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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfuhrung

Knochengewebe passt sich zeitlebens wechselnden mechanischen Bedingungen an und
reagiert auf diese mit An- oder Abbau. Diese Erkenntnis beschrieb der deutsche Anatom
Julius Wolff bereits 1892 in seiner Verdffentlichung ,,Das Gesetz der Transformation des
Knochens®, deren Inhalt noch heute unter dem Begriff ,,Wolffsches Gesetz* anerkannt ist.
Neben einer Vielzahl von neuen Entwicklungen im Bereich des Knochenersatzes, wie z.B.
der Verwendung von autogenen, allogenen oder xenogenen Knochentransplantaten sowie
synthetischer Knochenersatzmaterialien, gilt der Knochenaufbau durch eine mechanische
Stimulation der korpereigenen Knochenneubildungsfahigkeiten noch heute als eines der
aussichtsreichsten Verfahren des Knochenersatzes.

Knochen reagiert auf Dehnungsreize mit Knochenneubildung, ein Phdnomen, welches
klinisch unter dem Begriff der Distraktionsosteogenese oder Kallusdistraktion erfolgreich
eingesetzt wird.

Die klassische Distraktionsosteogenese ist ein Verfahren zur Verlingerung des Knochens.
Der Knochen wird operativ durchtrennt und die beiden Segmente werden nach gewisser Zeit
durch entgegengesetzten axialen Zug mittels einer Distraktionsapparatur (meist in Form eines
Fixateur externe) kontinuierlich voneinander entfernt. Im Spalt zwischen den beiden
Knochengrenzfldchen bildet sich Kallusgewebe, welches allméhlich mineralisiert und zu
Knochen umgebaut wird.

Nach der ersten Beschreibung des Verfahrens um die Jahrhundertwende des vorigen
Jahrhunderts hatte die Technik der Distraktionsosteogenese in den Jahren nach 1950 ihren
Durchbruch vor allem aufgrund der Arbeiten des russischen Professors Gavril A. Ilizarov
(Ilizarov 1989a; Ilizarov 1989b; Ilizarov 1990). Ilizarov erkannte, dass gradueller Zug auf
lebendes Gewebe bestimmte Gewebestrukturen durch die mechanische Beanspruchung zu
Regeneration und aktivem Wachstum anregt. Er bezeichnete dies als Prinzip des ,,Tension-
Stress Effect” (Ilizarov et al. 1969). Durch eine Vielzahl klinischer und experimenteller
Studien erforschte Ilizarov die biologischen und mechanischen Grundlagen des zuvor
komplikationsreichen Verfahrens der Kallusdistrakion.

Seither ist die Distraktionsosteogenese in einer Vielzahl von Anwendungen in den klinischen
Alltag integriert. Patienten mit kongenitalen oder erworbenen GliedmaBenverkiirzungen,

schweren Deformationen von langen Knochen, chronischer Osteomyelitis, langstreckigen
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Knochendefekten, Frakturheilungsstorungen und Pseudarthrosen konnen erfolgreich mit der
Kallusdistraktionstechnik oder dem daraus abgeleiteten Knochensegmenttransport behandelt
werden.

Neben der klassischen Distraktion in axialer Verlaufsrichtung des Knochens konnen
Knochensegmente auch lateral vom Knochen weg distrahiert werden. Uber die laterale
Distraktion senkrecht zur Knochenlidngsachse gibt es bislang nur sehr wenige Arbeiten. Sie ist
vorwiegend auf eine Verbreiterung eines bestehenden Knochens oder auf die Beseitigung von
Knochendefekten, die nicht den gesamten Querschnitt des Rohrenknochens betreffen,
ausgerichtet. Ilizarov war der Erste, der ein Knochensegment lateral zur Achse des Knochens
distrahierte (Ilizarov 1989b). Durch laterale Distraktion eines Knochensegmentes der
Hundetibia versuchte Ilizarov herausfinden, welchen Einfluss der Dehnungsvektor auf die
Qualitdt der Osteogenese hat. Er konnte eine Orientierung der Knochentrabekel parallel zum
Dehnungsvektor nachweisen. Seit 1996 wird das laterale Distraktionsverfahren verstérkt in
der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie und hier hauptsdchlich am Alveolarkamm zur
vertikalen Kammerhéhung wund zur Vorbereitung des Implantatlagers vor der
Zahnersatzimplantation herangezogen (Block et al. 1996; Chin und Toth 1996). Bei der
lateralen Distraktion wird durch Kortikotomie (alleinige Durchtrennung der Kortikalis unter
Schonung von Periost, Endost und Knochenmark) oder Osteotomie (Sidgeschnitt unter
Schonung des Periosts mit Durchtrennung von Kortikalis, Endost und Markraum) operativ ein
knochernes Transportsegment fiir die anschlieBende Distraktion gewonnen. Dieser invasive
chirurgische Eingriff und die damit verbundenen Komplikationen, wie z.B. ein Absterben des
knochernen  Transportsegments,  veranlassen  zur  Suche  nach  alternativen

Behandlungsverfahren.

Ziel der vorliegenden Studie ist es daher zu untersuchen, ob durch eine mit Hydroxylapatit
beschichtete Titanplatte, die dem Knochen angelegt und von ihm weg bewegt wird, eine
Knochenneubildung an der kortikalen Oberflache des Knochens induziert werden kann. Die
Hypothese ist, dass es analog zur klassischen Kallusdistraktion durch den Dehnungsreiz zur
Knochenneubildung an der definiert bewegten Grenzfliche kommt. Im Gegensatz zur
klassischen Kallusdistraktion sollen jedoch im vorliegenden Fall nicht zwei osteoinduktive
Knochenfldchen voneinander entfernt werden, sondern ein bestenfalls osteokonduktives
synthetisches Implantat von einer osteoinduktiven Knochenfldche. Der grofle Vorteil eines
solchen Verfahrens gegeniiber den bisher iiblichen Verfahren des lateralen Knochenaufbaus

ist der vergleichsweise geringe chirurgische Eingriff, da auf eine Kortikotomie oder
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Osteotomie verzichtet werden kann. Mit diesem neuen Verfahren wéren auch
Knochendefekte zu schlieBen, die bisher nicht befriedigend behandelt werden konnten. Dazu
zdhlen z.B. Knochendefekte nach Tumorresektion oder Trauma, die nicht den gesamten
Querschnitt eines Knochens betreffen oder alle Knochendefekte an nicht rohrenférmigen

Knochen.

1.2 Knochenbildung und Knochenmorphologie

Bei der Knochenbildung oder Osteogenese muss grundsitzlich zwischen zwei Formen

unterschieden werden, der desmalen und der chondralen Osteogenese (Abb. 1. und Abb. 2).

1.2.1 Desmale Osteogenese

Die direkte Knochenneubildung ohne das Auftreten knorpeliger Zwischenstufen wird als
desmale Ossifikation (Osteogenesis membranacea) bezeichnet. Der Knochen geht hierbei
direkt aus dem Mesenchym hervor. Bei der Skelettentwicklung entsteht der Grofteil des
neugebildeten Knochens durch desmale Ossifikation. Desmale Ossifikation ist der schnellste
Weg zur vollstindigen knochernen Regeneration und kann im Zuge der Frakturheilung nur
unter hoher Stabilitit und guter Blutversorgung der Fragmente stattfinden (Rhinelander
1974). In Reinform ist sie nur ganz selten, z.B. bei der Entstehung einiger Schiadelknochen, zu

finden (Junqueira und Carneiro 1996).

Abb. 1: Desmale Osteogenese in der Tibia eines Abb. 2: Chondrale Osteogenese mit blasigen
Schafes. Paragon-Férbung. 100-fache Knorpelzellen in der Tibia eines Schafes.
VergroBerung. Paragon-Farbung. 200-fache Vergroferung.
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1.2.2 Chondrale Osteogenese

Die Knochenbildung findet bei der chondralen Ossifikation (Osteogenesis cartilaginea) unter
Ausbildung einer knorpeligen Zwischenstufe statt, weshalb man auch von einer indirekten
Knochenneubildung spricht. Es entsteht zuerst ein Modell des spdteren Knochens aus
Faserknorpel. Die knorpeligen Vorstufen werden mit zunehmender Ossifikationsdauer
abgebaut und durch knocherne Strukturen ersetzt. Bei der chondralen Ossifikation
unterscheidet man zwischen der zuerst auftretenden perichondralen Ossifikation, bei der an
der Oberfliche des Knorpelmodells desmal Knochen entsteht und der enchondralen
Ossifikation, die durch den Abbau vorhandener Knorpelstrukturen und den Aufbau von
Geflechtknochen gekennzeichnet ist. Bei der Frakturheilung sind neben desmaler Ossifikation
meist auch Bereiche mit enchondraler Ossifikation vorzufinden (Junqueira und Carneiro
1996). Frakturheilung durch enchondrale Ossifikation wird durch mangelnde Frakturstabilitét
und schlechte Sauerstoffversorgung des Gewebes begiinstigt (Weber und Cech 1973).

1.2.3 Geflecht- und Lamellenknochen

Sowohl bei der desmalen als auch bei der enchondralen Ossifikation entsteht als erste
Knochenform der sogenannte Geflechtknochen. Dieser kann spéter im Zuge des Remodelling
zu Lamellenknochen in Form von Spongiosa oder Kompakta umgebaut werden.
Geflechtknochen

Bei jeder Neubildung von Knochen, sei es wéhrend der Skelettentwicklung oder bei der
Frakturheilung, wird das Stadium des Geflechtknochens durchlaufen. Bei der Entstehung des
Geflechtknochens kommt es zu einer ungeordneten Formation der Kollagenfaserbiindel in der
Grundsubstanz, wodurch ein dreidimensionales Netzwerk entsteht. FEine geordnete
Lamellenbildung fehlt deshalb. Knochenkanilchen fiir Blutgefd3e und Nerven sind jedoch zu
beobachten (Junqueira und Carneiro 1996).

Lamellenknochen

Der Lamellenknochen stellt die reife und endgiiltige Form des Knochens dar und ersetzt den
in der Entwicklung primér auftretenden unreifen Geflechtknochen. Er wird deswegen auch als
Ersatzknochen bezeichnet. Lamellenknochen besteht aus Osteonen, die aus einem
Zentralkanal (Havers-Kanal) und diesen konzentrisch umgebenden Lamellen aufgebaut sind.
Die einzelnen Lamellen wiederum bestehen aus schraubenféormig angeordneten
Kollagenfaserbiindeln und Osteozyten, eingebettet in verkalkte Grundsubstanz. Die Osteone

der Kompakta sind in Verlaufsrichtung des Knochens regelmiBig angeordnet. Bei der

4
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Spongiosa dagegen sind die Knochenbilkchen weniger regelmidfig ausgebildet und als
Kraftlinien (Trajektorien) entsprechend der mechanischen Beanspruchung des Knochens

angeordnet (Hees und Sinowatz 2000).

1.3 Frakturheilung und Knochenregeneration

Die Kallusdistraktion basiert weitgehend auf den wihrend der Frakturheilung ablaufenden
Mechanismen. Sie kann als eine gezielte Steuerung des Frakturheilungs- bzw.
Knochenregenerationsprozesses angesehen werden. Deshalb sollen im Folgenden die bei der

Frakturheilung ablaufenden Vorginge genauer beschrieben werden.

1.3.1 Begriffsdefinition

Unter Frakturheilung versteht man eine Knochenneubildung zur Uberwindung der Instabilitit
und Wiederherstellung der Kontinuitdt des frakturierten Knochens. Im Gegensatz zur Heilung
anderer Gewebearten, bei der immer eine bindegewebige Narbe das verletzte Gewebe ersetzt,
bleibt bei der Frakturheilung eine Narbenbildung aus. Es kommt zur vollstindigen
Regeneration des beschiddigten Knochens (McKibbin 1978; Einhorn 1992). Prinzipiell wird
zwischen zwei Formen der Frakturheilung unterschieden. In Abhdngigkeit von der Stabilitit
und Blutversorgung des verletzten Knochens und damit in enger Korrelation zum
angewandten Behandlungs- bzw. Osteosyntheseverfahren kommt es zur primédren oder

sekundédren Knochenbruchheilung.

1.3.2 Priméare Frakturheilung

Bei der primdren (direkten) Frakturheilung unterbleibt die Ausbildung eines peri- und
endostalen Frakturkallus (Yamagishi und Yoshimura 1955; Anderson 1965).

Nur unter extrem rigider Fixierung und gutem Kontakt der anatomisch korrekt
repositionierten und ausreichend vaskularisierten Frakturenden kann es zu direkter osteonaler
Heilung kommen (Rhinelander 1968; Schenk und Willenegger 1977).

Abhidngig von der Frakturspaltgrole erfolgt die primdre Frakturheilung entweder als
Kontaktheilung oder Spaltheilung.
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Kontaktheilung:

Bis zu einer Frakturspaltbreite von 0,2 mm ist eine direkte osteonale Uberbriickung des
Frakturspalts moglich (Stiirmer 1987). Hierbei bohren Osteoklasten Kanidle in das
benachbarte Fragment, gefolgt von einer kapillaren Gefdf3schlinge. Osteoblasten kleiden den
Resorptionskanal anschlieend konzentrisch mit Knochenlamellen aus (Rahn et al. 1971;

Perren 1979).

Spaltheilung:

Liegt zwischen den Fragmenten ein Spalt zwischen 0,2 und 0,5 mm, wird dieser zunéchst mit
in Spaltrichtung orientiertem Geflechtknochen aufgefiillt, der erst spéter durch lingsaxial
ausgerichtete Osteone ersetzt wird (Schenk und Willenegger 1977). Diese Form der priméren
Frakturheilung wird als Spaltheilung bezeichnet. Bei groferen Frakturspaltbreiten ist eine

primidre Frakturheilung nicht mehr méglich (Stiirmer 1987; Claes 1992).

1.3.3 Sekundare Frakturheilung

Die sekundére (indirekte) Knochenbruchheilung findet immer unter Bildung eines temporiren
Ersatzgewebes in Form eines periostalen und endostalen Frakturkallus statt. Sie ist bei
flexibler oder ausbleibender Fixation der Fraktur anzutreffen und vorwiegend durch
enchondrale Ossifikation charakterisiert (McKibbin 1978).

Der Ablauf der sekundiren Frakturheilung kann in sich iiberlappende Phasen gegliedert

werden (Braun und Rueter 1996):

e Entziindungsphase (Dauer 1 bis 3 Tage)

e Granulationsphase (Dauer ca. 3 Wochen)

e Phase der Kallushirtung (Dauer 3 bis 4 Monate)

e Phase des ,,Modelling* und ,,Remodelling* (Dauer Monate bis Jahre)

Wihrend der Knochen frakturiert, kommt es zur Verletzung von Kortikalis, Knochenmark,
Periost und umgebenden Weichteilen. GefédllzerreiBungen bedingen eine Nekrose der
Frakturenden, die Ausbildung eines Frakturhdmatoms und den Austritt von entziindlichem
Exsudat (Brand und Rubin 1987). Wie bei der akuten Entziindung iiblich, kommt es zur
Vasodilatation und iiberschieBenden Kapillareinsprossung (Rhinelander und Baragry 1962;
Rhinelander 1968). Durch die verstirkte Vaskularisierung wird zum einen die

Sauerstoffsittigung der lokalen Zellen verbessert und zum anderen gelangen massenhaft neue
6
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Zellen in das Entziindungsgebiet. In der Folge beginnen polymorphkernige neutrophile

Granulozyten, Mastzellen und Makrophagen mit dem Abbau des nekrotischen Gewebes.

In der Granulationsphase wird das Frakturhdmatom mit fibroblastenreichem
Granulationsgewebe, Kollagen und weiteren Kapillaren durchsetzt und dadurch organisiert
(Willenegger et al. 1971; Brighton 1985; Frost 1989). Osteoklasten bauen die nekrotischen
Knochenenden ab (Raekallio und Makinen 1968). Der durch das Granulationsgewebe
entstandene ,,weiche Kallus“ bewirkt eine erste bindegewebige Durchbauung des
Frakturspalts. Im Kallus zwischen den Fragmentenden erscheinen Chondroblasten als
Ausgangspunkt der enchondralen Ossifikation im Frakturspalt. Aus den Spindelzellen
(,,Osteoprogenitorzellen (Young 1962)) der Kambiumschicht des Periosts gehen
Osteoblasten hervor. Die schnelle Bildung eines periostalen Kallus durch desmale
Ossifikation beginnt im frakturfernen Bereich und kann den Frakturspalt bis zu einem
gewissen Teil iiberbriicken (Einhorn 1992). Die periostale Kallusreaktion wird durch
Bewegung gesteigert und durch zu rigide Fixierung unterdriickt (McKibbin 1978; Wang et al.
1981). Eine vollstindige Uberbriickung des Frakturspaltes wird durch eine zusitzliche
Kallusreaktion des umgebenden Binde- und Granulationsgewebes erreicht. Diese Reaktion
ist ebenfalls abhingig von den mechanischen Einfliissen im Frakturbereich und wird bei zu
rigider Fixierung unterdriickt (McKibbin 1978). Ausgehend von Endost, Knochenmark und

Kortex wird ein weiterer Teil des Bindegewebes durch Knochen ersetzt (Einhorn 1992).

Durch zunehmende Mineralisierung der zwischen den Kollagenfasern liegenden
Grundsubstanz und des Faserknorpels kommt es zur Aushirtung des zuvor weichen Kallus. In
den kalzifizierten Knorpel wachsen vermehrt Blutgefdfle ein und aus perivaskulidren Zellen
entstehen Osteoblasten (Einhorn 1998). Chondroklasten resorbieren den Knorpelkallus und es
entsteht ein dreidimensionales entlang der Kapillaren ausgerichtetes Netz an Geflechtknochen

(Frost 1989).

Nachdem die Knochenenden kndchern iiberbriickt sind, kommt es zur Umwandlung des
Geflechtknochens in aus Havers'schen Systemen aufgebauten lamelldren Knochen (Einhorn
1998). Dieser Umbauprozess wird als ,,Modelling“ bezeichnet. Die ungerichteten
Knochenbilkchen des Geflechtknochens werden resorbiert und der lamellire Knochen wird
entlang der Belastungsrichtung des Knochens ausgerichtet. Thren Abschluss findet die

sekundére Frakturheilung im ,,Remodelling*. Hierbei wird der iiberfliissige knocherne Kallus
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abgebaut und die normale Knochen- und Markraumkontur wiederhergestellt. Der Knochen
passt sich funktionell an die mechanische Belastung an. Die Vorginge des Remodelling
laufen auch bei skelettgesundem Knochen im Rahmen des physiologischen Knochenumbaus

zeitlebens ab (Brighton 1985; Frost 1989).

