
osteoanaboler Vorgange ist die Uberlegenheit intermittierender oder zyklischer Belastung
gegenuber statischer (Hert, Liskova et al. 1969, Hert, Liskova et al. 1971). Als Begriindung
fur diese Beobachtung wird die Desensibilisierung von Knochenzellen auf mechanische
Stimuli angenommen (Robling, Hinant et al. 2002). Die zyklische Belastung des Knochens
bewirkt Veranderungen sowohl in der Geometrie des Gesamtknochens als auch eine
lokalisierte Zunahme der Knochenmasse und des Mineralgehalts. Insbesondere bei h6heren
Dehnungswerten kommt es zu periostaler Knochenzubildung und einer Verdickung der
Kortikalis (Mosley, March et al. 1997).

Mechanobiologische Vorgange kontrollieren nicht nur den anabolen Metabolismus von
Knochenzellen. Auch die Resorption des bestehenden Knochens ist mechanisch beeinflusst.
Der Resorption von Knochen geht der Zelltod lokaler Osteozyten voraus. Unter
mechanischen Gesichtspunkten ist ein Grund hierfir beispielsweise die ausbleibende
Belastung des Knochens. Bei Endothelzellen z.B. vermutet man, dass ein Ausbleiben des
shear stress und die folglich ausbleibende Zelldehnung in den programmierten Zelltod
mindet (Hermann, Zeiher et al. 1997). Weiterhin geht man davon aus, dass die unter
Belastung durch fluid flow ausgeloste Stickstoffoxid-Freisetzung die Apoptose von
Osteozyten verhindert (Tan, Bakker et al. 2008). Der (programmierte) Zelltod kann aber auch
bei einer Deformation des Zellgeriists durch Mikrorisse infolge lokal zu hoher Belastung
auftreten. Beide Vorgange beeinflussen Uber noch wenig bekannte Mechanismen das
RANKL/Osteoprotegerin-Verhaltnis und damit die Osteoklastenaktivitat, welche in
erheblichem Malf3e Uber die Expression von RANKL reguliert wird (Papachroni, Karatzas et
al. 2009). Die Auswirkungen einer mangelnden mechanischen Stimulation des Knochens
werden unter den Bedingungen der Schwerelosigkeit im All oder auch bei langer dauernder
Bettlagerigkeit sichtbar (Vico, Chappard et al. 1987, Zerwekh, Ruml et al. 1998, Vico, Collet
et al. 2000, Lang, LeBlanc et al. 2004). Messbare Kennzeichen kataboler Vorgange wahrend
Entlastung sind eine Abnahme der Knochenmasse, erhdhte Porositat, vergroRerte
osteoklastare Resorptionsflachen und ein Anstieg von Knochenresorptionsmarkern
(Hydroxyprolin,  Deoxypyridinolin,  Kollagen Typ | N-Telopeptid und  Kollagen Typ |
Carboxytelopeptid) in Serum und Harn (Zerwekh, Ruml et al. 1998). Infolge der Abstlitzung
einer Fraktur durch Plattenkonstruktionen mit hoher Steifigkeit entsteht das Phanomen der
stress protection. Die Lastaufnahme durch die Platte verursacht den Verlust mechanischer
Dehnung im Knochen und kann eine lokale Resorption mit Knochenverlust unter der Platte
verursachen (Uhthoff and Dubuc 1971, Willenegger, Perren et al. 1971, Claes 1989).
Radiologisch finden sich dann Aufhellungszonen im Knochen und klinisch eine erhdhte

Refrakturierungsinzidenz. Die Knochenresorption wird auf die unphysiologisch reduzierte
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Lastaufnahme des Knochens zurtickgefiihrt und unterstreicht die Bedeutung von Bewegung

und Stimulation in moderater Starke fiir den Knochenaufbau und -erhalt.

Auf molekularer Ebene beeinflusst mechanische Stimulation Uber die Aktivierung einer
Vielzahl von Rezeptoren, Wachstumsfaktoren, Kinasen und Transkriptionsfaktoren die
Proliferation und Differenzierung von Zellen. Diese Interaktion von Mechanik und Zellaktivitat
wird als Mechanotransduktion bezeichnet (Forwood and Turner 1995, Huang, Kamm et al.
2004).

Die Mechanotransduktion lauft Gber folgende Teilvorgéange ab: Die Stimulation der zellularen
Sensoren durch mechanische Kréfte, die Umwandlung des mechanischen in ein
biochemisches Signal, der interzellulare Signaltransport und die Signalverarbeitung und
Antwort der Zielzelle (Turner and Pavalko 1998). Die Mechanotransduktion ist nicht nur auf
Knochenzellen beschrankt, sondern kann auch in den Endothelzellen von Gefallen, Knorpel-
oder Muskelzellen beobachtet werden, die der Anpassung an veranderte Belastungen durch
mechanische Reize unterliegen (Aikawa, Nagai et al. 2002, Shyy and Chien 2002, Millward-
Sadler and Salter 2004).

Abbildung 1.5 Transmissions-Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Osteozyten mit
dendritischen Fortsatzen (P) in die umgebenden Canaliculi (Can). Zudem markiert sind der Nukleus
(N) und das Zytoplasma (Cyt). Modifiziert nach Thompson et al., 2012.
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Im Knochen wird vor allem den Osteozyten die F&higkeit zugesprochen mechanische
Signale zu erkennen (Rubin, Judex et al. 2002). Osteozyten sind aufgrund ihrer Lage im
Knochen und der weiten dreidimensionalen Verzweigung durch ihre Fortsatze pradestiniert,
kleinste mechanische Signale aufzunehmen und zu verarbeiten (Lanyon 1993, Mi, Fritton et
al. 2005) (Abb. 1.5). Als determinierenden Stimulus fir Osteozyten vermuten viele Autoren
den sogenannten fluid flow in der den Osteozyten umgebenden extrazellularen Flissigkeit in
den Canaliculi (Weinbaum, Cowin et al. 1994).

Als Rezeptoren, die mechanische Reize aufnehmen und verarbeiten werden Integrine
(Katsumi, Naoe et al. 2005, Phillips, Almeida et al. 2008), transmembrandse Ca-lonen-
Kanale (Garcia-Anoveros and Corey 1997), primare Zilien (Malone, Anderson et al. 2007,
Hoey, Kelly et al. 2011) und Komponenten des Zytoskeletts (Tanaka-Kamioka, Kamioka et
al. 1998) genannt. Infolge einer Rezeptoraktivierung kommt es intrazellular zur
Phosphorylierung und Dephosphorylierung einer Vielzahl von Kinasen. Wichtige Enzyme
dabei sind ERK, MAPK, PYK2 oder Serin/Threonin-spezifische Kinasen. Diese
Schlisselenzyme vermitteln die Signale der Zellumgebung zwischen den membran-
gebundenen Rezeptoren und den Signalkaskaden, die mit der Aktivierung spezifischer
Transkriptionsfaktoren im Zellkern genomische Aktivitat induzieren und die Produktion von
Matrixproteinen, Wachstumsfaktoren und Zytokinen bewirken (Liedert, Kreja et al. 2010).
Typische Signalkaskaden der osteogenen Zellen sind der MAPK-ERK1/2-Signhalweg
(Hughes-Fulford 2004), der Wnt-b-catenin Signalweg (Baron and Kneissel 2013) oder die
BMP-Signalwege (Farhadieh, Gianoutsos et al. 2004). Als sekundare Botenstoffe in der
Mechanotransduktion spielen Stickstoffoxid, Prostaglandin (PGE2), Adenosintriphosphat
(ATP) und Ca?" eine wichtige Rolle bei der interzellularen Kommunikation zwischen
Knochenzellen.

In vivo konnte an Ratten durch zyklische Kompression von Wirbelkérpern ein Anstieg der
MRNA-Expression fir die Matrixproteine Osteocalcin und Kollagen Typ | an der trabekuldren
Knochenoberflache gezeigt werden (Lean, Jagger et al. 1995). In einer Studie zu
Remodelling-Vorgangen der Ulna bei Ratten trat nach zyklischer Biegung ein Anstieg der
Expression von Osteocalcin und des osteoblastaren Transkriptionsfaktors Runx2 auf und
korrelierte mit der periostalen Geflechtknochenneubildung. Die Hohe der Genexpression von
Osteocalcin zeigte eine signifikante Korrelation zur Starke der Biegung (Wohl, Towler et al.
2009).

Bei In-vitro-Versuchen zeigten neben Osteozyten auch Osteoblasten Mechanosensitivitat. Es
ist jedoch nicht bekannt, ob Osteoblasten auf die gleichen Mechanismen zurtickgreifen wie
Osteozyten (Kaspar, Seidl et al. 2000). Osteoblasten exprimieren bei Applikation zyklischer
Kompression unter anderem signifikant mehr Osteocalcin und Runx2 im Vergleich zur

Kontrollgruppe ohne Kompression und konnten durch zyklische Dehnung zu einer signifikant
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erhohten Proliferation und TGF-b-Produktion angeregt werden (Claes, Heigele et al. 1998,
Rath, Nam et al. 2008). In beiden Studien waren die Effekte bei hheren Amplituden jedoch
ricklaufig. In einer Studie von Kaspar und Kollegen konnte gezeigt werden, dass humane
Osteoblasten auf physiologische Stimulation hin mit Zellproliferation, steigender
Matrixproduktion und einer Abnahme der Mineralisierungsaktivitat reagieren (Kaspar, Seidl
et al. 2000). Neben der Hohe der Dehnung scheint die Zellproliferation vor allem abhangig
von der Anzahl zyklischer Dehnungen (Kaspar, Seidl et al. 2002).

Zusammengefasst weil3 man heute, dass eine physiologische Belastung des Knochens lokal
den Knochenumsatz durch Osteoklasten reduziert und leicht erhdhte Belastung anabole
Effekte auf den Knochen ausibt. Die Apoptose von Osteozyten durch unphysiologisch
niedrige oder sehr hohe Belastung dagegen fordert die Osteoklastenaktivitéat und damit den
Knochenumsatz oder Knochenabbau.

1.4 Mechanobiologie in der Frakturheilung

1.4.1 Interfragmentére Bewegung und Dehnung

In jeder Frakturzone wirken lokal unterschiedlich verschiedene Vektoren mechanischer
Krafte und erzeugen komplexe Deformationen des Gewebes in allen Raumachsen (Claes,
Wolf et al. 2000). Je nach Frakturverlauf und Frakturgeometrie, muskularer Aktivitat am
Knochen und Lastaufnahme sowie der Osteosynthesestabilitat entsteht interfragmentare
Bewegung der Knochenfragmente zueinander (Claes, Recknagel et al. 2012). Es wird
vermutet, dass die in vielfaltigen Kombinationen auftretenden Torsions-, Biege- und
Scherbewegungen, sowie axialer Zug und Druck sowohl zu Zelldehnung als auch
Volumenanderung durch hydrostatischen Druck fithren (Abb. 1.6). Die Dehnung berechnet
sich naherungsweise aus dem Quotienten von interfragmentdrer Bewegung und
Frakturspaltbreite (Perren und Cordey, 1980). Die tatsachlichen Dehnungen sind jedoch
komplex und inhomogen Uber das Heilungsgebiet verteilt (Claes and Heigele 1999).
Hydrostatischer Druck ist definiert als Quotient aus der Kraft und der Flache, auf der die Kraft
wirkt. Die Zellverformung mesenchymaler Stammzellen im Knochenregenerat wird als ein
entscheidender Faktor der Zelldifferenzierung angesehen (Pauwels 1960, Matsushita and
Kurokawa 1998). Andere Modelle erachten die Bewegung der extrazellularen, interstitiellen
Flussigkeit entlang einer Zelle (fluid flow) als determinierenden Faktor (Prendergast, Huiskes
et al. 1997, Lacroix and Prendergast 2002).

Im Zuge der Forschung zu den mechanischen Einflissen auf die Knochenheilung wurde
versucht, den Zusammenhang zwischen gebildetem Gewebe im Frakturspalt und

mechanischer Stimulation zu ergrinden. Die entwickelten Theorien werden als
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Differenzierungshypothesen bezeichnet. Aus den gewonnenen Erkenntnissen sollten zum
einen Ruckschlisse auf determinierende biomechanische Faktoren im
Knochenmetabolismus und in der Frakturheilung gezogen werden. Zum anderen sollten die
Hypothesen  Aussagen zur optimalen Osteosynthesestabilitdt, zu geeigneten
Fixationskonstruktionen und zum Mehrgewinn einer mechanischen Stimulation im
Heilungsverlauf ermdglichen (Steiner, Claes et al. 2014). Uberdies koénnen die
Differenzierungshypothesen heute in numerische Modelle zur Berechnung von

Frakturbedingungen und Heilungsverlaufen einfliel3en.

Abbildung 1.6 Schematische Darstellung einer epiphysaren Schragfraktur des mittleren
Zehenknochens bei einem Hund. Mesenchymale Stammzellen im Frakturspalt erfahren bei
interfragmentarer Bewegung volumetrische Anderung durch hydrostatischen Druck (A) und

Konformationsanderung durch Dehnung (B).

Frihe Uberlegungen dieser Ar t formulierte Wil he
Theil e oder di e Theil ausl ese im Organi smus*® (
Zusammenhang zwischen der Richtung eines mechanischen Reizes und der Ausbildung

bestimmter Gewebearten her. Seiner Theorie nach wird Knochenbildung durch kompressive

Krafte stimuliert. Bei der Einwirkung von Zugkraften wird die Bildung fibrésen Gewebes
vorhergesagt und Scherkrafte sollen die Produktion von Knorpel verursachen.

Friedrich Pauwels be schri eb in ,Eine neue Theorie Uber de
auf di e Differenzi e(Paurwels 196@ seinSBedbachtgngen eubemigen

Fallen naturlich auftretender Knochenheilungen. Seine Hypothese besagt, dass eine

volumetrische Veranderung der Zelle durch hydrostatischen Druck die Bildung hyalinen
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Knorpels und sekundar durch chondrale Ossifikation die Entstehung von Knochen bewirkt.
Dehnungen, die eine Zelldeformation ohne Volumenanderung zur Folge haben, lassen
zunachst Bindegewebe und dann durch intramembrandse Ossifikation schlieBlich Knochen
entstehen. Die Mischform der beiden Qualitaten der Verformung fihrt zur Bildung von
Faserknorpel (Abb. 1.7). In vitro konnte mittlerweile bestétigt werden, dass zyklischer
hydrostatischer Druck die Expression des Transkriptionsfaktors fir Knorpelzellen Sox9 und
des knorpelspezifischen Kollagen Typ Il in mesenchymalen Stammzellen reguliert
(Miyanishi, Trindade et al. 2006, Miyanishi, Trindade et al. 2006).

Geflechtknochen
(primdr)

chondrale
Ossification

Lamellenknochen
(sekundir)

KOMPRESSION
(hydrostatischer Druck)

Geflechthnochen
_lprimar)

i~ =

Deformation ( ﬂ;ﬁmg/

é/ 0g Zugsehne

Abbildung 1.7 Qualitative Gewebedifferenzierungshypothese fiir mesenchymale Stammzellen im
Frakturgebiet (Abszisse: Dehnung, Ordinate: hydrostatischer Druck) (Pauwels 1960).

Carter und Kollegen stellten statt einer rein qualitativen erstmals eine semi-quantitative
Differenzierungshypothese auf: In Arealen geringer Dehnung soll intramembrandse
Ossifikation stattfinden. Geringe bis moderate Zugdehnung und hydrostatische Spannung
erlauben ebenfalls intramembrandse Ossifikation. Eine schlechte Durchblutung bewirkt
Chondrogenese auch in ansonsten osteogener Umgebung und hydrostatische Kompression
soll ebenfalls die Chondrogenese fordern. GrofRe Zugdehnung schlie8lich induziert die
Ausbildung fibrosen Gewebes und Faserknorpels (Carter, Blenman et al. 1988).

Unter Verwendung von Pauwels Hypothese zu Dehnung und hydrostatischem Druck in
Zellen und mit Daten aus Osteotomieheilungsmodellen am Schaf entwickelten Claes und
Heigele eine quantitative Differenzierungshypothese (Abb. 1.8) (Claes and Heigele 1999).

Diese ermdglicht es, fir bestimmte Werte von Dehnung und hydrostatischem Druck im
14
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Frakturspalt eine Vorhersage uber das daraus entstehende Gewebe zu treffen. Die
Hypothese sagt fir geringe Dehnung bis °5 % und hydrostatischen Druck bis °0,15 MPa
intramembrandse Knochenbildung voraus. Fir Kompression in Form von hydrostatischem
Druck unter -0,15 MPa und moderate Dehnung bis °15 % wird chondrale Ossifikation
vorhergesagt und fur alle Werte aul3erhalb dieser Grenzen geht man von der Bildung von
Faserknorpel oder Bindegewebe aus.
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endochondral
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connective tissue
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Abbildung 1.8 Quantitative Gewebedifferenzierungshypothese in Abhangigkeit von den im
Frakturgebiet wirkenden Kréften (Abszisse: hydrostatischer Druck in MPa, Ordinate: Dehnung in
Prozent) (Claes and Heigele 1999).

1.4.2 Distraktionsosteogenese

Die Distraktionsosteogenese ist eine Methode =zur chirurgischen Therapie von
Knochendefekten, bei der man sich mechanobiologische Reaktionen gezielt zunutze macht.
Umgangssprachlich als Kallusdistraktion bezeichnet, ist sie seit den Anfangen des 20.

Jahrhunderts bekannt. Ab 1951 verhalf Gawriil Ilizarov mit seiner Forschung der Methode
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klinisch zum Durchbruch. Gleichzeitig forderte er das Verstandnis fir die Biologie der
Knochenregeneration durch mechanische Stimuli (Jazrawi, Majeska et al. 1998). Anwendung
findet die Kallusdistraktion in der Behandlung von kongenitalen oder post-traumatischen
Knochendeformationen oder zur SchlieBung von groRBen Knochendefekten und zur
Extremitatenverlangerung z.B. bei Amputationsstiimpfen (llizarov 1989).

Bei der Kallusdistraktion wird ein durch Osteotomie in der Regel transversal geteilter
Knochen mit einem externen Fixateur stabilisiert und der entstandene Spalt nach einer
Latenzphase von finf bis sieben Tagen Uber mehrere Tage in kleinen Inkrementen axial
gedehnt. Die Kallusdistraktion macht sich die Zellreaktion auf Zugkrafte im interfragmentéaren
Gewebe zunutze (sog. tension-stress effect) und ist in der Lage Knochenneubildung zu
induzieren. Das zunachst gebildete fibrose Gewebe und die kollagenen Fasern richten sich
entlang der Zugkrafte aus. Osteoprogenitorzellen und Osteoblasten lagern sich entlang des
Gerusts der fibrosen Interzone an und bilden Knochen (Percival and Richtsmeier 2013).
Sogenannte Spikula, konisch geformte Knochenneubildungen, wachsen von den
Fragmentenden aus in den Osteotomiespalt. Ausgangspunkt hierflr sind Gefal3sinus, die
infolge der Neovaskularisation von beiden Fragmentenden aus im Spalt entstehen (Choi,
Chung et al. 2002). Der Spalt der fibrésen Interzone wird nach Abschluss der Distraktion in
einer Phase der Maturation durchbaut und fullt sich zunehmend mit mineralisiertem
Knochen. llizarovs Empfehlungen sehen Distraktionschritte von 1 mm pro Tag vor (llizarov
1989). Die Verteilung der Distraktion auf mehrere kleine Teilschritte im Tagesverlauf oder
kontinuierlicher Zug sind dabei vorteilhaft (llizarov 1990).

Obgleich die Kallusdistraktion ein in der Klinik géngiges Verfahren darstellt, treten auch
Komplikationen auf, die mit beispielsweise Uber 30 % bei der Behandlung distaler
Beindeformitéten eine nicht zu vernachlassigende Relevanz besitzen (lacobellis, Berizzi et
al. 2010, Novikov, Subramanyam et al. 2014). Verzogerte oder ausbleibende
Knochenbildung und Uberbriickung des generierten Spalts kénnen weitere Morbiditaten
nach sich ziehen (Amir 2009, Makhdom 2015). Vermehrte Pin-Trakt-Infektionen,
persistierende Schmerzen und ein erhdhtes Risiko fur Osteopenien sind beschrieben
(Velazquez 1993, Garcia-Cimbrelo 1992, Eldridge 1991). Neben der Wahl der richtigen
Protokollparameter wahrend der Distraktion und Sicherstellung der Blutversorgung im
Regenerationsgebiet, beschrieb llizarov die Fixationsstabilitdit der Konstruktion als
entscheidend fur den Erfolg der Kallusdistraktion. Den Grad der Fixationssteifigkeit beurteilte
er als wichtigen Faktor fur den Level osteogener Aktivitat (llizarov 1989 Part I). Fixateure mit
einer hohen Biegesteifigkeit forderten die Knochenbildung. In spateren Tierversuchen
wurden positive Effekte durch Lastaufnahme oder eine kontrollierte Dynamisierung nach
erfolgter Distraktion beschrieben. Moderate Axialbewegungen verbesserten den

Heilungsverlauf im Vergleich zu Entlastung oder rigider Fixation (Kassis, Glorion et al. 1996,
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Claes, Laule et al. 2000, Leung, Cheung et al. 2004). Beim sopgenannt en -
Ma n 6 v e rrden 2wru Behandlung verzogerter Uberbriickung oder einer non-union
alternierend Distraktions- und Kompressionsschritte durchgefiihrt. Das Verfahren erzielte
gute Erfolge, wenngleich Fallberichte zum grof3en Teil nur anekdotisch sind (Hatzokos 2011,
Kawoosa 2003).

Die  Knochenneubildung bei der Distraktionsosteogenese wird als Vorgang
intramembrandser Ossifikation beschrieben (Aronson, Good et al. 1990, Delloye, Delefortrie
et al. 1990). Zugdehnung durch Distraktion induziert vermutlich intramembrandse
Ossifikation und supprimiert méglicherweise die Bildung von Knorpel (Carter, Beaupre et al.
1998, Jazrawi, Majeska et al. 1998). Es gibt Studien, die von histologisch erkennbaren
Knorpelschollen bzw. der Prasenz des Knorpelmarkers Kollagen Typ Il im Distraktionsgebiet
berichten (Kojimoto, Yasui et al. 1988, Radomisli, Moore et al. 2001). Es wird aber vermutet,
dass die knorpeligen Anteile entweder mit lokaler Ischamie aufgrund einer grof3en
Distraktionslange zusammenh&ngen oder erst in der Maturationsphase nach Abschluss der
Distraktion entstehen, wenn kompressive Kréafte im Osteotomiespalt auftreten (Jazrawi,
Majeska et al. 1998). Auch llizarov berichtete von Knorpelbildung und fihrte das Auftreten
auf unzureichend stabile Fixateure zuruck, deren Biege- und Scherbewegungen im
Osteotomiespalt zu einer veranderten Gewebedifferenzierung und insuffizienter
Knochenbildung fuhrten (llizarov 1989).

Die laterale Kallusdistraktion wurde als transversale Distraktion ebenfalls von llizarov
erfolgreich an Hundetibien durchgefuhrt und erweiterte ab Anfang der 1990-er Jahre das
Spektrum der anfanglich noch auf lange Ro6hrenknochen beschrankten Methode der
Distraktionsosteogene. Sie findet Anwendung in der Gesichts- und Kieferchirurgie (Saulacic,
Gandara-Vila et al. 2004). Eine mogliche Indikation fiir die laterale Kallusdistraktion ist die
Verbreiterung des Alveolarkamms vor Zahnersatzimplantation. Die Distraktionsosteogenese
ist somit nicht allein auf lange Rohrenknochen beschréankt. Auch embryonal aus dem
Neuroektoderm entwickelte Gesichtsknochen kdnnen durch Distraktionsreize neuen
Knochen bilden. Problematisch an der lateralen Kallusdistraktion ist jedoch die
Notwendigkeit, den bestehenden Knochen sagittal zu durchtrennen, um tber zwei knécherne
Flachen fur die Distraktion zu verfigen. Dieses Vorgehen ist hinsichtlich des operativen
Verfahrens aufwendig und invasiv und schwécht den Knochen im Distraktionsgebiet.
Aul3erdem neigt das ausgeloste Knochenfragment infolge mangelnder Anbindung an die
GefalRe zur Sequestrierung (Amir, Becking et al. 2006). Claes und Kollegen gelang es
erstmalig, eine laterale Kallusdistraktion mit einem synthetischen osteokonduktiven Material
durchzufiihren (Abb. 1.9). Dabei wurde eine mit Hydroxylapatit beschichtete Titanplatte nach
zehntagiger Latenzphase uber zehn Tage in kleinen Schritten (zwei Mal taglich 0,266 mm)

senkrecht zur Langsachse der Tibia vom Knochen weg distrahiert. Die Beschichtung mit
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Hydroxylapatit (Cas[OH|(PO.)s]) stellte in Anlehnung an die konventionelle laterale
Kallusdistraktion ein dem ausgelésten Knochenfragment vergleichbares osteokonduktives
Gegenstlick dar. Hydroxylapatit ist Grundsubstanz von Knochen und Zahnen aller
Vertebraten und mit 40 % mengenmalig wichtiger Bestandteil der mineralisierten Matrix im
Knochen (Herzog and Federico 2007). Intra-operativ angelegte Markraumbohrungen im
Distraktionsgebiet stellten die Blutversorgung des sich formierenden Knochens sicher. Auch
hier orientierten sich die gebildeten Knochenspikula entlang der Zugrichtung durch
Distraktion der Platte. Ohne invasive Osteotomie konnte so eine Knochenneubildung durch
laterale Kallusdistraktion induziert werden (Claes, Veeser et al. 2010).

Moderate  Axialbewegungen nach  Abschluss der Distraktion scheinen die
Knochenneubildung zu férdern und koénnen das Risiko von Heilungsverzogerungen
verringern. Eine Anpassung der Fixationssteifigkeit oder die Applikation externer
mechanischer Stimuli kdbnnen auch in der klinischen Anwendung sinnvoll sein (Kenwright
and Goodship 1989). Die optimale mechanische Umgebung fir eine ziigige Uberbriickung
des Spalts nach Distraktion kann mit dem Wissen aus bisherigen Studien jedoch nicht
abschlie3end ermittelt werden. Zudem sind die Mechanismen der Gewebedifferenzierung
wahrend Distraktion und nachfolgender Maturation nicht vollstandig bekannt. Um
mechanisch  bedingten Heilungsverzogerungen vorzubeugen oder problematische
Heilungsverlaufe zu Gberwinden ist es notwendig, den Einfluss zyklischer Bewegungen auf
die Knochenbildung wahrend der Maturationsphase zu erforschen. Da es nur wenige Daten
zum Effekt zyklischer interfragmentérer Bewegung nach Distraktionsosteogene gibt, missen
bis dato auch Studien zu interfragmentarer Bewegung in der Frakturheilung heran gezogen

werden.