Insgesamt sind die Heilungsvorginge am Knochen sehr stark abhéngig von den mechanischen
Einfliissen auf den Frakturspalt. Ausschlaggebend fiir die Differenzierung des im Frakturspalt
liegenden Reparationsgewebes ist die Grofle der im Frakturspalt wirkenden Dehnung, die
definiert ist als relative Lingendnderung und die GroBe der im Frakturspalt auftretenden
hydrostatischen Drlicke.

Nach Studien von Claes (Claes et al. 1998; Claes und Heigele 1999) und Carter (Carter et al.
1988; Carter et al. 1998) und der daraus abgeleiteten Gewebedifferenzierungshypothese
kommt es bei Dehnungen von kleiner +5 % und hydrostatischen Driicken von betragsgemif
kleiner 0,15 MPa hauptsédchlich zu desmaler Ossifikation im Kallusgewebe (Abb. 3, Bereich
A). Bei Dehnungen kleiner als £15 % und kompressiven hydrostatischen Drucken von groBer
als -0,15 MPa dominiert das Bild der enchondralen Ossifikation (Abb. 3, Bereich B). Bei
Dehnungen und hydrostatischen Driicken, die die beschriebenen Werte iibersteigen, kommt es
zur Bildung von Bindegewebe oder Faserknorpel (Abb. 3, Bereich C) (Claes und Heigele
1999).

Im Frakturspalt sind anfangs kompressive hydrostatische Driicke Ursache fiir die
vorherrschende enchondrale Ossifikation. In den periostalen und endostalen Bereichen der
Kallusperipherie kommt es aufgrund der geringen Driicke und Dehnungen zu desmaler
Osteogenese. Nach Uberbriickung der Frakturzone durch den Briickenkallus werden die
kompressiven Krifte geringer und der Knorpel wandelt sich enchondral in Knochen um

(Carter et al. 1988; Carter et al. 1998; Claes und Heigele 1999; Claes et al. 2000b).
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Abb. 3: Schema der zu erwartenden Gewebedifferenzierung in Abhingigkeit von den im
Frakturgebiet wirkenden Kréften. (Abszisse: hydrostatischer Druck in MPa; Ordinate:
Dehnung (strain in %). Quelle: Claes und Heigele 1999.

Zu grofle Dehnungen verhindern eine Differenzierung des Gewebes im Frakturspalt.
Minimaldehnungen sind jedoch Voraussetzung fiir eine Induktion der Zelldifferenzierung
(Sarmiento et al. 1977; Goodship und Kenwright 1985; Aalto 1986; Kenwright und Goodship
1989). Diese Tatsache ist auch bei der im Folgenden beschriebenen Distraktionsosteogenese

von grofer Bedeutung.
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1.4 Distraktionsosteogenese

1.4.1 Begriffsdefinition

Bei der klassischen Kallusdistraktion oder Distraktionsosteogenese kommt es zur
Knochenneubildung durch einen dehnungsinduzierten Reiz auf das weiche Kallusgewebe
zwischen zwei Knochengrenzflaichen. Durch entgegengesetzten Zug an zwei Segmenten eines
operativ durchtrennten Knochens mittels einer speziellen Distraktionsapparatur (meist in
Form eines Fixateur externe), kommt es zur Bildung von Kallusgewebe, welches spéter zu
Geflechtknochen umgebaut wird. Ilizarov bezeichnete diese Reaktion des Kallusgewebes auf
mechanisch angelegte Zugspannung als den sogenannten ,tension-stress effect (Ilizarov

1989a; Ilizarov 1989b).

1.4.2 Historie und Bedeutung der Distraktionsosteogenese

Beinverkiirzungen nach erlittenen Frakturen stellten in vergangenen Jahrhunderten aufgrund
der unzureichenden Moglichkeiten der Frakturfixierung eine verbreitete Problematik dar.
Gegen Ende des 19. Jahrhunderts beschéftigte sich eine zunehmende Anzahl an Medizinern
mit der Frage nach Mdglichkeiten der operativen Extremititenverldngerung.

Eine Verldngerung der Extremitdten durch epiphyseale Distraktion wurde erstmals 1869 von
Bernhard von Langenbeck fiir ein Tiermodell beschrieben (Langenbeck 1869). Langenbeck
erkannte damals schon, dass durch Dehnung des Knochens ein vermehrtes Léngenwachstum
erzielt werden kann. Er postulierte, dass die Gelenke von der Distraktionsprozedur moglichst
auszuschlieBen sind und dass eine Extension durch Gewichte unter kontinuierlicher
Zugwirkung am zweckméBigsten sei. Die Methode der Epiphysendistraktion setzte keine
Osteotomie voraus. Thre Anwendung war allerdings auf den wachsenden Knochen mit noch
nicht geschlossenen Epiphysenfugen beschréinkt.

Erste Berichte iiber erfolgreiche operative Extremitdtenverldngerung beim Menschen gehen
auf das Jahr 1905 und den Italiener Alessandro Codivilla zuriick, der als der Entdecker der
Fragmentdistraktion anzusehen ist (Codivilla 1904). Bei der Fragmentdistraktion werden die
Knochenfragmente direkt nach der Osteotomie entweder durch einmaligen intraoperativen,
kontinuierlichen oder graduellen Zug auseinandergezogen. Codivilla behandelte Patienten mit
unter Extension angelegten Gipsverbanden, die mehrmals aufgesdgt und verlangert wurden.
Die Gipsverbdande verursachten jedoch Drucknekrosen. Codivilla brachte darauthin einen

Nagel in den Kalkaneus ein, iiber den er die Extensionskrifte leitete (Nagelextension).
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Kirschner berichtete 1909 {iber die erste Beinverlingerung mit kontinuierlicher
Fragmentdistraktion durch langsame Dehnung mittels Nagelextension (Kirschner 1909). 1916
durchtrennte Kirschner erstmals den Knochen im gesunden Gebiet und distrahierte die
Knochenfragmente (Kirschner 1916).

August Bier empfiehlt in einer Publikation aus dem Jahre 1923 als Erster eine Latenzzeit von
3 bis 5 Tagen nach der Osteotomie (Bier 1923). Er ging davon aus, dass ,,die erhohte
metaplastische Knochenbildung von Blutkoagula induziert wird®, eine Annahme, die er auf
seine Erfahrungen aus der Frakturheilung stiitzte. Schon 1905 hatte er die Bedeutung des
Blutergusses fiir die Frakturheilung erkannt (Bier 1905).

Insgesamt war die bis dahin praktizierte Extremititenverlingerung ein sehr
komplikationsreiches Verfahren. Neben starken Schmerzen bei der kontinuierlichen
Distraktion waren es hauptsichlich die hierbei immer wieder auftretenden Achsabweichungen
der ungeniigend fixierten Fragmente, die eine verbreitete klinische Anwendung des
Verfahrens verhinderten.

Durch die Fortschritte auf dem Gebiet der stabilen Frakturfixierung kam es zudem nach
Frakturen weniger hdufig zu Beinverkiirzungen, was den Distaktionsverfahren die
Hauptindikationsstellung nahm und sie lange Zeit in Vergessenheit geraten lie. Erst durch
die FEinfilhrung winkelstabiler externer Fixateure konnte die Komplikation der
Achsabweichung kontrolliert werden. Biers Assistenten Block (Block 1923) und Klapp
(Klapp 1930) entwickelten in den 20er Jahren Rahmenfixateure, die eine Fixierung der
distrahierten Fragmente mittels gespannten Kirschner-Drihten erlaubten.

Erst Ilizarov schaffte es in den Jahren nach 1951 durch den von ihm entwickelten Ilizarov-
Ringfixateur, das Verfahren der Kallusdistraktion standardisiert und ohne die Komplikation
der Achsabweichung anzuwenden. Durch seinen Ringfixateur war sogar eine Korrektur von
bestehenden Fehlstellungen mdglich. AuBBerdem konnte das Verfahren der Kallusdistraktion
durch die neuen Erkenntnisse von Ilizarov auch fiir weitere Indikationsstellungen genutzt
werden. Angeborene oder traumatisch bedingte Beinverkiirzungen konnten nun ebenso
behandelt werden wie Pseudarthrosen und langstreckige Knochendefekte (Ilizarov 1989a;
Ilizarov 1989b; Ilizarov 1990).

Seither ist dieses Verfahren hauptsédchlich in der orthopaddischen Chirurgie zur Verldngerung
langer Rohrenknochen angewendet worden. In der heutigen Zeit sind einen Vielzahl von

Distraktionsapparaturen im klinischen Einsatz.
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Sehr verbreitet ist immer noch die Kallusdistraktion mittels Fixateur-externe-Osteosynthese.
Neben dem Ringfixateur kommen heute auch sogenannte Hexapod-Ringfixateure,
monolaterale Fixateure, Hybridfixateure und das Monorail-Verfahren zum FEinsatz
(Hankemeier et al. 2004). Beim letztgenannten Verfahren handelt es sich um eine
Kombination aus Marknagel und Fixateur externe. Der externe Fixateur kann nach
Beendigung der Distraktion entfernt werden, was die Beeintrichtigung des Patienten
erniedrigt. In jiingerer Zeit kommen auch vermehrt interne Distraktoren zum Einsatz
(Baumgart et al. 1999; Cole et al. 2001; Guichet et al. 2003). Diese Verlangerungsnégel
zeichnen sich durch eine intramedulldre Stabilisation des Heilungsgebiets, ein weitgehendes
Fehlen von beim Fixatuer externe auftretenden Komplikationen, sowie erhohten

Tragekomfort aus.

Schon bald nach der Anwendung am langen Rdhrenknochen wurde das therapeutische
Potential der Kallusdistraktion auch fiir die Therapie von Deformitdten des Gesichtsschidels
ausgenutzt (Ilizarov 1990; Karp et al. 1990). In den letzten zwei Dekaden wurde das
Verfahren ein wichtiges chirurgisches Instrument in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
(Gaggl et al. 2000). Am Alveolarkamm konnen Knochendefizite vor Implantation dentaler

Implantate durch Kallusdistraktion beseitigt werden.

1.4.3 Laterale (horizontale/transversale) Distraktion

Die bis hier beschriebenen Anwendungen der Distraktionsosteogenese beziehen sich auf die
longitudinale Distraktion in Verlaufsrichtung des Knochens, also in Richtung seiner axialen
Belastung. Inwiefern diese Prinzipien auf die transversale oder laterale Distraktion
libertragbar sind, ist kaum bekannt. Sehr wenige Studien am langen Rohrenknochen
untersuchten die Distraktion lateral zur Verlaufsrichtung des Knochens (Ilizarov 1989b;
Matsuyama et al. 2005). Die laterale Distraktion wird in der Literatur oft auch als
transversale, horizontale oder vertikale Distraktion bezeichnet. Der Einfachheit halber werden
all diese Studien und Verfahren hier unter dem Begriff ,,laterale Distraktion® aufgefiihrt.

Im Folgenden sollen die klinischen und experimentellen Anwendungen am Gesamtskelett und
anschlieBend speziell die vielfiltigen Anwendungen in der Mund-, Kiefer- und

Gesichtschirurgie beschrieben werden.
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1.4.3.1 Allgemeine Arbeiten zur lateralen Distraktion

Ilizarov hat, um die Rolle des Verldngerungsvektors fiir die Qualitit von Osteogenese und
Angiogenese bei der Distraktionsosteogenese zu untersuchen, Versuche zur lateralen
Distraktion an der Hundetibia durchgefiihrt (Ilizarov 1989b). Dabei wurde ein rechteckiges
Kortexfragment aus der Diaphyse herausgetrennt und nach einer Latenzzeit von drei Tagen
seitlich distrahiert. Der neue Knochen formte sich in diesen Experimenten parallel zum
Dehnungsvektor, auch wenn dieser senkrecht zur mechanischen Achse des Knochens stand.
Die Wachstumszone befand sich in der Mitte des neuen Regenerats. Neue Blutgefd3e bildeten
sich ebenfalls in Richtung des Dehnungsvektors. Ilizarov konnte beweisen, dass bei lateraler
Distraktion eines kortikalen Segments die Orientierung der Knochentrabekel und der
osteogenetische Prozess parallel zum Dehnungsvektor auftrat. Nach seiner Beobachtung von
Osteogenese und Angiogenese in diesem Modell wendete er die Technik in der Klinik an, um
den transversalen Durchmesser von schmalen Knochen zu erhdhen oder um Patienten mit
Beschwerden nach chronischer Ischimie zu behandeln (Ilizarov 1989b).

Eine weitere interessante experimentelle Arbeit an der Hundetibia wurde 2005 durch
Matsuyama et al. vorgestellt (Matsuyama et al. 2005). Auch hier wurde ein rechteckiges
Kortexfragment (1 x 4 cm) gewonnen. Dieses wurde nach einer Latenzzeit von 7 Tagen
zweimal tiglich um 0,5 mm {iiber einen Zeitraum von 14 Tagen distrahiert. Nach einer
Konsolidierungszeit von weiteren 28 Tagen wurden die Tiere getdtet. Die Knochenbildung
erfolgte in Form von ,,Mikrosdulen* entlang der Distraktionsrichtung.

Matsuyama et al. bestdtigten, dass die laterale Distraktionstechnik, die Ilizarov vorschlug,

bestdndigen und bleibenden Knochen erzeugen kann und somit klinisch einsetzbar ist.

1.4.3.2 Arbeiten am Kieferkamm

Im Bereich der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie findet die laterale
Distraktionsosteogenese grofle Beachtung und ist sehr stark in den klinischen Alltag integriert
(Saulacic et al. 2004). Auch hier basiert die Technik auf der Separation und anschlieBenden
Distraktion eines mobilen, aber voll vaskularisierten Knochensegments vom zugrunde
liegenden Knochen. Gerade beim Einsetzen von Zahnimplantaten besteht bei vielen Patienten
ein Defizit an Ho6he wund/oder Breite des Kieferkamms. Durch laterale
Distraktionsosteogenese konnte in experimentellen Arbeiten und klinischen Studien eine
ausreichende Verbreiterung des Alveolarkamms vor der Insertion von Zahnimplantaten

erreicht werden (Garcia et al. 2004). Nach der Konsolidierungsphase oder auch schon
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wiahrend dieser Phase wird dann das Implantat in den Knochen eingesetzt (Nosaka et al.
2002). Dadurch wird der entstandene Kallus belastet und ein Remodelling im Sinne von
Knochenabbau weitestgehend verhindert.

Das Heraustrennen des Kortexfragments ist jedoch ein sehr invasiver und mit erheblichen
Schmerzen und Risiken (z.B. Sequesterbildung) verbundener Eingriff, was zur Suche nach

Alternativen veranlasst.

1.4.4 Stadien der Distraktionsosteogenese

Die Distraktionsosteogenese ldsst sich mechanisch und histologisch in charakteristische
Stadien einteilen. Wie bereits erwidhnt, werden durch Osteotomie oder Kortikotomie zwei
Knochengrenzflachen geschaffen. Dabei werden die Substrukturen des Knochens (Osteone,
Canaliculi) eroffnet und es kommt zur Freisetzung von Zellen und biologischen Faktoren aus
der Matrix und den Gefdlen. Der wihrend einer fakultativen Latenzzeit von ca. sieben Tagen
entstandene noch weiche Kallus wird in der weiteren Heilungsphase durch den applizierten
Dehnungsreiz in die Lidnge gezogen. Dadurch kommt es zur charakteristischen
Mikrosédulenbildung von Knochengewebe ausgehend von den Knochengrenzflachen hin zur
zentralen Bindegewebszone (Interzone) in der Mitte des Distraktionsspalts (Ilizarov 1989b;
Aronson 1991). Bei geeigneter Distraktionsgeschwindigkeit verbleibt diese noch nicht
verknocherte Zone wihrend des gesamten Distraktionsvorganges und tliberbriickt erst in der
an die Distraktion anschlieBende Konsoldierungsphase. Das entstandene, longitudinal

ausgerichtete, fibrose Gewebe wandelt sich kontinuierlich in Geflechtknochen um.

Die wichtigsten biologischen und klinischen Randbedingungen fiir eine erfolgreiche

Distraktionsosteogenese wurden durch Ilizarov wie folgt definiert (Ilizarov 1990):

a) bestmoglicher Erhalt der Blutversorgung

b) stabile externe Fixation

c) eine Latenzzeit von ca. 7 Tagen

d) eine Distraktionsrate von 1mm/Tag in mehreren kleinen Schritten

e) eine Periode neutraler Fixation nach der Distraktion (Konsolidierungszeit)
f) normale, physiologische Belastung des distrahierten Bereichs

Noch heute sind neben einigen weiteren Faktoren diese Kriterien als die Wesentlichen
anerkannt. Eine Optimierung der Kriterien fiir die jeweilige klinische Situation am Patienten
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ist oberstes Gebot. Die oben beschriebenen Punkte sind in der experimentellen Forschung
immer wieder variiert worden und die einzelnen Schritte des Verfahrens sind noch immer Teil

einer intensiven Grundlagenforschung (Wiedemann 1994).

[lizarov rdumte dem Erhalt der extraossiren, periostalen und medulliren GefaBle grofle
Bedeutung fiir das Gelingen der Distraktionsbehandlung ein. Er konnte zeigen, dass eine
Knochenmarksschddigung zu einer reduzierten ostoeogenetischen Aktivitdt bis hin zu
nekrotischem Gewebe im Distraktionsspalt fiihrt. Auch andere Autoren, die die Angiogenese
bei der Distraktionsosteogenese erforschten, beurteilen eine Schonung der versorgenden
BlutgefiBe als wichtig (Kojimoto et al. 1988; Delloye et al. 1990; Yasui et al. 1991). Uber
den Anteil der einzelnen beteiligten Strukturen (extraossdre Strukturen, Periost, Endost,
Kortex und Medulla) an der Blutversorgung des Kallusbereichs gibt es jedoch
widerspriichliche Forschungsergebnisse (Trueta und Buhr 1963; Kojimoto et al. 1988;
Matsuyama et al. 2005).

Ilizarov erkannte die Bedeutung der Stabilitdit der verwendeten Fixateur-externe-
Osteosynthese und konnte durch seinen dreidimensionalen Ringfixateur eine optimale
Stabilitit erreichen. Bei instabiler Osteosynthese kommt es zu unerwiinschten
interfragmentidren Bewegungen an der Osteotomie- oder Frakturlinie, was eine Stérung der
Regeneratbildung zur Folge hat. Insbesondere Scherbewegungen wirken sich nachteilig auf
die Heilung aus (Augat et al. 2003). Eine zu stabile Fixation verhindert jedoch erwiinschte
axiale Mikrobewegungen parallel zur Knochenachse, die sich forderlich auf die
Regeneratbildung und -reifung auswirken (Goodship und Kenwright 1985; Kenwright et al.
1986; Ilizarov 1989a; Paley et al. 1990; Augat et al. 1998).

Die Bedeutung einer fakultativen Latenzzeit (Zeit neutraler Fixation vor Distraktionsbeginn)
fiir den Erfolg der Distraktionsbehandlung wird in der Literatur unterschiedlich gewichtet.
Eine Latenzzeit von 5 bis 7 Tagen wird in den meisten Féllen als idealer Zeitraum zur
Organisation eines distraktionsfahigen Gewebes erachtet (Kojimoto et al. 1988; Ilizarov
1990). Das durch die Osteotomie entstandene Frakturhdmatom wird zunehmend resorbiert
und in einen distraktionsfahigen weichen Kallus umgewandelt. Der Beginn der Distraktion
kann auch zeitlich am Auftreten eines rontgenologisch sichtbaren Kallus festgemacht werden

(De Bastiani et al. 1987). In manchen experimentellen Studien wird auch von erfolgreichen
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Distraktionsbehandlungen bei kiirzerer oder gar fehlender Latenzzeit berichtet (Steen und

Fjeld 1989; Aronson und Shen 1993; Glowacki et al. 2004).

Die Distraktionsrate beschreibt die durch Distraktion erzielte tigliche Lingenanderung. Bei
der longitudinalen Verlangerung von Knochen wird typischerweise eine Distraktionsrate von
Imm/Tag gewihlt (Ilizarov 1989a; Aronson 1994b). Durch den Distraktionsreiz kommt es zur
longitudinalen Ausrichtung des kollagenen Bindegewebes im Distraktionsspalt. An den
Fragmentenden reihen sich Osteoblasten an die kollagenen Fasern und bilden
pyramidenformig auf den Distraktionsspalt zuwachsende Osteoidsdulen (Ilizarov 1990).
Neben der Distraktionsrate ist die Distraktionsfrequenz, d.h. die Unterteilung der
Distraktionsrate auf mehrere Teilschritte ein wichtiger Parameter fiir eine erfolgreiche
Distraktion. Eine Unterteilung der tdglichen Distraktionsrate auf mehrere kleine Einzelschritte
oder im Idealfall eine kontinuierliche Distraktion verspricht bessere Ergebnisse (De Bastiani
et al. 1987; Aldegheri et al. 1989; Ilizarov 1990). Bei kontinuierlicher Distraktion bleibt der
Dehnungsreiz auf das Gewebe im Distraktionsspalt gleichméBig erhalten und die Zellen

werden kontinuierlich zur Proliferation angeregt.

In der sich an die Distraktion anschlieBenden Konsolidierungsphase verkndchert der
entstandene Kallus vollstdndig. Das Verhéltnis von Distraktionszeit zu Konsolidierungszeit
betrdgt in etwa 1 zu 2 oder kleiner (Ilizarov 1990; Aronson und Shen 1994). Wie bei der
Frakturheilung kommt es auch bei dem durch die Distraktion entstandenen Geflechtknochen

zum Umbau in lamelldren Knochen mit anschlieBendem Remodelling.

Eine baldige physiologische Belastung der operierten GliedmaBle fordert eine schnelle
Ossifikation des durch die Distraktion entstandenen Kallusregenerats (Ilizarov 1990). Eine
frithzeitige Belastung der operierten GliedmafBle und eine Steigerung bis zur Vollbelastung
nach radiologisch nachgewiesener Durchbauung der Kortikalis wird deshalb klinisch

empfohlen (Hankemeier et al. 2004).

Charakteristisch fiir die Distraktionsosteogenese ist die desmale Knochenneubildung an den
Knochengrenzflichen, die jedoch in Reinform nur bei stabilen Fixateur-externe-
Osteosynthesen und idealen Distraktionsbedingungen anzutreffen ist (Ilizarov 1989b;

Aronson 1991; Fink et al. 2003). Die indirekte langsamere enchondrale Ossifikation ist vor
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allem bei instabilen Osteosynthesen und ungeeigneter, zu hoher Distraktionsrate zu

beobachten (Wiedemann 1994; Li et al. 1997; Li et al. 2000).

1.5 Ziel dieser Studie

Ziel dieser Studie ist es, das Phdnomen der Knochenneubildung unter Gewebedehnung an
einer dem Knochen aufgelegten und von ihm wegdistrahierten synthetischen
Materialoberfldche zu erreichen. Die bisher angewandte laterale Distraktion eines kortikalen
Knochenstiicks erfordert eine Kortikotomie oder Osteotomie. Dies bringt das Risiko einer
Sequesterbildung aufgrund gestorter vaskuldrer und nervaler Versorgung des
Transportsegments mit sich. Auf eine Kortikotomie oder Osteotomie kann im vorliegenden
Verfahren verzichtet werden. Bei dem neuen Konzept soll an der periostalen bzw. kortikalen
Oberfliche Knochen appositionell gebildet werden.

Eine Distraktionsbehandlung mit einem synthetischen Implantat wére eine vielversprechende
Alternative zum Aufbau neuen Knochens. Durch das neue Verfahren konnten auch
Knochendefekte, die nicht den gesamten Querschnitt des Knochens betreffen oder
Knochendefekte an nicht réhrenférmigen Knochen behandelt werden. Die Durchfiihrbarkeit

des neuen Verfahrens sollte im Tierversuch evaluiert werden.

Insbesondere sollten in der vorliegenden Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:

» Lasst sich Knochenaufbau durch laterale Distraktion eines synthetischen Implantats

von einer bestehenden Knochenoberflache erreichen?

» Welches sind die geeigneten Versuchsparameter fiir die Distraktion eines

osteokonduktiven Implantats von der osteoinduktiven Knochenoberflache?

> Liasst sich durch das neue Distraktionsverfahren mechanisch belastbarer und

bestdndiger Knochen erzeugen?

» Welche gewebliche Zusammensetzung hat der Distraktionskallus und welche Art der

Ossifikation ist zu beobachten?
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2 Material und Methoden

Als Tiermodell fiir die Untersuchung der lateralen Distraktion mittels einer HA-beschichteten
Titanplatte wurde das Schaf gewihlt. Eine HA-beschichtete Titanplatte wurde medial an die
Kortikalis der rechten Tibia angelegt und mittels eines eigens dafiir entwickelten Fixateur

externe befestigt.

Abb. 4: Fixateur mit Titanplatte an explantierter Abb. 5: Mit Hydroxylapatit beschichtete
Schafstibia. Der Pfeil gibt den Vektor der Titanplatte.
Distraktionsrichtung an.

Der Knochen unter der Auflagefliche der Membran wurde deperiostiert, plangefrdst und
anschlieBend mit kleinen Bohrungen in den Markraum versehen. Diese Bohrungen sollten
eine BlutgefaBBversorgung des Kallusregenerats aus den Markraumgefaflen ermoglichen. Nach
einer Latenzzeit von zehn Tagen wurde bei den Tieren der Distraktionsgruppe die Titanplatte
iiber einen Zeitraum von zehn Tagen zweimal téglich 0,27 mm vom Knochen weggezogen.
Bei den Tieren der Kontrollgruppe wurde bei gleichem OP-Prozedere die Titanplatte direkt
intra operationem auf 5,3 mm Abstand zum Knochen fixiert.

Nach Beendigung der Distraktion und einer Konsolidierungszeit von 50 Tagen, also 10
Wochen p.op., wurden die Tiere getotet. Der entstandene Kallus wurde rontgenologisch,

computertomographisch, biomechanisch und histologisch untersucht.
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2.1 Tierversuch

2.1.1 Schafe

Der Tierversuch wurde vom zustindigen Regierungsprisidium in Tiibingen gemaf3
Tierschutzgesetz in der Fassung der Bekanntmachung vom 25. Mai 1998 genehmigt (Reg.-Nr.
839, Genehmigung am 20.09.2005 und Reg.-Nr. 858, Genehmigung am 21.07.2006) und am
Zentralen Tierforschungszentrum der Universitit Ulm durchgefiihrt.

Es wurden 24 weibliche Bayerische Bergschafe operiert. Die Tiere wurden bereits vier
Wochen vor Versuchsbeginn am Zentralen Tierforschungszentrum eingestallt. Durch die
zeitige Einstallung sollte eine Gewohnung an die neue Umgebung und die betreuenden
Personen erreicht werden. Bei der Einstallung wurden die Tiere einer ausfiihrlichen klinischen
Untersuchung unterzogen, wobei vor allem auf Klauengesundheit, Eutergesundheit und
Gesundheit des Atmungs- und Bewegungsapparates geachtet wurde. Die Tiere waren drei bis
sieben Jahre alt, wobei Mittelwert und Standardabweichung der Zahnaltersbestimmung
(Nickel et al. 1992) bei 5 £ 1 Jahren lag. Sie stammten alle aus der Zucht eines Schéifers aus
der Ulmer Umgebung.

Das Gewicht der Tiere betrug zu Operationsbeginn 63,0 = 12,6 kg.

2.1.2 Haltung und Fitterung

In den vier Wochen vor der Operation wurden die Tiere in Gruppen bis zu acht Tieren in
Laufstdllen auf Holzspaltenboden gehalten. In der Zeit nach der Operation bis zum
Versuchsende (Totung zehn Wochen p.op.) wurden sie in Gruppen von zwei bis drei Tieren in
3 x 4 m groBen Tiefstreuboxen auf Stroheinstreu gehalten. Die Tiere konnten sich jederzeit
frei bewegen.

Die Fiitterung bestand aus Heu ad libitum, Graspellets und ca. 0,2 kg pelletiertem Zucht- bzw.
Haltungsfutter fiir kleine Klauentiere (Altromin 0133®, Altromin GmbH, Lage). Die

Wasserversorgung wurde iiber Selbsttranken sichergestellt.
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2.1.3 Gruppeneinteilung

Die Schafe wurden bei der Einstallung randomisiert in Gruppen eingeteilt.

Gruppe Schafsnummern Tierzahl/Gruppe Tierzahl/Gruppe
zu Versuchsbeginn  zu Versuchsende
1. Distraktion 761, 762, 763, 764, 12 10
765, 766, 774, 776,
778, 781, 782, 783

2. Kontrolle 767, 768, 769, 770, 10 10
771, 772, 773, 775,
777,779
3. Zusatzversuch 784, 785 2 2
gesamt: 24 22

Zwei Schafe aus der Distraktionsgruppe (Nr. 763 und Nr. 774) mussten aufgrund von
postoperativen Frakturen der operierten GliedmalBe (siehe 3.1) aus dem Versuch genommen
werden. Aufgrund dieser Ausfille wurden zwei weitere Tiere operiert. Beide Hauptgruppen
(Distraktion und Kontrolle) gingen somit mit einer Anzahl von jeweils zehn Tieren in die
Auswertung ein.

Um die Bedeutung der periostalen Reaktion bzw. der Bohrungen in den Markraum bei der
Bildung des unter der Platte entstehenden Knochens genauer zu studieren, wurde eine kleine
Zusatzstudie an zwei weiteren Schafen durchgefiihrt. Die beiden Schafe wurden nach dem
Protokoll des Hauptversuchs operiert. Nur auf die den Markraum eréffnenden Bohrungen
unter der Platte wurde verzichtet. Bei einem Schaf erfolgte die Distraktion nach dem {iblichen

Protokoll, das andere Schaf wurde als Kontrolltier operiert, ohne Distraktionsbehandlung.

2.1.4 Defektmodell und Osteosynthese

Fiir die Montage des Fixateurs wurde die mediale Fldche (Facies medialis) der intakten Tibia
des rechten Hinterbeines gewéhlt. Diese Lokalisation zeichnet sich durch eine nur leicht
konvexe Oberfliche aus, was das Auflegen der Titanplatte relativ einfach macht. Der
Knochen ist an dieser Stelle zudem kaum von Muskeln, sondern nur von Haut und Unterhaut
bedeckt. Der Fixateur (Abb. 4) ist eine Eigenkonstruktion des Instituts und wurde in der

zentralen Werkstatt der Universitidt Ulm gefertigt. Er wurde mit zwei Schanz-Schrauben im
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Knochen verankert. Die proximale Schraube wurde ca. 1 cm proximal des distalen Endes der
gut durch die Haut tastbaren Tuberositas Tibiae angebracht. Die Bohrung fiir die distale
Schanz-Schraube erfolgte ca. in der Mitte der Diaphyse.

Zur Ubertragung der Distraktionsreize wurde eine mit Hydroxylapatit beschichtete Titanplatte
mit rauher Oberfliche gewihlt (Abb. 5). Die osteokonduktive Beschichtung sollte eine
Anlagerung von Knochenzellen an das Implantat ohne bindegewebige Zwischenschicht
fordern (Soballe 1993; Ducheyne und Qiu 1999). Die Platte wurde iiber zwei Gewindebolzen
(metrisches Gewinde M5 mit einer Steigung von 0,8 mm) an den verstellbaren Muttern des
Fixateurs angebracht. Die Feststellmuttern konnten jeweils iiber eine kleine Inbussschraube in

ithrer Stellung fixiert werden.

2.1.5 Versuchsablauf

2.1.5.1 Anasthesie und Operationsvorbereitung

Die Tiere fasteten praoperativ fiir 48 Stunden bei freiem Zugang zu Trinkwasser. Durch die
zweitidgige Fastenperiode kann das Risiko einer durch die Intubation ausgelosten
Regurgitation und Aspiration von Panseninhalt minimiert werden.

Zur Primedikation wurde den Tieren 0,2 mg/kg KGW Xylazin (Rompun® 2%ig; Firma
Bayer, Leverkusen) und 0,05 mg/kg KGW Atropin (Atropinsulfat 0,5 mg; Firma Braun,
Melsungen) jeweils subkutan an der seitlichen Brustwand injiziert. Nach einer Wartezeit von
10 bis 15 Minuten wurde ein Venenverweilkatheter (Vasofix Brauniile 20 G %; Firma Braun,
Melsungen) wahlweise in die Vena auricularis intermedia oder die Vena auricularis lateralis
gelegt und mit Leukoplast®-Tape (Leukoplast®hospital; BSN medical GmbH, Hamburg) an
der Ohrmuschel fixiert.

Die Narkoseeinleitung erfolgte durch intravendse Injektion von Thiopental-Natrium
(Trapanal®, 2.5 g; Firma Byk Gulden, Konstanz) in einer Dosis von 5-7 mg/kg KGW nach
Wirkung {iber die katheterisierte Ohrvene. Die Tiere wurden mit einem Tubus der Grof3e Nr.
9 intubiert. Die Inhalationsnarkose wurde mit 3 % Isofluran eingeleitet und mit 1-2 %
Isofluran in der Atemluft bei Spontanatmung und Kontrolle der Kreislaufparameter
aufrechterhalten. Um ein Aufgasen des Pansens zu verhindern, wurde den Tieren eine
Nasenschlundsonde eingefiihrt. Die rechte Hintergliedmae wurde geschoren, mit
Wundbenzin entfettet, mit einer Alkohol-Seifenldsung gewaschen und mit 70 %igem Alkohol
desinfiziert. Nach sorgfiltigem Abtrocknen erfolgte eine zweite Desinfektion mit Sterilium®

(Firma Bode Chemie, Hamburg).
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Die Tiere wurden in Riickenlage mit ausgebundenen GliedmaBen auf dem OP-Tisch fixiert.
Die zu operierende rechte HintergliedmalBle blieb frei und wurde mit speziellen Kissen
unterpolstert. Nach Abschluss der Lagerung und Fixierung des Tieres wurde das OP-Feld
nochmals mit 70 %igem Alkohol (Kodan®-Spray) desinfiziert. Die Tiere wurden mit
mehreren Lagen von sterilen Tiichern abgedeckt. Nur der Kopfbereich und das Operationsfeld
blieben frei.

Zur intraoperativen Analgesie wurde den Tieren 4 mg/kg KGW Carprofen (Rimadyl®; Pfizer
GmbH, Karlsruhe) kurz vor dem Hautschnitt subkutan injiziert. Durch eine subkutane
Injektion von 10 mg/kg KGW Amoxicillin (Amoxicillin 15 % WDT®; WDT, Garbsen)

wurden die Tiere antibiotisch versorgt.

2.1.5.2 Operatives Vorgehen

Der ca. 10 cm lange Hautschnitt erfolgte als Langsschnitt in proximodistaler Richtung an der
medialen Flache (Facies medialis) der intakten Tibia. Der Schnitt wurde ca. 2 cm proximal
der Crista tibiae angesetzt und in distaler Richtung entlang der Diaphyse fortgefiihrt. Nach
dem Hautschnitt wurden die Unterhautschichten vorsichtig durchtrennt, bis das Periost
darstellbar war. Die Bohrung fiir die proximale Schanz-Schraube erfolgte ca. 1 cm proximal
des distalen Endes der Crista tibiae. Mit der am Montagefixateur befestigten Bohrlehre wurde
unter Spiilung mit physiologischer Kochsalzlosung eine bikortikale Bohrung mit einem
Durchmesser von 3,5 mm fiir die proximale Schanz-Schraube angebracht. Nach der
Vermessung des Bohrkanals wurde die proximale Schanz-Schraube (& 5 mm) in den

Knochen eingedreht.

AbDb. 6: Montagefixateur zum Setzen der Schanz- Abb. 7: Zustand nach Entfernung des Periosts an
Schrauben und zur Fensterung des Periosts. der Plattenauflageflache.
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An der vorgesehenen Auflagefliche der Titanplatte wurde das Periost mit einem Skalpell
entfernt. Als Schablone diente ein Stempel am Montagefixateur (Abb. 6), dessen
Abmessungen der Fliche der Membran (1 x 3,5 cm) entsprachen. Nach der Bohrung und dem
Einsetzen der distalen Schanz-Schraube wurde der Montagefixteur entfernt (Abb. 7). Um ein
festes Aufliegen der Membran zu ermdoglichen, wurde die Knochenoberfldche plangefrast.
Dazu wurde eine speziell gefertigte Lehre am Knochen montiert (Abb. 8). Der Knochen
wurde unter Kiithlung mit physiologischer Kochsalzlosung durch eine spezielle Stirnfrése

plangefrist.