Abbildung 1.9 Réntgenaufnahme einer Schafstibia nach Explantation 70 Tage post-OP (links) und

Distraktionsvorrichtung auf Schafstibia in vitro (rechts) (Claes, Veeser et al. 2010).
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1.4.3 Interfragmentére Bewegung ohne externe Stimulation

Zyklische Mikrobewegungen und die daraus entstehende Gewebedehnung kénnen eine
heilungsfordernde Wirkung bei der Frakturheilung haben. Vor allem interfragmentére
Kompression durch Axialbewegungen wurden in diesem Zusammenhang als vorteilhaft
beschrieben (Goodship 1992, Claes, Heigele et al. 1998). Studien zum Einfluss von
Mikrobewegungen wurden in Tiermodellen neben Hunden und Kaninchen vor allem auch an
Schafen durchgefiihrt (Aro, Kelly et al. 1990, Park, O'Connor et al. 1998, Martini, Fini et al.
2001, Duyck, Vandamme et al. 2006).

Gadomski und Kollegen untersuchten den grundséatzlichen Einfluss der Lastaufnahme auf
den Heilungsverlauf am Metatarsus des Schafs nach Ostektomie (Gadomski, McGilvray et
al. 2014). In ihrem Modell partieller Gravitationsaufhebung (0,25 g) durch einen trans-
biartikularen externen Fixateur konnten sie zeigen, dass das Ausbleiben zyklischer
Mikrobewegung durch Entlastung des Metatarsus die Knochenformation im Frakturspalt
signifikant senkt. Im Vergleich mit der Heilung unter normalen Gravitationsbedingungen war
die Frakturheilung unter Entlastung deutlich reduziert. Zur Erforschung von Frakturheilung
und Gewebedifferenzierung unter verschieden grof3er axialer Kompression wurden
Osteotomien an Tibia und Metatarsus von Schafen mit externen Fixateuren stabilisiert,
welche ein definiertes Mal3 an Bewegung zulieRen. Claes und Kollegen verwendeten einen
Ringfixateur zur Stabilisierung von Schafsmetatarsus-Osteotomien mit 2 mm Spalt. Eine
axiale Beweglichkeit in der dynamisierten/flexiblen Gruppe erlaubte eine durchschnittliche
Dehnung von 32 % wahrend die stabiler fixierte Gruppe noch eine durchschnittliche
Dehnung von 9 % aufwies. Die Ergebnisse nach 9 Wochen zeigten signifikant mehr Knochen
und weniger fibrésen Knorpel in der Gruppe mit 9 % als in der Gruppe mit 32 % Dehnung
(Claes, Eckert-Hubner et al. 2002). Eine Studie mit vergleichbaren Dehnungswerten, aber
einer Metatarsus-Osteotomie mit 0,6 mm Spalt, fihrte bei den stabiler fixierten Tieren im
Gegensatz zu dynamisiert versorgten Tieren zu vermehrt fibrésem Knorpel. Die
Dynamisierung bewirkte zum gleichen Totungszeitpunkt post-operativ ein signifikant
grolReres periostales Kallusvolumen. Schon ab der vierten Woche konnte anhand von
Fluoreszenzmarkierungen histomorphometrisch eine signifikant starkere Knochenbildung
und Verringerung der interfragmentaren Bewegung beobachtet werden. Die Heilung in der
dynamisierten Gruppe war zum Versuchsende weiter fortgeschritten (Claes, Wilke et al.
1995). Auch in weiteren Studien mit Osteotomie des Schafsmetatarsus zeigten sich
Unterschiede bei divergierender axialer Kompression (Augat, Margevicius et al. 1998, Claes,
Heigele et al. 1998, Yamaji, Ando et al. 2001). Vier Wochen nach Osteotomie wurde die
signifikant starkste Knochenneubildung unter gréReren Axialbewegungen in einem kleinen
Spalt (2 mm) beobachtet. Ein groRer Spalt (6 mm) mit gleichen Axialbewegungen dagegen

fuhrte zu weniger neuem Knochen, aber einer Zunahme an Bindegewebe (Yamaji, Ando et
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al. 2001). Bei Augat, Claes und Kollegen war der Einfluss der interfragmentadren Dehnung
zumeist nicht signifikant und die Heilungskapazitat vor allem von der Frakturspaltgréfze (1, 2
oder 6 mm) abhangig. Je groRer der Spalt, desto schlechter waren die mechanischen
Eigenschaften des Kallus und es zeigte sich histologisch ein unvollstandigerer
Heilungsprozess. Die Erhéhung der interfragmentaren Dehnung von 7 % auf 31 % fir 1 mm
Spaltbreite bewirkte jedoch signifikante Veranderungen mit Zunahme fibrésen Knorpels und
einer Abnahme der Menge an mineralisiertem Knorpel und Knochen. Ein metaphysares
Frakturheilungsmodell am Schafsfemur mit 3 mm Spalt und definierter interfragmentérer
Bewegung zeigte nach acht Wochen fir initiale Dehnungen von <5 % eine verzdgerte
Heilung und eine hauptsachlich intramembrandse Ossifikation. Bei Dehnungen zwischen
6 % und 20 % erfolgte die Ossifikation auch chondral und mit signifikant mehr neugebildetem
Knochen, wéhrend Dehnungen zwischen 20 % und 40 % Areale mit fiborosem Knorpel
aufwiesen (Claes, Reusch et al. 2011).

Die bisher durchgefuhrten tierexperimentellen Studien an Schafen konnten nachweisen,
dass ein Einfluss interfragmentarer Kompression auf die Frakturheilung existiert.
Gruppenunterschiede hinsichtlich der Amplitude zyklischer Kompression oder der
resultierenden Dehnung fuhren zu Veranderungen der Knochenneubildung und der relativen
Gewebsanteile. Der Erfolg der Frakturheilung ist dariber hinaus aber auch von anderen
Faktoren abhangig. Beispielsweise kommt es bei groeren Frakturspalten unter denselben
Dehnungsverhaltnissen, die bei kleineren Spalten heilungsférdernd waren, zur
Heilungsverzdgerung oder ausbleibender Heilung kommt (Claes, Wolf et al. 2000, Yamaiji,
Ando et al. 2001). Die moglichen Vorteile der interfragmentaren Kompression gelten in den
gewahlten Modellen deshalb nur fir Frakturspalten unkritischer Gré3e. Bei Schafen scheint
in Osteotomien mit unkritischen SpaltgroBen eine hauptsachlich oder ausschlieBlich
intramembrantdse Ossifikation bei weniger als 5-7 % Dehnung aufzutreten (Augat,
Margevicius et al. 1998, Claes, Reusch et al. 2011). Hohere Dehnungswerte induzieren eine
sekundare Heilung mit Kallusbildung und kénnen gleichzeitig eine starkere Mineralisierung
und beschleunigte Uberbriickung bewirken. Bis zu knapp tber 30% Dehnung sind
verbesserte Heilungsverlaufe beschrieben (Goodship and Kenwright 1985, Claes, Wilke et
al. 1995). Optimale Dehnungsverhdltnisse fir die Knochenneubildung sind jedoch bisher
nicht genau definiert. Weiterhin bleibt fraglich, wo ein moglicherweise kritischer Wert fur eine
erfolgreiche Ossifikation liegt.

Neben den GrofYtiermodellen wurden in der jingeren Vergangenheit insbesondere auch
Ratten und Mause als Tiermodell in der Erforschung mechanobiologischer Vorgénge
eingesetzt. Die Bestimmung der interfragmentaren Bewegung ist im Kleintiermodell nur
schwer durchfuhrbar. Dennoch geben die stark unterschiedlichen Steifigkeiten der

angewendeten Fixationstechniken Hinweise auf Gewebedifferenzierung und assoziierte
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molekulare Mechanismen. Grol3e interfragmentédre Bewegungen sind in Kleintiermodellen
mit einer frihen und ausgepragten Expression von Kollagen Typ Il und der Bildung von
Knorpel assoziiert, wahrend stabil versorgte Frakturen eine beschleunigte Knochenformation
und nur transiente Formation von Knorpel aufweisen (Hankemeier, Grassel et al. 2001, Le,
Miclau et al. 2001, Thompson, Miclau et al. 2002, Mark, Nilsson et al. 2004). Andererseits
gibt es auch in Kleintiermodellen Hinweise darauf, dass Dehnung Voraussetzung fir die
Knochenformation ist. An osteotomierten Rattenfemora mit normaler Heilung (1 mm Spalt)
oder kritischer Heilung (5 mm Spalt) konnte anhand Voxel-basierter Finite Elemente Modelle
gezeigt werden, dass die niedrigere Dehnung im grof3en Frakturspalt mit einer signifikanten
Verringerung der Kallushildung korrelierte. Dehnung Uber 0,7 % war ndétig, um eine
Knochenbildung zu induzieren. Diese Werte traten bei kritischer Heilung tief im Spalt auf und
formten dort den Verschluss des Markraums durch intramembrantdse Ossifikation (Mehta,
Checa et al. 2012).

Limitiert werden Modelle ohne externe Stimulation durch die Tatsache, dass die Dehnung oft
nur unzureichend definiert werden kann. Die tatsachliche GroR3e der interfragmentéaren
Kompression ist von der Lastaufnahme des operierten Tieres abhangig und unterliegt den
feedback-Mechanismen von Fragmentdislokation und Schmerzreiz.

Auch bei der Anwendung in der Klinik entscheidet die Steifigkeit von
Osteosynthesesystemen neben dem Gewicht des Patienten, der individuellen
Schmerztoleranz und Aktivitdt mit darlber, wie viel interfragmentare Kompression im
Frakturspalt unter Lastaufnahme entsteht. Die Art der Heilung und der Heilungsverlauf
werden somit durch die Osteosynthese direkt beeinflusst (Claes, Heigele et al. 1998). Lange
Zeit galt die Prioritat in Forschung und Klinik der Entwicklung von Osteosyntheseverfahren
mit hoher Stabilitat und genauer Rekonstruktion (Danis 1949, Bagby and Janes 1958, Muller
1965). Bei rigiden Osteosynthesen, beispielsweise durch winkelstabile Platten, drohen
jedoch das Ausbleiben interfragmentarer Kompression als Stimulus fiir eine optimale
Kallusbildung und sekunddre Knochenheilung (Egol, Kubiak et al. 2004) sowie eine
verzogerte oder ausbleibende Uberbriickung und Materialversagen (Sommer, Gautier et al.
2003, Button, Wolinsky et al. 2004). Bei Verwendung weniger rigider Fixationstechniken
treten unter Lastaufnahme zyklische Mikrobewegungen im Frakturspalt auf. Das Wissen um
die Bedeutung von interfragmentarer Kompression durch Mikrobewegungen in der
Frakturheilung fuhrt mittlerweile zu Bemuihungen, Bedingungen fir eine kontrollierte
Dynamisierung von Fixationssystemen und damit mechanische Stimulation der Zellen in der
Frakturzone zu schaffen (Bottlang, Lesser et al. 2010, Dobele, Horn et al. 2010, Dailey, Daly
et al. 2013, Plecko, Lagerpusch et al. 2013, Adams, Tanner et al. 2015)
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1.4.4 Interfragmentdre Bewegung durch externe Stimulation

Um die interfragmentdre Bewegung im Heilungsverlauf besser definieren zu kénnen, wurden
Mitte der 1980-er Jahre erste Studien mit einer externen Applikation von Bewegung im Spalt
osteotomierter Schafe durchgefuhrt (Goodship and Kenwright 1985). So wurde auch ein
Ruckgang der interfragmentaren Bewegung, wie er bei passiven Systemen auftritt,
vermieden.

Goodship und Kenwright verglichen 3 mm-Tibiaosteotomien an Schafen unter rigider
Fixation und Fixation mit Applikation zyklischer Kompression (Goodship and Kenwright
1985). Bei den mit 1 mm Amplitude (33 % initiale Dehnung) stimulierten Tieren entwickelte
sich gegenlber rigide fixierten Tieren ein groRerer Kallus und eine signifikant hohere
Torsionssteifigkeit 12 Wochen post-OP. Histologisch fanden sich zwar &hnliche
Gewebetypen, jedoch unter Stimulation eine weiter fortgeschrittene Differenzierung des
Kallus und komplette Uberbriickung des Spalts. In einer weiterfilhrenden Studie konnten die
Autoren in einem vergleichbaren Versuchsaufbau signifikant hohere
Knochenmineralisierungsraten im Heilungsgebiet bei 0,5 mm Bewegungsamplitude (ca.
17 % durchschnittliche Dehnung) gegentuber einer Bewegungsamplitude von 2 mm (ca.
67 % durchschnittliche Dehnung) erzielen (Kenwright and Goodship 1989). Bei Schafen mit
uniformer Osteotomiespaltbreite von 3 mm konnte in vier Gruppen verschieden grof3er
interfragmentarer Kompression (0-0,8 mm) mit steigender Bewegung eine signifikante
Zunahme des Kallusvolumens verzeichnet werden. Die im Gruppenvergleich besten
biomechanischen Eigenschaften und gro3te Kallusmineralisierung wurde bei 0,4 mm
interfragmentarer Kompression (ca. 13 % durchschnittiche Dehnung) erzielt, ohne jedoch
statistische Signifikanz zu erreichen (Wolf, Janousek et al. 1998).

Die Ergebnisse der Modelle mit externer Stimulation bestatigten, dass der Reiz zur
Kallusbildung und die Gewebeverteilung im Frakturspalt zu groRen Teilen mechanisch
kontrolliert sind. Die externe Applikation von interfragmentarer Kompression kann die
Gewebedifferenzierung ahnlich beeinflussen wie spontane Bewegungen und zu einer
modifizierten Frakturheilung beitragen. Mehr noch als die Bewegung an sich scheint die
Dehnung der Zellen den Stimulus fir die Kallusbildung darzustellen, da die Kallusgréf3e nicht
zwangslaufig mit der GroRRe der interfragmentéren Bewegungen korreliert (Gardner, Hardy et
al. 1997, Bishop, van Rhijn et al. 2006).

Eine spezifische Limitation im Versuchsdesign bei externer Stimulation liegt darin, dass zu
spateren Zeitpunkten unter Umsténden unnatirlich grof3e Bewegungen im Frakturspalt
vorliegen, die bei normalem Heilungsverlauf durch die zunehmende Konsolidierung nicht
auftreten wirden. Diese artifiziellen Bewegungen kénnten zu Gewebeschadigungen fihren
und den Heilungsverlauf beeinflussen (Gardner, Evans et al. 1998). Allen bisher genannten

Studien zu interfragmentérer Kompression ist gemein, dass die Gewebematuration zu
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Veranderungen der Gewebematerialparameter und die knécherne Uberbriickung zu einem
Ruckgang der SpaltgrofRe fihren. Dadurch unterliegen die Dehnungsverhdltnisse im
Heilungsgebiet einer dynamischen Anderung (Claes, Wilke et al. 1995). Nur die initialen

Werte direkt post-operativ kdnnen theoretisch berechnet werden.

1.5 Studienziel

Das heutige Wissen aus Forschung und Klinik legt den positiven Einfluss interfragmentarer
Kompression durch zyklische Axialbewegung auf die Frakturheilung und nach
Distraktionsosteogenese nahe. Die in den Kapiteln 1.4.2 bis 1.4.4 aufgefuhrten Studien zur
Untersuchung interfragmentarer Kompression bei Schafen weisen hinsichtlich
knochenbildungsfordernder Dehnungswerte ein heterogenes Bild auf, obwohl alle den
Einfluss interfragmentarer Kompression untersuchten. Eine grobe Einteilung lasst zwei
Gruppen erkennen. Die Ergebnisse in Ersterer zeigen eine verstarkte Knochenbildung bei
Dehnung von bis zu ca. 10 %, wahrend in der Gruppe der anderen Studien noch bei knapp
tber 30 % initialer Dehnung von einer Zunahme der Knochenbildung berichtet wird. Die
Griunde fir die Divergenz der Ergebnisse sind vermutlich auf spezifische Limitationen von
Osteotomieheilungsmodellen zurlickzuftihren. Abgesehen von der Wahl der Spaltgréfie
fuhren Unterschiede in der Steifigkeit der Fixateure zu unkontrollierter Deformation des
regenerierenden Gewebes durch Bewegung der Knochenfragmente zueinander. Je nach
Steifigkeit des Fixationssystems entsteht durch Muskelaktivitat und Lastaufnahme des Tieres
Dehnung aus Torsion, Biegung, Zug, Druck und Scherung, die sich zeitlich und raumlich
Uberlappt und eine komplexe Mischung mechanischer Stimuli auf Zellen im Heilungsgebiet
ausubt. Da die Dehnung im Osteotomiespalt nicht hinreichend bestimmt werden kann,
bleiben Korrelationen zu Knochenbildung und Gewebedifferenzierung problematisch.
Ruckschlisse auf die Zell- und Gewebedifferenzierung durch interfragmentére Kompression
sind deshalb nur eingeschrankt zulassig. Eine abschliellende Aussage zu den Bedingungen
fur eine optimale Knochenneubildung und den Mechanismen der Gewebedifferenzierung ist
aus den Ergebnissen dieser Modelle nicht moglich.

Zur Ermittlung biomechanisch vorteilhafter Verhaltnisse in der Maturationsphase nach
Distraktionsosteogenese und zur Uberpriifung der existierenden
Gewebedifferenzierungshypothesen muss es Ziel sein, isolierte mechanische Stimuli im
Knochenheilungsgebiet zu applizieren. Mit der Implementierung der Methode zur lateralen
Kallusdistraktion an einer bewegten synthetischen Materialoberflache (Claes, Veeser et al.
2010) wurde die Grundlage dafir gelegt, ein Knochenregenerat in vivo zu erzeugen, welches
frei von mechanischen Einflissen durch Lastaufnahme oder Muskelzug ist. Nach diesem

Vorbild bildete die in der vorliegenden Studie verwendete Fixationskonstruktion mit der
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intakten Tibia einen bewegungsstabilen Rahmen und ermdglichte es, mit Hilfe eines mobilen,
osteokonduktiven Implantats in Richtung und Gréfl3e definierte Bewegungen auf das
Regenerat zu applizieren.

Das Ziel dieser Arbeit war es, in einem Tierversuch an Schafen Effekte zyklischer
Kompression unterschiedlicher Amplitude nach Distraktionsosteogenese auf die
Knochenneubildung und Gewebedifferenzierung zu erforschen und dabei Limitationen von
Osteotomieheilungsmodellen zu umgehen. Hierfir wurde nach erfolgter lateraler
Kallusdistraktion Uber eine bewegliche Titanplatte zyklische Kompression mit zwei
unterschiedlichen Bewegungsamplituden appliziert, welche Bedingungen entweder kleiner
oder moderater axialer interfragmentarer Kompression reprasentierten. Die Hypothese war,
dass Dehnung durch die niedrigere Stimulationsamplitude (0,1 mm) Knochenneubildung
durch intramembrandse Ossifikation induziert. Die grof3ere Stimulationsamplitude (0,6 mm)
hingegen sollte Dehnung generieren, welche zu einer chondralen Ossifikation fuhrt. Als
Grundlage fir die Berechnung der Amplituden diente die fur die Frakturheilung entwickelte
guantitative Gewebedifferenzierungshypothese (Claes and Heigele 1999). Weiterhin wurde
unter der gréReren Stimulationsamplitude erwartet, dass im Versuchsverlauf durch
kontinuierliche Mineralisierung und eine schrumpfende Weichteilschicht Dehnungswerte
erreicht wirden, die eine weitere Knochenneubildung verhinderten. Anhand der Ergebnisse
sollten Erkenntnisse fur geeignete Fixationskonstruktionen und verbesserte Protokolle der
Distraktionsosteogenese in der klinischen Anwendung gewonnen werden. Die zudem im
Versuch generierten Daten zu Gewebematerialeigenschaften sollten in die Kalibrierung

numerischer Modelle der Distraktionsosteogenese einfliel3en.
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2 Material und Methoden

Zur Untersuchung der gestellten Hypothesen wurde ein Tierversuch an Schafen
durchgefuihrt. Operativ. wurde ein bewegungsstabiler Rahmen medial in die Tibia
verschraubt, ohne eine Osteotomie durchzufihren. Eine in der Fixationskonstruktion
verankerte Titanplatte wurde direkt auf der Tibia angebracht. Post-operativ erfolgte
motorgesteuert zunachst eine laterale Kallusdistraktion durch schrittweise Abduktion der
Titanplatte und anschlieRend eine Stimulation von Zellen und Gewebe im entstandenen
Spalt durch zyklische Kompression mit zwei unterschiedlichen Amplituden (Abb. 2.1). Das
Gewebeverhalten wahrend der Manipulationen wurde mit einem Kraftsensor aufgezeichnet
und charakterisiert. Das im Spalt zwischen Kortex der Tibia und der Titanplatte befindliche

Geweberegenerat wurde post-mortem radiologisch, histologisch und immunhistochemisch

untersucht.
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Abbildung 2.1 Ubersicht des Tierversuchs (in vivo) und der Probenaufbereitung (ex vivo). Die post-

operativen Manipulationen sind in den grau hinterlegten Arealen dargestellt. Nach zehn Tagen
Distraktion (roter Pfeil) entstand zwischen Tibia und Titanplatte ein Spalt mit regenerierendem
Gewebe (rot gestrichelte Zone in der Rontgenaufnahme). Sieben Tage nach Beginn der Maturation
wurde das Geweberegenerat  zyklischer = Kompression mit zwei  unterschiedlichen
Bewegungsamplituden und Frequenzen ausgesetzt. An zwei Zeitpunkten (Beginn und Mitte der
Phase zyklischer Kompression) wurden Fluoreszenzfarbstoffe injiziert. Die Probenaufbereitung

beinhaltete radiologische, histologische und immunhistochemische Analysen.

2.1 Tierversuch

Der Tierversuch wurde am 05.05.2014 vom Regierungsprasidium Tubingen gemaf
Tierschutzgesetz unter der Tierversuch-Nr. 1168 genehmigt.
Einer Anderungsanzeige zur Inklusion post-operativer Rontgenaufnahmen im

Heilungsverlauf vom 26.08.2014 wurde am 03.09.2014 vom Regierungsprasidium TUbingen
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zugestimmt. Einer weiteren Anderungsanzeige zu veranderten Zeitrdumen hinsichtlich
Maturations- und Stimulationsphase und einer Erhéhung der Gesamtzahl der genehmigten
Tiere vom 23.01.2015 wurde am 27.01.2015 ebenfalls zugestimmt.

2.1.1 Schafe

Fur den Tierversuch waren 45 Schafe genehmigt. Davon wurden im Rahmen dieser
Dissertation 18 Schafe operiert. Sechs Tiere wurden als Vorversuchstiere operiert, im
Hauptversuch waren es 12 Tiere. Davon wurden 11 Tiere zur Auswertung heran gezogen.
Ein Tier wurde vom Versuch ausgeschlossen, da verstarkte Wundsekretion die Mechanik der
Fixationskonstruktion blockierte. Die Schafe waren adulte, weibliche Merinoschafe. Die zur
Auswertung herangezogenen Tiere hatten ein Kodrpergewicht von im Mittel 89 kg (8,18 kg
SD). Sie stammten aus landwirtschaftlicher Produktion von einem Schafer aus der Ulmer
Umgebung (Rudi Feinauer, Lindenweg 1, 89183 Breitingen).

Nach Anlieferung wurden die Tiere einer klinischen Untersuchung unterzogen. Besonderes
Augenmerk wurde dabei auf Erkrankungen oder Verletzungen des Bewegungsapparates
und das Herz-Kreislauf-System gelegt. Die Standzeit bis zur Operation betrug mindestens
sechs Wochen, um mit hinreichender Sicherheit einen  sonographischen
Trachtigkeitsausschluss durchfiihren zu kénnen (Gonzales-Bulnes, Pallares et al. 2010). Die
Tiere wurden kurz vor dem geplanten OP-Termin einem transabdominalen Ultraschall durch
einen externen Nutztierpraktiker (Tierarztliche Praxis Dr. med. vet. Jakob Pfetsch,
Drosselweg 2, 89188 Merklingen) unterzogen, der eine ungewollte Trachtigkeit der
Versuchstiere ausschliel3en sollte. In der praoperativen Phase wurden durch Mitarbeiter des
Tierforschungszentrums zudem reprasentative Kotproben enthommen, um einen mdoglichen
Befall mit Endoparasiten nachzuweisen. Bei Bedarf wurden die Tiere mit einem

Antiparasitikum (CydectinN, Fort Dodge Veterinar GmbH) behandelt.

2.1.2 Haltung und Futterung

Die Tiere wurden nach Ankunft in Gruppen von sechs Tieren in Boxen mit Stroheinstreu
gehalten. Die Futterung bestand aus Heu ad libitum und einem pelletierten Kraftfutter fur
Schafe/Ziegen (V5103-000, ssniff-Spezialdidten GmbH). Die Boxen waren mit Selbsttranken
ausgestattet. Es wurde ein Lichtprogramm mit Tag-/ Nacht-Rhythmus a zwdlf Stunden
angewandt.

Zur post-operativen Betreuung wurden die Tiere in Boxen mit 2 x 2,5 m jeweils zu zweit
aufgestellt, um einen leichteres Handling zu gewdhrleisten. Die Boxen waren mit
Gummimatten ausgelegt und die Einstreu bestand aus Séagespane mit einer Strohauflage,

was das Risiko eines Ausgleitens und von Verletzungen verringern sollte.
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2.1.3 Studiendesign

Pro OP-Serie mit nachfolgender Distraktion und Stimulation wurden an drei aufeinander
folgenden Tagen jeweils zwei Schafe operiert. Aufgrund der aufwendigen und zeitintensiven
post-operativen Nachsorge, wurden in einer OP-Serie jeweils nur sechs Tiere operiert. Die
Versuchsdauer betrug 49 Tage einschlie3lich Operation und beinhaltete post-operativ 10
Tage Latenzphase, 10 Tage Distraktionsphase, 7 Tage Eintritt in die Maturationsphase, 18
Tage Stimulationsphase und 3 Tage Pause vor der Tétung. Innerhalb einer OP-Serie erfolgte
eine randomisierte Verteilung der Tiere auf die beiden Versuchsgruppen. Die
Versuchsgruppe mit kleiner Amplitude wird nachfolgend als Gruppe 0.1 bezeichnet, die
Versuchsgruppe mit der grof3en Amplitude als Gruppe 0.6.

2.1.4 Fixationskonstruktion

Die Anforderungen an die Fixationskonstruktion bestanden darin, (zyklische) Bewegungen
mit hoher Prazision durch die Titanplatte auf das Geweberegenerat zu applizieren und
maoglichst genaue und damit valide Messdaten des Gewebematerialverhaltens in vivo zu
generieren. Fur die Erzeugung der Bewegungen musste ein Schrittmotor (engl. Stepper-
Motor), fur die Erfassung der auftretenden Kréafte an der Titanplatte ein Kraftsensor in das
System integriert werden.