Abb. 8: Fraslehre und Zustand nach Frisen der ersten Bahn mit der Stirnfrase.

Die beim Frisen entstandenen Knochenspiane wurden durch Spiilung sorgfiltig entfernt. Nach
dem Abmontieren der Fréislehre wurde eine ebenfalls im Institut angefertigte Bohrlehre fiir 22
kleine Bohrungen in den Markraum (< 1,1 mm) an den Schanz-Schrauben befestigt (Abb. 9).
Die 1,1-mm-Bohrungen wurden ebenfalls unter NaCl-Kiihlung durchgefiihrt (Abb. 10). Die
Eroffnung des Markraums mittels der kleinen Bohrungen sollte eine Blutgefda3versorgung des

Kallusregenerats liber das medullidre Gefaf3system ermoglichen.
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Abb. 9: Bohrung der 22 den Markraum Abb. 10: Zustand nach Bohrung.
erdffnenden Locher mittels spezieller Bohrlehre.

Nach Entfernen der Bohrlehre wurde die HA-beschichtete Titanplatte auf die am Knochen
vorgesehene Flache aufgelegt und mittels spezieller Klemmbacken an den Schanz-Schrauben
befestigt (Abb. 11). Das Verndhen der Unterhaut erfolgte mit Einzelknopfheften in zwei
Schichten. Als Nahtmaterial wurde hierfiir Vicryl® 2-0 (Fa. Ethicon, Norderstedt) verwendet.
Die Haut wurde mit Resolon® 3-0 (Fa. Resorba, Niirnberg) ebenfalls durch Einzelknopfhefte
adaptiert (Abb. 12).

Abb. 11: Temporire Fixation der Titanplatte am Abb. 12: Hautnaht nach bereits abgeschlossener
Knochen mittels spezieller Klemmbacken. Unterhautnaht.

Jetzt wurde der eigentliche Fixateur angelegt und die Titanplatte an ihm fixiert. Um
sicherzustellen, dass die Platte dem Knochen gut auflag, wurde sie liber zwei Einstellmuttern
am Fixateur bis zum Auftreten von Widerstand an den Knochen angedreht und in dieser

Position fixiert (Abb. 13).
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Bei den Tieren der Kontrollgruppe wurde die Titanplatte schon intra operationem in einem
Abstand von 5,4 mm zum Knochen fixiert (Abb. 14). Dieser Abstand entsprach der
Distraktionsdistanz, die in der Distraktionsgruppe nach Beendigung der Distraktion erreicht
wurde. Die tiberstehenden Enden der Schanz-Schrauben wurden mit einem Seitenschneider

gekappt (Abb. 13).

Abb. 13: Distraktionsgruppe, Zustand nach Abb. 14: Kontrollgruppe, Zustand nach
Anbringen des Fixateurs am Ende der OP. Anbringen des Fixateurs und Einstellung des 5,4
mm Abstandes der Titanplatte.

Postoperative Versorgung

Die operierte Gliedmalle wurde nach sorgfiltiger Reinigung des OP-Feldes im Bereich des
Fixateurs verbunden. Die Hautdurchtrittsstellen der Schrauben des Fixateurs und der
Gewindestangen der Platte wurden zur Aufnahme des austretenden Wundsekrets mit einer
Vliesstoffkompresse (Nobatop™; Noba Verbandmaterial Danz GmbH, Wetter) umwickelt. Die
Tibia wurde durch eine Polsterbinde (Rolta®; Hartmann AG, Herbrechtingen) geschiitzt. Der
Polsterverband wurde durch einen Strumpfverband (Stiilpa®; 4R, Fa. Hartmann, Heidenheim)
fixiert.

Bei nachlassender Narkosetiefe wurden die Tiere in Seitenlage gelegt und die Pansensonde
wurde entfernt. Nach der Extubation wurden die Tiere in eine mit Stroh eingestreute Box
verbracht. Um ein kontrolliertes Aufstehen sicherzustellen, blieben die Tiere zunichst unter
Aufsicht.

In den ersten drei postoperativen Tagen wurde den Schafen 10 mg/kg KGW Amoxicillin
(Amoxicillin 15 % WDT; WDT, Garbsen) zur Infektionsprophylaxe und 4 mg/kg KGW
Carprofen (Rimadyl®; Pfizer GmbH, Karlsruhe) zur Analgesie subkutan injiziert.
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2.1.5.3 Pflege der Tiere

Uber die gesamte Dauer des Versuchs erfolgte tiglich eine Wundkontrolle und Wundpflege
sowie eine Kontrolle der rektalen Korpertemperatur und des Allgemeinbefindens. Zur
Wundpflege und Desinfektion wurde ein alkoholisches Hautantiseptikum (FrekaDerm®; Fa.
Fresenius, Bad Homburg) verwendet. Um Pininfektionen zu vermeiden wurde besonders auf
eine griindliche Desinfektion der Hautdurchtrittsstellen der Schanz-Schrauben und der

Gewindestangen der Titanplatte geachtet.

2.1.5.4 Latenzperiode, Distraktion, Konsolidierungszeit

Als postoperative Latenzzeit bis zum Beginn der Distraktion wurde eine Zeitspanne von zehn
Tagen gewihlt. Danach wurde bei den Tieren der Distraktionsgruppe tiber zehn Tage zweimal
taglich je 0,266 mm distrahiert. Zur Distraktion iiber die Einstellmuttern wurde ein spezieller,
mit Markierungen (eine Markierung = 0,266 mm) versehener Schliissel verwendet. Aus
diesem Vorgehen resultierte nach zehn Tagen ein Abstand von 5,4 mm zwischen Titanplatte
und Knochen. Die Zahl von 0,266 mm ergab sich durch die Verwendung eines metrischen
Gewindes M5 mit einer Steigung von 0,8 mm. Pro Tag wurde das Gewinde um 240°
weitergedreht.

An die Distraktion schloss sich eine Konsolidierungszeit des gebildeten Kallus von 50 Tagen

an, die 10 Wochen p.op. beendet war.

2.1.5.5 Fluoreszenzmarkierung und Roéntgen

Um die Knochenneubildung zu verschiedenen Zeitpunkten beurteilen zu konnen, erfolgte eine
Markierung des neu gebildeten Knochens durch Fluoreszenzfarbstoffe. Die Farbstoffe wurden
den Tieren iiber die Vena jugularis injiziert. Durch Gabe von Calceingriin (10 mg/kg KGW,
1.v.) am Ende der Distraktion (Tag 20 p.op.) und von Tetrazyklin (25 mg/kg KGW, 1.v) zehn
Tage nach Distraktionsende (Tag 30) konnte die Knochenneubildung zu den jeweiligen
Injektionszeitpunkten ermittelt werden. Die Fluoreszenzfarbstoffe lagern sich in den ersten
zwei bis drei Tagen nach der Injektion in neu mineralisiertes Gewebe ein und ermdglichen
spiter im histologischen Schnitt einen Nachweis der Mineralisationsfront zum gewéhlten

Injektionszeitpunkt.

Mit einem portablen Rontgengerit (AJEX 140 H; AJEX Meditech Ltd., South-Korea) wurden
Rontgenaufnahmen vom Kallusbereich im anterio-posterioren Strahlengang am liegenden
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Schaf angefertigt. Fiir die Aufnahmen wurden standardisiert die Einstellungen Spannung 56
kV, Stromstédrke 2,0 mAs, Belichtungszeit 0,05 s und ein Fokus-Film-Abstand von 100 cm
gewdhlt. Auf den Aufnahmen waren nach vier Wochen bereits Hinweise auf eine
Knochenneubildung zu erkennen. Neben postoperativen Kontrollaufnahmen wurde eine
Aufnahme vier Wochen nach Ende der Distraktionsbehandlung angefertigt, eine weitere eine

Woche vor der Totung, also neun Wochen p.op.

2.1.5.6 Tétung

Die Totung der Tiere erfolgte zehn Wochen p.op. durch Entbluten nach vorausgegangener

Bolzenschussbetdubung.

2.2 Postmortale Aufarbeitung der Proben

2.2.1 Préaparation und Rontgen

Die Tibiae wurden explantiert und Haut und Muskeln abpripariert. Mit Ausnahme des
Gewebes zwischen Titanplatte und Knochen wurde alles dem Knochen anliegende Gewebe
vorsichtig abgetragen. Die préparierte Tibia wurde vor der Entfernung des Fixateurs
fotografiert (Olympus Digitalkamera C-5060; Olympus Corporation, Japan). Im gleichen
Zustand wurde im Faxitron-Tischrontgengerét (Faxitron 43805N X-Raysystem; Fa. Hewlett-
Packard, USA) eine Kontaktrontgenaufnahme im anterio-posterioren Strahlengang bei
Spannungen von 30 kV bzw. 45 kV und einer Belichtungszeit von 5 Minuten angefertigt.
AnschlieBend wurden der Fixateur abmontiert und die Schanz-Schrauben entfernt. Zur
Entfernung der Titanplatte unter Loslosung der kndchernen und bindegewebigen Strukturen
an der Plattenunterseite wurde ein Skalpell verwendet. Die Tibiae wurden proximal und distal
der Kallusfliche auf Hohe der entfernten Schanz-Schrauben durch eine Querosteotomie
abgesdgt und anschlieend einer peripheren quantitativen Computertomographie (pQCT)

unterzogen.

2.2.2 Periphere quantitative Computertomographie (pQCT)

Anhand der peripheren quantitativen Computertomographie (pQCT) ldsst sich die
Mineraldichte des Knochengewebes bestimmen. Zusétzlich erhilt man Informationen tliber die

strukturellen Eigenschaften der Knochenprobe.
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Zur Bestimmung der Parameter Kallusdichte (BMD = bone mineral density) und
Kallusvolumen, wurde ein peripher quantitativer Computertomograph (XCT 960A; Fa.
Stratec Medizintechnik, Pforzheim) verwendet. Anhand hochauflésender CT-Schnitte mit
einer VoxelgroBe von 0,295 x 0,295 x 1 mm konnten die Zielparameter bestimmt werden.

An einem Standardphantom aus Hydroxylapatit (Phantom 0.495, Nr. 91068) wurde tiglich
eine Referenzmessung zur Kalibrierung des Geridts durchgefiihrt. Die Abweichungen der
einzelnen Referenzmessungen lagen bei unter 3 %. Der Knochen wurde nach dem Entfernen

der Titanplatte mit der Kallusfliche nach oben auf die als Probenhalterung dienende

Acrylglasschiene eingespannt (Abb. 15).

Abb. 15: CT-Réhre mit zentriertem Préparat auf
der Justierschiene.

Das Tibiastiick wurde zentral im Scanschacht positioniert. Als Startpunkt flir den
anfanglichen 30 mm langen Ubersichtsscan (,,Scoutview*) wurde das distale Ende der
Kallusfliche gewihlt. Der Ubersichtsscan bestand aus 15 Horizontalschnitten mit einer
Schichtdicke von 1 mm und einem Abstand von 1 mm. Anhand der farbcodierten
Rasteraufnahme des zweidimensionalen Scoutviews wurde die Position der eigentlichen
Querschnitte manuell festgelegt. Zur Bestimmung der BMD wurden 3 Querschnitte im
Abstand von je 0,5 cm angefertigt, wobei der mittlere Querschnitt in der Mitte des
Ubersichtsscans (bei 15 mm) positioniert wurde.

Mittels der zum Gerét gehorenden Auswertungssoftware (Version 5.20) wurden die einzelnen
Schnitte ausgewertet. Die Auswertung erfolgte bei zwei unterschiedlichen Schwellwerten.
Der Schwellwert gibt dem Rechner vor, ab welchem Schwichungskoeffizienten die
erhaltenen Bildpunkte als Objekt zu werten sind. Bildpunkte, deren Schwichungskoeffizient
unter dem angegebenen Schwellwert liegt, werden als Umgebung (Hintergrund) gewertet und
gehen nicht in die Auswertung mit ein. In einer ersten Auswertung wurde ein Schwellwert

von 0,2 (l/cm) gewihlt, der auch Gewebeanteile von bindegewebiger Dichte in die
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Auswertung einschloss und somit die durchschnittliche Dichte des zwischen Titanplatte und
Knochen befindlichen Gewebes angab. In einer zweiten Auswertung wurde ein Schwellwert
von 0,45 (1/cm) gewdhlt. Hier wurden alle kndchernen Strukturen mit einer Dichte von mehr
als 218 mg/cm’ bestimmt. Dieser zweite Schwellwert gibt Aufschluss iiber die Dichte und den
Volumenanteil der kalzifizierten Kallusanteile zwischen Titanplatte und Knochen.

Fiir jeden der 3 Schnitte wurden zwei verschieden groB3e rechteckige Auswertungsfenster,
auch ,region of interest” (ROI) genannt, festgelegt und als ROIyjejy und ROl 05 bezeichnet.

Der ROl beinhaltete genau die Flache zwischen Titanplatte und Kortikalis (5,3 x 10 mm).

Der ROl schloss auch die in der Distraktionsgruppe seitlich der Titanplatte entstandenen
Knochenzapfen mit ein. Als laterale Begrenzung wurden die durch das Fridsen entstandenen
Kortikaliskanten gewéhlt. Der ROl entspricht somit dem tatséchlichen Gewebezugewinn

ausgehend von der urspriinglichen kortikalen Oberflache des Knochens (Abb. 16).

Abb. 16: Darstellung der beiden fiir die
Auswertung herangezogen ROIs (,regions of
interest™) an einem Querschnitt durch Tibia und
Kallus.

1 = ROljein (gestrichelt)
2 = ROl
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Abb. 17: Bildschirmfoto der Auswertung eines p-QCT-Schnittes fiir den ROlIgrop.

Fiir jeden Schnitt wurden manuell die rechteckigen ROIs festelegt. Anhand eines durch die
Auswertesoftware erstellten Histogramms (Abb. 17) konnte die Grenze zwischen Kortikalis
und Kallus genau ermittelt werden, was einen Ausschluss kortikaler Anteile aus dem ROI
ermOglichte. Um die Grenze festzulegen wurde bei jedem Schaf die durchschnittliche Dichte
der intakten tibialen Kortikalis bestimmt. Fiir jeden ROI errechnete die Auswertungssoftware
automatisch die Gesamtdichte in mg/cm’ und die Gesamtfliche in mm?’. Aufgrund der
Tatsache, dass die Schichtdicke der CT-Schnitte 1 mm betrdgt, konnten die Fldchenanteile

direkt in Volumenanteile umgerechnet werden.

30



2 Material und Methoden

2.2.3 Zerteilung der Knochenprobe
AnschlieBend erfolgte eine weitere Zerteilung der Knochenprobe mittels einer

Diamantbandsédge (Fa. PSI-Griinewald-Exakt, Laudenbach) (Abb. 18).

3-mm-Scheibe fur Biomechanik
medial

Histologie
kranial

Abb. 18: Schneideschema zur Herstellung der Knochenscheibe (griin) aus der kaudalen Kallushélfte
fiir den biomechanischen Test. Der kraniale Rest wurde fiir die Histologie verwendet.

Zunichst wurde die Knochenprobe ein wenig kaudal der Mitte des Kallusbereichs durch einen
Langsschnitt in eine kaudale und eine kraniale Halfte zerteilt (Abb. 18).

Nach diesem Léangsschnitt wurde der kraniale Teil fiir die Histologie asserviert.

Am kaudalen Teil wurde mit einem feinen Schleifpapier vorsichtig der Knochen abgetragen.
Ziel war es, die kaudale Lochreihe der Bohrungen in den Markraum genau mittig zu treffen.
Ausgehend von den Bohrlochern wurde mit der Diamantbandsige (Fa. PSI-Griinewald-Exakt,
Laudenbach) eine 3 mm dicke Knochenscheibe fiir die biomechanische Testung aus dem
kaudalen Kallusbereich herausgeségt.

Wihrend der gesamten Préparation und wahrend der folgenden Untersuchungen wurden die

Praparate mit 0,9 %iger Kochsalzlosung feucht gehalten.
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2.2.4 Biomechanik (Eindricktests)

Die Qualitit und mechanische Belastbarkeit des Kallusgewebes wurde an einer
Materialpriifmaschine (Mod. Z010; Fa. Zwick, Ulm) getestet.

Dazu wurden Eindriicktests an einem 3 mm dicken Kallusldngsschnitt durchgefiihrt. Der
Kallusldngsschnitt wurde am Tag der Totung nach dem Schneideschema aus Abb. 18
gewonnen und gerontgt. Anschlieend wurde der Léngsschnitt bei -20 °C tiefgefroren. Die
Proben wurden am Tag der biomechanischen Testung in NaCl aufgetaut und anschliefend
mittels zweier Klemmbacken auf einer Lochplatte der Priifmaschine fixiert und getestet (Abb.

19, Abb. 20).

| Kraftmessdose, 50 N

MT 25

Lochplatte Druckstempel, 2 0,5 mm

______ ————————— Préaparat

Abb. 19: Schematische Darstellung des Abb. 20:  Bildliche  Darstellung  des
Versuchsaufbaus. F = einwirkende Kraft; MT 25 Versuchsaufbaus.
= Messtaster 25.

Ermittelt wurde anhand einer Kraft-Weg-Kurve die Steifigkeit (Abb. 21) der verschiedenen
Areale des Kallusgewebes. Es wurden verschiedene Druckpunkte festgelegt. Mit einem
Druckstempel (& 0,5 mm) wurde an diesen Punkten zerstorungsfrei getestet. Die
aufzuwendende Kraft wurde anhand einer 50-N-Messdose ermittelt. Mit einem Messtaster
(Heidenhain MT 25; Firma Heidenhain, Traunreut) wurde der Weg gemessen. Die Vorkraft
betrug 0,2 N. Als Maximalkraft und Abbruchkriterium der Messung wurden 30 N festgelegt.
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Abb. 21: Kraft-Weg-Kurve zur Ermittlung der Steifigkeit des Materials aus der Steigung der Kurve.
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Fiir die biomechanische Testung wurden fiir die Distraktionsgruppe 5 Druckpunkte festgelegt.
Zuerst erfolgte eine Messung der Steifigkeit der Kortikalis auf der dem Kallus abgewandten
Seite der Tibia als Referenzwert. AnschlieBend wurde die Steifigkeit des neu gebildeten
Knochens in den Bohrléchern und an drei unterschiedlichen Punkten der entstandenen

Kalluszapfen ermittelt (Abb. 22).

Abb. 22: Kalluslangsschnitt (3 mm dick).

Druckpunkte Distraktionsgruppe:

1. auf der Gegenkortikalis als Refererenzwert

2. zentral in den gut angeschnittenen Bohrlochern

3. zentral in den entstandenen Kalluszapfen, ca. Imm
iiber der Kortikalis

4. im Randbereich dieser Kalluszapfen, ebenfalls
knapp iiber der Kortikalis

5. zentral im Spitzenbereich der entstandenen ©)
Kalluszapfen (Variation je nach Zapfenldnge)

Die Druckpunkte 1 und 2 wurden in der Kontrollgruppe ebenfalls ermittelt. Da hier keine
regelmifige Kallusformation zu beobachten war, wurden standardisiert drei weitere
Druckpunkte im Abstand von 1, 2, und 3 mm zur Kortikalis getestet, um einen

durchschnittlichen Steifigkeitswert in Abhéngigkeit zum Abstand zur Kortikalis zu erhalten.
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2.25 puCT

Nach der biomechanischen Testung wurde exemplarisch bei einem Teil der Knochenproben
eine Mikro-Computertomogaphie durchgefiihrt, um die genaue Struktur des Kallusgewebes
bildlich darzustellen. Fiir die u-CT-Analyse stand ein Stratec Fan-Beam-u-Scope (Fa. Stratec
Medizintechnik, Pforzheim) mit der dazugehorigen Auswertesoftware (Version 2.10) zur
Verfiigung.

Proben aus dem Kallus wurden in einem mit Alkohol gefiillten Eppendorf-Gefdll in die
Probenhalterung des CT-Gerits eingespannt. Es wurde jeweils die gesamte kaudale Lochreihe
der Bohrungen in den Markraum ausgewertet. Anfangs wurde ein Ubersichtsscan mit einer
Auflosung von 30 um erstellt. Die Position der ca. 1100 CT-Schnitte wurde anschliefend
manuell festgelegt. Die eigentlichen Querschnitte wurden bei einer Auflésung von 29 um und
einer Schnittdicke von ebenfalls 29 um angefertigt. Die zweidimensionalen Querschnitte
wurden mit Hilfe der Software VG Studio Max 1.0 (Fa. Volume Graphics GmbH,
Heidelberg) zum dreidimensionalen Gesamtbild zusammengefiigt. Am dreidimensionalen
Bild konnte die Struktur des Kallusgewebes auf Hohe der kaudalen Bohrlochreihe und die
Struktur des Kallus im Randbereich der Titanplatte an der periostalen Schnittkante beurteilt

werden.

2.2.6 Histologie

2.2.6.1 Herstellung der Dunnschliffpraparate

Die Herstellung der histologischen Préparate erfolgte durch die Trenn-Diinnschliff-Technik
nach Prof. Donath am unentkalkten Knochen. Die Knochenstiicke wurden anhand eines
projektspezifischen Schneideschemas (Abb. 18) noch im unfixierten Zustand an einer
Diamantbandsédge (Fa. PSI-Griinewald-Exakt, Laudenbach) zerségt. Nach einem Langsschnitt
durch die Mitte des Kallusbereichs wurde der gesamte kraniale Teil einschlieBlich der
kranialen Bohrlochreihe fiir die Histologie verwendet. Die fiir die Histologie vorgesehenen
Proben wurden nach der Préparation in einer abgepufferten, neutralen, 4 %igen
Formaldehydlésung iiber 3 bis 5 Tage unter Lichtausschluss fixiert. Danach wurden die
formalinfixierten Priparate tiber 3 Stunden unter lauwarmem Wasser formalinfrei gespiilt und
anschliefend entwissert. Die Entwisserung der Prédparate erfolgte in der aufsteigenden
Alkoholreihe. Dafiir wurde vergilltes Ethanol (40 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 % und 3x 100 %)

verwendet. Schlieflich wurden die Proben mit Xylol entfettet. Als Einbettmedium zur
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Kunststoffinfiltration und Aushértung wurde ein Methylmethacrylat-Monomer (Fa. R6hm,

Darmstadt) verwendet.

2.2.6.2 Schnittebenen der Duinnschliffpraparate

Wie oben bereits beschrieben, wurde nach longitudinalem Léangsschnitt durch den
Kallusbereich der Tibia der kraniale Teil fiir die histologische Auswertung verwendet. Um
eine standardisierte quantitative histologische Auswertung zu ermoglichen, wurde als
Schnittebene die kraniale Bohrlochreihe gewihlt. Nach Vorschleifen bis auf Hohe der
Bohrlochreihe wurde der PMMA-Block (PMMA = Polymethylmethacrylat) auf einen
Objekttrager aufgeklebt. AnschlieBend wurde mit der Diamantbandsige eine ca. 200 um
dicke Scheibe gewonnen. Dann erfolgte eine Reduzierung der Schnittdicke auf ca. 70 um mit
der Tischschleifmaschine (T6250/1; Fa. Jean Wirtz Hahn & Kolb, Stuttgart). Die Schnittdicke
wurde wihrend des Schleifvorgangs wiederholt mit einer Digital-Messschraube kontrolliert.
Mit einem Mikroschleifsystem (Fa. PSI-Griinewald-Exakt, Laudenbach) wurde die fiir die
histologische Untersuchung relevante Oberfldche so lange angeschliffen, bis die Oberfliche
des Gewebeblocks glinzend und gut sichtbar dargestellt werden konnte. AbschlieBend

wurden beide Seiten des Objekttrigers mit einer Polierscheibe poliert.
2.2.6.3 Paragon-Farbung
Als Fiarbung fiir die anschlieBende Gewebedifferenzierung wurde die Paragon-Firbung

gewdhlt. Dazu wurde eine selbst hergestellte Farbstoffmischung benutzt (Tabelle 1).

Tabelle 1: Reagenzien fiir die Paragon-Farbung.

Reagenz Hersteller Artikelnummer
Ethanol, absolut p.a. Merck Art.-Nr. 1.00983
Ameisensdure p.a. Merck Art.-Nr. 1.00264
Ethanol vergéllt 99,8 % Hausapotheke Fassware
Toluidinblau O Chroma Art.-Nr. 1 B 481
Bas. Fuchsin Chroma Art.-Nr. 1 A 308
VLC 7200 PSI Griinewald Art.-Nr. 5100
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In der Paragon-Farbung stellen sich bei einem pH von 10 Zellkerne und basophiles
Zytoplasma blau dar, ebenso Osteoidsaume und Weichgewebe. Mineralisierte Matrix stellt

sich je nach Mineralisierungsgrad ungefarbt bzw. zartrosa bis rot-violett dar.

2.2.6.4 Gewebedifferenzierung (quantitativ, qualitativ)

Ziel der Gewebedifferenzierung war es, die gewebliche Zusammensetzung des

Kallusgewebes sowohl qualitativ als auch quantitativ zu erfassen.

2.2.6.4.1 Qualitative Auswertung

Bei der qualitativen Auswertung wurde der Kallusbereich bei verschiedenen VergroBerungen
unter dem Durchlichtmikroskop (Axiophot”; Fa. Zeiss, Oberkochen) untersucht und
deskriptiv fiir verschiedene Fragestellungen bewertet. Das Augenmerk galt hier vor allem

folgenden Punkten:

e Art der vorherrschenden Ossifikation (desmal, enchondral)
e Anwesenheit von Knorpelgewebe und Blutgefaflen
e Anwesenheit von Entzlindungszellen
e Kontakt zwischen Platte und Knochen
(anhand von Knochenresten an den entfernten Platten)
e Artdes Weichgewebes
(lockeres, straff organisiertes oder wabiges Bindegewebe, Zellreichtum)
e Anzeichen fiir Knochenvitalitit, Knochenumbau und Remodelling
(Osteoklasten, osteoblastdre Aktivitit)

e Plattenabrieb

2.2.6.4.2 Quantitative Auswertung

Zur quantitativen Auswertung wurde das Punktezdhlverfahren herangezogen. Die
Auswertung erfolgte am Durchlichtmikroskop (Axiophot™; Fa. Zeiss, Oberkochen) mit einem
Netzokular. Mittels des Netzokulars und eines Kreuztisches wurden pro Netzraster 100
Punkte ausgezéhlt, wobei jeder Kreuzungspunkt des Netzgitters einer bestimmten Gewebeart
zugeordnet wurde. Wahrend des Zéhlens wurden Art und Anzahl der Gewebepunkte mittels
eines Zihlgerites erfasst (Abb. 23). Der Kallusbereich wurde bei 100-facher Vergroferung

meanderformig abgefahren.
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Abb. 23: Schematische Darstellung des
Punktezdhlverfahrens mit Angabe der Anzahl der
horizontalen (27) und vertikalen (5) Netzraster an
einem Ausschnitt eines histologischen
Schnittbildes (Raster nicht malstabsgetreu).
Paragon-Farbung, 25-fache Vergroferung.

Bei der gewéhlten VergroBerung entsprach ein Raster einer Fliche von 1,23 x 1,23 mm. Als
Auswertungsfenster wurde der Kallusbereich zwischen urspriinglicher Plattenauflagefldche
und Kortikalis festgelegt. Zwei Raster proximal des proximalsten Bohrlochs wurde mit der
Zdhlung begonnen. Die Raster wurden in distaler Richtung aneinandergefiigt, so dass
insgesamt 27 Raster entlang der Kortikalis ausgezdhlt wurden. AnschlieBend wurden
ausgehend von der ersten Reihe vier weitere Reihen zu je 27 Rastern im restlichen
Kallusgewebe ausgezahlt. Insgesamt wurden also pro Schnitt 135 Raster (27 x 5) und somit
13500 Netzpunkte ausgewertet. Dadurch war eine Unterteilung des Kallusbereichs in fiinf
verschiedene Regionen mit unterschiedlichem Abstand zur Kortikalis moglich. Ausgewertet
wurden alle Gewebepunkte in diesem Bereich. Eine Differenzierung erfolgte nach folgenden

Gewebearten:

— Bindegewebe
— Knochen

— Knochenmark
— Osteoid

— Knorpel

Aus dem Ergebnis der Punktezdhlung wurden die prozentualen Anteile der jeweiligen

Gewebearten bestimmt.
2.2.6.5 Fluoreszenzhistologische Untersuchung

Die histologischen Schnitte wurden unter Fluoreszenzlicht ausgewertet, um ein Bild {iber den
Mineralisierungsgrad des  Kallusgewebes zu  verschiedenen  Zeitpunkten  der

Distraktionsbehandlung zu erhalten. Die fluoreszenzhistologische Auswertung erfolgte bei
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25-facher VergroBerung unter dem Axiophot-Photomikroskop (Axiophot™; Fa. Zeiss,
Oberkochen). Die Bilder der Auswertung wurden mit der integrierten Videokamera (CCD-
Kamera KAM 02; Fa. Kontron, Miinchen) dokumentiert und mittels des
Bildverarbeitungsprogramms Analysis® (Fa. Soft Imaging Systems, Miinster) ausgewertet.
Fir die Messung wurde ein Fluoreszenzfilter verwendet, welcher die beiden
Fluoreszenzfarbstoffe Calceingriin und Tetrazyklin zusammen abbilden kann (Filter 3,
Wellenldange 450-490 nm). Gemessen wurde die Hohe der Mineralisierungsfront, also der
Abstand zwischen kortikalisfernstem Punkt der Fluoreszenzmarkierung und der Kortikalis zu
den jeweiligen Injektionszeitpunkten (Abb. 24).

Es wurden vier Parameter ermittelt:

Messung 1: Hohe Calceingriin
Messung 2: Hohe Tetrazyklin

Messung 3: Hohe des gesamten kndchernen Kallus

Messung 4: Bohrlochdurchmesser

Abb. 24: Schematische Darstellung der
Messlokalisationen am Beispiel eines
Kalluszapfens eines Tieres der
Distraktionsgruppe:

1 = Hohe Calceingriin

2 = Hohe Tetrazyklin

3 = Hohe des kndchernen Kallus
4 = Bohrlochdurchmesser

Die Messung der Punkte 1 bis 3 erfolgte
ausgehend von der kortikalen Oberflache.

Nur iiber Bohrlochern, die gut getroffen waren und im Anschnitt mindestens einen

Durchmesser von 0,9 mm hatten, wurde gemessen.
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2.2.7 Statistik

Bei  allen  quantitativen  Auswerteverfahren  (pQCT,  Gewebedifferenzierung,
Fluoreszenzhistologie, Biomechanik) wurde nach Ubertragung der Werte in Excel-Tabellen
(Microsoft® Excel® 2004) der Median ermittelt. Als Statistikprogramm zur Berechnung der
Signifikanzen wurde JMP® (Version 5.0.1.2) der Fa. SAS Institute (JMP, SAS Institute, Cary,
N.C., USA) herangezogen. Die Berechnung statistisch signifikanter Unterschiede erfolgte mit
dem Wilcoxon-Test fiir nicht normalverteilte Stichproben, da aufgrund der geringen Tierzahl
(n = 20) nicht von einer Normalverteilung der Werte ausgegangen werden konnte. Es wurde
jeweils die Distraktionsgruppe (n = 10) mit der Kontrollgruppe (n = 10) verglichen. Als
statistisch signifikant (*) wurden Werte mit p < 0,05 angesehen. Es wurde multipel getestet

und zur Vermeidung einer a-Fehlerkumulation nach Bonferroni angepasst.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinischer Verlauf

Die Operation verlief bei allen Tieren problemlos. Die durchschnittliche Operationszeit
betrug 1 h und 10 min. Zwei Tiere (S 763 und S 774) aus der Distraktionsgruppe mussten
wegen postoperativer Frakturen durch eine intravendse Injektion von Pentobarbital-Natrium
(Narkoren®; Fa. Merial GmbH, Hallbergmoos) euthanasiert werden.

Bei einigen Tieren der Kontrollgruppe war in den ersten Tagen nach der OP eine leichte
Sekretion serdser Fliissigkeit an den Hautdurchtrittsstellen der Schanz-Schrauben
festzustellen. Nach ca. zehn Tagen war diese Sekretion bei keinem der Tiere mehr zu
beobachten.

Ein Tier wurde zehn Tage p.o. aufgrund erhohter Korpertemperatur iiber drei Tage
antibiotisch behandelt, woraufhin sich die Korpertemperatur normalisierte.

Alle anderen Tiere zeigten iiber den gesamten Versuchszeitraum ein ungestortes
Allgemeinbefinden und volle Belastung der operierten GliedmalRe.

Auf den nach vierwdchiger Standzeit angefertigten Rontgenaufnahmen konnten erste
Unterschiede in der Kallusqualitdt zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden. Bei den
Tieren der Kontrollgruppe zeigte sich nur eine unregelméfige Kallusreaktion direkt {iber der
plangefristen Kortikalis (Abb. 25). Bei den Tieren der Distraktionsgruppe waren {iber den
Bohrungen in den Markraum rontgendichte, in Distraktionsrichtung ausgerichtete

Kalluszapfen zu beobachten (Abb. 26).

eqihnasi

Abb. 25: Rontgenbild eines Schafes der Abb. 26: Rontgenbild eines Schafes der
Kontrollgruppe (S 768) 4 Wochen p.op. Distraktionsgruppe (S 766) 4 Wochen p.op.
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3.2 Praparation und postmortales Rontgen im Faxitron

Bei der Priparation der operierten GliedmaBBe waren keine makroskopisch sichtbaren
Anzeichen fiir Entziindungsprozesse zu finden. Auch die bindegewebigen Schichten iiber den
Kanten der Titanplatte zeigten keinerlei Anzeichen von Entziindung oder Nekrose.

Nach Entfernung des stiitzenden Fixateurs war die Titanplatte bei allen Tieren der
Kontrollgruppe leicht zu bewegen und abzulGsen, da nur eine lockere bindegewebige
Verbindung zum Knochen bestand (Abb. 28).

Bei den Tieren der Distraktionsgruppe dagegen war die Platte in allen Fillen fest iiber einen
grofltenteils knochernen Kallus mit der Kortikalis verbunden. Die Ablosung der fest

anhaftenden Titanplatte war hier nur mit dem Skalpell unter Aufwendung betrichtlicher

Krifte moglich. Bei einigen Tieren blieben kleine Teile des knochernen Kallus an der

Titanplatte haften (Abb. 27).

Abb. 27: Préparation einer Tibia der Abb. 28: Prdparation einer Tibia der

Distraktionsgruppe (S 762). Unter der Platte ist Kontrollgruppe (S 777). Im Kallusldngsschnitt

geflechtartiger Knochen zu sehen. ist unter der Plattenauflagefliche  nur
Bindegewebe zu sehen.

Anhand der im Faxitron-Tischrontgengerit erstellten Kontaktrontgenaufnahmen des
Knochens mit Fixateur (Abb. 29, Abb. 30), bzw. anhand von Aufnahmen des
Kalluslidngsschnitts (Abb. 31, Abb. 32), konnte die unterschiedliche Kallusqualitdt in den
beiden Gruppen bestéitigt werden. Auch hier waren in der Distraktionsgruppe
pyramidenformige Kalluszapfen vorzufinden. In einigen Fillen war der Kallus in der

Distraktionsgruppe vollstindig kndchern.
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Abb. 29: Faxitron-Kontaktrontgenbild einer Abb. 30: Faxitron-Kontaktrontgenbild einer
Tibia der Distraktionsgruppe (S 776). Tibia der Kontrollgruppe (S 768).