Die im Tierversuch verwendete Fixationskonstruktion wurde im Institut fir Unfallchirurgische
Forschung und Biomechanik, Ulm entwickelt (Abb. 2.2). Die Fertigung erfolgte in der
wissenschaftlichen Werkstatt flr Feinwerktechnik der Universitat Ulm (WWF). Wie bereits in
einer vorangegangenen Studie zur lateralen Kallusdistraktion durch Claes und Kollegen
(Claes, Veeser et al. 2010) wurde eine mit Hydroxylapatit beschichtete Titanplatte (CelGen
AG) mit einer GroRe von 35x10x1,5mm benutzt, um das Knochenwachstum zu
induzieren. Die Titanplatte war mit mehreren Lochern versehen, welche die Einwanderung

und den Durchtritt von GefalRen erlaubten.
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Abbildung 2.2 Zeichenentwurf der Fixationskonstruktion als Vorbild bei der Entwicklung. Neben den
bereits bekannten Elementen (Schanz-Schrauben, Querbriicke, Titanplatte) aus der Studie von Claes
und Kollegen (Claes, Veeser et al. 2010) kamen die Gewebeschutzvorrichtung bzw. Hautplatte, der

Kraftsensor und die Motorhalterung mit Stepper-Motor dazu.

Kernbestandteile der neuen Fixationskonstruktion waren eine Querbriicke aus Aluminium,
und ein Verbindungsstick zwischen Titanplatte und Querbriicke mit einem inkorporierten
Kraftsensor (8411-200, burster Prazisionsmesstechnik GmbH & Co KG), zudem eine
zweiteilige Gewebeschutzvorrichtung aus rostfreiem Stahl (im Folgenden einheitlich als
Hautplatte bezeichnet) (Abb. 2.3). Eine Schutzplatte, zwischen den Manipulationen Ulber die
Schanzschrauben gestllpt, sollte die empfindliche Mechanik und den Kraftsensor vor
Beschadigung schitzen (Abb. 2.4 links). Die Gesamtabmessungen der Fixationskonstruktion
betrugen inklusive Hautplatte ca. 12 x 6 x 3 cm bei einem Gewicht von 186 g.
Fur die Applikation der Distraktionsschritte und die zyklische Kompression wurde ein
separater Aufbau aus Motorhalterung und Stepper-Motor (CanStack Linearaktuator, A-Drive
Technology GmbH) verwendet, welcher nur temporar aufgesetzt und mit einer
Schnellspannvorrichtung befestigt wurde (Abb. 2.4 rechts). Der Schaft des Stepper-Motors
konnte Uber eine Aufnahme in der Querbriicke und das Verbindungsstiick mit der Titanplatte
verbunden werden. Die Titanplatte war mit Hilfe des Stepper-Motors senkrecht zur
Knochenlangsachse beweglich und tbertrug wahrend Distraktion und Stimulation definierte
Bewegungen auf das Geweberegenerat (Abb. 2.5). Die temporare Verbindung zwischen
Schaft und Aufnahme wurde durch eine Stellschraube in Position gehalten. Die maximale
applizierbare Kraft des Motors lag bei ca. 150 N. Zwischen Titanplatte und Stepper-Motor
war im Verbindungsstick der Kraftsensor in die Fixationskonstruktion integriert. Dieser
ermoglichte in vivo die Messung der aufgebrachten Kréfte an der Titanplatte. Der Kraftsensor
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malfd in einem Bereich von 0 bis 200 N mit einem relativen Fehler von weniger als °0,5 %
(°1 N). Die Hautplatte war Uber Schraubverbindungen mit der Querbriicke verbunden und
konnte durch Schraubumdrehungen parallel zur Titanplatte bewegt werden. Durch das
kontinuierliche Anheben von Haut und Unterhaut Uber das Titanplattenniveau sollte eine
mechanische Beeinflussung sowie Fehler in den Messungen mit dem Kraftsensor zu jedem

Messzeitpunkt verhindert werden.

Abbildung 2.3 Die Fixationskonstruktion in Einzelteilen. Zu sehen sind die Schutzplatte (A), die
Querbriicke (B) mit der Feststellmutter (C) (Detailansicht unten rechts), die Hautplatte (D) mit der
korrespondierenden Halfte gegenuber, das Verbindungsstiick (E) und die Titanplatte (F) (Detailansicht

unten links). Es fehlt der Kraftsensor im Verbindungsstuck.
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Abbildung 2.4 Fixationskonstruktion in vivo mit Schutzplatte (links) und mit dem temporar aufgesetzten

Stepper-Motor (rechts) (kaudo-kraniale Aufsicht).

Abbildung 2.5 Detailansicht der Titanplatte in vitro mit Darstellung der Bewegungsrichtung

(Blockpfeile) wahrend der zyklischen Kompression (kaudo-kraniale Ansicht).

2.1.5 Pra-operative Vorbereitung

Die Tiere wurden vor dem geplanten Operationstermin fur 48 Stunden gefastet. Der Zugang
zur Selbsttréanke blieb erhalten.

Pré-operativ erfolgte eine Sedation mit 0,2 mg/kg Kérpergewicht (KG) Xylazin (RompunN
2%, Bayer AG), intramuskular in den Musculus gluteofemoralis verabreicht. Weiterhin

erfolgte die Gabe eines Antibiotikums mit dem Wirkstoff Amoxicillintrihydrat (VeyxylN LA
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20%, Veyx-Pharma GmbH; 7 mg/kg KG) und zur Analgesie 4 mg/kg KG Carprofen
(RimadylIN, Pfizer Inc.) jeweils seitlich am Thorax subkutan injiziert.

Nach Wirkeintritt der Sedation wurden die Tiere in die OP-Vorbereitung verbracht. Hier
wurde Uber das linke Ohr ein intravendser Zugang mit Venenverweilkatheter (VasoVet 20G,
B. Braun Melsungen AG) in der lateralen Ohrvene (Vena auricularis lateralis) gelegt und mit
Leukoplast an der Ohrmuschel fixiert. Nach Kontrolle der Durchgangigkeit mit einer
isotonischen NaCl-Losung (Infusionslésung 0,9 %, Fresenius SE & Co. KGaA) erfolgte die
Narkoseeinleitung mit 5 mg/kg KG Thiopental-Natrium (Thiopental Inresa 0,5 g, Inresa
Arzneimittel GmbH). 10 ml wurden zunéchst als Bolus verabreicht, die weitere Dosierung
erfolgte nach Wirkung.

Mit Erreichen ausreichender Narkosetiefe, welche anhand der Lidschluss- und
Schluckreflexe sowie einer nachlassenden Kieferspannung bestimmt wurde, erfolgte die
Intubation mit einem Tracheotubus der GroRe 12 und Anschluss an ein Inhalations-
Narkosegerét (Sulla 808V, Dragerwerk AG & Co. KGaA). Der Tubus wurde im vorderen
Abschnitt zuvor mit einer lokalanésthesierenden Salbe (Anesderm, Pierre Fabre Dermo
Kosmetik) bestrichen. Zur besseren Befestigung und zum Schutz des Tubus wurde ein
BeiRschutz eingesetzt. Die Narkose wurde mit Isofluran (ForeneN, Abbott Laboratories)
zunachst bei 3-5 % und nach einigen Minuten bei ca. 2 % aufrecht erhalten. Zum Schutz vor
Austrocknung wurde in beide Augen eine feuchtigkeitsspendende Salbe eingebracht
(VidisicN Dr. Gerhard Mann GmbH). Durch das Legen einer Pansensonde wurde ein
Aufgasen des Pansens vermieden. Das rechte Hinterbein wurde grof3ziigig geschoren, mit
jodhaltiger Seifenlésung (Jodosept PVP, Vétoquinol GmbH) mehrfach gesaubert, mit
Zellstoff abgetrocknet und mit 70 % Alkohol spriihdesinfiziert. Anschlie3end wurden die Tiere
in den OP verbracht und in Rickenlage gelagert. Zur besseren Lagerung wurden die
Vorderlaufe und die linke Hintergliedmalfie mit Gurten am OP-Tisch befestigt. Die OP-Stelle
wurde abermals mit Alkohol desinfiziert und das Tier grof3flachig mit sterilen Tichern
abgedeckt. Die Klaue der rechten HintergliedmalRe wurde doppelt mit sterilen OP-
Handschuhen (Micro-TouchN 8,5, Ansell) tiberstiilpt und diese proximal Uiber dem Tarsus mit

sterilen Kompressen festgeknotet.

2.1.6 Operation

Der Hautschnitt von 10 cm Lange erfolgte mittig an der medialen Flache der rechten Tibia
ca. 2,5 cm proximal des distalen Endes der Margo cranialis und in proximo-distaler Richtung
entlang der Diaphyse. Darauf erfolgte die Praparation der Unterhaut und Langsspaltung des
distalen Abschnitts der Fascia cruris bis zur Freilegung des Knochens. Eine Schablone mit

den Abmessungen der verbauten Teile wurde nachfolgend in das OP-Feld eingebracht und
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auf der freigelegten Tibia mit dem proximalen Bohrloch 1 cm proximal des distalen Endes
der Margo cranialis aufgesetzt. Die rechteckige Aussparung der Schablone entsprach den
Abmessungen des Distraktionsfeldes. Mit einem Skalpell (Klinge #11, B.Braun
Melsungen AG) wurde die Aussparung umschnitten und das Periost anschlieend mit Hilfe
eines Raspatoriums ab prapariert. Die Stelle der nachfolgenden Bohrlécher wurde anhand
der aufgelegten Schablone mit einem Gewebestift markiert.

Eine Bohrlehre mit zwei Bohrhulsen, in das OP-Feld eingebracht und anhand der Markierung
durch das freigelegte Knochenfeld und den Gewebestift ausgerichtet, erlaubte
standardisierte und parallele Bohrungen fir die Schanz-Schrauben. Mit einem
druckluftbetriebenen Bohrer mit 3,5 mm Durchmesser (Drill Bit @ 3.5 mm, L 110/85 mm
310.350, Synthes) wurde unter standiger Irrigation mit 0,9 % NaCl-Lésung (PlastipurN
Fresenius SE & Co. KGaA) das proximale Loch durch beide Kortizes gebohrt. Im Anschluss
wurde nach Messung der Bohrlochtiefe die erste von zwei Schanz-Schrauben (Schanz
Screw @ 5 mm L125/50 294.530, Synthes) mit 5 mm Durchmesser eingedreht. Nachfolgend
wurde unter Fihrung der Bohrlehre distal im Bereich des Tibiaschaftes ein zweites Bohrloch
mit 2,5 mm Durchmesser (Drill Bit & 2.5 mm, L 110/85 mm 310.250, Synthes) bikortikal
gebohrt. Hier wurde eine zweite Schanz-Schraube (Schanz Screw @ 4 mm L100/25 294.450,
Synthes) mit 4 mm Durchmesser eingebracht. Die Umstellung auf eine Schanz-Schraube mit
dunnerem Durchmesser wurde nétig, nachdem es bei mehreren Vorversuchstieren von der
distalen Schraube ausgehend zu Frakturen der operierten GliedmalRe kam. Der Abstand
zwischen den Bohrléchern betrug 60 mm.

Uber die Schanz-Schrauben wurde dann eine Fraslehre biindig an die Kortex angelegt
(Abb. 2.5 obere Reihe, links). Unter Verwendung einer Stirnfrase (@ 5 mm) und Fihrung
durch die Fraslehre wurde in die Kortex eine Planflache von 10 x 35 mm und ca. 0,5 mm
Tiefe gefrast (Abb. 2.5 obere Reihe, rechts). Auch hier erfolgte eine standige Irrigation. Bei
Bedarf wurden Unebenheiten vorsichtig mit einem chirurgischen Meil3el nachbearbeitet. Zur
Entfernung von Knochenspanen wurde die Stelle nochmals ausgiebig gespult.

Nach Entfernung der Fraslehre wurden mithilfe einer weiteren Bohrlehre, unter stéandiger
Irrigation und mit einem Bohrer mit 1,1 mm Durchmesser (Drill Bit @ 1.1 mm, L 60/35 mm
310.110, Synthes) 22 unikortikale Markraumbohrungen durchgefihrt (Abb. 2.5 mittlere
Reihe).

Nach Einbringen der beiden Hautplatten und Positionierung der Titanplatte auf der
Planflache konnte der Verschluss erfolgen. Die Titanplatte wurde fur die Dauer des
Wundverschlusses mit einer Klammer in Position gehalten. Die Unterhaut wurde mit
NovosynN 2-0 Einzelheften (B.Braun Melsungen AG), die Haut mit ResolonN 3-0
Einzelheften (Resorba Medical GmbH) adaptiert (Abb. 2.5 untere Reihe, links). Mit dem

Aufsetzen und Feststellen des Rahmens an den Schanz-Schrauben erfolgte die
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Komplettierung der Fixationskonstruktion (Abb. 2.5 untere Reihe, rechts). Nach Abscheren
der Uberstehenden proximalen Schanz-Schraube mit einem chirurgischen Schneider wurden
die Hautdurchtrittspforten mit in  OcteniseptN (Schiilke & Mayr GmbH)  getrankten
Kompressen steril abgedeckt und das Bein mit einem Polsterverband aus Verbandwatte
(RoltaN, Paul Hartmann AG), Mullbinde (Peha Crep EN, Paul Hartmann AG) und

schmutzabweisendem Deckverband (Vetrap, WDT eG) versorgt.
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Abbildung 2.5 OP-Technik nach erfolgter Implantation der Schanz-Schrauben. Fréaslehre mit
aufgesetzter Stirnfraése zur Schaffung einer Planflache (obere Reihe). Bohrlehre mit angesetztem
Bohrer (1,1 mm) fur die 22 Markraumbohrungen (mittlere Reihe). Ansicht nach Wundverschluss und

nach Montage der Fixationskonstruktion (untere Reihe).
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2.1.7 Post-operative Nachsorge

Nach Operationsende wurden die Tiere zum Aufwachen in die vorbereiteten Boxen gebracht.
Bei nachlassender Narkosetiefe und mit Einsetzen des Schluckreflexes konnte extubiert und
der Venenverweilkatheter entfernt werden. Bis zum Erreichen eines ausreichenden
Bewusstseinsgrades, gekennzeichnet durch Brustlage und erste Fressversuche, blieben die
Tiere unter Beobachtung.

Als post-operative Nachsorge wurde den Schafen fur drei Tage einmal taglich 7 mg/kg KG
Amoxicillintrinydrat subkutan und 4 mg/kg KG Carprofen subkutan verabreicht.

Neben der Uberprifung des Allgemeinbefindens und der rektalen Messung der
Korpertemperatur  erfolgte ein  taglicher Verbandswechsel mit S&uberung der
Hautdurchtrittsstellen und Desinfektion der Wunde mit OcteniseptN. Bei normalem
Wundheilungsverlauf gekennzeichnet durch den Ruckgang von Rétung, Schwellung,
Schmerzhaftigkeit und Sekretion konnte die Haufigkeit der Verbandswechsel nach ca. einer

Woche reduziert werden.

2.1.8 Distraktion und zyklische Kompression

Das post-operative Protokoll sah eine Kombination aus lateraler Kallusdistraktion
(Distraktionsosteogenese) und zyklischer Kompression mit mehreren, teils intermittierenden
Ruhephasen vor.

Eine Latenzphase von zehn Tagen nach der Operation sollte das Hamatom zwischen Kortex
und Titanplatte in einen distraktionsfahigen, weichen Kallus umwandeln. In der Literatur
wurden fir Kallusdistraktionen an osteotomierten Knochen schon fiinf bis sieben Tage als
ausreichend erachtet oder das Verfahren sogar unter Auslassen der Latenzphase erfolgreich
durchgefuhrt (Kojimoto, Yasui et al. 1988, Aronson and Shen 1994). Unter Berlcksichtigung
des hier verwendeten korperfremden Implantates hat sich fir das Verfahren ein langerer
Zeitraum bewahrt (Claes, Veeser et al. 2010). Dieser ermdglichte eine ausreichende
Verbindung von Zellen, Fibrin und neugebildetem Gewebe mit der Titanplatte. Wahrend der
Latenzphase wurden, abgesehen von Wundkontrolle und Verbandwechsel (siehe 2.1.7),
keine Manipulationen am Tier vorgenommen.

Die laterale Kallusdistraktion begann an Tag 11 post-OP. In der zehntégigen
Distraktionsphase wurde die Titanplatte zwei Mal pro Tag motorgesteuert um 0,275 mm
(entsprechend 0,55 mm Distraktion pro Tag) senkrecht zur TibialAngsachse vom Knochen
abduziert. Die Gesamtlange der Distraktion belief sich auf 5,5 mm. Die Gré3e der einzelnen
Distraktionsschritte und die Gesamtlange der Distraktion folgten den Parametern der Studie
zur lateralen Kallusdistraktion mit einem osteokonduktiven Material, bei der das Verfahren

erfolgreich implementiert wurde (Claes, Veeser et al. 2010). Die Manipulationen wurden von
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zwei Personen am stehenden Tier durchgefiihrt (Abb. 2.6 oben links). Das Schaf wurde von
einer Person fixiert, wahrend die zweite Person die Distraktion bzw. zu spéateren Zeitpunkten
die zyklische Kompression durchfihrte. Das Tier wurde mit einem Halfterstrick am
Boxengitter fixiert und langs gegen das Gitter gestellt. Dadurch wurden ein seitliches
Ausbrechen und insgesamt UbermaRige Bewegungen verhindert. Routinemafig erfolgte
nach Entfernung des Verbandes zunéchst die visuelle Kontrolle der Hautdurchtrittsstellen auf
Entzindungszeichen wie Rétung oder Schwellung und Ausfluss. Die separat beweglichen
Hautplatten wurden vor einer Distraktion nachjustiert, sodass sie geringflgig weiter entfernt
vom Knochen waren als die Titanplatte. Die korrekte Verkabelung des Kraftsensors, das
Aufsetzen des Stepper-Motors sowie die Bedienung der Software (Matlab, The Math Works,
Inc.) zur Motorsteuerung wurden durch einen Ingenieur oder eine qualifizierte Hilfskraft
vorgenommen. In Kirze beinhaltete dies: Einstbpseln des Kraftsensorkabels, dann
Aufsetzen des Motoraufbaus und Klemmung an der Fixationskonstruktion. Nach Aktivierung
der Motorsteuerung konnte der Schaft zur Ubertragung der Bewegungen in der Hohe
angepasst und durch Anziehen der Stellschraube mit der Titanplatte verbunden werden
(Abb. 2.6 oben rechts). Durch LOsen der Feststellmutter wurde die Fixation der Titanplatte
aufgehoben und die Bewegungsibertragung durch den Motor ermdéglicht (Abb. 2.6 unten
links). Zu diesem Zeitpunkt kontrollierte die Motorsteuerung die Einhaltung der korrekten
Hohe der Titanplatte. Jede Distraktion von 0,275 mm erfolgte komplett in einem Schritt mit
vernachlassigbarer zeitlicher Verzégerung. Zur Ermittlung von Gewebematerialparametern
im Verlauf der zehntdgigen Distraktionsphase wurden die durch die Zugbewegung bei
Distraktion auftretenden Krafte im Geweberegenerat ermittelt und als Kraft-Weg-Kurven
aufgezeichnet. Das Augenmerk lag dabei auf der maximalen Kraft und dem nachfolgenden
Kraftabfall durch Geweberelaxation. Vor jeder neuen Distraktion wurde die verbliebene Kraft
aus der vorangegangenen Distraktion durch den Kraftsensor erfasst und aufgezeichnet. Mit
diesem Wert und der Messung der initialen Relaxation bis mindestens 2 Minuten nach dem
Distraktionsvorgang konnte die Gesamtrelaxation zwischen den Distraktionsschritten
interpoliert werden. Darlber hinaus konnten die akuten Auswirkungen einer Distraktion auf
das Geweberegenerat anhand von Kraft-Weg-Kurven aufgezeichnet werden. Die
Messungen ergaben Hinweise auf die visko-elastischen Materialeigenschaften des Gewebes
im Distraktionsgebiet. Nach Abschluss eines Distraktionsvorgangs erfolgte in umgekehrtem
Ablauf das Anziehen der Feststellmutter zur Fixierung der Titanplatte, bevor der Motor
abgestellt und zusammen mit den Kabeln demontiert wurde. Regelmafiig wurde danach eine
Sauberung der Hautdurchtrittsstellen mit in  OcteniseptN getrankten Kompressen
vorgenommen. Den Tieren wurde nach jeder Manipulation ein neuer Verband mit
Verbandwatte und Mullbinde angelegt (Abb. 2.6 unten rechts). Der Verband stellte eine

Schmutzbarriere dar, welche vor allem in der friihen post-operativen Phase die Hautnaht und

36



Material und Methoden

die Durchtrittsstellen der Schanz-Schrauben und Hautplatte vor einer Keimbesiedelung und
Wundinfektionen schitzen sollte. Zudem konnte dadurch schmerzhaftes Scheuern oder
Verletzungen v.a. im Bereich des Abdomens wahrend der Liegephasen verhindert werden.

Die Maturationsphase nach Beendigung der Distraktionsphase reprasentierte den Beginn
der Gewebereifung, in der die zunehmende Mineralisierung der knéchernen Zubildungen
nach Distraktion stattfand. In diesem Zeitraum blieben Manipulationen der
Fixationskonstruktion und des distrahierten Gewebes aus. Normalerweise ist diese Phase
zwei Mal so lang oder mehr als die eigentliche Distraktionsphase (Aronson and Shen 1994).
Effekte durch die nachfolgende Applikation zyklischer Kompression sind an wenig
maturiertem Gewebe mutmalllich besser zu untersuchen. Fur diese Studie wurde die
Maturationsphase deshalb nach sieben Tagen durch die zyklische Kompression abgelést.

Die zyklische Kompression begann an Tag 28 post-OP. Der Stepper-Motor wurde auch
hierzu fur die Dauer der Stimulation auf die Fixationskonstruktion geklemmt. Je nach Gruppe
wurden durch die Titanplatte mit einer Amplitude von 0,1 mm (Gruppe 0.1) oder 0,6 mm
(Gruppe 0.6) Druckbewegungen auf das Geweberegenerat appliziert. Die Bestimmung der
GroRRe der Bewegungsamplitude war im Vorfeld mit den Parametern aus Claes und Heigeles
guantitativer Differenzierungshypothese durch numerische Simulation der
Knochenneubildung erfolgt (Claes and Heigele 1999). Fur die kleine Amplitude wurden in der
numerischen Simulation fur die Versuchsdauer Dehnungen <5 %, hydrostatischer Druck
<0.15 MPa und damit eine rein intramembrandse Ossifikation vorhergesagt. Fur die groRere
Amplitude wurde zunachst eine Dehnung im Bereich einer prognostizierten chondralen
Ossifikation angenommen. Im Laufe der zyklischen Kompression sollte durch
Knochenneubildung und Verringerung der Weichgewebeschicht im Spalt eine fir die
Ossifikation kritische Dehnung von > 16 % auftreten. Die Stimulation wurde an 18
aufeinanderfolgenden Tagen einmal taglich mit 120 Stimulationszyklen bei einer Frequenz
von 2 Hz (Gruppe 0.1) bzw. 0,33 Hz (Gruppe 0.6) durchgefiihrt (Tabelle 2.1). Bereits 36
Zyklen mit Kompression eines intakten Knochens flihren zu einer Zunahme der
Mineraldichte und 50 Zyklen axialer Kompression in einem Osteotomiespalt flihren zu einer
verbesserten Heilung gegentber Tieren mit rigide fixierten Osteotomien (Rubin and Lanyon
1987, Matsushita and Kurokawa 1998). Die Dauer der Stimulation betrug je nach Gruppe
eine oder sechs Minuten. Die Unterschiede in Frequenz und Zeitdauer ergaben sich aus
dem Bestreben, verlassliche Daten dber die visko-elastischen Eigenschaften des
Geweberegenerates wahrend der zyklischen Kompression zu erlangen. In einem
dynamischen Regime mit konstanter Dehnungsrate setzt sich die Dehnung aus der Summe
plastischer und elastischer Dehnung zusammen. In einem statischen Regime hingegen wird
nur die plastische Dehnung des Materials bertcksichtigt. Da aufgrund der heterogenen

Materialzusammensetzung des Geweberegenerates von plastischen und elastischen
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Eigenschaften ausgegangen werden musste, wurde die Dehnungsrate bei den gewdahlten
Amplituden konstant gehalten. Die 18 Tage andauernde zyklische Kompression sollte
zusammen mit drei Tagen Pause vor der Tétung einen ausreichend langen Zeitraum fir das
Auftreten ausdifferenzierter Gewebe darstellen. Morphologische Unterschiede bei
histologischer Beurteilung zwischen verschieden stabil versorgten Osteotomien wurden bei
Schafen ab der dritten post-operativen Woche erkennbar (Schell, Epari et al. 2005). Die drei
Tage Pause vor der Totung sollten nachteilige Effekte durch eine Destruktion neugebildeten
Knochens aufgrund der konstanten Bewegungsamplitude bei zunehmender Uberbriickung
des Spaltes reduzieren. In dieser Zeit sollte eine Regeneration zerstérter Knochentrabekel

ermdglicht werden.

Tabelle 2.1 Unterschiede der Parameter Bewegungsamplitude, Dauer und Frequenz wahrend der

zyklischen Kompression zwischen den beiden Versuchsgruppen.

Gruppe 0.1 Gruppe 0.6
Bewegungsamplitude 0,1 mm 0,6 mm
Dauer 1 min 6 min
Frequenz 2 Hz 0,33 Hz
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Abbildung 2.6 lllustration der Vorgehensweise wahrend den Manipulationen (Distraktion und

mechanische Stimulation). Das Tier wurde stehend fixiert (oben links). Nach Entfernung des
Verbandes und visueller Kontrolle erfolgten Verkabelung, Aufsetzen des Motors sowie Anpassung und
Klemmung des Schaftes (oben rechts), anschlieRend das Lésen der Feststellmutter (unten links) und
die Distraktion oder zyklische Kompression. Nach Abschluss der Manipulation wurde ein neuer
Verband angelegt (unten rechts).

2.1.9 Fluoreszenzfarbstoffinjektion

Fluoreszenzfarbstoffe konnen unter Licht spezifischer Wellenlangen in einen energetisch
héheren Zustand versetzt werden. Beim Ruckfall auf die niedrigere Energiestufe emittiert das
Farbmolekul dann eine charakteristische Leuchtfarbe und kann als farbige Markierung unter
dem Fluoreszenzmikroskop dargestellt werden. Die fir diese Studie gewahlten
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Fluoreszenzfarbstoffe Calceingrin und Tetracyclin werden nach Injektion in neu
mineralisiertes (knéchernes) Gewebe eingelagert und erlauben aufgrund unterschiedlicher
Injektionszeitpunkte Hinweise auf die Knochenmineralisierung im zeitlichen Verlauf.