Abb. 31: Faxitron-Kontaktrontgenbild des Abb. 32: Faxitron-Kontaktrontgenbild des
Kalluslangsschnitts eines Schafes der Kallusldngsschnitts eines Schafes der
Distraktionsgruppe (S 783). Kontrollgruppe (S 775).
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3.3 pQCT

Die Auswertung der peripheren quantitativen Computertomographie konnte die bereits
rontgenologisch feststellbaren Unterschiede quantifizieren. Dargestellt sind im Folgenden die
wesentlichen Ergebnisse der Bestimmung der Knochenmineraldichte und des Kallusvolumens
fir die Fldche zwischen Titanplatte und Kortikalis (ROljein) und fiir den ROIg0p, der auch
die distraktionsbedingten Knochenzubildungen im Randbereich der Platte mit einschlieBt
(Abb. 16). Ausgewertet wurden die beiden ROIs bei den Schwellwerten 0,2 und 0,45 (1/cm).
Die als Referenzwert ermittelte durchschnittliche Dichte der Kortikalis lag in der
Kontrollgruppe bei 1426 (= 33) mg/cm’ und in der Distraktionsgruppe bei 1411 (= 14)
mg/cm’.

Die Auswertung der Schnitte bei einem Schwellwert von 0,2 (1/cm), gab Aufschluss iiber die
durchschnittliche Dichte des zwischen Titanplatte und Kortikalis befindlichen Gewebes. Die
Distraktionsgruppe wies fiir den ROlyi, eine gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant

hohere Knochenmineraldichte auf (Abb. 33).

600,0

500,0 -
400,0 }

300,0 =
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200,0 - ‘ =

100,0 1

0,0
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Abb. 33: Knochenmineraldichte in mg/cm’ bei einem Schwellwert fir den
Schwichungskoeffizienten von 0,2 (1/cm) fiir den ROlein. D = Distraktionsgruppe (n = 10), K =
Kontrollgruppe (n = 10), * =p <0,05.
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Bei der Berechnung des Kallusvolumens zeigte sich in der Distraktionsgruppe fiir den
ROlgjein beim Schwellwert von 0,2/cm ein gegeniiber der Kontrollgruppe ebenfalls signifikant

hoherer Wert (Abb. 34).
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Abb. 34: Kallusvolumen bei einem Schwellwert fiir den Schwéchungskoeffizienten von 0,2 (1/cm)
fiir den ROljejn. D = Distraktionsgruppe (n = 10), K = Kontrollgruppe (n = 10), * = p <0,05.

Die Auswertung bei einem Schwellwert von 0,45 (1/cm) schloss alle bindegewebigen
Kallusanteile aus der Berechnung aus und gab somit ein Bild iiber die Dichte und das
Volumen der kndchernen Kallusanteile. Die Knochenmineraldichte des Gewebes unter der
Titanplatte (ROlgein) unterschied sich in den beiden Gruppen nicht signifikant. Die
knochernen Kallusanteile in der Kontrollgruppe =zeigten eine geringgradig hohere
Knochenmineraldichte als jene der Distraktionsgruppe. Der Volumenanteil an kndchernem
Kallus war jedoch in der Kontrollgruppe deutlich geringer als in der Distraktionsgruppe (Abb.
35).
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Abb. 35: Kallusvolumen bei einem Schwellwert fiir den Schwichungskoeffizienten von 0,45 (1/cm)
fiir den ROljejn. D = Distraktionsgruppe (n = 10), K = Kontrollgruppe (n = 10), * = p < 0,05.

Ein noch deutlicherer Volumenunterschied war bei Einbeziehung der distraktionsbedingten
Knochenzubildungen im Randbereich der Titanplatte (ROlIg,0p) zu verzeichnen.

Hier wies die Distraktionsgruppe beim Schwellwert von 0,45 (1/cm) ein 3,8-fach hoheres

Volumen an kndchernem Kallus auf (Abb. 36).
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Abb. 36: Kallusvolumen bei einem Schwellwert fiir den Schwichungskoeftizienten von 0,45 (1/cm)
fiir den ROlg0p. D = Distraktionsgruppe (n = 10), K = Kontrollgruppe (n = 10), * =p <0,05.

Zusammenfassend waren in der Distraktionsgruppe bei beiden Schwichungskoeffizienten

gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant hohere Volumenanteile an Kallus zu finden. Die

Dichte der knochernen Kallusanteile war in beiden Gruppen dhnlich.
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3.4 pCT

Die exemplarisch erstellten p-CT-Bilder lieferten ein dreidimensionales Bild der
Kallusformation in der Distraktionsgruppe. Es war deutlich eine zapfenformige
Knochenbildung iiber den Bohrléchern zu sehen (Abb. 37, Abb. 39). Die zapfenformigen
knochernen Strukturen iiber den Bohrlochern reichten nicht in allen Fillen bis auf Hohe der

Titanplatte. Sie waren von geflechtartiger Struktur und in einigen Féllen war ein zentraler

Hohlraum zu sehen. Unter der Titanplatte war meist eine durchgehende Knochenplatte

nachweisbar (Abb. 37).

Abb. 37: Dreidimensionale Darstellung der u-CT-Schnitte eines Kallusldngsschnittes mit Sicht auf
den Anschnitt der kaudalen Bohrlochreihe. Distraktionsgruppe, Schaf 783.

Im Randbereich der Platte konnte ein im Vergleich zum Bereich iiber den Bohrldchern
dichterer und homogenerer kndcherner Kallus nachgewiesen werden (Abb. 38). Der
knocherne Kallus im Randbereich der Titanplatte ist auf die periostale Kallusreaktion an der
Schnittkante des Periosts zuriickzufiihren.

Bei dem Schaf aus dem Zusatzversuch, bei dem unter Verzicht auf die den Markraum
erdffnenden Bohrungen eine Distraktionsbehandlung durchgefiihrt wurde, konnte der dichte
und homogene Kallus im Randbereich der Platte ebenfalls nachgewiesen werden. Zentral

unter der Platte war jedoch bei diesem Schaf nur bindegewebiger Kallus zu sehen.
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Abb. 38: Dreidimensionale Darstellung der u-CT-Schnitte eines Kallusldngsschnittes mit Sicht auf
die distraktionsbedingte Kallusbildung im Randbereich der Platte. Distraktionsgruppe, Schaf 783.

Der Knochen in den Bohrlochern zeigte eine Ausrichtung in Distraktionsrichtung. Die in
einigen Bohrlochern sichtbaren BlutgefdBBkanile zeigten ebenfalls einen Verlauf parallel zur

Distraktionsrichtung (Abb. 39).

Abb. 39: Dreidimensionale Darstellung eines p-
CT-Schnittes zweier Kalluszapfen mit dem
Programm Osirix (Osirix, Version 2.4).

Die schwarzen Pfeile im Bild zeigen den in
Distraktionsrichtung gerichteten Verlauf zweier
Gefiflkandle im Bohrloch. Auflerdem ist die
geflechtartige Struktur der durch Distraktion
entstandenen  Kalluszapfen zu  erkennen.
Distraktionsgruppe, Schaf 765.
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3.5 Biomechanik

Die biomechanische Testung der Kalluslingsschnitte lieferte Aufschliisse iiber die
mechanischen Materialeigenschaften des untersuchten Gewebes. Die als Referenzwert
ermittelte Steifigkeit der Kortikalis beider Gruppen war nicht signifikant unterschiedlich. Bei
der Bestimmung der Steifigkeitswerte des neugebildeten Knochens im Bohrloch ergab sich
fiir die Distraktionsgruppe eine um 18,9 % hohere Steifigkeit. Der Unterschied war jedoch
nicht signifikant. In der Distraktionsgruppe waren zwischen Druckpunkt 4 (seitlich am
Zapfen), Druckpunkt 3 (zentral im Zapfen) und Druckpunkt 5 (Zapfenspitze) abnehmende
Steifigkeitswerte zu beobachten. In der Kontrollgruppe nahm mit zunehmendem Abstand der
Druckpunkte zur Kortikalis (1 mm, 2 mm, 3 mm) die Gewebesteifigkeit ebenfalls ab.

Die Druckpunkte 3 (zentral im Zapfen, 1 mm {iber der Kortikalis) und 4 (seitlich im Zapfen,
1 mm tiber der Kortikalis) der Distraktionsgruppe wurden mit dem Wert fiir Druckpunkt 3 der
Kontrollgruppe (zentral 1 mm {iiber der Kortikalis) verglichen. Bei beiden Vergleichen waren
die Unterschiede zwischen den Gruppen nicht signifikant (Tabelle 2).

Der einzige signifikante Unterschied zeigte sich beim Vergleich der Steifigkeitswerte der
Kalluszapfenspitze der Distraktionsgruppe mit den Steifigkeitswerten 3 mm {iber der
Kortikalis in der Kontrollgruppe. An dieser Messlokalisation war fiir die Distraktionsgruppe
eine signifikant hohere Gewebesteifigkeit nachweisbar (Abb. 40).
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Abb. 40: Steifigkeitswerte von Druckpunkt 5 (Zapfenspitze) der Distraktionsgruppe (D; n = 9)
verglichen mit den Steifigkeitswerten von Druckpunkt 5 (zentral {iber dem Bohrloch, 3 mm {iber der
Kortikalis) der Kontrollgruppe (K; n =10), * =p < 0,05.
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Tabelle 2: Steifigkeitswerte im biomechanischen Eindriicktest an verschiedenen Lokalisationen des
Geweberegenerats. Angegeben sind die Werte fiir den Median und in Klammern der

Interquartilbereich (25-%- und 75-%-Quartile).

Lokalisation der Druckpunkte Distraktion Kontrolle
1 1220 1211
Kortikalis (1018 — 1399) (1122 - 1330)
2 582 460
Bohrloch (432 - 766) (419 - 568)
3 66 112
zentral iiber dem Bohrloch in 1 mm (43 - 122) (73 - 140)
Abstand zur Kortikalis
4 121 112
seitlich des Bohrlochs 1 mm tiber (96 — 185) (73 - 140)
der Kortikalis
3.6 Histologie

3.6.1 Gewebedifferenzierung

3.6.1.1 Qualitativ

Schon bei makroskopischer Betrachtung der Schnitte war in der Distraktionsgruppe mehr
knocherner Kallus zu erkennen (Abb. 41, Abb. 42). Der Kallus reichte in der
Distraktionsgruppe in den meisten Féllen bis zur Auflagefliche der Titanplatte. Als
bedeutendes Resultat der qualitativen Gewebedifferenzierung kann das Fehlen von
Knorpelzellen angesehen werden. In keinem der angefertigten Schnitte konnten knorpelige
Strukturen nachgewiesen werden. Sowohl der Distraktionskallus als auch die unregelmifBige
Kallusreaktion in der Kontrollgruppe waren durch rein desmale Osteogenese entstanden. Der
knocherne Kallus bestand groBtenteils aus Geflechtknochen. Nur direkt {iber der Kortikalis
waren vereinzelt Osteone als erste Anzeichen des Umbaus in lamelldren Knochen
nachzuweisen (Abb. 50).

Uber den Bohrldchern der Distraktionsgruppe waren in Distraktionsrichtung ausgerichtete
pyramidenformige Kalluszapfen zu erkennen (Abb. 43). Der Kallus in der Kontrollgruppe
erschien direkt liber der Kortikalis zwar dichter als der Kallus der Distraktionsgruppe, war

aber ungerichtet und weit weniger umfangreich. Im gesamten Kallusbereich waren in
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unterschiedlicher Dichte und Stirke Blutgefdle erkennbar (Abb. 46). In den Bohrldchern
verliefen sie quer zur angrenzenden Kortikalis, also in Bohrloch- und Distraktionsrichtung
ausgerichtet. Auch in der Kontrollgruppe war in den Bohrl6chern dieser BlutgefdBverlauf zu
beobachten. In der Distraktionsgruppe war auch in den durch die Distraktion entstandenen
Kalluszapfen eine Ausrichtung der Blutgefae in Distraktionsrichtung zu beobachten (Abb.
46).

Der grofle Bindegewebsanteil in der Kontrollgruppe bestand aus ungerichtetem, lockerem
Bindegewebe. Die bindegewebigen Strukturen in der Distraktionsgruppe waren vor allem im
Randbereich der Kalluszapfen kollagenreicher. Die Kollagenfasern zeigten hier weitgehend
eine Ausrichtung entlang des Distraktionsvektors (Abb. 44). Die wabigen Strukturen in den
Kalluszapfen der Distraktionsgruppe waren reich an Fettzellen und entsprachen in ihrer
Zusammensetzung dem im Markraum vorzufindenden Fettmark (Abb. 51). Sie wurden
deshalb in der quantitativen Auswertung als Knochenmark definiert. Bei den Tieren mit
Distraktionsbehandlung konnte eine hohe osteoblastire Aktivitit mit starker Osteoidbildung
beobachtet werden (Abb. 47).

Osteoklasten als Zeichen fiir einen stattfindenden Knochenumbau oder Knochenabbau waren
vor allem bei den Tieren der Kontrollgruppe zu beobachten (Abb. 48).

Entziindungszellen als Anzeichen einer durch das Implantat verursachten AbstoBungs- oder
Entziindungsreaktion konnten nicht nachgewiesen werden. In einem exemplarischen Schnitt
durch eine Titanplatte konnten anhaftende Kallusanteile nachgewiesen werden (Abb. 45). Es
bestand direkter Kontakt zwischen den kndchernen Kallusanteilen und der Titanplatte.

Bei mehreren Schnitten konnte Plattenabrieb, bzw. eine abgeriebene HA-Beschichtung im
Kallusbereich, v. a. im Bereich direkt unter der entfernten Platte nachgewiesen werden (Abb.
49). Der Plattenabrieb war in beiden Gruppen zu beobachten. In der Distraktionsgruppe war
der Abrieb nur direkt am Auflagebereich der entfernten Titanplatte zu finden und eventuell
auf das Entfernen der Titanplatte mit dem Skalpell zuriickzufiihren. In der Kontrollgruppe
waren auch in kortikalisndheren Bereichen des bindegewebigen Kallus Abriebpartikel zu

finden.
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Abb. 41: Ubersichtsaufnahme eines histologischen Schnittes der Distraktionsgruppe. Paragon-
Férbung. (Spiegelreflexkamera, Konica Minolta; Dynax 5; Japan).

Abb. 42: Ubersichtsaufnahme eines histologischen Schnittes der Kontrollgruppe. Paragon-Firbung.
(Spiegelreflexkamera, Konica Minolta; Dynax 5; Japan).
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Abb. 43: Distraktionsgruppe. Kalluszapfenspitze Abb. 44: Distraktionsgruppe.

mit desmaler Ossifikation. Paragon-Férbung. Polarisationsmikroskopische = Aufnahme  mit

25-facheVergroflerung. weitgehend in Distraktionsrichtung verlaufenden
Kollagenfaserbiindeln zwischen zwei
Kalluszapfen.  Paragon-Farbung.  12,5-fache
VergroBerung.

Abb. 45: Distraktionsgruppe. Kontaktfliche Abb. 46: Distraktionsgruppe. Vene im
zwischen Titanplatte (unten im Bild) und Kalluszapfen.  Paragon-Fiarbung.  100-fache
knochernem Kallus (oben im Bild). Paragon- VergroBerung.

Féarbung. 200-fache Vergroflerung.
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gl

(J

Abb. 47: Distraktionsgruppe. Osteoblastensdume
entlang der Knochentrabekel des Kalluszapfens.
Paragon-Farbung. 100-fache VergroB3erung.

Flem AT

Abb. 49: Kontrollgruppe. Plattenabriebpartikel
im Bindegewebe unter der Auflagefliche der
Platte. Paragon-Farbung. 100-fache
VergroBerung.

Abb. 48: Osteoklast an der Grenze zwischen
Kortikalis (links im Bild) und Bohrkanal (rechts
im  Bild). Paragon-Férbung. 200-fache
VergroBerung.

Abb. 50: Distraktionsgruppe. Osteone direkt
iber der Kortikalis als erste Anzeichen des

Umbaus des Geflechtknochens in
Lamellenknochen. Paragon-Fiarbung. 200-fache
VergroBerung.
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Abb. 51: Distraktionsgruppe. Fettzellen im Abb. 52: Grenze zwischen Bohrloch (unten im
lockeren, knochenmarkéhnlichen Bindegewebe Bild) und Kortikalis. Die Osteozyten sind entlang
im Kalluszapfen. Paragon-Féarbung. 400-fache- des Bohrlochverlaufs ausgerichtet. Paragon-
VergroBerung. Farbung. 100-fache-VergroBerung.
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3.6.1.2 Quantitativ

Bei der Punktezdhlmethode zeigten sich zwischen den beiden Gruppen signifikante
Unterschiede in der Gewebezusammensetzung. Die prozentuale Kallusfliche (definiert als %
Knochen + % Knochenmark) war in der Distraktionsgruppe 2,3-fach hoéher als in der

Kontrollgruppe (Abb. 53).
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Abb. 53: Prozentuale Kallusfliche. D = Distraktionsgruppe (n = 10), K = Kontrollgruppe (n = 10),
*=p<0,05.

In Abhéngigkeit vom Abstand zur Kortikalis war eine abnehmende Kallusfliche zu
beobachten. Nur ab einem Abstand von 3,7 mm zur Kortikalis war in der Distraktionsgruppe
wieder eine prozentuale Zunahme an Kallusfliche zu beobachten (Abb. 55). Dies ist auf die

Knochenplatten direkt unter der Auflagefliache der Titanplatte zuriickzufiihren.
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in %
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Abb. 54: Prozentuale Gewebezusammensetzung aller bei der Punktezdhlmethode ermittelten

Gewebepunkte. D = Distraktionsgruppe (n = 10), K = Kontrollgruppe (n = 10).

Durch die fiir die Punktezdhlung vorgenommene Unterteilung der Kallusfliche in 5

Zihlreihen zu je 27 Netzrastern konnte fiir die beiden Gruppen auch die Anderung der

Gewebezusammensetzung in Abhdngigkeit vom Abstand zur Kortikalis ermittelt werden

(Abb. 55). In den weiter von der Kortikalis entfernten Zéhlreihen 2 bis 5 waren kndcherne

Kallusanteile zunehmend nur noch in der Distraktionsgruppe zu finden. In der ersten

Zéhlreihe direkt iiber der angefrasten Kortikalis wies die Kontrollgruppe eine hohere Anzahl

an Kochenpunkten und

Distraktionsgruppe (Tabelle 3).

somit

einen dichteren knochernen Kallus

auf als die
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Abb. 55: Prozentualer Anteil der Knochenfliche in Abhéngigkeit vom Abstand der Zéhlreihen zur
Kortikalis. D = Distraktionsgruppe (n = 10), K = Kontrollgruppe (n = 10).

Die prozentuale Gewebezusammensetzung in den einzelnen Zéhlreihen ist in Tabelle 3

wiedergegeben.