An Tag 24 post-OP wurden den Tieren 10 mg/kg Calceingriin intravents in die Vena
auricularis lateralis injiziert. Dies entspricht im Verlauf des Behandlungsprotokolls der Phase
kurz vor Beginn der mechanischen Stimulation. An Tag 33 post-OP wurden den Tieren
25 mg/kg Oxytracyclinhydrochlorid (UrsocyclinN, Serumwerk Bernburg AG) erneut intravenos
verabreicht. Da die Fluoreszenzfarbstoffe mit ca. vier Tagen Verzogerung eingelagert
werden (Frost, Roth et al. 1961, Frost, Villanueva et al. 1961), sollten mit den gewa&hlten
Zeitpunkten Areale aktuell neu mineralisierten Gewebes zu Beginn und zur Mitte der
Stimulationsphase ermittelt werden.

2.1.10 To6tung
Die Totung der Tiere erfolgte an Tag 49 post-OP durch Betdubung mit Bolzenschuss und
anschlieendem Entbluten durch Eréffnung der Aorta carotis communis. Die Tétung wurde

von einer Person mit der notwendigen Sachkunde durchgefihrt.

2.2 Probenaufbereitung

Im Anschluss an die Tétung wurde jeweils die rechte Gliedmaflle im Articulatio coxae
abgetrennt und der weiteren Aufbereitung zugefihrt.

Die Fixationskonstruktion wurde schrittweise demontiert und die Schanz-Schrauben heraus
gedreht. Dazu wurde zunéachst die Tibia knapp proximal und distal der Fixationskonstruktion
abgesetzt und dann die Haut entlang der auferen Abmessungen der Hautplatte
umschnitten. Muskeln und anderes Weichgewebe wurden vorsichtig abprépariert. Nach
Lésen der Schraubverbindungen konnte die Fixationskonstruktion abgenommen werden. Die
Titanplatte wurde mit Hilfe eines Skalpells vorsichtig vom Knochenregenerat abgetrennt und
die Tibia mit einer Diamantbandsadge (EXAKT Advanced Technologies GmbH) durch zwei
Transversalschnitte auf Hohe des proximalen und distalen Endes des Knochenregenerates
gekdrzt. Auf Hohe der ersten proximalen Lochreihe wurde ein weiterer Schnitt mit 1-2 mm
Dicke vorgenommen, wodurch man eine Scheibe in Transversalebene erhielt. In weiteren
Schritten erfolgte der Zuschnitt zunachst sagittal, um eine ebene Auflageflache zu erhalten
und dann entlang des kranialen und kaudalen Randes des Knochenregenerats. Schlief3lich
wurde das verbleibende Praparat in Langsrichtung mittig zwischen den Lochreihen geteilt
(Abb. 2.7). Die kraniale Halfte wurde fur die entkalkte Histologie mittels Paraffin und

immunhistochemische Farbungen verwendet, die kaudale Halfte fur Rontgen, uCT und zur
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unentkalkten Histologie heran gezogen. Die Scheibe in Transversalebene wurde ebenfalls

gerdntgt und fur die unentkalkte Histologie verwendet.

Schanz-Schraube Schanz-Schraube
@4 mm

kranial

distal kaudal proximal

Abbildung 2.7 Schematische Darstellung der Sageschnitte (gestrichelte Linien) zur Herstellung der
Langsscheiben (A und B) und der Transversalscheibe (C) an der vorpraparierten Tibia nach
Entfernung der Haut und Muskulatur (medio-laterale Aufsicht). Die Blockpfeile markieren die

Eintrittsstellen der Schanz-Schrauben.

2.2.1 RoOntgen

Vereinzelt wurden bei den Tieren im post-operativen Verlauf Réntgenaufnahmen mit einem
portablen Rontgensystem (Ajex 140H, GeR - International) durchgefiihrt. Diese dienten
vorrangig der Abklarung bei Verdacht auf Pintraktinfektionen und mogliche osteolytische
Prozesse.

Post-mortem wurden jeweils vor Demontage der Fixationskonstruktion und nach Praparation
und Zuschnitt Réntgenaufnahmen (MX-20, Faxitron Bioptics) der Geweberegenerationszone
angefertigt. Zur Kontrolle der Spalthohe zwischen Kortex und Titanplatte zu Versuchsende
erfolgten Rontgenaufnahmen der abgesetzten Gliedmalf3e im kaudo-kranialen Strahlengang.
Hierfir wurde die Fixationskonstruktion auf einen réntgendurchlassigen Aufbau geklemmt,
sodass der Spalt mit standardisierter Projektion abgebildet werden konnte. Die Messung der
Spalthohe erfolgte im Bildverarbeitungsprogramm Adobe Photoshop (Adobe Systems Inc.)
anhand einer bekannten ReferenzgroRe. Weitere reprasentative Rontgenaufnahmen ex vivo
wurden von der Transversalscheibe und der fir unentkalkte Schliffe vorgesehenen
Langsscheibe angefertigt. Dabei wurde zur Darstellung der Knochenneubildung im
Geweberegenerat mit folgender Einstellung belichtet: 25 kV, 19 sec.
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2.2.2 Mikro-Computertomographie (LCT)

Die Auswertung im UCT diente der dreidimensionalen Erfassung kndcherner Strukturen im
Geweberegenerat. Im UCT koénnen mineralisierte Bereiche nicht nur hochauflésend
visualisiert sondern auch relevante Strukturparameter ermittelt und quantifiziert werden.
Gescannt wurden die frisch in Formalin fixierten Scheiben im uCT (skyscan 1172, Bruker
microCT) mit folgenden Einstellungen: Die gewahlte standard high-Konfiguration gab eine
Spannung von 100 kV bei 100 pA und 2065 ms Belichtungszeit vor. Manuell wurde unter
Durchleuchtung die Kamera so eingestellt, dass das Praparat gerade noch in seiner
Gesamtheit abgebildet war und dann auf Medium camera pixels (2000 x 1048) gewechselt.
Diese Einstellung entsprach einer VoxelgroRe von ca. 15 um?. Darlber hinaus wurde ein
Aluminium/Kupfer-Filter aufgelegt. Das Praparat wurde moglichst waagerecht in Knet
eingebettet, stehend fixiert und ohne Medium gescannt. Mit den gewahlten Einstellungen
betrug die Scanzeit jeweils ca. eine Stunde.

Nach Rekonstruktion des Datensatzes (NRecon, Bruker microCT) wurde das Bild in der
dreidimensionalen Ansicht nochmals exakt waagerecht positioniert, um eine standardisierte
Berechnung zu ermdglichen und ein Volume of interest (VOI) eingegrenzt. Mit der
angepassten Ausrichtung wurde der Datensatz erneut rekonstruiert und als transaxialer
Datensatz gespeichert.

Die Messungen der einzelnen Spikulahbhen wurden im Programm DataViewer (Bruker
microCT) in der 3-D-Ansicht unter Darstellung der koronalen, sagittalen und transaxialen
Ebene vorgenommen. Die H6he wurde in der Lochmitte der einzelnen Markraumbohrungen
von der Kortexebene aus vorgenommen und die maximale und mittlere Spikulahdhe fur
jedes Praparat bestimmt. Die Berechnung der Knochenstrukturparameter erfolgte mit einem
gesonderten Analyseprogramm (CTAnalyser, Bruker micro-CT). Die unterste Schnittebene,
welche zur Auswertung heran gezogen wurde (bottom of selection), war in der transaxialen
Aufsicht als erster Schnitt im Regenerat ohne sichtbare, flachige Kortexanteile festgelegt. Die
oberste Schnittebene (top of selection) wurde 3 mm oberhalb des bottom of selection
angesetzt. Dies entsprach ca. 200 Schnitten. Die ROI beinhaltete die L&nge der sieben
mittleren Markraumbohrungen eines Praparates einschlie3lich jeweils der halben Strecke zu
den benachbarten Bohrléchern. Dies entsprach 21 mm in X-Achse. In Y-Achse wurde die
doppelte Breite der Bohrlocher, entsprechend 2,2 mm, mittig Uber der Bohrlochreihe
angelegt. In Kombination mit den ausgewéhlten Schnitten in Z-Achse ergab sich ein
standardisierter, quaderférmiger Raum (Abb. 2.9). In diesem Raum konnten die kndchernen
Spikula, die aus den Bohrléchern in den Spalt hinein wachsen, in ihrer Auspragung beurteilt
werden. Gleichzeitig wurden Effekte periostaler Reaktionen und von Scherbewegungen im
Randbereich des Regenerates ausgegrenzt. Eine Beeinflussung der Ergebnisse durch

ektopische Ossifikation aufgrund osteokonduktiver Eigenschaften der mit Hydroxylapatit
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beschichteten Titanplatte wurde durch die Hohenbegrenzung von 3 mm eliminiert. Die untere
Grauwertgrenze (lower grey threshold) wurde bei 50 festgesetzt. Die zur Auswertung
herangezogenen Strukturparameter waren der relative Anteil von Knochen zum
Gesamtgewebe (bone volume per tissue volume - BV/TV) in Prozent, die trabekuldre Dicke
(trabecular thickness - Tbh.Th.) in mm, die Trabekelanzahl (trabecular number - Th.N.) als

1/mm und die Breite der Trabekelzwischenraume (trabecular separation - Th.Sp.) in mm.

Sagittal

Transaxial

Abbildung 2.8 Eingrenzung der Volume of interest (VOI) zur Ermittlung der Strukturparameter aus den
UCT-Aufnahmen. Das VOI wird eingegrenzt anhand der sieben mittleren Bohrlécher der
Markraumbohrungen (X-Achse) und der doppelten Breite der Bohrlocher (Y-Achse). Die Grundflache
erstreckt sich 3 mm in die Hohe (Z-Achse).

2.2.3 Histologie
Die histologischen und fluoreszenzhistologischen Untersuchungen wurden an unentkalkten
Praparaten in der Trenn-Dunnschliff-Technik und weitergehende Histologie an entkalkten
Paraffinschnitten vorgenommen. Die gewonnenen Geweberegenerate wurden nach dem
Zuschnitt zur Fixierung 1in eine neutral gepufferte 4 % Formalinlésung (Otto
Fischar GmbH & Co. KG) gegeben. Die Fixierung erfolgte unter standiger Bewegung durch
einen Schittler Uber drei bis finf Tage unter Lichtabschluss.
Die Herstellung der Trenn-Dunnschliff-Praparate begann nach der Fixierung mit der
Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe. Die Einbettung wurde dann in
lichthartendem  Einbettkunststoff aus  Methacrylsduremethylester  (#4233.2, Carl
Roth GmbH & Co. KG) vorgenommen. Nach Aushértung der Kunststoffeinbettung wurden
die Praparate vorgeschliffen und auf einen Objekttrager geklebt. Vor der weiteren
Verarbeitung wurde der Probenblock auf 200 um Dicke geschnitten. Daraufhin erfolgte das
Schleifen der Proben bis zum Erreichen der angestrebten Schliffhéhe von ca. 70 um. Dazu
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wurde unter wiederholter Kontrolle der Dicke ein Tischschleifgerdt mit digitaler
Wegsteuerung (EXAKT Advanced Technologies GmbH) verwendet. Die Schliffe wurden mit
Paragon-Losung (Waldeck GmbH) eingefarbt. Paragon ist eine Mischfarbung aus
Toluidinblau und basischem Fuchsin. In Paragon-gefarbten Schliffen farbt sich Knochen je
nach Mineralisierungsgrad ungefarbt-weil3 bis rot-rosa an. Fibroses Gewebe, Bindegewebe,
Gefalle und Osteoid zeigen sich (intensiv) blau bis violett gefarbt. Zellkerne und basophiles
Zytoplasma sind tiefblau.

Fur die Paraffinhistologie wurde das Geweberegenerat vor der Entkalkung der Proben unter
flieBRendem Leitungswasser gewassert. Die Entkalkung erfolgte in einer EDTA-L6sung fur
ca. drei Monate bis zur Schneidbarkeit des Praparates. Zum Einbetten in Paraffin wurden die
Geweberegenerate in einer aufsteigenden Alkoholreine und Xylol wieder entwassert.
AnschlieRend wurden sie in einer Form mit fliissigem Paraffin (Paraplast PlusN, #39502004,
McCormick Scientific LLC.) eingegossen und ausgehértet. Das Schneiden wurde an
vorgekuhlten Paraffinblocken vorgenommen. Die Schnittdicke betrug 5-7 um. Fur das
Anfarben der Paraffinschnitte wurde Safranin-O (Waldeck GmbH) verwendet. Die Mischfarbe
aus Eisenhamatoxilin A+B und Echogriin markiert Areale mit Proteoglykaneinlagerung und

wurde zur Bestimmung von Knorpelgewebe herangezogen.

Bei der qualitativen Beurteilung wurden die Dunnschliffe und Paraffinschnitte am Licht-
Mikroskop (DMI6000B, Leica Microsystems GmbH) unter brightfield-Durchleuchtung bei
verschiedenen VergroRerungen (12,5x, 50x, 100x, 200x, 400x) morphologisch hinsichtlich
Zelltypen, Entwicklungsstadium und Lokalisationen der Zellen im Praparat untersucht.
Besonderes Augenmerk lag dabei auf Zellen im Bereich der Trabekel in den kndchernen
Spikula sowie der Transitionszonen in das umgebende fibrése Gewebe. Die Beurteilung der
Zellen sollte  Auskunft Uber die Art der Ossifikation, Zellaktivitat und
Knochenbildungsfortschritt geben. Dartiber hinaus wurden unter Polarisationslicht
Aufnahmen der Dunnschliffe angefertigt, welche Aufschluss Utber Richtung, Verlauf und
Biindelung kollagener Fasern liefern sollten.

Die einzelnen Strukturen wurden in den dargestellten Bildern einheitlich nach Dempster und
Kollegen mit folgenden Abkirzungen gekennzeichnet: Knochen (B - bone), Knorpel (Ca -
cartilage), Kortikalis (Ct - cortex), Fett (Fa - fat), fiboroses Gewebe (Fb - fibrous tissue),
kondensiertes Gewebe (Mc - mesenchymal condensations), Osteoid (O), GefaRe (V -

vessel) (Dempster, Compston et al. 2013).

Die quantitative Beurteilung der histologischen Praparate diente der Erfassung
unterschiedlich starken Auftretens vorgefundener Strukturen infolge entweder groéerer oder

kleiner Bewegungsamplitude und verschieden starker Dehnungen wahrend der zyklischen
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Kompression. Mit den histologischen Préaparaten konnten in Abgrenzung zu radiologischen
Methoden auch nicht mineralisierte Anteile im Regenerationsgebiet bestimmt werden.
Inshesondere der Anteil fiborosen Gewebes, wie es bei Heilungsverzégerungen vorkommt
(Schell, Epari et al. 2005), sowie die Durchblutungssituation, reprasentiert durch die
Gefalidichte, waren dabei von Interesse. Bei instabiler Osteosynthese kommt es zu einer
Abnahme der GefaRRdichte (Lienau, Schell et al. 2005). Den formulierten Hypothesen zufolge
wurde in der Gruppe 0.6 die Bildung von Knorpel erwartet.

Die histomorphometrische Auswertung zur quantitativen Beurteilung der Gewebeverteilung
wurde an den Trenn-Dunnschliffpraparaten vorgenommen. Diese wurden unter brightfield-
Durchleuchtung am Mikroskop (DMI6000B, Leica Microsystems GmbH) bei 100-facher
VergroRerung beurteilt. Dazu wurde ein Rasterokular mit 10 x 10 quadratischen Feldern
verwendet (Abb. 2.9). Die Abmessungen des Rasters entsprachen bei der gewahlten
Vergrof3erung 1 mm? in realita. Die zur Auswertung herangezogene Region of interest (ROI)
war definiert als die Flache aus der periostalseitigen Kortex oberhalb der mittleren vier
Bohrlocher eines Praparates (entsprechend 12mm) und 3 mm in HOhe des
Geweberegenerates (Abb. 2.10). Die Summe der Zahlpunkte in der ROI betrug 3600. Mit der
gewahlten Anzahl an Zahlpunkten konnte der erwartete prozentuale Anteil der untersuchten
Gewebetypen mit einem Fehler von <5 % bestimmt werden (Weibel 1963). Durch die
Beschrankung auf zentral angeordnete Bereiche im Préparat sollten Effekte auf
Gewebedifferenzierung und Knochenwachstum im Randbereich des Geweberegenerates
eliminiert werden. Diese kodnnten aufgrund periostaler Reaktionen durch intra-operative
Reizung oder ungewollte Scherbewegungen an den Auf3enabmessungen der Titanplatte
entstehen. Die Unterteilung der Gewebetypen zur quantitativen Auswertung setzte sich

folgendermalRen zusammen:

91 Knochen

1 Knorpel

1 Fibréses Gewebe
1 Fett

1 Gefale

Innerhalb der ROI wurden die Kreuzungspunkte des Rasters beurteilt und Knochen, Knorpel,
Fett oder Gefal3en zugeordnet und gezahlt. Die Bestimmung der Gewebezugehorigkeit
erfolgte nach morphologischen Gesichtspunkten hinsichtlich (Matrix-) Farbe und Morphologie
der Zellen. Als Knochen wurden Areale weil3er bis rosa-roter Trabekel mit integrierten
Osteozyten, sowie angrenzend dazu die tiefblau geféarbten Osteoid-Areale mit umgebenden
Osteoblastensdumen definiert. Fettzellen waren grof3e, ungefarbte Zellen mit kleinem,
randstandigem  Zellkern. Als Gefalle wurden Hohlrdume mit umgebenden

Gefallmuskelschichten respektive Gefalimuskelanteile allein ohne Hohlraum erkannt.
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Knorpel wurde in Arealen mit violetter Matrixfarbung und charakteristischen Schollen blasiger
Zellen (hypertrophe Chondrozyten) erwartet. Alle Gbrigen Kreuzungspunkte, die nicht den
obigen vier Geweben zugehdorig waren, wurden als fibroses Gewebe bestimmt. Die Summe
der Zahlpunkte fur jeden Gewebetyp aus der gesamten ROl wurde in Relation zur
Gesamtzahl der Zahlpunkte (3600) gesetzt und in Prozent der Gesamtzahlpunkte

ausgedrickt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11_ 1é 13

Abbildung 2.9 Ansicht der Rasterabmessung bei der zur Auswertung gewahlten VergréRerung. Jeder
Kreuzungspunkt wurde einem von funf Gewebetypen zugeordnet. Exemplarisch sind in A-D/1 des
Koordinatensystems Fettzellen, in G-H/8-9 Anschnitte von Gefalien, fibroses Gewebe im Bereich A-
C/4-10, E-J/1-2, sowie Knochen und Osteoid in F-J/10, respektive G/11 zu finden. Paragon-Farbung,
100-fache Vergrolierung.
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Abbildung 2.10 Darstellung der ROI bei der quantitativen Auswertung der Dunnschliffpraparate. Die
schwarzen Linien markieren die Grenzen der ROl im Geweberegenerat und die 36 einzelnen Raster.

Paragon-Farbung, 12,5-fache VergréRerung, zusammengefugtes Bild.

2.2.4 Fluoreszenzhistologie

Die Auswertung der Fluoreszenzfarbungen wurde am Mikroskop (EL6000, Leica
Microsystems GmbH) unter Fluoreszenzlicht mit folgenden Einstellungen vorgenommen:
Gelbfilter (Exposition: 170 ms, Gain: 5,8, Intensitat: 2), Grunfilter (Exposition: 30 ms,
Gain: 4,2, Intensitat: 3). Im Verarbeitungsprogramm Leica LAS AF wurden die Einzelbilder
bei 50-facher VergroRerung zusammengesetzt und die Bilder unter brightfield-, Gelb- und
Grunfilter Gbereinandergelegt. Calceingrun stellte sich im Préparat als griin geféarbte Areale
dar. Tetracyclin verursachte eine Gelbfarbung (Abb. 2.9). Das zusammengesetzte Bild wurde
subjektiv hinsichtlich der Farbintensitat, der angefarbten Flache und Lokalisation der
Fluoreszenzfarben im Praparat beurteilt. Zudem wurde exemplarisch die Hohe der jeweiligen
Farbmarkierung im Geweberegenerat ausgehend von der Ebene der Kortexoberflache
ermittelt. Hierzu wurde das gescannte Praparat in einem Bildbearbeitungsprogramm (Adobe
Photoshop, Adobe Systems Inc.) vermessen.
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Abbildung 2.11 Beispiel der charakteristischen Grinféarbung des Fluoreszenzmarkers Calceingrin
(Pfeil) und der Gelbfarbung durch Tetracyclin (gestrichelter Pfeil).

2.2.5 Immunhistochemie

Immunhistochemische Farbungen basieren auf der Bindung spezifischer Antikérper an
gesuchten Antigenen in einem Gewebeschnitt und einer enzymatisch verursachten Féarbung
bzw. einem Farbumschlag an den Antigen-Antikbrper-Komplexen zur Visualisierung der
Bindungsstellen. Gehen die Antikérper auf die Produktion eines einzigen B-Lymphozyten
zurlick und richten sich dabei gegen ein einzelnes Antigenepitop auf der Zelloberflache,
spricht man von monoklonalen Antikérpern. Polyklonale Antikérper dagegen richten sich
gegen verschiedene Antigenepitope.

In der vorliegenden Studie wurde Runx2, essentieller und spezifischer Transkriptionsfaktor
osteogen determinierter Zellen, markiert (Papachroni, Karatzas et al. 2009). Weiterhin
wurden Sox9 sowie Kollagen Typ Il untersucht. Sox9 ist Indikator friilher chondrogener
Differenzierung und wird in Osteochondroprogenitorzellen exprimiert. Kollagen Typ Il ist ein
von chondrogenen Vorlauferzellen exprimiertes Matrixprotein (Lefebvre and Smits 2005). Mit
den gesuchten Antigenen sollte die Differenzierung von Vorlauferzellen der osteogenen bzw.
chondrogenen Linie zu einem frilhen Zeitpunkt visualisiert werden, wenn Zellmorphologie
und Matrix noch keine Hinweise lieferten. Weiterhin konnte anhand der Matrixproduktion die
metabolische Aktivitat der Zellen studiert werden. Fir die Immunhistochemie wurden
Paraffinschnitte mit 5 um Schnittdicke verwendet. Als Primérantikorper wurde ein im

Kaninchen synthetisierter monoklonaler Antikdrper, anti-Runx2 (#8486, Cell Signaling
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Technology) eingesetzt. Die anderen Primarantikdrper anti-Sox9 (NBP2-24659, Novus
Biologicals LLC) und anti-Kollagen Typ Il (#600-401-104, Rockland Immunochemicals Inc.)

waren ebenfalls im Kaninchen hergestellte polyklonale Antikorper (Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2 Ubersicht der verwendeten Primérantikdrper bei der Immunhistochemie

Hersteller und Wirtspezies Klonierun Bekannte
Bezeichnung P 9 Reaktivitat
gﬁfﬂgiﬁf Mensch,
Runx2 RUNX2 (D1H7) Kaninchen monoklonal Mlil:i;:tgtr:e,
Rabbit mAb #8486
Mensch,
Novus Biologicals, Maus, Ratte,
Sox9 NBP2-24659 Kaninchen polyklonal Hund, Katze,
Sox9 Antibody Ziege,
Primaten
Rockl
Anti—Cgﬁa;:: ’Type Mensch,
Koll Typ Il ) Kaninch lyklonal Maus, R ,
ollagen Typ Il (RABBIT) Antibody aninchen polyklona R?:j S:r‘::c
- 600-401-104-0.1 '

Die Schnitte wurden zunéachst fir eine Stunde bei 37° C und dann noch 15 min bei 60° C im

Warmeschrank vorbereitet. Nach Deparaffinierung und Rehydrierung in  Xylol und
absteigender Alkoholreihe wurde mit Citratpuffer (10mM, pH 6,0) bzw. Target Retrieval
Solution (DAKO Agilent Technologies) im Wasserbad bei 85°C fiir 20 min die Demaskierung
der Antigenepitope vorgenommen. Endogene Peroxidaseaktivitat wurde Gber 15 min mit 3%
H20> in Methanol gestoppt. Die Blockierung unspezifischer Antikdrperbindung erfolgte fur 60
min mit 10 % Ziegen-Serum (#005-000-121, Jackson ImmunoResearch Inc.) in TBS (60,55 g
TRIS + 88 g NaCl in 11 Aqua dest., pH 7,6) bzw. TTBS (0,1 % Triton X-100 in TBS) bei
37° C. Der Priméarantikérper wurde in einer Verdinnung von 1:100 in TTBS mit 1 % Ziegen-
Serum bei 4° C Uber Nacht in einer Feuchtkammer inkubiert. Als Negativkontrolle diente
Kaninchen-1gG in gleicher Stammldsung. Nach dreimaligem Waschen mit TBS erfolgte die
Applikation des biotinylierten Sekundarantikdrpers (#B2770, Life Technologies) 1:200 in
TTBS + 1 % Ziegen-Serum flr 30 min bei Raumtemperatur. Nach wiederholtem Waschen in
TBS/TBST wurden die Praparate fur weitere 30 min bei Raumtemperatur mit einem Avidin-
Biotin-Komplex (Vectastain ABC Kit#PK-6200, Vector Laboratories) versetzt und nach
Waschen mit dem Substrat Nova Red (Vector #SK-4800, Vector Laboratories) fur 5-7 min
inkubiert. Die Reaktion wurde mit destilliertem Wasser abgestoppt, die Gegenfarbung mit
Hamatoxylin (#2C-306, Waldeck GmbH & Co. KG) 1/5 verdinnt vorgenommen. Nach
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Wassern und Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe konnten die Préparate in
nichtwassrigem Medium (Vitro-Clud, #04-0001, R. Langenbrinck GmbH) fixiert werden.

Die gefarbten Schnitte wurden unter brightfield-Durchleuchtung am Mikroskop (DMI6000B)
bei 12,5-, 50- und 100-facher VergroRerung ausgewertet. Als Transkriptionsfaktoren sind
Antigenfarbungen fir Runx2 und Sox9 im positiven Fall immer im Zellkern zu sehen.
Kollagen Typ Il als Matrixprotein ist sowohl intrazelluldr als auch extrazellular zu beobachten.

Die Farbung war mit dem gewahlten Substrat als rot-braune Markierung zu erkennen.