Tabelle 3: Vergleich der prozentualen Gewebezusammensetzung in den einzelnen Zahlreihen unter
Angabe des Medians und der 25-%- bzw. 75-%-Quartile; D = Distraktionsgruppe (n = 10), K =
Kontrollgruppe (n = 10).

Abstand zur Bindegewebe Knochen Knochenmark Osteoid
Kortikalis in

mm D K D K D K D K
Reihe 1 14 27 45 49 26 14 8 6
(0-1,2) (6 —27) (17 — 42) (39 -58) | (43 -64) | (16 —37) | (13 - 18) (7 —10) (5 - 8)
Reihe 2 42 91 19 6 29 2 7 2
(1,2 - 2,5) (26 — 64) (50 - 98) (17 - 37) (2 - 20) (15 - 35) (1 -6) (4 - 9) (0 - 2)
Reihe 3 65 100 16 0 13 0 4 0
(2,5 - 3,7) (47 — 85) | (96 — 100) (8 — 32) (0 - 3) (5 - 20) (0 -1) (2 -7) (0 -0,2)
Reihe 4 70 100 17 0 S 0 4 0
(3,7 - 4,9) (56 — 88) [(100 - 100)] (B —-27) (0 -0,3) (3-11) (0 -0,3) (1 -6) (0 -0)
Reihe 5 25 100 37 0 11 0 4 0
(>4,9) (0 - 54) (99 - 100) (0 - 54) (0 -0,3) (0 - 18) (0 -0) (0 - 6) (0 -0)
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3.6.2 Fluoreszenzhistologische Untersuchung

Bei der Auswertung der Ergebnisse der fluoreszenzhistologischen Untersuchung waren fiir
alle drei Messungen (Abstand von Calceingriin zur Kortikalis, Abstand vonTetrazyklin zur
Kortikalis und endgiiltige Hohe des Knochenzapfens) signifikante Unterschiede zwischen den
beiden Versuchsgruppen nachweisbar.

Schon 20 Tage p.op. zeigte sich in der Distraktionsgruppe eine durch die Einlagerung von
Calceingriin gekennzeichnete Mineralisation in kortikalisferneren Bereichen als in der
Kontrollgruppe (Abb. 56). In der Kontrollgruppe war die Mineralisierung des Kallus im
Mittel noch nicht einmal iiber die Bohrlocher fortgeschritten (Abb. 56).
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Abb. 56: Vergleich der Hohe der Calceingriinfront zwischen Distraktionsgruppe (D; n = 9) und
Kontrollgruppe (K; n =9); * = p <0,05. Das Mineralisationsbild entspricht den Verhéltnissen ca.
20 Tage p.op.

Auch bei der Messung des Abstands des eingelagerten Tetrazyklins zur Kortikalis 30 Tage
p.op. war der Unterschied zwischen den beiden Gruppen signifikant (p = 0,0062, Abb. 57).
Jedoch war auch in der Distraktionsgruppe zu diesem Zeitpunkt nur vereinzelt eine

Mineralisation des Kallus iiber mehr als die halbe Distraktionsstrecke nachweisbar (Abb. 57).
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Abb. 57: Vergleich der Hohe der Tetrazyklinfront zwischen Distraktionsgruppe (D; n = 9) und
Kontrollgruppe (K; n =9); * = p <0,05. Das Mineralisationsbild entspricht den Verhiltnissen ca. 30
Tage p.op.

Der groBte Unterschied zwischen den beiden Gruppen in Bezug auf die Mineralisation des
Kallus zeigte sich am Totungszeitpunkt 70 Tage p.op. (Abb. 58). Die ermittelten Werte
entsprachen der Hohe der Knochenzapfen in der Distraktionsgruppe bzw. der Hohe der

unregelméBigen Kallusreaktion in der Kontrollgruppe zu Versuchsende.
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Abb. 58: Vergleich der Hohe des kndchernen Kallus zwischen Distraktionsgruppe (D; n = 9) und
Kontrollgruppe (K; n = 9); * = p < 0,05; Das Mineralisationsbild entspricht den Verhéltnissen zum
Totungszeitpunkt 10 Wochen p.op.
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3.7 Ergebnisse des Zusatzversuchs

Bei den im Zusatzversuch operierten Schafen, bei denen auf die Bohrungen in den Markraum
verzichtet wurde, zeigte sich der Einfluss der den Markraum er6ffnenden Bohrungen auf die
Kallusbildung. Bei Schaf 784, bei dem die Titanplatte nach dem Protokoll der
Distraktionsgruppe distrahiert wurde, haftete die Titanplatte fest am seitlich der Platte
entstandenen knochernen Kallus. Diese kndchernen Kallusanteile seitlich der Titanplatte sind
durch den distraktionsbedingten Dehnungsreiz auf die Periostschnittkante zu erkldren. Unter
der Platte war nur Gewebe von bindegewebiger Dichte zu finden (Abb. 59). Das Ergebnis
zeigte somit, dass sowohl die BlutgefdaBversorgung aus den Markraumgefiflen, als auch die

BlutgefdBversorgung {iber Periost und Bindegewebe wichtig ist fiir den Aufbau eines

belastungsfahigen Kallus.

Abb. 59: pQCT-Schnitt zur Darstellung der
geweblichen Zusammensetzung des
Kallusregenerats von Schaf 784, welches ohne
die den Markraum er6ffnenden Bohrungen einer
Distraktionsbehandlung unterzogen wurde. Unter
der  Plattenauflagefliche  ist  groBtenteils
Bindegewebe, nur seitlich der Patte sind
knocherne Strukturen nachweisbar.
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4 Diskussion

Mit der vorliegenden Studie konnte erstmals eine dehnungsinduzierte Knochenneubildung mit
Hilfe eines synthetischen Implantats durch Distraktion lateral zur kortikalen Oberfldche des
Knochens erreicht werden. Die Hypothese, dass es, analog zur klassischen Kallusdistraktion,
auch  zwischen  synthetischer = Materialoberfliche und  Knochenoberfliche  zur
Knochenneubildung durch einen Distraktionsreiz kommt, konnte somit bewiesen werden. Die
osteokonduktive HA-beschichtete Titanplatte eignete sich, um eine Knochenneubildung an
der kortikalen Oberfliche des Knochens durch Distraktion zu induzieren.

Die ibereinstimmenden Ergebnisse aller Teiluntersuchungen zeigten, dass das gewdhlte
Tiermodell und das Osteosyntheseverfahren sowie alle anderen Versuchsparameter geeignet
waren, um den Beweis der Durchfiihrbarkeit des neuen Distraktionsverfahrens erbringen zu
konnen. Durch das neue laterale Distraktionsverfahren lieB sich mechanisch belastbarer
Knochen erzeugen. Der Nachweis der Bestidndigkeit des neu entstandenen Knochens muss in
weiterfiihrenden Studien iiber einen langeren Versuchszeitraum noch erbracht werden.
Bemerkenswert ist die Tatsache, dass der durch laterale Distraktion entstandene neue
Knochen rein desmalen Ursprungs ist. Diese Form der direkten Osteogenese ist fiir die
Kallusdistraktion charakteristisch, in Reinform ohne Areale der indirekten enchondralen
Ossifikation aber nur selten zu beobachten (Ilizarov 1990; Aronson 1991; Gaggl et al. 2000;
Amir et al. 2006b). Bereits Ilizarov konnte bei stabiler Konfiguration seines Fixateur externe
ebenfalls direkte Osteogenese ohne Knorpelformation erreichen (Ilizarov 1990). Die rein
desmale Ossifikation in der vorliegenden Studie ist durch die hohe Stabilitit der
Osteosyntheseanordnung zu erkldren. Der Knochen musste bei dem neuen Verfahren nicht
durchtrennt werden und wurde zudem durch einen sehr stabilen Fixateur externe gestiitzt. Da
die desmale Osteogenese nur bei guter Sauerstoffsittigung des Gewebes im Distraktionsspalt
stattfindet, belegt der Befund auch eine ausreichende BlutgefiBversorgung des

Kallusregenerats.
In der folgenden Diskussion sollen alle relevanten Ergebnisse der Studie, die

Versuchsparameter und mogliche klinische FEinsatzgebiete des Verfahrens sowie

konkurrierende Verfahren diskutiert werden.
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4.1 Diskussion der Ergebnisse

Die Ergebnisse der Teiluntersuchungen zeigen allesamt einen deutlichen Unterschied in der
Kalluszusammensetzung und dem Kallusvolumen der beiden Gruppen. Bei den Tieren der
Distraktionsgruppe war radiologisch, histologisch und im CT ein weit grofleres Volumen an
knochernem Kallus nachweisbar.

Die Knochenmineraldichte und das Volumen des kndchernen Kallus wurden mittels pQCT
bestimmt. Die Bestimmung dieser Parameter im pQCT ist eine zuverldssige Methode um den
Mineralisierungsgrad des Kallus bestimmen zu konnen. Zudem kann die mechanische
Stabilitdt des Kallusregenerats aufgrund der im pQCT gewonnenen Daten bereits abgeschitzt
werden (Augat et al. 1997). In der vorliegenden Studie wurden pro Knochenprobe nur drei
pQCT-Schnitte erstellt. Grund fiir diese geringe Anzahl an Schnitten war das Bestreben, die
Knochenproben nur méglichst kurz in die CT-Roéhre einspannen zu miissen. Dadurch sollte
eine einsetzende Autolyse der Pridparate vor den noch ausstehenden histologischen und
biomechanischen Auswertungen minimiert werden. In der pQCT-Auswertung konnte fiir die
knochernen Kallusanteile in der Kontrollgruppe ein gegeniiber der Distraktionsgruppe
geringfiigig hoherer Wert fiir die Knochenmineraldichte nachgewiesen werden. Der
knoécherne Kallus in der Kontrollgruppe war jedoch von weit geringerem Volumen als der
Kallus in der Distraktionsgruppe und beschrinkte sich auf den Bereich direkt iiber der
Kortikalis. Die hohere Dichte bei gleichzeitig niedrigerem Volumen kann durch die Struktur
des Kallus in der Kontrollgruppe erklart werden. Die Schafe der Kontrollgruppe zeigten
direkt liber der plangefristen Kortikalis eine ausgeprigte, dichte aber wenig volumindse
Kallusreaktion. Schafe zeigen aufgrund ihrer gegeniiber dem Menschen gréferen
Stoffwechselaktivitit und ihres ausgepréigten regenerativen Potentials eine deutliche Reaktion
auf durch experimentelle Manipulation gesetzte Schiden an Periost und Knochen (Stiirmer
und Schuchardt 1980). Die unregelmdfige und ungerichtete Kallusreaktion in der
Kontrollgruppe ist deshalb sicherlich auf die Irritation des gefensterten Periosts bzw. der
plangefriasten Kortikalis zuriickzufithren. Das Ergebnis der hohen Knochendichte in der
Kontrollgruppe direkt liber der Kortikalis, konnte auch in der histologischen Auswertung und
durch die in der biomechanischen Testung ermittelten hohen Steifigkeitswerte der
Knochenproben der Kontrolltiere in kortikalisnahen Bereichen bestétigt werden.

Als wichtigstes Ergebnis der CT-Auswertung kann jedoch das signifikant hdhere Volumen an
knochernem Kallus in der Distraktionsgruppe angesehen werden. Bei einigen Tieren der
Distraktionsgruppe war der Kallus fast komplett knochern durchbaut. Dies konnte auch in den

exemplarisch erstellten dreidimensionalen p-CT-Bildern dargestellt werden.
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Durch die biomechanische Testung sollten Erkenntnisse iiber die mechanische Stabilitdt des
Kallusregenerats gewonnen werden. Die biomechanische Testung stellt eine verldssliche
Methode dar, die Steifigkeit von Kallus- oder Knochenproben zu ermitteln (Li et al. 2007).
Die Ergebnisse der Eindriicktests zeigten, dass der entstandene Kallus in der
Distraktionsgruppe mechanisch noch wenig belastbar ist. Dies ist durch die spongidse
Struktur des Kallus zu erklaren. Bei fortschreitendem Umbau des Kallus in Lamellenknochen
ist jedoch auch mit einer zunehmenden mechanischen Belastbarkeit des Kallusregenerats zu
rechnen. Im Vergleich zu einer Studie iiber die Eindriicksteifigkeit von Frakturkallusproben
zeigte der entstandene Kallus eine geringere Eindriicksteifigkeit (Augat et al. 1996).
Aufgrund unterschiedlicher Versuchsparameter (Druckstempeldurchmesser,
Kallusscheibendicke usw.) sind die Werte der aktuellen Studie mit anderen Studien zur
Eindriicksteifigkeit aber nur bedingt zu vergleichen. In der Distraktionsgruppe war bei den
Werten fiir die Steifigkeit des neuen Knochens in den Bohrldchern eine grofle Streuung zu
beobachten. Dies ist vermutlich auf die in einigen Bohrlochern vorzufindenden groB3en
BlutgefdBkandle zuriickzufilhren. Die Osteozyten in den Bohrléchern waren
interessanterweise in Distraktionsrichtung ausgerichtet, also quer zum Verlauf der Osteozyten
in der Kortikalis. Diese Ausrichtung der Knochenzellen in den Bohrlochern quer zur
Kortikalis war auch in der Kontrollgruppe zu beobachten. In einer fritheren Studie zur
kndchernen Regeneration in groBeren Bohrlochdefekten wurde am Defektrand ebenfalls eine
Orientierung entlang der Bohrlochwand, also senkrecht zur Knochenlidngsachse gefunden.
Die Auffiillung des Bohrlochdefekts im Zentrum erfolgte dort aber mit unregelméBig
orientiertem Knochen und anschlieBendem Knochenumbau zu Lamellenknochen mit in
Langsrichtung des Knochens ausgerichteten Osteonen (Claes et al. 1995).

In der histologischen Auswertung konnte das Kallusgewebe quantitativ und qualitativ genauer
beurteilt werden. Neben den quantitativen Unterschieden des kndchernen Kallusanteils
zwischen den beiden Gruppen war hier vor allem die rein desmale Osteogenense
bemerkenswert. Sowohl in den Bohrlochern beider Gruppen, als auch in den kndchernen
Kallusanteilen waren keine Areale enchondraler Osteogenese zu finden. Dieses Ergebnis
stimmt mit Beobachtungen von Ilizarov iiberein, der bei Distraktion unter stabiler Anordung
der Ringe seines Fixateur externe ebenfalls rein desmale Osteogenese beobachten konnte
(Ilizarov 1990). Fiir das Ossifikationsverhalten im Bohrlochdefekt konnte dies auch in
Studien von Claes et al. gezeigt werden (Claes et al. 1995). In einer Studie von Gaggl et al.

zur lateralen Distraktion eines implantattragenden Knochenfragments am Kieferkamm konnte
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iiberwiegend desmale Ossifikation mit nur vereinzelten Arealen enchondraler Osteogenese
gezeigt werden (Gaggl et al. 2000).

Mittels der fluoreszenzhistologischen Untersuchung konnte ein Bild iber den
Mineralisierungsgrad des Kallus zu verschiedenen Zeitpunkten gewonnen werden.

Die in beiden Gruppen bei der Messung der Calceingriin- bzw. Tetrazyklinhdhen teils
ausbleibenden Anfarbungen im Kallusbereich resultieren aus der Tatsache, dass zu den
Einlagerungszeitpunkten der beiden Fluoreszenzfarbstoffe die Mineralisationsfront teilweise
noch nicht {iber die Bohrldcher hinausreichte. Die Ergebnisse der fluoreszenzhistologischen
Untersuchung zeigten, dass der grof3te Teil der Mineralisation des Distraktionskallus erst in
der Konsolidierungsphase nach Beendigung der Distraktion stattfand.

Die Ergebnisse der Zusatzstudie mit Distraktionsbehandlung ohne die den Markraum
erdffnenden Bohrungen zeigten, dass eine Knochenbildung unter der Platte nur durch einen
Anschluss an die GefdBle des Markraums moglich ist. Auch in der Frakturheilung wird von
einigen Autoren der Markraumdurchblutung die Hauptaufgabe im Heilungsprozess
zugeordnet (Rahn 1976; Shapiro 1988). Die an der Schnittkante des Periosts entstandenen
Knochenzapfen belegen jedoch, dass ein Teil des neu gebildeten Knochens auch auf das

osteogenetische Potential des Periosts zuriickzufiihren ist.

4.2 Diskussion der Methodik

421 Tiermodell

Fiir die Priifung des neuen Verfahrens war es wichtig, ein Versuchstier zu wihlen, dessen
knocherne Regenerationsprozesse denen des menschlichen Knochens weitestgehend
entsprechen. Schafe und Hunde gelten, was diese kndchernen Regenerationsprozesse betrifft,
als dem Menschen am #hnlichsten (Lippuner et al. 1992). Das ovine Skelett hat zudem
dhnliche Ausmalle wie das humane Skelett und auch die mechanischen Belastungen sind
durch das dhnliche Korpergewicht mit denen des Menschen vergleichbar (Stiirmer 1987;
Newman et al. 1995). Schafe und Menschen zeigen auBerdem ein #hnliches Bild des
Einwachsens von Knochen in porése Implantate (Willie et al. 2004). Schafe haben jedoch
eine gegeniiber dem Menschen signifikant hohere Knochendichte (Liebschner 2004), was bei
der Bewertung der Ergebnisse der CT-Messungen beriicksichtigt werden muss. Beim Schaf
muss insbesondere die hohere Stoffwechselkapazitit und die damit verbundene grofere
Heilungskapazitit beachtet werden (Stiirmer und Schuchardt 1980; Claes 1992). Fiir den

Versuch wurden deshalb Tiere mit einem vergleichsweise hohen Durchschnittsalter
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verwendet, deren kndcherne Regenerationsfdhigkeit im Vergleich zu juvenilen Tieren
herabgesetzt ist. Jingere Individuen haben ein hoheres osteogenes Potential. Aus klinischen
Studien ist bekannt, dass der juvenile Knochen den Vorteil einer schnelleren Osteogenese
bietet (Fischgrund et al. 1994). Durch das hohe Durchschnittsalter der Tiere konnte somit eine
Anndherung an die Situation beim Menschen erreicht werden. Zudem deuten die Ergebnisse
darauf hin, dass die laterale Kallusdistraktion mit einem synthetischen Implantat auch fiir den
ilteren Patienten eine vielversprechende Behandlungsmethode sein konnte.