2.3 Statistik

Die statistische Auswertung der quantitativen Daten aus pCT und Histomorphometrie
erfolgte mit der Statistik-Software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc). Die
Einzeldaten einer jeden Versuchsgruppe wurden mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests
(http://sdittami.altervista.org/shapirotest/ShapiroTest.html)  auf ihre  Normalverteilung
Uberprift. Im Falle normalverteilter Daten wurden die einzelnen Parameter mit einem
ungepaarten, doppelten t-Test unter Verwendung der Mittelwerte auf statistische Signifikanz
Uberprift. Bei nicht normalverteilten Daten wurde ein Mann-Whitney-U-Test mit Vergleich der
Medianwerte angewendet. Der Signifikanzlevel wurde mit o =0,05 angesetzt. Zur
Ver mei dun g-Kumulatioe wurde die Statistik mit der Bonferroni-Holm-Korrektur

angepasst.
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3 Ergebnisse

3.1 Tierversuch

Im Vorversuch kam es bei zwei Tieren zu Frakturen der operierten Gliedmalie. Sie traten
jeweils noch vor Beginn der Stimulationsphase auf. Die Tiere wurden entsprechend der
Bestimmungen im Tierversuchsantrag euthanasiert. Die Praparation der frakturierten
GliedmaRe ergab Hinweise darauf, dass die Frakturen bei beiden Tieren von der distalen
Schanz-Schraube ausgingen. Daraufhin wurde im Hauptversuch distal auf diinnere Schanz-
Schrauben mit 4 mm Durchmesser umgestellt.

Im Hauptversuch musste ein Tier aufgrund starker Wundsekretion, die zu einer Blockade der
Mechanik fihrte, aus dem Versuch genommen werden. Zur Auswertung wurden 11 Tiere
herangezogen, die sich folgendermal3en auf die Gruppen verteilten: Gruppe 0.1 mit n=5
und Gruppe 0.6 mit n=6. Aufgrund von Farbeartefakten, die bei der Herstellung der
histologischen Praparate entstanden waren, konnten bei der histomorphometrischen Analyse

lediglich n = 4 (Gruppe 0.1) und n =5 (Gruppe 0.6) beurteilt werden.

3.1.1 Operation und Nachsorge

Die Operationen verliefen bei allen Tieren ohne besondere Zwischenfédlle und die Tiere
erholten sich gut. Bereits ca. eine Stunde nach Narkoseende erfolgten Aufstehversuche und
die Tiere begannen zlgig zu fressen. Die meisten Tiere zeigten in den ersten beiden Tagen
post-OP eine geringgradige Lahmheit der operierten GliedmalRe. Alle Tiere waren drei Tage
nach der Operation lahmheitsfrei.

Bis ca. zehn Tage nach der Operation kam es an den Hautdurchtrittsstellen zu einer meist
geringgradigen blutig-serésen Sekretion, welche im Rahmen der routinemaRigen Reinigung
der Hautdurchtrittsstellen entfernt wurde. Andauernde oder purulente Sekretion wurde nicht
beobachtet und es kam zu keinen Schraubenlockerungen im Versuchszeitraum. Die

Wundheilung verlief komplikationslos. Die Nahte verblieben bis Versuchsende in situ.

3.1.2 Distraktion und zyklische Kompression

Die Manipulationen wurden nach sehr kurzer Gew6hnungsphase von ein bis zwei Tagen gut
toleriert. Die Tiere zeigten weder bei Distraktions- noch bei Stimulationsvorgangen Zeichen
von Schmerzen.

Bei zwei Tieren kam es im Laufe der Versuchsdauer zum Ausfall des Kraftsensors. Bei
einem der beiden Tiere wurde unter Sedation mit 0,2 mg/kg KG Xylazin ein Austausch des

Kraftsensors vorgenommen. Der Austausch erfolgte noch vor Beginn der Distraktion.
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3.2 Probenaufbereitung

Bei der Praparation der Gliedmalie fiel bei zwei Tieren ein Abknicken der distalen Schanz-
Schraube an der Gewindebasis auf, das aber augenscheinlich keinen Einfluss auf die
Bewegungsuibertragung der Titanplatte genommen hatte. Die Schanz-Schrauben wiesen zu
Versuchsende bei allen Tieren einen festen Sitz auf und zeigten keine Hinweise auf
Lockerung. Die Hautnaht und die Hautdurchtrittsstellen waren reaktionslos, teilweise mit
geringgradigen krustigen Auflagerungen. Im Bereich der Fixationskonstruktion zeigten sich
subkutan mittelgradige bis zum Teil hochgradige Zubildungen eines derben, in Abschnitten
mineralisierten Bindegewebes. Die Hautplatten waren von den Zubildungen fest
umschlossen (Abb. 3.1). Das Bindegewebe wucherte bis an die Grenzen des
Geweberegenerates und musste entlang der Grenzlinien scharf getrennt werden. Die
Titanplatte war mit dem Geweberegenerat fest verbunden und konnte nur nach vorsichtiger
Praparation mit dem Skalpell abgelést werden. Die Geweberegenerate wiesen an ihrer
Oberflache noppenartige Erhebungen auf, welche mit den Ldchern in der Titanplatte
korrelierten und auf einen Durchtritt des neugebildeten Gewebes schlieBen lie3en (Abb. 3.2).
In manchen Praparaten, inshesondere der Gruppe 0.6, zeigten sich an der Oberflache
weililiche, korallenférmige und druckfeste Areale, die mineralisierte Bereiche direkt unter der
Titanplatte darstellten (Abb. 3.2). Weiterhin konnten in manchen Préaparaten Einblutungen im

Regenerat beobachtet werden, die sowohl bei Manipulationen im Versuch als auch peri-

mortal entstanden sein kdnnten.

Abbildung 3.1 Teilpraparierte GliedmalRe ohne Haut und Muskulatur in kaudo-kranialer Aufsicht (links)
und nach Demontage der Fixationskonstruktion in medio-lateraler Aufsicht (rechts). Zu sehen ist eine
starke Bildung von Bindegewebe, welche die Hautplatte und das Geweberegenerat umschlief3t und bis
an die Grenzen des Geweberegenerates heran reicht. An der Oberflache des Geweberegenerates
findet man weil3liche, korallenférmige Areale mineralisierten Gewebes unter der Titanplatte (Pfeil) und

noppenartige Erhebungen durch Gewebe in den Titanplattendurchtritten (gestrichelter Pfeil).
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Abbildung 3.2 Transversale (links) und sagittale (rechts) Schnitte nach Abschluss der Praparation. Zu

sehen sind das Geweberegenerat im Anschnitt (A), die Kortex (B) und der Markraum (C). In der
Kortex fallen die zwei Markraumbohrungen (Doppelpfeil) auf, welche sich infolge der Tetracyclin-
Injektion bereits makroskopisch gelb anfarben. In Verlangerung der Bohrlécher sind im
Geweberegenerat undeutlich die Spikula zu erkennen (°). Im Randbereich ist neu mineralisiertes

Gewebe aufgrund periostaler Reaktion zu sehen (*).

3.2.1 ROntgen

Die rontgenologische Betrachtung in vivo lieferte bei den Tieren im Vorversuchsstadium bis
zum Beginn der Stimulationsphase keine Hinweise auf beginnende Mineralisation im Spalt.
Um die Schanz-Schrauben war im Bereich der Kortizes eine leichte Aufhellung zu
beobachten, die jedoch nicht mit einer Lockerung der Schraube assoziiert war (Abb. 3.3). Die
Aussagekraft hinsichtlich neugebildeten Knochens blieb in vivo aufgrund der schwierigen
Projektion eingeschrankt. Im Hauptversuch wurden routineméRige Rontgenuntersuchungen
wahrend des Tierversuchs daher unterlassen.

Die Messung der Spalthhe mit Hilfe der standardisierten Faxitron-Aufnahmen ergab
Spalthéhen zu Versuchsende von im Median 4,8 mm (Minimum 3,9 mm; Maximum 5,5 mm;

unteres Quartil 4,4 mm; oberes Quartil 5,45 mm).
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Abbildung 3.3 Rontgenaufnahme in vivo bei einem Vorversuchstier einen Tag vor Beginn der
zyklischen Stimulation (56 kV, 1,2 mAs, oblique kaudo-kraniale Projektion). Zu diesem Zeitpunkt gab
es radiologisch keine Hinweise auf eine beginnende Mineralisation. An der distalen Schanz-Schraube
ist ipsi- und kontralateral der Fixationskonstruktion eine geringgradige Aufhellung im Bereich der

Kortizes zu erkennen, die symptomlos blieb.

Die post-mortalen Rontgenaufnahmen zeigten bei Tieren der Gruppe 0.6 im
Geweberegenerat deutlich vermehrte rontgendichte Anteile als in der Gruppe 0.1 (Abb. 3.4).
Bei Gruppe 0.6 erstreckten sich mineralisierte Bereiche von der Kortex weit in das
Geweberegenerat und erzielten bei einem Tier dieser Gruppe eine komplette Uberbriickung
des Spalts. Die mineralisierten Bereiche stellten neugebildeten Knochen in Form von Spikula
dar. Die Spikula konnten in ihrer Lokalisation den Bohrldchern der Markraumbohrungen
zugeordnet werden und waren oberhalb und in Verlangerung dieser in den Spalt
hineingewachsen. Insgesamt waren die Spikula bei Tieren mit groRerer Amplitude
gleichmaRBiger Uber die gesamte Breite des Geweberegenerates verteilt als bei Tieren der
kleinen Amplitude. Unter der grdl3eren Amplitude hatten die kndchernen Spikula ein
charakteristisches zapfenformiges oder kegelformiges Erscheinungsbild und waren zumeist
an den Zugbewegungen der Distraktion ausgerichtet. In basisnahen Bereichen waren die
Spikula in der Regel miteinander verbunden, an der Spitze h&ufig deutlich voneinander
abgrenzbar. In der Gruppe 0.1 zeigte sich ein heterogenes Erscheinungsbild mit Spikula

geringerer Hohe als bei Gruppe 0.6 oder einem nahezu vélligen Ausbleiben knocherner
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Neubildung. Diffuse, wellenférmige Schichten mineralisierten Gewebes, die der Kortex
auflagen, waren in der Roéntgenprojektion nicht eindeutig von Mineralisierung bzw.
knécherner Neubildung im Randbereich des Distraktionsfeldes abzugrenzen.

In allen Praparaten waren die rontgenologisch sichtbaren Knochenneubildungen
morphologisch der Waben-Struktur von Geflechtknochen ahnlich. Die einzelnen Trabekel
wiesen keine augenscheinliche Orientierung auf. Vereinzelt waren mineralisierte Bereiche
der Titanplatte angrenzend am oberen Rand des Geweberegenerates zu sehen. Sie stellten
isolierte kntcherne Neubildungen dar. Zudem konnten stark rontgendichte Flecken im
Geweberegenerat erkannt werden, die als Abrieb der Hydroxylapatitbeschichtung

interpretiert wurden.
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Gruppe 0.1 Gruppe 0.6

Abbildung 3.4 Aufstellung post-mortaler Faxitron-Rontgenaufnahmen der in die Auswertung
genommenen Tiere. Die Tiere der Versuchsgruppe Gruppe 0.1 befinden sich in der linken Spalte, die

Tiere der Versuchsgruppe Gruppe 0.6 in der rechten.
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3.2.2 Mikro-Computertomographie (UCT)

Die qualitative Beurteilung der uCT-Scans unterstitzte und erganzte in morphologischer
Hinsicht die Eindricke der Roéntgenaufnahmen. Dabei konnten mineralisierte Strukturen
raumlich zugeordnet werden und einzelne Schnittebenen im Praparat dargestellt werden
(Abb. 3.5 - 3.7).

Der Hauptteil neugebildeten Knochens erstreckte sich in einer Linie oberhalb der
Bohrlochreihe, mit der héchsten Auspragung zumeist in Verlangerung der Bohrlochachse. In
Ubereinstimmung mit den Rontgenaufnahmen zeigten sich deutliche Unterschiede in Anzahl,
Hohe und RegelméRigkeit der kndchernen Spikula zwischen den Versuchsgruppen. Die
Préaparate aus Gruppe 0.6 zeigten augenscheinlich mehr Knochen im Geweberegenerat als
aus Gruppe 0.1. Aufféallig waren zudem intra-individuelle Unterschiede bei der Verteilung und
Hohe der Knochenspikula in den einzelnen Praparaten. Dabei war keine Regelmafigkeit
oder ein spezifisches Verteilungsmuster feststellbar. Die Spikula wiesen zentral Gber dem
Bohrloch héaufig einen Hof nicht-mineralisierter Bereiche auf. In Verlangerung der
Bohrlochachse waren die Trabekel deutlicher in Zugrichtung der Kallusdistraktion orientiert
als in den peripheren Bereichen der Spikula.

Die Bohrlécher der Markraumbohrungen waren Uberwiegend mit Knochen aufgefillt. Das
Ausmall der kndchernen Neubildung in den Bohrléchern schien mit der Menge
neugebildeten Knochens im Geweberegenerat positiv zu korrelieren. In den Praparaten der
Gruppe 0.6 war haufig eine nahezu vollstdndige Mineralisierung der Bohrlécher zu
beobachten. Der Knochen in den Bohrléchern war senkrecht zu den Lamellen der Kortex in
Verlangerung der Titanplattenbewegung ausgerichtet und mit Hohlraumen durchsetzt. Die
kortikalen Anteile unterhalb des Geweberegenerates waren teilweise pords, insbesondere in
direkter Nachbarschaft zu den Bohrléchern und in endostal-nahen Bereichen. In peripheren
Abschnitten der Praparate zeigte sich starke, zum Teil wuchernde knécherne Neubildung,
die ins Geweberegenerat hineinragte. In kortexfernen Arealen des Geweberegenerates nahe

der Titanplatte war vereinzelt ektopische Knochenneubildung zu erkennen.
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Abbildung 3.5 Darstellungen eines typischen Praparates der Gruppe 0.1 unter Verwendung

verschiedener Grauwertschwellen bei der 3-D-Rekonstruktion.
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Abbildung 3.6 Darstellungen eines typischen Praparates der Gruppe 0.6 unter Verwendung

verschiedener Grauwertschwellen bei der 3-D-Rekonstruktion.
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Abbildung 3.7 Darstellungen eines Praparates der Gruppe 0.6 mit vollstéandiger Uberbriickung des

Spalts unter Verwendung verschiedener Grauwertschwellen bei der 3-D-Rekonstruktion.

60



Ergebnisse

Die quantitative Auswertung der pCT-Daten bestatigte den Eindruck der adspektorischen
Beurteilung und zeigte deutliche Unterschiede bei nahezu allen untersuchten
Knochenstrukturparametern (Tabelle 3.1). Das relative Knochenvolumen (BV/TV) war
signifikant unterschiedlich zwischen den beiden Versuchsgruppen und unter groRRerer
Amplitude ungefahr vierfach hoher als unter Applikation der kleinen Amplitude (p = 0,03)
(Abb. 3.8).

Auch die trabekuléare Dicke (Tb.Th.) ergab mit einer Steigerung von Uber 60 % signifikant
hohere Werte in der Gruppe 0.6 (p = 0,006) (Abb. 3.9).

Die mittlere Trabekelanzahl (Th.N.) war unter gro3erer Amplitude mehr als doppelt so grof3
als unter kleiner Amplitude. Nach Bonferroni-Holm post-hoc Test waren die Unterschiede
zwischen Gruppe 0.1 und Gruppe 0.6 jedoch nicht mehr signifikant (Abb. 3.10).

Lediglich die Trabekelzwischenrdume (Tbh.Sp.) zeigten keine malRgeblichen Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen (Abb. 3.11).

Tabelle 3.1 Auflistung der individuellen Einzeldaten aus den Knochenstrukturparameter-Messungen
im uCT. Angegeben sind zudem der Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (SD) fur beide

Versuchsgruppen.

Gruppe 0.1 MW SD
BV/TV in % 2,7 2,2 3,9 7,7 9,5 5,2 3,2
Tb.Th. in mm 006 0,06 005 0,07 0,09 0,06 0,02
Th.N. in 1/mm 046 039 085 1,09 1,09 0,78 0,34
Th.Sp. in mm o071 050 019 054 0,17 0,42 0,23
Gruppe 0.6 MW SD
BV/TV in % 132 375 170 27,7 178 34 | 194 11,8
Tbh.Th. in mm 0,08 0,13 0,12 0,10 0,09 0,20 0,10 0,02
Th.N. in 1/mm 158 280 147 287 188 035 1,82 0,94
Th.Sp. in mm 029 025 042 0,211 045 0,32 0,31 0,12
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Abbildung 3.8 Graphische Darstellung der Unterschiede beim relativen Knochenvolumen (BV/TV)
zwischen Kkleiner Amplitude (Gruppe 0.1) und groRer Amplitude (Gruppe 0.6) als Mittelwert mit
Standardabweichung (*p < 0,05).
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Abbildung 3.9 Graphische Darstellung der Unterschiede bei der trabekuléren Dicke (Tb. Th.) zwischen
kleiner Amplitude (Gruppe 0.1) und groRer Amplitude (Gruppe 0.6) als Mittelwert mit
Standardabweichung (**p < 0,01).
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Abbildung 3.10 Graphische Darstellung der Unterschiede bei der Trabekelanzahl (Tb.N.) zwischen
kleiner Amplitude (Gruppe 0.1) und groRer Amplitude (Gruppe 0.6) als Mittelwert mit
Standardabweichung.
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Abbildung 3.11 Graphische Darstellung der Unterschiede bei den Trabekelzwischenrdumen (Th.Sp.)
zwischen Kleiner Amplitude (Gruppe 0.1) und groRer Amplitude (Gruppe 0.6) als Mittelwert mit
Standardabweichung.
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Die Messungen der Spikulahéhen Gber den Bohrlochern vervollstdndigte die Analyse der
Knochenstrukturparameter. Die mittlere Spikulah6he war bei Gruppe 0.6 mit im Mittel
2,6 mm signifikant héher als bei Gruppe 0.1 (1,1 mm) (p = 0,02) (Abb. 3.12, Tabelle 3.2).

Der Durchschnitt aus den jeweils hochsten Spikula (Max) eines jeden Praparates war bei
Gruppe 0.6 (3,6 mm) 184 % gréRRer als bei Gruppe 0.1 (1,9 mm) (Tabelle 3.2).

Spikulah6he

4 *

Gruppe 0.1 Gruppe 0.6

Abbildung 3.12 Graphische Darstellung der Unterschiede bei den mittleren Spikulahdhen zwischen
kleiner Amplitude (Gruppe 0.1) und groRer Amplitude (Gruppe 0.6) als Mittelwert mit
Standardabweichung (*p < 0,05).

Die Dehnung in der schmaler werdenden Weichteilschicht zwischen Knochenspikula und
Titanplatte stieg bei gleichbleibender Stimulationsamplitude individuell stark an. Anhand der
Daten der individuellen Spalthdéhe (siehe 3.2.1) und den Messungen der Spikulahéhen wurde
fur jedes Tier die Dehnung Uber der mittleren und maximalen Spikulahthe (¢ Mi und ee |
Max) berechnet (Tabelle 3.2). In Gruppe 0.1 blieb die mittlere und maximale Dehnung Uber
den Spikula zu Versuchsende bis auf eine Ausnahme bei <5 %. Die mittlere Dehnung in
Gruppe 0.6 rangierte mit einer Ausnahme in einem Bereich von 14 % bis 43 %. Die

maximale Dehnung in Gruppe 0.6 war zum Teil bedeutend héher bis infinite.
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Tabelle 3.2 Auflistung der individuellen Spalthbhen zu Versuchsende und der Spikulahéhen-
Messungen im PUCT (in mm). Darunter die resultierenden Dehnungen (€) (in %) Uber der individuellen

mittleren Spikulumhohe und tber der individuellen maximalen Spikulumhdhe (in mm).

Spalthéhen 3,9 4,4 4,8 55 55
bei Gruppe 0.1

Spikulah6éhen

Uber den Bohrléchern

1 0,1 3,2 0,5

2 15 0,3 0,3 1,4 0,9

3 2,4 0,6 0,3 1,4 2,6

4 1,1 0,2 0,8 0,3

5 2,7 0,5 0,2 3,0

6 1,7 0,5 0,5 2,1 0,4

7 1,0 0,8
Mittlere Spikulumhohe 1,9 0,5 0,3 1,9 0,9
Mittlere Dehnu 5,0 2,6 2,2 2,7 2,2
Maximale Spikulumhdéhe 2,7 0,6 0,5 3,2 2,6

Maxi mal e Dehnu 85 2,6 2,3 4,4 3,5
Spalthdhen 4,5 4,4 4,1 55 54 53
bei Gruppe 0.6

Spikulahéhen

Uber den Bohrléchern

1 2,9 1,9 4,0 3,9

2 2,5 4,4 1,9 2,9 4,4 0,7
3 2,3 2,8 3,3 2,2 3,0 1,8
4 2,2 4,2 3,8 1,4 3,8

5 1,9 4,3 2,6 2,2 0,7
6 1,7 4,1 2,6 1,4 3,1

7 1,7 4,1 2,4 2,6 2,4
Mittlere Spikulumhéhe 2,2 4,0 2,7 2,4 3,3 1,1
MittlereDe hnung 0 25,5 150,0 42,9 195 28,6 143
Maximale Spikulumhéhe 2,9 4.4 3,8 4.0 4.4 1,8
Maxi mal e Dehnu 382 - 193,6 395 60,6 17,3
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3.2.3 Histologie

Die qualitative Analyse der histologischen Schliffe in einer Schnittebene durch die Bohrlécher
ergab fir beide Versuchsgruppen ein charakteristisches Bild, welches in der Qualitat der
Gewebebildung und dem Modus der Ossifikation keine Unterschiede aufwies.

Bei der Betrachtung der Dunnschliffe mit 12,5-facher VergréRerung waren Uber den
Bohrlédchern gewundene Trabekel neugebildeten Knochens zu erkennen, welche
verschiedene Stadien der Maturation aufwiesen und im Verbund ein Spikulum bildeten
(Abb. 3.13). Farbabstufungen der Trabekel von dunkel violett und schwarz-blau tber hellere
Blautdne bis hin zu anndhernd farblos grau-gelben Arealen zeigten die Entwicklungsschritte
der Osteogenese auf Gewebeebene. An den Randbereichen der Trabekel waren
Osteoidauflagerungen zu sehen. In flieBenden Ubergangen waren zum Zentrum der
einzelnen Trabekel Aufhellungen der Blaufarbung zu erkennen, welche auf eine
zunehmende Mineralisation hindeuteten. Teilweise war die Aufhellung in den Trabekeln so
weit vorangeschritten, dass die charakteristische Graufarbung die (annahernd) vollstandige
Maturation des Knochens vermuten lief3.

Zwischen den Trabekeln waren mit zunehmender Nahe zum Bohrlocheingang helle bis
ungefarbte Areale zu sehen, die auf ein medullares Gewebe, vergleichbar mit
Knochenmarkstroma, schlief3en lieRen. Dieses Fettmark war durchsetzt mit Anschnitten von
Gefalien in allen Ebenen und Richtungen und unterschiedlicher Grofie.

In einer relativ konstant breiten Zone von 500-1000 um um die auRBeren Trabekel der
Knochenspikula zeigte sich eine charakteristische Matrixfarbung, die in Ubergangsbereichen
zwischen Knochen und fibrésem Gewebe zu finden war und sich in abgeschwachter Form
bis zwischen die auieren Trabekel fortsetzte (Abb. 3.13). Diese Zone zeichnete sich durch
eine groRe Anzahl Fibroblasten-dhnlicher Zellen aus, grenzte sich aber von fibrésem
Gewebe durch eine roétlich bis hell violette Matrixfarbung sowie eng und einheitlich
ausgerichtete Kollagenfasern ab. Neben der Farbe waren es die Intensitat der Farbung und
die geordneten, kompakten Fasern entlang der Spikulagrenzen, die den Begriff eines
kondensierten Gewebes nahe legten (Abb. 3.14). Der Begriff steht in Anlehnung an die
Beschreibung und Darstellung der mesenchymal condensations, eine mit pro-angiogenen
Faktoren ausgestattete Zone, in die zunachst GefaRRe einwachsen und in der sekundar
Ossifikationskerne entstehen. Das kondensierte Gewebe war den fibrésen Anteilen im
Praparat ahnlich.

Die verbleibenden Areale des Geweberegenerates wurden von einem zellreichen und
vaskularisierten fibrésen Gewebe gebildet. Die Fasern waren Uberwiegend richtungslos und
diffus angeordnet. Lediglich in Verlangerung der Titanplattendurchtritte konnten zuweilen

longitudinal ausgerichtete Faserblindel ausgemacht werden.
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Abbildung 3.13 Typische Erscheinung eines Spikulums. Zu sehen sind Uber der Kortex (Ct) Trabekel
neugebildeten Knochens (B) mit umgebendem Osteoidsaum (O), dariiber das kondensierte Gewebe
(Mc) und Areale mit Fettzellen (Fa). Im fibrosen Gewebe (Fb) sind Gefal3e (V) und Plattenabrieb
(Stern) zu erkennen. Paragon-Farbung, 50-fache Vergréerung.
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Abbildung 3.14 Kndécherne Trabekel im Randbereich eines Spikulums (links im Bild), Ubergang zu
kondensiertem Gewebe mit senkrecht gerichteter Faserstruktur (mittleres Drittel) und fibrosem
Gewebe (rechts im Bild). Paragon-Farbung, 100-fache VergréZerung.
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Uber manchen Spikula waren in der Zone kondensierten Gewebes zudem Inseln mit
Fettzellen zu beobachten. Ein spezifisches Verteilungsmuster war dabei nicht zu erkennen.
Die Anschnitte der GefalRe waren unregelmalig, zeigten eine diffuse Verteilung und
richtungslose Verlaufe (Abb. 3.13 und 3.15-3.16).

In Gruppe 0.1 war die Knochenneubildung haufig niedrig und ragte nur wenig in das
Geweberegenerat hinein. In einigen Féallen lieRBen sie die typische Zapfen- oder Kegelform
eines Spikulums vermissen (Abb. 3.15). In Gruppe 0.6 waren die Spikula typisch geformt und
deren Spitzen weit Uber der kortikalen Ebene im Geweberegenerat zu sehen (Abb. 3.16).
Abgesehen von der Hohe und Form der kndchernen Spikula waren die Unterschiede
zwischen Gruppe 0.1 und Gruppe 0.6 gering. Die Bohrlécher der Markraumbohrungen waren
mit Knochen aufgefillt, der senkrecht zu den Lamellen des umgebenden Kkortikalen
Knochens und in Zugrichtung der Kallusdistraktion ausgerichtet war. Der Knochen in den
Bohrléchern war durchsetzt mit Anschnitten von GefalRen in verschiedenen Ebenen. Alle
Gefalle waren parallel zum Knochen innerhalb der Bohrlocher orientiert. Der Knochen in den
Bohrlochern war tendenziell starker maturiert, als die knochernen Trabekel im
Geweberegenerat. Der Fullungsgrad der Bohrlécher mit neugebildetem Knochen schien mit
der GroRRe und Auspragung der Knochenspikula im Geweberegenerat in Zusammenhang zu
stehen. In der Bohrlochwand und angrenzenden Bereichen waren Einziehungen zu sehen,
die pordse Bereiche in der Kortex darstellten (Abb. 3.15 und 3.16). Endostal waren

heterogen geformte Areale mit neugebildetem Geflechtknochen zu erkennen.
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Abbildung 3.15 Reprasentatives histologisches Trenn-Dinnschliff-Préparat eines Versuchstieres der
Gruppe 0.1. Die Spikula erreichen von der kortikalen Oberflache ausgehend nur eine geringe Hohe.

Paragon-Farbung, 12,5-fache VergréRerung, zusammengefligtes Bild.

Abbildung 3.16 Représentatives histologisches Trenn-Dunnschliff-Préparat eines Versuchstieres der
Gruppe 0.6. Die typisch geformten Spikula ragen von der kortikalen Oberflache weit in das

Geweberegenerat. Paragon-Farbung, 12,5-fache VergréRerung, zusammengefiigtes Bild.
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Bei starkerer VergroRerung waren im Geweberegenerat Osteoblastensaume zu erkennen,
die, teilweise mehrreihig oder in Haufen, den knéchernen Trabekeln angrenzten und der
Osteoidschicht auflagen. In der Gruppe 0.6 traten im Vergleich zu Gruppe 0.1 gehéauft dicht
gepackte Osteoblastenverbande auf (Abb. 3.17).

W . TNV

Abbildung 3.17 Auftreten der Osteoblasten im Gruppenvergleich. In Gruppe 0.1 sdumen Osteoblasten
(Ob) den neugebildeten Knochen (B) und Osteoid (O) einreihig (links). In Gruppe 0.6 waren

Osteoblastenverbéande in Haufen zu sehen (rechts). Paragon-Farbung, 100-fache VergréRerung.

Die Osteoblasten waren aufgrund starker metabolischer Aktivitat intensiv basophil gefarbt
und anhand ihrer Morphologie verschiedenen Maturationsstadien zuzuordnen. Kleine
rundliche Zellen waren in Osteoblastenpopulationen am weitesten entfernt von Osteoid
lokalisiert und représentierten friihe Osteoblasten. In kubischer Form waren die Osteoblasten
am grof3ten. ZellgroRe und Zunahme metabolischer Aktivitat kubischer Osteoblasten
korrelierten mit der Lokalisation im Bereich neugebildeten Osteoids (Abb. 3.18). In direkter
Nachbarschaft zu den Osteoblastenverbanden wurden langlich-abgeplattete Zellen mit
kleinem Zellkern und gebldht wirkendem, hellem Zytoplasma beobachtet. Diese
Fibroblasten-&hnlichen Zellen stellten vermutlich Préosteoblasten dar. Sie waren vor allem

im kondensierten Gewebe zu finden (Abb 3.19).
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Abbildung 3.18 Osteoblastenpopulation verschiedener Maturationsstadien (Ob). Gréfe und
Maturation nehmen zum Osteoidsaum zu. Im Osteoidsaum (O) erfolgt die Umwandlung zum Osteozyt.
Osteozyten bestimmen den dbrigen Bildausschnitt. Im Quadranten links unten ist ein Gefald

angeschnitten. Paragon-Farbung, 400-fache Vergrof3erung.

Abbildung 3.19 Ansicht Fibroblasten-ahnlicher Zellen zwischen den Trabekeln sich neu formierenden
Knochens (Kreis). Paragon-Farbung, 200-fache VergréZerung
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An wenigen Stellen im Geweberegenerat waren in den Trabekeln Osteoklasten in mehr oder
weniger deutlich ausgepragten Einziehungen (Howship-Lakunen) zu finden (Abb. 3.20). In
den Bohrlochern der Markraumbohrungen waren vermehrt Lakunen mit Osteoklasten
anzutreffen. In  keinem Trenn-Dunnschliff-Praparat waren terminal differenzierte
Chondrozyten (Hypertrophe Chondrozyten) oder eine knorpeltypische Matrixfarbung zu
erkennen. Es gab keine Hinweise auf eine Anhaufung von Entziindungszellen.

Im Praparat eines Tieres der Gruppe 0.6 war die Zelldichte bei vollstandiger Uberbriickung
auch direkt unter der Titanplatte unverandert hoch. In diesem Bereich Uberwog die Anzahl an
Praosteoblasten deutlich. Es waren nur wenige Osteozyten und kaum Osteoblasten zu

sehen. Es gab trotz der hohen Driicke keine Hinweise auf Fissuren.

Abbildung 3.20 Osteozyten in einem kndchernen Trabekel. Am linken Bildrand ist ein Osteoklast
(Blockpfeil) erkennbar. Paragon-Féarbung, 400-fache Vergré3erung.

Unter Polarisationslicht waren entlang der &uReren Spikulabegrenzungen kompakte und
gerichtete Faserblindel erkennbar. Die Bereiche mit Faserbundeln korrelierten stark mit den
Arealen, die im brightfield-Modus als kondensiertes Gewebe bestimmt wurden (Abb. 3.21).
Die Safranin-O-gefarbten Paraffinschnitte blieben negativ fir Proteoglykane und ergaben
keine Hinweise auf eine knorpelige Matrix oder Chondrozyten (Abb. 3.22).

Qualitative Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen waren hinsichtlich Gewebe und
Zellen nicht zu sehen. Samtliche Strukturen wurden in den Praparaten beider
Versuchsgruppen vorgefunden. Insgesamt ergab sich im Geweberegenerat das Bild einer
metabolisch hochgradig aktiven Struktur. Zellzahl und Zellmorphologie der an der
Knochenneubildung beteiligten Osteoblasten und Osteozyten deuteten auf eine hochgradige
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Proliferation und translationale Aktivitdt hin. Die im Bereich der Knochenneubildung
sichtbaren Zellen wiesen auf eine intramembrandse Knochenbildung hin. Eine chondrale
Ossifikation konnte aufgrund des Fehlens von Knorpel und hypertrophen Chondrozyten nicht

nachgewiesen werden.

Abbildung 3.21 Verlauf kompakter Faserbiindel entlang der Randbereiche der Spikula. Polarisations-

Mikroskop, 12,5-fache VergroRerung, zusammengefiigtes Bild.
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Abbildung 3.22 Safranin-O-gefarbter Paraffinschnitt eines Tieres der Gruppe 0.6. Proteoglykane sind
weder im neugebildeten Knochen (B) oder kortikalen Bereichen (Ct) noch im fibrésen Gewebe (Fb) zu

erkennen. Safranin-O-Farbung, 12,5-/50-fache VergréRerung.
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Mit der quantitativen Auswertung der Trenn-Dinnschliff-Préparate konnten im Gegensatz zur
radiologischen Auswertung auch schwach mineralisierte Bereiche und Osteoidablagerungen
sowie anderes Weichgewebe beurteilt werden.

Die Werte flr das relative Knochenvolumen unterschieden sich geringfiigig von denen der
UCT-Strukturparameter-Auswertung. In  Ubereinstimmung mit den radiologischen
Untersuchungen waren aber ebenfalls deutliche Unterschiede des relativen
Knochenvolumens zwischen den Versuchsgruppen zu erkennen. Gruppe 0.1 wies mit 9,5 %
nur knapp ein Drittel des relativen Knochenvolumens der Tiere in Gruppe 0.6 auf (29,4 %).
Der Gruppen-Unterschied blieb aufgrund des groRRen ranges in Gruppe 0.6 jedoch unter
Signifikanzlevel. Die Differenz zwischen den prozentualen Werten aus uCT- und
Histomorphometrie-Analyse in Gruppe 0.1 war ungefahr doppelt so grof3 wie die Differenz in
Gruppe 0.6, was auf eine gréRere Menge wenig maturierten Knochens unter Kkleiner
Amplitude schliel3en lief3.

Fibroses Gewebe wurde mit 85,1 % in Gruppe 0.1 und 65,8 % in Gruppe 0.6 gefunden.
Fettzellen waren mit im Median 0 % in der Gruppe 0.6 nicht aufzufinden. In Gruppe 0.1
dagegen waren es mit 1,2 % signifikant mehr als in Gruppe 0.6 (p = 0,008), wenn auch auf
niedrigem Niveau. Die relative GefaRRdichte wies mit 4,5% (Gruppe 0.1) und 4,8 %
(Gruppe 0.6) keine relevanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen auf (Abb. 3.23).
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Abbildung 3.23 Graphische Darstellung der relativen Anteile untersuchter Gewebetypen. Der relative
Anteil an Fettzellen ist signifikant unterschiedlich zwischen Gruppe 0.1 und Gruppe 0.6 (**p < 0,01).

Werte in Prozent als Median und range.

3.2.4 Fluoreszenzhistologie

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zeigten bei den Tieren der Gruppe 0.1
griine Markierungen des Calceingrin-Farbstoffs in den Bohrldchern der Markraumbohrungen
und in Arealen endostal neugebildeten Knochens. Vereinzelt fanden sich grine
Farbbereiche, die knapp (max. 0,6 mm) lber den kortikalen Rand der Markraumbohrung
hinaus ragten (Abb. 3.24). Die Mineralisierungsaktivitat in Gruppe 0.1 zu Beginn der
Stimulationsphase beschrankte sich vornehmlich auf kortikale und endostale Bereiche.
Gelbfarbungen durch die Tetracyclin-Injektion fanden sich benachbart zu Calceingrin-
Markierungen, in der Kortex und in den kndchernen Trabekeln der Spikula. Tetracyclin-
gefarbte Bereiche verteilten sich Uber die gesamte Ausdehnung der Spikula. In den Spikula
war die Gelbfarbung schwach mit nur wenigen klar abgrenzbaren Banden. Zum avisierten
Zeitpunkt nach der Halfte der Stimulationsphase war die Mineralisierungsaktivitat gering und
zeigte im Kontext Ubereinstimmung mit der radiologischen und histomorphometrischen
Auswertung. Kortikal waren vereinzelt deutlich definierte Banden zu erkennen.

In der Gruppe 0.6 waren Calceingrin-gefarbte Bereiche analog zu Gruppe 0.1. Die

Calceingrin-Markierung war vor allem in den Bohrlochern und endostal zu sehen. In
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Abgrenzung zu Gruppe 0.1 waren jedoch griin gefarbte Trabekel von den Bohrléchern
ausgehend teilweise mit einigem Abstand zur Kortex im Geweberegenerat zu finden.
Maximal betrug die durchgangige Farbung eines solchen Trabekels 2 mm (Abb. 3.24). Dies
lie@ auf eine groRere Mineralisierungsaktivitit im Geweberegenerat zu Beginn der
Stimulationsphase schlieBen. Die Farbintensitdt der Tetracyclin-Farbung in Gruppe 0.6
wirkte generell starker als in Praparaten der Gruppe 0.1 (Abb. 3.24). In den Spikula waren im
Gegensatz zu Gruppe 0.1 vermehrt distinkte Banden abgrenzbar. Diese waren bis zur
vollstandigen Hohe der Spikula vorhanden. Die raumliche Auspragung und Intensitat der
Fluoreszenzmarkierungen in Gruppe 0.6 deuteten auf eine groRere Mineralisierungsaktivitat

unter grofRer Bewegungsamplitude schon in der ersten Halfte des Stimulationszeitraums hin.

Abbildung 3.24 Bildausschnitte der Praparate mit der hdchsten durchgangigen Farbung mit

Calceingriin in der Gruppe 0.1 (links) und Gruppe 0.6 (rechts). Die gestrichelte Linie markiert den
hochsten Punkt der Farbung. Die Pfeile markieren die gemessene Lange ausgehend von der Ebene

der Kortexoberflache. Trenn-Dunnschliff-Praparate, 12,5-fache VergrofRerung.

3.2.5 Immunhistochemie

Die Analyse der immunhistochemischen Farbungen ergab fir keinen der gewéhlten
Antikorper qualitative Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.

Runx2-Antigenfarbung wurde vor allem in Zellen im Bereich der knochenbildenden Spikula
und in angrenzenden Arealen gefunden (Abb. 3.25 obere Reihe). Besonders intensiv stellte
sich die rot-braun bis dunkel braune Farbung in Osteoblasten dar. In der den peripheren
Trabekeln angrenzenden Schicht des kondensierten Gewebes waren zum Teil deutlich, zum

Teil diffus gefarbte Zellen zu erkennen, die morphologisch Fibroblasten &hnlich waren.
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Wenige Osteozyten wiesen eine schwache Farbgebung auf. In der mittleren Zone fibrésen
Gewebes waren keine eindeutig positiven Zellen zu finden. In geringer Entfernung zur
Auflageflache der Titanplatte waren wieder vermehrt Fibroblasten-dhnliche Zellen mit Runx2-
Positivitat. Die Anzahl Runx2-positiver Zellen im Geweberegenerat schien mit der
Auspragung des Spikulawachstums in Zusammenhang zu stehen. In Praparaten der
Gruppe 0.6 waren um die Spikula auch in kortexferneren Bereichen und insgesamt vermehrt
Runx2-gefarbte Zellen im Geweberegenerat zu erkennen.

Sox9-positive Zellen waren zumeist in einer Schicht direkt unter der ehemaligen
Titanplattenauflageflache zu beobachten (Abb. 3.25 mittlere Reihe). Diese Zellen waren im
fiborosen Gewebe eingebettet und stellten sich morphologisch als Fibroblasten-ahnliche
Vorlauferzellen dar. Vereinzelt und ohne erkennbares Verteilungsmuster waren undeutlich
bis schwach Sox9-gefarbte Zellen im kondensierten Gewebe, den neugebildeten Trabekeln
angrenzend, sichtbar.

Kollagen Typ lI-positiv zeigten sich Matrixareale zwischen den Trabekeln der Spikula und in
einem Saum entlang der &auflleren Spikulabegrenzungen (Abb. 3.25 untere Reihe). In
Gruppe 0.6 waren diese Areale entsprechend der Oberflache neugebildeter Knochentrabekel
weiter ausgedehnt als in Gruppe 0.1. Wenige Zellen im Umfeld der neugebildeten Trabekel
wiesen Vesikel mit Kollagen Typ lI-positiver Farbung auf. Sox9- und Kollagen Typ ll-positive
Farbungen wiesen in beiden Gruppen auf ein frilhes Differenzierungsstadium von
Chondrozyten hin, ohne das Stadium terminal differenzierter hypertropher Chondrozyten zu

erreichen.
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Abbildung 3.25 Immunhistochemische Schnitte reprasentativ fir Gruppe 0.1 (links) und Gruppe 0.6
(rechts). Eine intensive rot-braune Farbung weist auf Runx2-positive Fibroblasten-ahnliche
Vorlauferzellen und Osteoblasten (Ob) hin. Fibroblasten-ahnliche Vorlauferzellen in einer der
Titanplatte direkt angrenzenden Zone zeigen vermehrt eine positive Farbung fur Sox9 (Pfeile).
Kollagen Typ ll-positive Areale sind als rot-braun Farbung in der kollagenen Matrix um die

neugebildeten Knochentrabekel (B) zu erkennen, nicht jedoch im entfernteren fibrosen Gewebe (Fb).
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4 Diskussion

Die Distraktionsosteogenese als integraler Bestandteil orthopadischer Chirurgie und die
richtigen Strategien sowohl bei der Operation als auch dem anschlielenden
Behandlungsprotokoll stellen aufgrund der Haufigkeit von Komplikationen und dem Auftreten
verzdgerter oder sogar ausbleibender Heilungsverlaufe ein wichtiges Themenfeld in der
Klinik und medizinischen Forschung dar. Die Reduktion der Komplikationsraten birgt sowohl
sozio-0konomisch als auch fur die individuell Betroffenen hohe Relevanz und stellt eine
grol3e Herausforderung dar. Die mechanischen Einflisse spielen eine wichtige Rolle fir den
Erfolg der Heilung und werden intensiv erforscht.

In dieser Studie zum Einfluss zyklischer, axialer Kompression nach vorangegangener
lateraler Kallusdistraktion zeigte sich, dass Dehnung durch eine gréRere
Bewegungsamplitude ein starkeres Knochenwachstum induziert als Dehnung unter kleiner
Bewegungsamplitude. Im Gegensatz zu anderen Modellen der Distraktionsosteogenese und
entgegen der auf die Frakturheilung bezogenen Gewebedifferenzierungshypothese kam es
in dieser Studie auch unter moderater Kompression, reprasentiert durch die groRere
Bewegungsamplitude, zu keiner chondralen Ossifikation. Die Art der Gewebedifferenzierung
blieb von den gewahlten Bewegungsamplituden unbeeinflusst.

4.1 Diskussion des Tiermodells

4.1.1 Schafe

Erkenntnisse aus tber 100 Jahren Orthop&die und Unfallchirurgie in der Klinik werden in der
Forschung durch In vitro-Versuche an Zellkulturen und Praparaten sowie durch Tierversuche
ergénzt. Auch wenn Tierversuche mittlerweile gesellschaftlich kritisch betrachtet werden und
ihre Berechtigung immer wieder angezweifelt wird, sind sie nach wie vor bei vielen
Fragestellungen alternativios. In vitro-Modelle sind hinsichtlich der Fahigkeit, die komplexen
Vorgange in vivo nach zu stellen, limitiert (Muschler, Raut et al. 2010). Trotz der
Anstrengungen zur Reduktion von Tierversuchen in der biomedizinischen Forschung bleiben
In vivo-Studien an Tieren derzeit unabdingbar und ein vollstandiger Ersatz durch
entsprechende Alternativverfahren ein langfristiges Ziel (Martini, Fini et al. 2001).
GrofRdtiermodelle, wie Hunde, Schweine, Ziegen und Schafe, sind im Gegensatz zu
Kleintiermodellen (Maus, Ratte, Kaninchen) bei vielen Fragestellungen besser fiir die
orthopadische Forschung geeignet, insbesondere in Studien zu Biophysik und

Mechanobiologie (Muschler, Raut et al. 2010). Sie bilden die Grolenverhdltnisse des
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Menschen besser ab und haben eine zum Menschen eher vergleichbare Knochenstruktur,
welche im Gegensatz zu Nagern nicht fortwahrendem Wachstum unterliegt.

Das Schaf stellt ein in der (orthopadischen) Forschung haufig genutztes Grof3tiermodell dar.
Es eignet sich als Tiermodell in der Frakturforschung neben oben genannter Vorteile
Uberdies aufgrund zum Menschen &ahnlicher Knochenbiologie (Martini, Fini et al. 2001,
Muschler, Raut et al. 2010). Die Dynamik der Knochenregeneration von Schaf und Mensch
wird als sehr ahnlich beschrieben (Schneider 1989). Aufgrund zum Menschen vergleichbarer
Knochenbildungsraten werden Zellkulturen primarer Osteoblasten aus Schafen
beispielsweise als geeignet fur In vitro-Untersuchungen zu humanen Skeletterkrankungen
bezeichnet (Martini, Fini et al. 2001, Torricelli, Fini et al. 2003). Gerade als Alternative zum
frher haufig verwendeten Hund hat das Schaf als GroRRtiermodell in der orthopadischen
Forschung an Bedeutung gewonnen, da es sich im Gegensatz zu Schweinen oder Hunden
durch einfaches Handling auszeichnet (Madaj-Sterba 1994). Seit 1970 gab es eine moderate
Zunahme der Zahl an Schafen in orthopadischen Tierversuchen. Nach Abzug der Studien
mit Verwendung von Ratten und M&ausen lag der Anteil von Schafen an der Gesamtzahl
orthopadischer Tierversuche in den Jahren 1990-2001 bei 9-12% je nach
Teilforschungsbereich (Osteoporose, Osteoarthritis, Distraktionsosteogenese, Frakturen).
Von den zu orthopadischen Fragestellungen verwendeten Schafen entfielen im gleichen
Zeitraum 23 % auf Frakturstudien und 9 % auf Distraktionsosteogenesestudien (Martini, Fini
et al. 2001). NaturgemanR bleiben Unterschiede zum Menschen u.a. bei Knochendichte und
dem Alter, in dem die grof3te Knochenmasse erreicht wird (Muschler, Raut et al. 2010). Eine
direkte Translation von Erkenntnissen aus Versuchen an Schafen auf die Humanmedizin
oder Inter-Spezies-Vergleiche zwischen Tierversuchen ist deshalb kontrovers. Zannettino
und Kollegen beobachteten beispielsweise Unterschiede beim Knochenbildungspotential
zwischen humanen und ovinen MSCs in vivo (Zannettino, Paton et al. 2010). Checa und
Kollegen verweisen auf signifikante Unterschiede in der mechanobiologischen Regulation
der Frakturheilung zwischen Ratte und Schaf, welche beim Abgleich von In vivo-Daten
beider Spezies mit In silico-Modellen auftraten. Fraglich ist, ob die Unterschiede auf der
Zellaktivitdt, Materialeigenschaften im neugebildeten Gewebe oder der zellularen
Mechanosensitivitdt beruhen (Checa, Prendergast et al. 2011).

Die in dieser Studie ermittelten Zahlenwerte erheben nicht den Anspruch auf eine exakte
Translation hin zur klinischen Anwendung, sondern erlangen ihre Aussagekraft im Vergleich
der beiden Versuchsgruppen untereinander und koénnen nur als Richtwerte bei der

Ubertragung in die Humanmedizin dienen.
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4.1.2 Fixationskonstruktion

Das von Claes und Kollegen etablierte Modell zur Induktion einer Knochenneubildung durch
laterale Distraktion mit einer osteokonduktiven Titanplatte wurde in dieser Studie erfolgreich
modifiziert (Claes, Veeser et al. 2010). Die Veranderungen der Fixationskonstruktion zur
Vorganger-Studie ermdglichten neben der motorgesteuerten Distraktion auch die Applikation
zyklischer Axialbewegungen und die Untersuchung visko-elastischer Gewebeeigenschaften
mittels  Kraftsensor. Durch das bewegungsstabile  System der gewahlten
Fixationskonstruktion konnte sichergestellt werden, dass die auf das Geweberegenerat
applizierten  Stimuli  ausschliellich  Axialbewegungen waren, wahrend in den
stimulationsfreien Phasen keine Bewegung zugelassen wurde. Die Operationsmethode und
das post-operative Protokoll hinsichtlich der Dauer von Latenz- und Distraktionsphase sowie
den Distraktionsinkrementen wurden von Claes und Kollegen ibernommen (Claes, Veeser
et al. 2010). Die damals etablierten Parameter hatten eine zuverlassige Knochenneubildung
im Distraktionsspalt hervorgebracht. Das in der vorliegenden Studie veranderte Protokoll
nach Distraktion wurde im Laufe des Vorversuchszeitraums entwickelt, wobei sich die Dauer
der einzelnen Phasen als geeignet fur die Bestimmung unterschiedlicher Effekte durch die
mechanische Umgebung erwies. Eine Kontrolle ohne zyklische Kompression im
Versuchszeitraum war im Tierversuchsvorhaben nicht bertcksichtigt und konnte aufgrund
der beschrankten Anzahl an Tieren nicht inkludiert werden, sodass ein Vergleich nur
zwischen zwei Gruppen divergierender zyklischer Kompression moglich war.
Einschrankungen bei der Verwendung der Fixationskonstruktion zeigten sich in Ausféllen
wahrend des Vorversuchs. Zwei Frakturen der operierten Gliedmalf3e, vermutlich ausgehend
von der distalen Schanz-Schraube, legten den Schluss nahe, dass der zunéchst gewéhlte
Schrauben-Durchmesser von 5mm zu dick war. Nach der Umstellung auf Schanz-
Schrauben mit 4 mm Durchmesser traten keine Frakturen mehr auf. Es kann vermutet
werden, dass einzelne gro3e Belastungen der Knochen z.B. durch Spriinge der Schafe zu
grollen Spannungen am Schrauben-Knochenliibergang gefuhrt haben und damit die
beobachteten Frakturen verursachten. Mehrere Schanz-Schrauben mit 4 mm Durchmesser
zeigten bei der Praparation ein Abknicken im Bereich der Gewindebasis. Beobachtungen
und Aufzeichnungen des Kraftsensors wahrend den Manipulationen lassen darauf schlie3en,
dass das Abknicken der 4 mm Schanz-Schrauben zu keinen Veranderungen bei der
Plattenbewegung fuhrte.

Abweichungen von der avisierten Spalthdhe wurden bei einigen Tieren anhand der post-
mortalen Faxitron-Rontgenaufnahmen erkannt und auf vielfach wiederholte Klemmung der
Titanplatte nach jeder Manipulation zurtckgefiihrt. Beim Anziehen der Feststellmutter tGbte
die Klemmvorrichtung Druck auf das Verbindungsstick aus, welcher zu einer

Hohenabnahme  der Platte im Hundertstel Millimeterbereich  flhrte. Ohne
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Kontrollmechanismen der Spalththe in vivo und eine regelméaRige Nachjustierung der
Spalth6he summierte sich die Hoéhenabnahme zu maximal 1,6 mm. Die H&henabnahme
konnte in der zweiten OP-Serie mit Einfuhrung verbesserter Kontrollmechanismen erkannt
und nach jeder Manipulation korrigiert werden. Die elf Tiere, welche in die Auswertung des
Hauptversuchs gelangten, wiesen zu Versuchsende eine Spalth6he mit im Median 4,8 mm
(Min 3,9 mm; Max 5,5 mm; unteres Quartil 4,4 mm; oberes Quartil 5,45 mm) auf. Im Hinblick
auf die Amplituden der applizierten Kompression wahrend der zyklischen Stimulation
erschienen die Abweichungen bei den Spalthéhen als akzeptabel. Die mittlere und maximale
Dehnung zu Versuchsende wurde fir jedes Tier individuell anhand der applizierten
Bewegungsamplitude und der verbliebenen Weichteilschicht zwischen Spikulaspitze und der

gemessenen Spalththe berechnet.

4.1.3 Probenaufbereitung

Im Zuge der Auswertungen wurde der untere threshold des Grauwertes bei der uCT-Analyse
nach den Vorversuchen mit dem Wert 50 festgelegt, was ca. 20 % des oberen thresholds
entspricht. Diese Festsetzung bedeutete, dass schwacher mineralisierte Bereiche der
Spikula im Geweberegenerat nicht erkannt wurden. Eine Herabsetzung des thresholds war
nicht moglich, da Artefakte wie Hydroxylapatit-Partikel oder Bildrauschen zu verfalschten
Ergebnissen bei der Bestimmung der Knochenstrukturparameter gefiihrt hatten. Schwach
mineralisierte Bereiche wurden jedoch bei der histomorphometrischen Auswertung
bertcksichtigt.

Die Herstellung der unentkalkten Dinnschliffe erlaubte lediglich ein Praparat pro Tier.
Dadurch war die unentkalkte Histologie zum einen auf eine Farbetechnik (Paragon)
beschrankt. Zum anderen erfolgte die qualitative und quantitative Auswertung an nur einer
Schnittebene. Diese war so gewahlt, dass der Bereich zentral Uber den Bohrléchern der
Markraumbohrungen evaluiert werden konnte. Damit konnte die Ebene mit der mutmallich

groften Aussagekraft zur Knochenneubildung ausgewertet werden.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Obgleich die Knochenneubildung durch Distraktionsosteogenese als Vorgang
intramembrandser Ossifikation erachtet wird, gibt es viele Studien, insbesondere zur
Kallusdistraktion an den Gliedmal3en, die von Knorpelbildung und vom Auftreten chondraler
Ossifikation im osteotomierten Spalt sprechen (Jazrawi, Majeska et al. 1998). Die
Knorpelbildung nach Distraktionsosteogenese wird u.a. auf kompressive Krafte unter

Lastaufnahme in der Maturationsphase zurtickgefuhrt (Jazrawi, Majeska et al. 1998).
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Basierend auf der Gewebedifferenzierungshypothese zur Frakturheilung wurde erwartet,
dass unter Applikation der groReren Stimulationsamplitude wéhrend der Maturationsphase
eine Knochenneubildung durch chondrale Ossifikation zu beobachten sein wirde (Claes and
Heigele 1999). Dies konnte in der durchgefuhrten Studie nicht bestatigt werden. In keiner der
beiden Versuchsgruppen wurden Hinweise auf terminal differenzierte Knorpelzellen oder
eine chondrale Ossifikation gefunden. Entgegen der formulierten Hypothese fiihrte auch die
grolBere Amplitude zyklischer Kompression in Gruppe 0.6 zu einer intramembranésen
Ossifikation. Das Auftreten von Sox9-positiven Zellen und Kollagen Typ Il kbénnte zur
Beschreibung einer , t scahnondr oi d e n @resdrdktenkkadcheonaubildung aus
Knorpelvorlauferzellen, passen (Yasui, Sato et al. 1997). Eine verstarkte Expression von
Sox9 und Kollagen Typ Il in neugebildetem Knochen und angrenzenden Weichteilstrukturen
wurde in einem Modell periostaler Distraktionsosteogenese beobachtet, ohne dass es zu
einer chondralen Knochenbildung kam (Saulacic, Nakahara et al. 2016). In der hier
vorgestellten Studie ergaben sich keine Hinweise hinsichtlich mechanisch induzierter
Unterschiede bei der Gewebedifferenzierung. In beiden Versuchsgruppen offenbarte sich
das als typisch beschriebene Bild bei der Distraktionsosteogenese mit einer
intramembrantdsen Ossifikation in und um neugebildete kndcherne Trabekel, einer der
primary mineralization front entsprechenden Zone kondensierten Gewebes um die Spikula
und einer fibrésen Interzone mit Abstand zur kortikalen Oberflache (Aronson, Good et al.
1990) (Abb. 3.13 und 3.14).

Die zwischen beiden Versuchsgruppen unterschiedlichen Amplituden der zyklischen
Kompression modifizierten die durchschnittliche Rate der Knochenneubildung nach erfolgter
Distraktion und bewirkten signifikante Unterschiede zu Versuchsende. Die meisten
Knochenstrukturparameter zeigten héhere Werte bei Tieren, die wahrend der zyklischen
Stimulation die groRere Bewegungsamplitude erfahren hatten. Sowohl das relative
Knochenvolumen, als auch die Trabekeldicke und die mittlere Spikulahthe waren bei
Gruppe 0.6 signifikant grof3er (Abb. 3.8, 3.9 und 3.12). Zudem waren die Trabekelanzahl und
die individuell héchsten Spikula unter der gréeren Bewegungsamplitude deutlich héher.
Anzahl und Verteilung von Zellen, die positiv fir den Transkriptionsfaktor osteogener
Differenzierung Runx2 waren, deuteten auf eine unbeeintrachtigte osteogene Aktivitat im

Regenerationsgebiet unter hoher Dehnung hin.

Die erzielten Ergebnisse zum positiven Einfluss moderater Kompression auf die
Knochenneubildung stimmen mit Aussagen aus anderen Distraktionsosteogenesemodellen
Uberein. In einer Studie am Metatarsus von Schafen konnte durch eine Dynamisierung nach
erfolgter Distraktion die osteogene Aktivitat unter zyklischer Kompression ebenfalls
gesteigert werden (Claes, Laule et al. 2000). Die grof3ere Bewegungsamplitude (0,5 mm)
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fiihrte zu einer verbesserten Mineralisation und schnelleren Uberbriickung des Spalts im
Vergleich zu einer Bewegungsamplitude von 0,18 mm. In anderen Studien an Ziegen und
Kaninchen konnte durch Lastaufnahme oder Applikation zyklischer Kompression wahrend
der Maturationsphase ebenfalls eine bessere Uberbriickung als unter rigider Fixation erzielt
werden (Kassis, Glorion et al. 1996, Leung, Cheung et al. 2004). Ahnliche Erkenntnisse sind
auch aus Studien an Schafen zur Frakturheilung bekannt, in denen zyklische, axiale
Kompression mit moderater Amplitude zu einer hoheren Kallusmineralisierung und
Uberbriickung des Spalts fiihrte (Kenwright and Goodship 1989, Claes, Wilke et al. 1995).
Moderate Kompression flhrt zu einer héheren Aktivitat osteogener Zellen, wie in vitro an
Osteoblasten gezeigt werden konnte (Rath, Nam et al. 2008). Die Zunahme der
Knochenmasse unter mechanischer Belastung im intakten Knochen ist ebenfalls bekannt
und wurde in vivo u.a. im kortikalen und im subchondralen, trabekularen Knochen
beschrieben, wenn dieser erhdhten Druckbelastungen ausgesetzt wurde (Rubin and Lanyon
1987, Whitton, Trope et al. 2010). Es gibt zudem Hinweise darauf, dass die Aktivitat von
Osteoblasten und Osteozyten positiv mit der Stéarke der Belastung korreliert. Auf molekularer
Ebene wurde in einem Modell zur Untersuchung von Ermidungsbrichen bei Ratten ein
Anstieg der Expression osteogener Marker unter steigender Belastung beschrieben (Wohl,
Towler et al. 2009). Es bleibt aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie offen, ob die
Zunahme der Knochenneubildung explizit auf eine hohere Dehnung durch Kompression
zuriickzufuhren ist oder ob generell hbhere Werte axialer Dehnung die Ossifikation fordern.
Robling und Kollegen beobachteten, dass Druckbelastung die Expression von Sclerostin,
Inhibitor der Knochenformation, in Osteozyten um 80 % unterdriickt. Unter Distraktion betrug
die Verringerung der Sclerostin-Expression nur 20 % (Robling, Niziolek et al. 2008). Dies
spricht fiir ein gréReres osteogenes Potential von Kompression in bereits differenzierten
Knochenzellen.
Gruppenunterschiede im Mineralisierungsverhalten kénnten auf ein dynamisches Verhalten
der Knochenneubildung bei zyklischer Belastung in der Maturationsphase hinweisen.
Unterschiede im relativen Knochenvolumen (BV/TV) zwischen den Versuchsgruppen stellten
sich sowohl bei der quantitativ histologischen als auch radiologischen Analyse deutlich dar.
Die histomorphometrisch erhobenen Werte waren uniform héher als die pCT-Daten. Dies ist
auf die Inklusion wenig mineralisierter Knochenanteile und Osteoid in der histologischen
Auswertung zurlckzufuhren. Die Differenz zwischen den Analysemethoden war jedoch
innerhalb der Gruppe 0.1 ungeféhr doppelt so gro3 wie innerhalb der Gruppe 0.6, was fir
einen hoheren Anteil wenig maturierten Knochens und eine langsamere Mineralisation unter
kleiner Amplitude spricht. Yamaji und Kollegen konnten in ihrer Frakturheilungsstudie mit
Fluoreszenzmarkierungen zeigen, dass interfragmentare Kompression mit 0,7 mm eine im
Vergleich zu 0,3 mm signifikant héhere Mineralisation vier Wochen post-OP bewirkt. Dieser
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Unterschied war acht Wochen post-OP nicht mehr erkennbar (Yamaji, Ando et al. 2001).
Auch in der vorliegenden Studie wiesen die Fluoreszenzmarkierungen auf ein
unterschiedliches Mineralisierungsverhalten zwischen den Versuchsgruppen hin. Bis zum
Beginn der zyklischen Kompression war das post-operative Protokoll identisch. Die
Fluoreszenzmarkierungen mit Calceingriin, welche den Mineralisierungszustand zu diesem
Zeitpunkt abbilden sollten, zeigten aber dennoch deutliche Differenzen. Die Calceingrin-
Injektion in Gruppe 0.1 erzeugte zum Zeitpunkt des avisierten Stimulationsbeginns
Farbungen fast ausschliellich endostal und in den Ldchern der Markraumbohrungen,
wahrend in der Gruppe 0.6 griine Saulen von den Bohrléchern ausgehend bis weit in das
Geweberegenerat zu finden waren. Moglicherweise wurde die Mineralisierung des Gewebes
mit Einsetzen des Stimulus gréRerer Dehnung erheblich beschleunigt, sodass der noch
zirkulierend verbliebene Farbstoff um den Zeitraum des Stimulationsbeginns in diesen
Arealen eingelagert wurde. Gelbfarbungen durch die Tetracyclin-Injektion waren in beiden
Gruppen zumeist diffus Gber die knéchernen Trabekel verteilt und nur vereinzelt als deutlich
definierte Banden zu erkennen. Die Farbung wirkte in Gruppe 0.6 jedoch insgesamt
intensiver und vereinzelt deutliche Banden auch in peripheren Bereichen der Spikula lassen
vermuten, dass eine Mineralisierung kortexferner Trabekel schon zur Halfte der Stimulation
erfolgte und die Ossifikationsfront schon Mitte der Stimulationsphase die endgiltige H6he
erreicht hatte.

Zu beachten ist die Tatsache, dass die Knochenneubildung in beiden Versuchsgruppen
sowohl bei der mittleren als auch der maximalen Spikulahdhe hinter Vergleichswerten im
verwandten Modell zuriick blieb (Claes, Veeser et al. 2010). Unter Annahme eines linearen
Spikulawachstums ohne zyklische Kompression nach Kallusdistraktion héatte die
durchschnittliche Spikulahbhe zu Versuchsende ca. 2,9 mm betragen missen (Claes,
Veeser et al. 2010). Sie lag in der vorliegenden Studie jedoch bei ca. 1,1 mm (Gruppe 0.1)
und ca. 2,5 mm (Gruppe 0.6) (Abb. 3.12). Da eine Steigerung der Dehnung durch zyklische
Kompression im vorliegenden Tierversuch zu einer starkeren Knochenneubildung fihrte, in
der anderen Studie hingegen unter rigider Fixation nach Kallusdistraktion eine
vergleichsweise bessere Heilung erfolgte, liegen die Griinde fir die Unterschiede zwischen
beiden Studien mit grolR3er Wahrscheinlichkeit nicht in der mechanischen Umgebung. Méglich
ist, dass die Abweichungen auf den gewéhlten Schaf-Rassen beruhen. In einem Feldversuch
an zwei autochthonen Schafrassen zeigten sich signifikante Unterschiede der skelettalen
Entwicklung unter gleichen Haltungsbedingungen und tberdies Unterschiede der Sensitivitat
auf veranderte korperliche Belastung durch die Gelandestruktur der Weiden (Willems, Leiber
et al. 2013). Abweichend von den im vorliegenden Versuch verwendeten Merino-Schafen

wurden in der Studie von Claes und Kollegen Bergschafe eingesetzt. Auch das Alter der
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Tiere oder saisonale Unterschiede im Knochenmetabolismus kénnen eine Rolle gespielt
haben (Arens, Sigrist et al. 2007, Strube, Sentuerk et al. 2008).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der hier vorliegenden Studie wurde moderate
interfragmentdare Bewegung durch axiale Kompression sowohl in Studien zur
Distraktionsosteogenese als auch zur Frakturheilung mit dem Auftreten chondraler
Ossifikation und mit Knorpelbildung assoziiert (Claes, Wilke et al. 1995, Claes, Laule et al.
2000). Auch wenn einige Sox9-positive Zellen und Kollagen Typ Il im Geweberegenerat
erkannt wurden, waren keine terminal differenzierten Chondrozyten oder eine
knorpeltypische Proteoglykanbildung zu finden, die auf eine chondrale Ossifikation hinweisen
wirden. Die Sox9- und Kollagen Typ lI-Expression in Vorlauferzellen endet mit dem
Erreichen eines prahypertrophen Chondrozytenstadiums (Lefebvre and Smits 2005). Die
raumliche Uberschneidung Sox9-positiver mit Runx2-positiven Zellen spricht fir
Vorlauferzellen, die als bipotente Osteochondroprogenitorzellen bezeichnet werden
(Nakashima and de Crombrugghe 2003). Es gibt drei Erklarungsansatze fir die hier
vorgefundene intramembrandse Ossifikation und die Beobachtung chondraler
Knochenneubildung in anderen Studien, die den Einfluss axialer Kompression auf
Kallusdistraktion und Frakturheilung untersuchten. Sowohl i) der Einfluss multimodaler
Deformation im Osteotomiespalt und ii) die Vaskularisation der Regenerationszone als auch
ii) die Induktion osteogener Zelldifferenzierung durch Zugdehnung wahrend der
Distraktionsphase kdnnten fur die beobachteten Unterschiede verantwortlich sein. Vermutlich
ist die osteogene Zelldifferenzierung auf eine Kombination mechanischer und biologischer
Einflisse und deren Wechselwirkungen zurtickzufthren.
Der Erfolg der Knochenheilung wird schon seit langem mit dem Grad der Fixationsstabilitat
der Osteosynthese assoziiert (Sarmiento, Mullis et al. 1980). Dies gilt fur die Frakturheilung
ebenso wie fir die Distraktionsosteogenese. Im hier vorliegenden Modell wurde das
Geweberegenerat im Zuge der zyklischen Stimulation nach Kallusdistraktion ausschlie3lich
kontrolliert axialer Kompression ausgesetzt. Eine Deformation des Gewebes in anderer
Richtung wurde durch die rigide Verbindung des Fixationssystems zur intakten Tibia
verhindert. In den bisher durchgefihrten Osteotomieheilungsmodellen muss davon
ausgegangen werden, dass anders gerichtete Bewegung, wie Scherung und Biegung nicht
komplett verhindert wurden. Das Auftreten interfragmentarer Bewegung ist u.a. stark
abhangig von der Geometrie und Steifigkeit der Fixationskonstruktion. Unkontrollierte
Deformation durch Lastaufnahme und Muskelzug entsteht zwangslaufig im Osteotomiespalt,
da spaltiberbriickende Fixationssysteme nicht unbegrenzt steif sein kénnen. Auch wenn in
Experimenten eine ausschlielich axiale Bewegung angestrebt wird, muss mit dem Auftreten
von Biege- und Scherbewegung gerechnet werden. Biomechanische Studien zur Steifigkeit
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verschiedener Hybridfixationssysteme in vitro zeigten, dass Scherbewegung zwischen den
Knochenfragmenten selbst unter rein axialer Kompression auftritt (Yang, Nayagam et al.
2003). Daruiber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass es bei der Verwendung von axial
dynamischen Fixationssystemen durch Rotationsinstabilitat im Teleskop-Mechanismus zu
Scherdehnung kommt. Das Ausmal3 der Scherdehnung nimmt bei starkerer Dynamisierung
Zu, da es unter Lastaufnahme zu einer Verringerung der Spaltgré3e kommt (Gardner, Hardy
et al. 1996). Aus der Klinik ist bekannt, dass bei Patienten mit Korrekturosteotomie und
Versorgung mit llizarov-Ringfixateur ~ Scherbewegung im  Allgemeinen  axiale
Kompressionshewegung unter Lastaufnahme Ubertrifft (Duda, Sollmann et al. 2002). In der
Frakturheilung wird insbesondere Scherdehnung als Hauptfaktor fir die Induktion von
Knorpelbildung erachtet (Morgan, Salisbury Palomares et al. 2010). Die Expression von
Kollagen Typ Il in der den Trabekeln angrenzenden Matrix in der vorliegenden Studie kénnte
ein Hinweis auf eine lokalisierte Gewebescherung sein, wenn das Gewebe unter zyklischer
Kompression an der Trabekeloberflache entlang gepresst wurde. Scherdehnung wird
zumeist als hinderlich fur eine erfolgreiche Frakturheilung und aus biomechanischer Sicht als
limitierender Faktor fur die Knochenneubildung befunden (Augat, Burger et al. 2003, Schell,
Thompson et al. 2008). Nachteilige Auswirkungen auf die Frakturheilung durch Scherung
wurden schon von Yamagishi und Yoshimura postuliert (Yamagishi and Yoshimura 1955).
Fixationen, die gezielt Scherung zulie3en, zeigten bei Schafen eine signifikant verzégerte
Heilung diaphysarer Osteotomien im Vergleich zur Heilung unter ahnlich grofRer
Axialbewegung (Augat, Burger et al. 2003). Sowohl Biegung, Scherung als auch die
Kombination beider Bewegungen fiihrte in Ratten zur Bildung von Knorpel, der im Gegensatz
zur rigide fixierten Kontrolle eine kndcherne Uberbriickung zu Versuchsende verhinderte
(Cullinane, Salisbury et al. 2003). In den von llizarov durchgefiihrten Studien zur
Distraktionsosteogenese wurde die Reduktion der Fixationssteifigkeit als ein Grund fiir das
Auftreten chondraler Ossifikation und Heilungsverzégerungen im Verlauf bezeichnet (llizarov
1989). In einer retrospektiven Studie zur Distraktionsosteogenese bei Hunden heilten die
oblique belasteten Tibiadefekte deutlich langsamer als die axial belasteten Radiusdefekte
(Tuohy, Marcellin-Little et al. 2014).
Das Auftreten chondraler Ossifikation und die Bildung von Knorpel in Studien zur
Kallusdistraktion mit Osteotomie kdnnten im Unterschied zur vorliegenden Studie auf eine
insuffiziente Vaskularisation des Regenerationsgebietes zurickzufihren sein. Eine
ausreichende Blutversorgung ist Grundvoraussetzung flr eine intramembrandse
Ossifikation, wahrend chondrale Ossifikation auch unter hypoxischen Bedingungen
stattfinden kann (Percival and Richtsmeier 2013). Eine insuffiziente Durchblutung wird auch
bei der Frakturheilung mit einer vermehrten Knorpelbildung in Verbindung gebracht (Carter,
Beaupre et al. 1998). In vitro konnte gezeigt werden, dass lokale Hypoxie eine osteogene
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Differenzierung durch Unterdriickung der Runx2-Expression verhindert (Wang, Li et al.
2012). Die Markraumbohrungen im vorliegenden Modell erlaubten die Neovaskularisation
des Geweberegenerates durch das EinsprieBen von GefalRen aus dem Markraum.
Histologisch konnte eine sehr gute Gefalddichte festgestellt werden. Die ermittelten Werte
fugten sich gut in die Ergebnisse einer Studie nach Distraktionsosteogenese an Ratten
(Donneys, Tchanque-Fossuo et al. 2012). Zwischen den Versuchsgruppen in der
vorliegenden Studie gab es keine Unterschiede bei der GefaRdichte im Geweberegenerat.
Dies lasst darauf schliel3en, dass die groRere Stimulationsamplitude keinen nachteiligen
Effekt auf die Gefalbildung hatte. In vitro wurde gezeigt, dass zyklische Belastung die
Sauerstoffverfugbarkeit von Zellen im Hamatom erhdht und Effekte der mechanischen
Umgebung auf die Ossifikation bei Abwesenheit vaskularer Wachstumsfaktoren ausbleiben
(Witt, Duda et al. 2014, Jiang, Wang et al. 2016). Ohne die Markraumbohrungen war die
Ossifikation nach Kallusdistraktion gegenuber den Tieren mit Markraumanbindung signifikant
reduziert (Claes, Veeser et al. 2010). In anderen Studien zur Distraktionsosteogenese schien
chondrale Ossifikation im Gegensatz zu geféalRschonenderen Techniken wie Kortikotomien
vor allem in Modellen mit kompletter Osteotomie aufzutreten (llizarov 1989). Nach
Kortikotomie in Hundetibien Uberbriickte der Distraktionsspalt durch intramembranése
Ossifikation, obgleich Hinweise auf insuffiziente biomechanische Eigenschaften des externen
Fixateurs das Auftreten von Scher- und Biegebewegung vermuten liel3en (Aronson, Harrison
et al. 1989). In der Frakturheilungsforschung konnten bei gleichem Osteosyntheseverfahren
Unterschiede hinsichtlich der Gewebedifferenzierung zwischen geschlossener Fraktur und
Osteotomie festgestellt werden (Park, O'Connor et al. 1999). Im Gegensatz zur Osteotomie
war eine vorrangig intramembrandse Ossifikation bei der geschlossenen Frakturheilung zu
beobachten. Zusammenfassend scheint eine chondrogene Differenzierung entweder in
primar hypoxischen Arealen (z.B. bei Weichteilschadigung) oder sekundéar durch eine
Stérung der Neovaskularisation (z.B. durch Instabilitat der Fixation) aufzutreten. In
Frakturheilungsstudien konnte gezeigt werden, dass eine zunehmende Instabilitdt der
Osteosynthese mit einer abnehmenden Vaskularisation verbunden ist (Lienau, Schell et al.
2005). Frierson und Kollegen assoziierten die Bildung von Faserknorpel nach
Distraktionsosteogenese mit entweder einer Lockerung der Bohrdrahte oder einer
ausbleibenden Neovaskularisation (Frierson, Ibrahim et al. 1994).
Schlie3lich konnte die Induktion osteogener Zelldifferenzierung durch die wahrend der
Distraktionsphase auftretende Zugdehnung fir das Ausbleiben chondraler Ossifikation
verantwortlich  sein. Die Mechanismen der Gewebedifferenzierung bei der
Distraktionsosteogenese sind in dieser Hinsicht von denen bei der Frakturheilung abgrenzen.
Die Annahme, dass die gréRRere Stimulationsamplitude eine chondrale Ossifikation und die
kleinere eine intramembrandse Knochenneubildung induzieren wirde, basierte auf der
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Gewebedifferenzierungshypothese fur die Frakturheilung. Darin wird vermutet, dass niedrige
Dehnungswerte eine intramembrandse Ossifikation induzieren wahrend Dehnung zwischen
5-15 % in Kombination mit hydrostatischem Druck > 0,15 MPa eine chondrale Ossifikation
fordern (Claes and Heigele 1999). Die zyklische Kompression groRerer Amplitude in
Gruppe 0.6 verursachte Dehnung, die schon zu Beginn der zyklischen Stimulation tUber 10 %
lag und mit zunehmender Uberbriickung im Versuchsverlauf deutlich hthere Werte erreichte.
Fur die Knochenneubildung bei der Kallusdistraktion scheinen jedoch modifizierte
GesetzmalBigkeiten zu gelten. Der Hauptgrund fir diesen Unterschied ist vermutlich, dass
Zugdehnung wahrend der Distraktionsphase die osteogene Differenzierung von Zellen im
Regenerationsgebiet induziert. In vitro konnte gezeigt werden, dass Zug osteogen
assoziierte Gene in mesenchymalen Stammzellen reguliert, wahrend Kompression zur
Expression chondrozytarer Gene fiihrt (Haudenschild, Hsieh et al. 2009). Der Einfluss von
Zugdehnung auf die Zelldifferenzierung ist zudem anhaltend. Dies zeigen Studien zur
Untersuchung der Effekte isolierter lateraler Kallusdistraktion, wobei weitere Deformation des
Gewebes nach abgeschlossener Distraktion unterblieb. In Biopsien aus humanen
Geweberegeneraten wurde eine verstarkte Runx2-Expression und in Praparaten aus
Schafen eine rein intramembrantse Ossifikation beobachtet (Amir, Jovanovic et al. 2007,
Claes, Veeser et al. 2010). Selbst bei Ausbleiben weiterer mechanischer Stimuli hielt die
Knochenneubildung fur mindestens 50 Tage nach Distraktion an (Claes, Veeser et al. 2010).
Die knocherne Uberbriickung des Spalts nach Kallusdistraktion dauert ungefahr doppelt so
lang wie die Distraktion selbst (llizarov 1989). Tension-stress durch die Distraktion kdnnte
den in unserer Studie applizierten Stimulus durch zyklische Kompression Uberlagert und
dadurch die osteogene gegeniiber der chondrogenen Zelldifferenzierung bevorteilt haben.
Eine ahnliche Beobachtung wurde in der Vergangenheit bei Anwendung der » AKkkor de
Techni k*“ , bee wacheh der Knochenspalt abwechselnd gestreckt und wieder
komprimiert wird. Die Applikation einzelner Stimuli durch Zug wurde u.a. im Tierversuch an
Schafen als potentiell forderlich fur die Knochenneubildung beschrieben (Claes, Augat et al.
2008). Wenngleich die Anzahl zyklischer Deformation des Gewebes durch Lastaufnahme der
Tiere die Zahl der einzelnen Zugstimuli bei weitem Ubertraf, konnte eine gesteigerte
Knochenneubildungsrate und im Verhéltnis weniger Knorpel gegeniber der konstant
stabilisierten Kontrollgruppe beobachtet werden. Die oben genannten Studien zeigen, dass
Zugdehnung im Regenerationsgebiet die zellulare Differenzierung in die osteogene Linie
triggert und legen nahe, dass sie die Differenzierung von Chondrozyten durch zyklische
Kompression zumindest teilweise unterdriicken kann. Das Ausbleiben einer terminalen
chondrogenen Differenzierung und der Bildung von Knorpel, sowie die intensive Runx2-

Farbung und Verteilung positiver Zellen in Gruppe 0.6 stiitzen diese Vermutung.
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Fraglich bleibt, ob deutlich héhere Druckdehnung eine intramembranése Knochenneubildung
verhindert. Es kann spekuliert werden, dass in gut vaskularisiertem Gewebe die
intramembrandse Knochenneubildung unter steigender zyklischer Belastung zunimmt. Dies
gilt, so lang eine Beschadigung der Gewebestruktur ausbleibt, welche die Gefallanbindung
beeintrachtigt. Uber den hichsten Knochenspikula traten in Gruppe 0.6 Dehnungswerte auf,
welche weit Uber bisher als kritisch propagierten Werten fir die Ossifikation lagen
(Tabelle 3.2). Selbst bei nahezu vollstandiger Uberbriickung des Spalts waren osteogen
differenzierte Zellen Uber den Spikulah6hen zahlreich vertreten und zeigten metabolische
Aktivitat. Die Prinzipien der Mechanobiologie im intakten Knochen stiitzen diese Hypothese.
Unter hochgradiger aber subfrakturierender zyklischer Belastung des Skeletts durch Training
und Rennen kommt es bei Rennhunden in den Arealen der hdchsten Dehnung lokalisiert zu
einer signifikanten Steigerung der Knochenmineralisierung durch Modellierungsvorgange,

welche intramembrands ablaufen (Johnson, Muir et al. 2000).

4.3 Limitationen

Limitiert wird die Aussagekraft dieser Studie hinsichtlich expliziter Effekte zyklischer
Kompression auf die Knochenneubildung durch die im Protokoll festgesetzte
Kallusdistraktion. Zur Untersuchung vorteilhafter Steifigkeiten bzw. einer Dynamisierung
nach Distraktionsosteogenese war sie obligater Bestandteil dieses Tierversuchs.
Wechselwirkungen oder kumulative Effekte der mechanischen Stimuli durch tension-stress
und zyklische Kompression sind aus den Ergebnissen dieses Versuches nicht kalkulierbar.
Der Einfluss zyklischer Kompression unterschiedlicher Bewegungsamplitude muss im
Kontext dieser Limitation gesehen werden. Die signifikanten Unterschiede bei der
Knochenneubildung zwischen den beiden Versuchsgruppen lassen aber auf einen Einfluss
unterschiedlich starker Kompressionsamplituden auch nach erfolgter Distraktion schlief3en.

In einigen Fallen wurden angrenzend zur Titanplatte isolierte Inseln neugebildeten Knochens
gefunden (Abb. 3.4). Dies unterstreicht zum einen die stark osteokonduktiven Eigenschaften
der Ummantelung mit Hydroxylapatit. Zum anderen wirft es die Frage auf, ob neben den
mechanischen Einfliissen bei der beobachteten Knochenformation auch biologisch induzierte
Knochenneubildung auftrat. Hydroxylapatit wird als Implantat mit und ohne
Mikrobewegungen stark osteokonduktive Eigenschaften zugeschrieben (Soballe 1993,
Soballe, Hansen et al. 1993). Dagegen zeigten Claes und Kollegen in ihrer Studie, dass die
Kontrolltiere, die keine kontinuierliche Distraktion erhalten hatten, sondern bereits intra-
operativ mit der endgultigen Spalth6he ausgestattet wurden, ein signifikant geringeres
Knochenwachstum aufwiesen (Claes, Veeser et al. 2010). Die osteokonduktiven

Eigenschaften scheinen demnach vor allem in Synergie mit einem mechanischen Stimulus
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zu wirken. Um dennoch mogliche Einflisse einer isolierten Knochenneubildung
auszuschlieen, wurden ROI/VOI bei der Untersuchung der Knochenstrukturparameter in
der Hohe mit 3 mm Uber der Kortexflache begrenzt. Die Knochenneubildung in den kaudo-
kranialen und proximo-distalen Randbereichen des Geweberegenerates wurde als stress-
induzierte periostale Reaktion, wie sie beispielsweise bei Ermidungsbrichen auftritt,
interpretiert (Uhthoff and Jaworski 1985). Sie kénnte im Zuge intra-operativer Reizung des
Periostes oder bei den post-operativen Manipulationen entstanden sein. Auf das Periost
wirkende Zugdehnung wird osteogene Effekte zugeschrieben und findet als periostale
Distraktionsosteogenese beispielsweise Anwendung in der Gesichtschirurgie (Ochareon and
Herring 2011, Saulacic, Nakahara et al. 2016). Durch die Begrenzung der ROI/VOI auf
zentrale Bereiche im Geweberegenerat konnte die periostale Reaktion bei der Auswertung
ausgeschlossen werden.

Im Zuge der Praparation wurde das Geweberegenerat noch vor den radiologischen
Untersuchungen mittig geteilt, um den fur die spateren immunhistochemischen
Untersuchungen vorgesehenen Anteil schnellstmdglich nach der Totung in Formalin zu
fixieren. Dadurch stand fur die Auswertung von Rontgen und pCT  jeweils nur eine
Bohrlochreihe zur Verfugung. Diese Tatsache konnte den Informationsgehalt und die
Aussagekraft der Knochenstrukturparametermessungen eingeschréankt haben. Bezlglich der
mechanischen Umgebung ist zwischen kranialer und kaudaler Bohrlochreihe aber von
keinen systematischen Unterschieden auszugehen. Durch die Lokalisation des
Geweberegenerates ohne direkte Nahe zu grolReren Weichteilarealen ist auch eine
biologisch bzw. vaskularisationsbedingt systematisch unterschiedliche Knochenneubildung
nicht wahrscheinlich. Aus diesem Grund sind intraindividuelle Unterschiede zwischen
kranialer und kaudaler Bohrlochreihe bei der Knochenneubildung zufallig und der Einfluss

auf die Ergebnisse vernachlassigbar.

4.4 Schlussfolgerung

In der hier vorgestellten Studie bewirkten die Kombination aus Distraktion mittels eines
osteokonduktiv wirksamen Implantates und die ausreichende Vaskularisation durch die
Markraumbohrungen die osteogene Differenzierung der Zellen im Geweberegenerat und
induzierten eine intramembrandse Ossifikation. Durch Vermeidung von Scherbewegung war
die intramembrantdse Ossifikation auch wahrend der anschlieBenden Maturation des
Gewebes unbeeintrdchtigt und eine chondrale Ossifikation blieb aus. Dehnung durch
moderate Kompression des Geweberegenerates steigerte die Knochenneubildung. Die

Anzahl und Verteilung Runx2-positiver Zellen wiesen auf eine andauernde osteogene
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Differenzierung zu Versuchsende hin, die von der hohen Dehnung in der schmalen
Weichteilschicht nicht negativ beeinflusst wurde.

Im Hinblick auf das Studienziel zur Untersuchung des Einflusses zyklischer Kompression
unterschiedlicher Bewegungsamplitude auf die Knochenneubildung nach Kallusdistraktion

kénnen folgende Aussagen getroffen werden:

i) Die Gewebedifferenzierung nach Kallusdistraktion folgt mdglicherweise nicht den

gleichen Prinzipien wie bei der Frakturheilung.

ii) Bei Applikation moderater axialer Kompression nach Kallusdistraktion bleibt die
erwartete chondrale Ossifikation aus, wenn andere Bewegung, wie z.B. durch
Biegung oder Scherung, vermieden werden kann und die Blutversorgung

sichergestellt ist.

iii) Zyklische Kompression moderater Amplitude steigert die unter Zugdehnung und
ausreichender Vaskularisation eingeleitete intramembrantse Ossifikation

gegenuber kleinerer Amplitude.

4.5 Ausblick

Mit dieser Studie wurde ein Tiermodell etabliert, welches in leichter Abwandlung des hier
verwendeten Versuchsprotokolls groRes Potential fur zuklnftige in vivo-Untersuchungen
auch zur Mechanobiologie der Frakturheilung besitzt.

Bei Unterlassung der Kallusdistraktion und einer stattdessen einmaligen Spaltbildung nach
vorheriger Latenz, kdnnten Bedingungen geschaffen werden, welche die Situation nach
Fraktur oder Osteotomie sehr gut abbilden. Der Raum zwischen gefraster Kortex auf der
einen und der osteokonduktiven Titanplatte auf der anderen Seite reprasentiert einen
Frakturspalt. Einblutungen und Blutkoagula aus den Markraumbohrungen und dem
umgebenden Unterhautgewebe schaffen Bedingungen eines Frakturhamatoms. Die
Fixationskonstruktion mit dem aufsetzbaren Motor kdnnte fur die Testung unterschiedlicher
Protokolle zyklischer Stimulation genutzt werden und dabei als Modell fir den Einfluss von
interfragmentaren Bewegungen in der Frakturheilung dienen. Dieses Modell wirde es
ermdglichen, den Einfluss exakt kontrollierter Bewegungen in Druck- oder Zugrichtung ohne
Uberlagerung durch dreidimensionale Verformung zu untersuchen. Valide Korrelationen
zwischen Bewegungsrichtung/ -amplitude und der Knochenneubildung nach Fraktur kdnnten
dadurch mdoglich werden. Limitationen durch dreidimensionale Deformation des Spalts nach

Osteotomie werden vermieden. Zudem bietet dieses Tiermodell den Vorteil, dass die
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Operation im Vergleich zu Osteotomien wenig invasiv ist und damit die Belastung der
Versuchstiere reduziert werden kann. Im Sinne des Tierschutzes und dem Gebot des
refinement als Teil des 3-R-Prinzips (reduction, replacement, refinement) kdnnte dieses

Verfahren eine sinnvolle Weiterentwicklung darstellen.
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5 Zusammenfassung

Die mechanische Umgebung ist ein Hauptfaktor fir Heilungsverzogerungen bei kndchernen
Defekten und wurde in der vorliegenden Studie mit Augenmerk auf das Verfahren der
Distraktionsosteogenese untersucht. Dehnung aufgrund moderater axialer Kompression
beeinflusst den Heilungsverlauf und kann die Knochenneubildung unterstiitzen. Obwohl die
Distraktionsosteogenese in Reinform als Prozess intramembrandser Ossifikation
beschrieben wird, wurde in vielen Tierversuchen auch Knorpelbildung und chondrale
Ossifikation beobachtet. Dies wurde unter anderem auf Druckbelastung unter Lastaufnahme
der Tiere zurickgefuhrt. Valide Korrelationen zwischen auftretender Dehnung und dem
Heilungsverlauf sowie der mechanisch induzierten Zelldifferenzierung sind problematisch, da
das Gewebe im Spalt osteotomierter Knochen komplexer Deformation ausgesetzt ist. Das
Ziel dieser Studie war es, Effekte rein zyklischer Kompression auf die Knochenbildung und
Gewebedifferenzierung nach Distraktionsosteogenese zu untersuchen und dabei
Limitationen von Osteotomiemodellen zu umgehen. Mit Hilfe eines neu entwickelten Modells
zur lateralen Kallusdistraktion konnte in der durchgefiihrten Studie der Einfluss rein axialer
Kompression auf die Ossifikation nach erfolgter Kallusdistraktion an Schafen untersucht
werden.

Operativ wurde die rechte Tibia mit medialem Zugang freigelegt. In standardisierter Weise
wurden zwei Schanz-Schrauben bikortikal verankert. Nach Fenestration des Periosts
zwischen den Schrauben, wurde in diesem Bereich eine Planflache in die Kortex gefrast und
anschlieBend mittels 22 Bohrungen eine Verbindung zum Markraum hergestellt.
AnschlieRend wurde eine Titanplatte mit osteokonduktiver Beschichtung auf der
vorbereiteten Flache platziert. Nach Wundverschluss erfolgte das Anbringen eines
Fixationssystems an die Schrauben mit Verbindung zur Titanplatte. Das Fixationssystem
erlaubte eine schrittweise Abduktion der Titanplatte von der Kortex und im Anschluss die
Applikation praziser zyklischer Kompression des wahrend der Distraktionsphase
entstandenen Spalts. Die motorgesteuerten Bewegungen erzeugten Dehnung, welche je
nach Bewegungsamplitude entweder eine intramembrandse Ossifikation oder eine chondrale
Ossifikation induzieren sollte. Sieben Wochen nach der Operation wurden die Tiere getotet
und die gewonnenen Pr&parate mit pCT, histologischen und immunhistochemischen
Analysen auf die Menge neugebildeten Knochens sowie die Art der Ossifikation untersucht.
Entgegen der formulierten Hypothese, war auch nach Applikation der grofReren
Bewegungsamplitude keine chondrale Ossifikation zu beobachten. Stattdessen wurde eine
im Vergleich zur kleinen Amplitude gesteigerte intramembranése Ossifikation vorgefunden.

Das relative Knochenvolumen, die trabekulére Dicke des neugebildeten Knochens sowie die
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mittlere Hohe der konisch geformten Knochenspikula zeigten signifikante Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen.

Eine gesteigerte Knochenneubildung durch moderate zyklische Kompression des
regenerierenden Gewebes steht in Ubereinstimmung mit anderen Studien zu
Distraktionsosteogenese und Frakturheilung. Andererseits wird hohere Dehnung in
Osteotomiemodellen stark mit der Bildung von Knorpel assoziiert. Es gibt drei
Erklarungsansatze fir die Unterschiede zum hier vorgestellten Modell. Zunéchst konnte in
der vorliegenden Studie das Auftreten von Scherbewegung verhindert werden, welche mit
Knorpelbildung und Heilungsverzégerung in Verbindung gebracht wird. Dies ist in
Osteotomiemodellen nur schwer moglich. Weiterhin konnte durch die Markraumbohrungen
eine ausreichende Vaskularisation des Geweberegenerates sichergestellt werden, was
Grundvoraussetzung flr eine intramembrantse Ossifikation ist. Die groRere
Bewegungsamplitude hatte keinen nachteiligen Effekt auf die Gefal3dichte. Osteotomien
hingegen storen die lokale Blutversorgung betrachtlich. Schliel3lich gibt es Hinweise darauf,
dass die wahrend der Distraktion applizierte Zugdehnung eine osteogene Zelldifferenzierung
triggert, welche auch in der Maturationsphase anhélt und mdglicherweise eine terminale
chondrogene Differenzierung unterdriickt.

Aus den Erkenntnissen der vorliegenden Studie leitet sich fur die klinische Anwendung der
Distraktionsosteogenese ab, dass moderate axiale Kompression die unter tension-stress
eingeleitete intramembrandse Ossifikation fordern kann, wenn Scherbewegung minimiert

und ein gefalRschonendes Operationsverfahren angewendet wird.
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6 Summary

Intramembranous bone formation after callus distraction is augmented by increasing

axial compressive strain

The mechanical environment is a primary factor for delay in bone defect healing and, on the
matter of distraction osteogenesis, subject of investigation. Strain resulting from moderate
axial compression modifies the course of healing and can improve ossification. Although
described as a process of intramembranous ossification, cartilage apposition is observed
regularly in distraction osteogenesis and linked to compressive forces. Valid correlations
between strain and healing success as well as cellular differentiation are scarce due to
complex deformation in the fracture gap of osteotomy models. The aim of this study was to
investigate the effects of pure cyclic compression on bone formation and tissue differentiation
after distraction osteogenesis while avoiding drawbacks of osteotomy models, e.g. complex
deformation. By means of a unique model of lateral callus distraction, we investigated the
effects of pure axial compression on ossification during callus maturation in sheep.

Surgery was performed on the right tibia with a medial approach. Two Schanz screws were
inserted bicortically in a standardized manner. After resection of the periosteum, a flat plane
was milled into the cortex and 22 holes drilled into the medullary cavity within. A titanium
plate coated with an osteoconductive material was placed on the prepared surface. After skin
closure, a distraction device incorporating the mobile titanium plate was mounted to the
Schanz screws on the intact tibia and allowed precise cyclic compression of the regenerate
tissue following lateral callus distraction. Motor controlled movements induced strains
hypothesized to promote intramembranous ossification or endochondral ossification,
respectively. Seven weeks postoperatively the animals were euthanized and the specimens
investigated for quantity of bone formation and mode of ossification using uCT and histology
as well as immunohistochemistry.

Contrary to the hypothesis, the larger amplitude induced no endochondral ossification even
under higher compressive strain and instead, led to enhanced intramembranous bone
formation compared to the lower stimulation amplitude. Fractional bone volume, trabecular
thickness as well as the mean spicule height of newly formed bone exhibited significant
differences between experimental groups.

Increased osteogenic activity under moderate cyclic compression is in accordance with other
studies. Yet, higher strains are associated with cartilaginous differentiation in osteotomy
models. There are three reasons explaining this discrepancy. Firstly, avoiding shear
movements in the current model separates it from osteotomy models. Secondly,

neovascularization was undeterred even under the larger compression amplitude while full
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osteotomy models interfere with local blood supply. Lastly, tensile strain stimuli inducing
osseous differentiation of cells during the distraction phase persist during the maturation
phase and may suppress chondrogenic differentiation.

In clinical application of distraction osteogenesis, moderate cyclic compression enhances
intramembranous ossification providing shear strain is minimized and a vascularity

preserving surgery technique is warranted.
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7 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1 Knochenneubildung durch intramembrandse Ossifikation (links) im
Schafsfemur mit Osteoblastensaum (Stern) und neugebildetem Osteoid (Pfeile).
Knochenneubildung durch chondrale Ossifikation (rechts) im Schafsfemur. Violett eingefarbt
ist ein Knorpelsaum mit hypertrophen Chondrozyten erkennbar. Paragon Farbung, 50-fache
Vergrof3erung. Modifiziert nach Reusch 2010 (links) und Claes, Reusch et al., 2011 (rechts).

Abbildung 1.2 Schema des Kalluswachstums bei sekundarer Heilung einer diaphysaren
Fraktur. Frakturferne Knochenbildung durch intramembrandse Ossifikation (A). Chondrale
Ossifikation nach Knorpelbildung in spaltnahen Zonen (B). Modifiziert nach (Claes 2006)... 5

Abbildung 1.3 Remodelling-Vorgange in der Metaphyse eines Schafsfemurs mit
Osteoblastensaum (Stern) und Osteoklasten (Blockpfeile). Paragon-Farbung, 200-fache
Vergrof3erung. Modifiziert nach (Reusch 2010). ........coovvviiiiiiiiiiiiiiiee 7

Abbildung 1.4 Distaler Metacarpus Il von Rennpferden nach 9 Wochen Boxenruhe (A) und
von einem Tier im Training (B). Aufféllig ist die generalisierte Porositat im subchondralen
Knochen des untrainierten (blau markiert) im Vergleich zur hohen Kochendichte des
trainierten Pferdes (rot markiert). Modifiziert nach (Whitton, Trope et al. 2010). .................... 8

Abbildung 1.5 Transmissions-Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Osteozyten mit
dendritischen Fortsatzen (P) in die umgebenden Canaliculi (Can). Zudem markiert sind der
Nukleus (N) und das Zytoplasma (Cyt). Modifiziert nach Thompson et al., 2012. ................ 10

Abbildung 1.6 Schematische Darstellung einer epiphysdren Schragfraktur des mittleren
Zehenknochens bei einem Hund. Mesenchymale Stammzellen im Frakturspalt erfahren bei
interfragmentarer Bewegung volumetrische Anderung durch hydrostatischen Druck (A) und
Konformationsanderung durch Dehnung (B). ........ooouuiiiiiiiiiiiiecee e 13

Abbildung 1.7 Qualitative = Gewebedifferenzierungshypothese flir mesenchymale
Stammzellen im Frakturgebiet (Abszisse: Dehnung, Ordinate: hydrostatischer Druck)
(PAUWEIS 1960). ..ouuuuiiiie e e et e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e aeeeesaatba e e eaeeeeerrraaans 14

Abbildung 1.8 Quantitative Gewebedifferenzierungshypothese in Abhangigkeit von den im
Frakturgebiet wirkenden Kraften (Abszisse: hydrostatischer Druck in MPa, Ordinate:
Dehnung in Prozent) (Claes and Heigele 1999)..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiineeeeeeeeennees 15

Abbildung 1.9 Rontgenaufnahme einer Schafstibia nach Explantation 70 Tage post-OP
(links) und Distraktionsvorrichtung auf Schafstibia in vitro (rechts) (Claes, Veeser et al.
2000 e 18

Abbildung 2.1 Ubersicht des Tierversuchs (in vivo) und der Probenaufbereitung (ex vivo). Die
post-operativen Manipulationen sind in den grau hinterlegten Arealen dargestellt. Nach zehn
Tagen Distraktion (roter Pfeil) entstand zwischen Tibia und Titanplatte ein Spalt mit
regenerierendem Gewebe (rot gestrichelte Zone in der Rontgenaufnahme). Sieben Tage
nach Beginn der Maturation wurde das Geweberegenerat zyklischer Kompression mit zwei
unterschiedlichen Bewegungsamplituden und Frequenzen ausgesetzt. An zwei Zeitpunkten
(Beginn und Mitte der Phase zyklischer Kompression) wurden Fluoreszenzfarbstoffe injiziert.
Die Probenaufbereitung beinhaltete radiologische, histologische und immunhistochemische
N T 1)Y= o SRR 25

98


file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053748
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053748
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053748
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053748
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053748
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053748
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053749
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053749
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053749
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053750
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053750
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053750
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053751
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053751
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053751
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053751
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053752
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053752
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053752
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053753
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053753
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053753
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053753
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053754
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053754
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053754
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053755
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053755
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053755
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053756
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053756
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053756
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053757
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053757
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053757
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053757
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053757
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053757
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053757
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053757
file:///C:/Users/schuelke/Documents/Documents/Dissertation/Entwurf_23.02.2017.docx%23_Toc476053757

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 2.2 Zeichenentwurf der Fixationskonstruktion als Vorbild bei der Entwicklung.
Neben den bereits bekannten Elementen (Schanz-Schrauben, Querbriicke, Titanplatte) aus
der Studie von Claes und Kollegen (Claes, Veeser et al. 2010) kamen die
Gewebeschutzvorrichtung bzw. Hautplatte, der Kraftsensor und die Motorhalterung mit
StEPPEIr-MOLOI TAZU. ... 28

Abbildung 2.3 Die Fixationskonstruktion in Einzelteilen. Zu sehen sind die Schutzplatte (A),
die Querbricke (B) mit der Feststellmutter (C) (Detailansicht unten rechts), die Hautplatte (D)
mit der korrespondierenden Halfte gegeniiber, das Verbindungsstiick (E) und die Titanplatte
(F) (Detailansicht unten links). Es fehlt der Kraftsensor im Verbindungsstlck. .................... 29

Abbildung 2.4 Fixationskonstruktion in vivo mit Schutzplatte (links) und mit dem temporéar
aufgesetzten Stepper-Motor (rechts) (kaudo-kraniale Aufsicht). ..........cccoeeeiiiiiiiiiiiiinn e, 30

Abbildung 2.5 Detailansicht der Titanplatte in vitro mit Darstellung der Bewegungsrichtung
(Blockpfeile) wahrend der zyklischen Kompression (kaudo-kraniale Ansicht). ..................... 30

Abbildung 2.6 Illustration der Vorgehensweise wahrend den Manipulationen (Distraktion und
mechanische Stimulation). Das Tier wurde stehend fixiert (oben links). Nach Entfernung des
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Abbildung 2.7 Schematische Darstellung der Sageschnitte (gestrichelte Linien) zur
Herstellung der Langsscheiben (A und B) und der Transversalscheibe (C) an der
vorpraparierten Tibia nach Entfernung der Haut und Muskulatur (medio-laterale Aufsicht).
Die Blockpfeile markieren die Eintrittsstellen der Schanz-Schrauben. ..................ccccnnniei. 41

Abbildung 2.8 Eingrenzung der Volume of interest (VOI) zur Ermittlung der
Strukturparameter aus den pCT-Aufnahmen. Das VOI wird eingegrenzt anhand der sieben
mittleren Bohrlécher der Markraumbohrungen (X-Achse) und der doppelten Breite der
Bohrldcher (Y-Achse). Die Grundflache erstreckt sich 3 mm in die H6he (Z-Achse)............ 43

Abbildung 2.9 Ansicht der Rasterabmessung bei der zur Auswertung gewahlten
VergrofRerung. Jeder Kreuzungspunkt wurde einem von funf Gewebetypen zugeordnet.
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Gefal3en, fibroses Gewebe im Bereich A-C/4-10, E-J/1-2, sowie Knochen und Osteoid in F-
J/10, respektive G/11 zu finden. Paragon-Farbung, 100-fache VergroRerung. ...........c....... 46

Abbildung 2.10 Darstellung der ROl bei der quantitativen Auswertung der
Dunnschliffpraparate. Die schwarzen Linien markieren die Grenzen der ROI im
Geweberegenerat und die 36 einzelnen Raster. Paragon-Farbung, 12,5-fache Vergrof3erung,
zusammengefligtes Bild. ... 47

Abbildung 2.11 Beispiel der charakteristischen Griunfarbung des Fluoreszenzmarkers
Calceingriin (Pfeil) und der Gelbfarbung durch Tetracyclin (gestrichelter Pfeil). .................. 48

Abbildung 3.1 Teilpréparierte Gliedmal3e ohne Haut und Muskulatur in kaudo-kranialer
Aufsicht (links) und nach Demontage der Fixationskonstruktion in medio-lateraler Aufsicht
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Abbildung 3.13 Typische Erscheinung eines Spikulums. Zu sehen sind Uber der Kortex (Ct)
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Abbildung 3.15 Repréasentatives histologisches Trenn-Dunnschliff-Praparat eines
Versuchstieres der Gruppe 0.1. Die Spikula erreichen von der kortikalen Oberflache
ausgehend nur eine geringe Ho6he. Paragon-Farbung, 12,5-fache Vergrof3erung,
zusammengeflgtes Bild. ..o 69

Abbildung 3.16 Reprasentatives histologisches Trenn-Dunnschliff-Praparat eines
Versuchstieres der Gruppe 0.6. Die typisch geformten Spikula ragen von der kortikalen
Oberflache weit in das Geweberegenerat. Paragon-Farbung, 12,5-fache Vergroéf3erung,
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Abbildung 3.18 Osteoblastenpopulation verschiedener Maturationsstadien (Ob). Grof3e und
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Osteozyt. Osteozyten bestimmen den brigen Bildausschnitt. Im Quadranten links unten ist
ein Gefal3 angeschnitten. Paragon-Farbung, 400-fache VergroRerung. ..........cccccceeeeeennnn.. 71

Abbildung 3.19 Ansicht Fibroblasten-ahnlicher Zellen zwischen den Trabekeln sich neu
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Abbildung 3.20 Osteozyten in einem knéchernen Trabekel. Am linken Bildrand ist ein
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Abbildung 3.22 Safranin-O-gefarbter Paraffinschnitt eines Tieres der Gruppe 0.6.
Proteoglykane sind weder im neugebildeten Knochen (B) oder kortikalen Bereichen (Ct)
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Abbildung 3.23 Graphische Darstellung der relativen Anteile untersuchter Gewebetypen. Der
relative Anteil an Fettzellen ist signifikant unterschiedlich zwischen Gruppe 0.1 und
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Abbildung 3.24 Bildausschnitte der Praparate mit der hdchsten durchgangigen Farbung mit
Calceingriin in der Gruppe 0.1 (links) und Gruppe 0.6 (rechts). Die gestrichelte Linie markiert
den hochsten Punkt der Farbung. Die Pfeile markieren die gemessene Lange ausgehend
von der Ebene der Kortexoberflache.  Trenn-Dunnschliff-Praparate, 12,5-fache
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Abbildung 3.25 Immunhistochemische Schnitte repréasentativ fur Gruppe 0.1 (links) und
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