Das Schaf hat sich als Versuchstier fiir Studien zur Kallusdistraktion bewéhrt (Steen und
Fjeld 1989; Reichel et al. 1998; Claes et al. 2000a; Gaggl et al. 2000; Hente et al. 2004).
Zudem kann am Institut fiir Unfallchirurgische Forschung und Biomechanik der Universitit
Ulm auf langjdhrige Erfahrung mit Studien am Schaf zuriickgegriffen werden (Claes et al.
1985; Claes et al. 1997; Claes et al. 2000a; Augat et al. 2003; Schorlemmer et al. 2003; Claes
et al. 2008). Aufgrund dieser Tatsachen wurde das Schaf auch in der vorliegenden Studie als
Versuchstier gewidhlt. Um moglichst &dhnliche physiologische und anatomische
Gegebenheiten zu erreichen wurden ausschlieBlich Bayrische Bergschafe verwendet. Die

Tiere wurden allesamt aus derselben Zucht bezogen.

4.2.2 Modell und Versuchsparameter

Da es sich bei dem in der Studie untersuchten Verfahren um einen ganz neuen Ansatz zur
Knocheninduktion handelt, konnte bei der Wahl der Versuchsparameter nur eingeschriankt auf
die Erfahrungen experimenteller und klinischer Studien der klassischen Kallusdistraktion
zuriickgegriffen werden. Es gelang jedoch auf Anhieb, geeignete Versuchsparameter fiir eine
erfolgreiche Distraktionsbehandlung mit dem synthetischen Implantat zu wahlen.

Bei der Distraktion mittels eines Implantats ist im Gegensatz zur klassischen
Kallusdistraktion nur eine osteoinduktive Knochenfliche vorhanden. Fiir den Erfolg des
Konzeptes war es somit wichtig, die Oberflache des Implantats fiir Knochenzellen so attraktiv
wie moglich zu gestalten. Als Implantat wurde eine Titanplatte mit rauer Oberflache und einer
HA-Beschichtung gewihlt. Eine Ubertragung der Distraktionsreize auf den Raum zwischen
der Knochenoberfliche und dem Implantat kann nur erreicht werden, wenn sich an der
Implantatoberfliche Knochen oder zumindest eine geeignete bindegewebige Struktur
anlagern kann. Von Titan ist bekannt, dass es eine gute Biokompatibilitdt aufweist und dass
sich Knochenzellen ohne bindegewebige Zwischenschicht an seiner Oberfliche anlagern
konnen (Wintermantel und Ha 1996; Ignatius et al. 1997). Fiir ein gutes Einwachsen von

Knochenzellen, hat sich eine raue Titanoberfldche als besonders glinstig erwiesen (Groessner-
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Schreiber und Tuan 1992). Durch die Beschichtung der rauen Titanoberfliche mit
Hydroxylapatit sollte die Attraktivitdt der Titanoberfldache fiir Knochenzellen erhéht werden.
Beim Hydroxylapatit (Ca;o(PO4)s(OH),) handelt es sich um ein langsam resorbierbares
Kalziumphoshat mit osteokonduktiven Eigenschaften. Durch die bioaktive HA-Beschichtung
kann eine innige Verbindung zwischen Implantatmaterial und Gewebe erreicht werden
(Ducheyne und Qiu 1999). In Studien von Soballe et al. konnte gezeigt werden, dass eine
Hydroxylapatitbeschichtung die Knochenbildung sogar bei einem Abstand von 1 mm
zwischen Knochen und Implantat fordert. Dies ist sowohl bei stabiler als auch bei unstabiler
Fixierung der Fall (Soballe et al. 1992; Soballe 1993).

Um eine BlutgefiBversorgung auch ausgehend vom extraossdren Bindegewebe zu
ermoglichen, wurde die Titanplatte zusétzlich mit Lochern versehen (Abb. 5). Die Locher in
der Titanplatte sollten eine bei der Frakturheilung auftretende ,,extraossdre Blutversorgung*
des Kallus ausgehend von den periossdren Bindegewebsstrukturen ermoglichen (Rhinelander
1974). Bei der Priparation der Proben konnten bindegewebige bzw. kndcherne Strukturen in
diesen Lochern der Titanplatte nachgewiesen werden. Diese Strukturen verstirkten den
Kontakt zwischen Platte und Kallus. Die Strukturen in den Léchern der Platte wurden bei der
Ablosung der Platte vom Kallus jedoch stark beschddigt. Deshalb konnte der sichere
Nachweis einer Blutgefa3versorgung ausgehend vom periossiren Bindegewebe nicht erbracht
werden.

Der Fixateur externe zur Befestigung der Titanplatte am Knochen konnte mittels der beiden
Schanzschen Schrauben gut im diaphysdren Knochen verankert werden. Insgesamt kann
aufgrund der fehlenden Osteotomie von einem sehr stabilen System ausgegangen werden.
Auswirkungen der physiologischen GliedmafBlenbelastung auf den distrahierten Bereich waren
somit weder im Sinne erwiinschter axialer Mikrobewegungen noch im Sinne unerwiinschter
Scherbewegungen in groBerem Umfang zu erwarten gewesen. Die hohe Stabilitit des Systems
und die fehlende Stimulation des Regenerates durch eine belastungsbedingte zyklische
Verformung ist eine mogliche Ursache fiir die lange Zeit bis zur Mineralisation und
Konsolidierung des Kallus.

Bei den bisherigen Studien zur Kallusdistraktion wurden die Substrukturen des Knochens
(Osteone, Canaliculi) durch die Osteotomie oder Kortikotomie stets eréffnet. Dadurch war
eine Freisetzung von Zellen und biologischen Faktoren aus der Matrix und den erdffneten
Gefidllen gewihrleistet. In der vorliegenden Studie sollte diese Er6ffnung der Substrukturen
des Knochens und die Blutversorgung des Kallusregenerates durch eine Resektion des

Periosts und ein Anfriasen der kortikalen Oberflache erreicht werden. In einer Studie zur
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lateralen Distraktion eines Knochensegments von Matsuyama et al. wurde das Periost iiber
dem zu distrahierenden Kortexfragment wieder vernidht (Matsuyama et al. 2005). Dies brachte
den Vorteil, dass das gesamte osteogene Potential des Periosts in Form seiner inneren,
osteoblasten- und gefdBreichen Kambiumschicht iiber dem Distraktionsfragment erhalten
werden konnte. Der Nachteil dieser Vorgehensweise war jedoch, dass der Distraktionsreiz
auch auf das extrem schmerzempfindliche Periost libertragen wurde. Die Distraktion war in
der Studie von Matsuyama et al. deshalb nur unter andauernder Schmerzmedikation
durchfiihrbar (Matsuyama et al. 2005). In der vorliegenden Studie wére ein Verndhen des
straff am Knochen anliegenden Periosts iiber der Titanplatte nicht moglich gewesen. Durch
die Eigenhohe der Titanplatte wére der Abstand zum Knochen fiir eine Naht zu grol3 gewesen.
Auch die Tatsache, dass beim Schaf allein schon eine mechanische Reizung des Periosts zu
einer ausgepriagten Kallusreaktion fiihrt, die beim humanen Patienten in diesem Malle nicht
zu beobachten ist, rechtfertigt die vorgenommene Resektion des Periosts. Um trotzdem eine
ausreichende GefdBversorgung des Kallusregenerats zu gewéhrleisten, wurde durch
Bohrungen in den Markraum eine BlutgefiBversorgung, ausgehend von den
Markraumgefdflen, ermoglicht. Die Bedeutung dieser vom Markraum ausgehenden
BlutgefiaBversorgung konnte durch die ausbleibende Kallusbildung bei dem Tier der
Zusatzstudie ohne die den Markraum er6ffnenden Bohrungen belegt werden. Ein alleiniges
Anfriasen der Kortikalis konnte bei diesem Tier kein zufriedenstellendes Distraktionsergebnis

bewirken. Der Bereich unter der Titanplatte wurde hier nur bindegewebig aufgefiillt.

Ein weiterer fiir den Erfolg der Distraktionsbehandlung wichtiger Faktor ist die Latenzzeit bis
zum Beginn der Distraktion. Bei der klassischen Kallusdistraktion betrdgt sie finf bis zehn
Tage (Ilizarov 1990; Yasui et al. 1993; Hankemeier et al. 2004). Wéhrend der Latenzzeit
beginnt die Osteoidbildung an periostalen Oberflichen. Die in der Literatur angegebenen
Zeitfenster fiir die Latenzzeit beziehen sich jedoch allesamt auf Distraktionsanordnungen mit
zwei kndchernen und somit osteoinduktiven Grenzflachen. Aufgrund der Tatsache, dass in
der vorliegenden Arbeit auf der einen Seite zwar eine osteoinduktive Knochenfliche, auf der
anderen Seite jedoch nur eine allenfalls osteokonduktive synthetische Materialoberfliche

vorlag, wurde eine vergleichsweise lange Latenzzeit von zehn Tagen festgelegt.

In der Literatur zur Distraktionsosteogenese wird fiir den diaphysdren Knochen eine
Distraktionsrate zwischen 0,5 — 1 mm pro Tag angegeben, wobei bei einer Rate von 1 mm pro

Tag die besten Ergebnisse erzielt wurden (Ilizarov 1989b; Aronson 1991; Yasui et al. 1993;
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Aronson 1994b; Li et al. 1997). Bei der lateralen Kallusdistraktion wurden meist ebenfalls
Distraktionsraten von 0,5 — 1 mm pro Tag gewahlt (Ilizarov 1989a; Block et al. 1996; Ayoub
et al. 2001; Matsuyama et al. 2005; Nosaka et al. 2005; Amir et al. 2006b; Amir et al. 2006a).
Bessere  Distraktionsergebnisse  lassen sich  grundsétzlich durch eine  hdhere
Distraktionsfrequenz, d.h. eine Distraktion in mehren kleinen Verschiebungen pro Tag, oder
idealerweise durch eine kontinuierliche Distraktion erzielen (Wiedemann 1994). Aufgrund
dieser Erkenntnisse und wiederum der Tatsache Rechnung tragend, dass im vorliegenden
Ansatz nur eine Knochenfliche die Osteoidbildung iibernehmen kann, wurde die Titanplatte

zweimal tiglich um 0,266 mm vom Knochen weg distrahiert.

Die Zeitspanne fiir die an die zehntdgige Distraktionszeit anschlieBende
Konsolidierungsphase wird in der Regel doppelt so lange gewéhlt wie die Distraktionszeit
(Ilizarov 1990). Wihrend der Konsolidierungszeit schreitet die Mineralisation des Kallus
rasch voran. Aus anderen Studien ist bekannt, dass die Mineralisation des Kallus ca. sieben
bis acht Wochen post distractionem ihren Hohepunkt erreicht (Reichel et al. 1998;
Matsuyama et al. 2005). In der vorliegenden Studie wurde anfangs eine Konsolidierungszeit
von 20 Tagen festgelegt. Bei rontgenologischen Untersuchungen zeigte sich jedoch, dass das
Kallusregenerat nach dieser Zeit noch kaum verkndchert war. Die Konsolidierungszeit wurde
deshalb auf 50 Tage verldngert. Die vergleichsweise lange Konsolidierungszeit ist wie schon
erwahnt vermutlich auf die mangelnde mechanische Stimulation des Kallusregenerates
zurlickzufiihren. Um die Konsolidierungszeit des Kallus zu verkiirzen, miisste das
Kallusregenerat in weiteren experimentellen Studien gezielten zyklischen Verformungen
ausgesetzt werden. Eine kontrollierte Destabilisierung und Dynamisierung der
Osteosyntheseanordnung, bzw. eine gezielte Distraktion und Kompression des lateral
distrahierten Kallus konnte analog zu den Erfahrungen aus der klassischen Kallusdistraktion
zu einer Verbesserung des Distraktionsergebnisses mit einer schnelleren Konsolidierung des
Kallus fiihren (Ilizarov 1967; Aro und Chao 1990; Ilizarov 1990; Aronson 1994a; Claes et al.
2000a; Claes et al. 2008).

Eine Untersuchung aller Kombinationen dieser fiir den Distraktionserfolg wichtigen
Einflussfaktoren hitte einen erheblichen tierexperimentellen Aufwand bedeutet. Allerdings ist
es auf Anhieb gelungen, Distraktionsbedingungen zu wihlen, die den Beweis der
Durchfiihrbarkeit des neuen Verfahrens erbringen konnten. Eine weitere Optimierung der

Distraktionsbedingungen ist vor dem klinischen Einsatz der Methode jedoch unabdingbar.

69



4 Diskussion

Insbesondere eine Verkiirzung der Fixateurtragezeit durch eine schnellere Konsolidierung des

Distraktionskallus sollte angestrebt werden.

4.3 Chancen des Verfahrens und Ausblick

Die klassische Kallusdistraktion hat wie bereits erwdhnt schon vielfach gezeigt, dass eine
SchlieBung von Knochendefekten allein durch eine Stimulation der korpereigenen
Knochenbildungsfahigkeiten moglich ist. Das neue laterale Distraktionsverfahren ermoglicht
die Behandlung einer Vielzahl von Knochendefekten, die nach dem bisherigen Verfahren der
Kallusdistraktion nicht oder nur unbefriedigend behandelt werden konnten. Durch die
Verwendung von an die Knochenoberfldche angelegten Implantaten kann Knochen dadurch
zukiinftig auch ohne Kortikotomie oder Osteotomie lateral zur Achse des Knochens aufgebaut
werden.

Vor allem Knochendefekte, die nicht den gesamten Querschnitt des Rohrenknochens
betreffen, konnten mit dem neuen Verfahren behandelt werden. Solche Defekte treten z.B.
nach einer Tumorresektion oder traumatisch bedingten Knochensubstanzverlusten auf. Aber
auch Knochendefekte an nicht rohrenformigen Knochen konnen durch das neue
Distraktionsverfahren behandelt werden und unzureichende Knochensubstanz bedingt durch
Defekt oder Atrophie, kann neu aufgebaut werden. Bislang wird bei derartigen
Knochendefekten versucht, den Mangel an gesundem Knochen z.B. durch das Einbringen von
autogenen, allogenen oder xenogenen Knochentransplantaten zu beseitigen. Autologe
Knochentransplantate besitzen die hochste biologische Wertigkeit, als nachteilig erweisen
sich aber hier die begrenzte Verfiigbarkeit sowie die Schmerzen und die Infektionsgefahr am
Entnahmeort der Transplantate (Gerngro3 et al. 1982). Bei allogenen und xenogenen
Knochentransplantaten muss ebenfalls auf die Infektionsgefahr und zudem auf die Gefahr
eventueller AbstoBungsreaktionen hingewiesen werden (Chiapasco et al. 2006b). Synthetische
Knochenersatzmaterialien befinden sich in experimenteller und klinischer Testung. Sie
werden jedoch meistens mit autogenen Knochentransplantaten gemischt, um deren Volumen
zu vergrolern. Zudem werden sie bislang nur sehr langsam resorbiert und die
Wiederherstellung der normalen Knochenstruktur benétigt oft viele Jahre (Chiapasco et al.
2006b).

Insgesamt weisen alle konkurrierenden Verfahren des Knochenzugewinns erhebliche
Nachteile und Probleme auf. Somit ist das neue, in dieser Studie vorgestellte Verfahren eine
vielversprechende Alternative. Durch das neue Verfahren kann an beinahe jeder Stelle des

Skelettes neuer Knochen aufgebaut werden. Neben dem Aufbau von Knochen am Ort des
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Defekts oder der Atrophie ist auch ein Knochenaufbau an jeder anderen geeigneten Stelle des
Skeletts mit anschlieBender Transplantation denkbar. Eine Schwichung der Entnahmestelle
wiére nicht zu erwarten, da der entnommene Knochen an der Knochenoberfliche zuséitzlich
gebildet wurde. Aus Studien mit Knochentransplantaten ist bekannt, dass Transplantate
desmalen Ursprungs eine hohere Uberlebensrate zeigen als Transplantate enchondralen
Ursprungs (Lin et al. 1990). Der durch desmale Ossifikation entstandene neue Knochen ist
somit von hoher biologischer Wertigkeit.

Da es in der Literatur keine vergleichbaren Arbeiten gibt und es sich um ein komplett neues
Verfahren handelt, kann die klinische Relevanz der Ergebnisse nur durch den Vergleich mit
bestehenden Verfahren des Knochenersatzes beurteilt werden. Das neue laterale
Distraktionsverfahren ist vor allem fiir den Ausgleich von ossédren Defiziten am Kieferkamm
eine vielversprechende Alternative zu den etablierten Behandlungsverfahren. Bislang wird
dort ein Knochenaufbau iiber verschiedene Behandlungsverfahren versucht, die aber allesamt
komplikationsreich sind (Chiapasco et al. 2006b).

Eine schon lange etablierte = Methode des Knochenzugewinns stellt  die
Distraktionsosteogenese (DO) auch im Kieferbereich und bei der Korrektur von
kraniofazialen Deformititen dar, weshalb sie hier beispielhaft erwéhnt werden soll. Nach
Osteotomie am Kieferkamm ist durch intraorale intraossdre oder intraorale extraossire
Distraktoren eine natilirliche Knochenformation in kurzer Zeit moglich (Gaggl et al. 2000;
Rachmiel et al. 2001; Jensen et al. 2002; Raghoebar et al. 2002; Chiapasco et al. 2006a). Die
Autoren konnten bei Distraktionsraten von 0,5 — 1 mm pro Tag einen vertikalen
Knochenzugewinn von 3 — 15 mm erzielen. Vorteile der DO sind die geringere Morbiditét
aufgrund nicht notwendiger Implantatentnahme, die Steuerbarkeit des Knochenzugewinns,
die Einsetzbarkeit bei einer Vielzahl von Defekten und die Tatsache, dass das Weichgewebe
die Dehnung mitgehen kann (Chin und Toth 1996; Rachmiel et al. 2001; Raghoebar et al.
2002; Chiapasco et al. 2004). Von Nachteil bei den bisher beschriebenen klassischen
Distraktionsverfahren sind die benétigte Osteotomie, die Gefahr der Sequesterbildung und die
lange Behandlungsdauer.

Im Gegensatz dazu kann bei dem vorgestellten neuen Distraktionsverfahren auf eine
Osteotomie verzichtet werden und zudem ist eine Knochenneubildung an beinahe jeder
Lokalisation denkbar. An der Maxilla z.B. ist durch den pneumatisierten Sinus oft nicht
geniigend kortikaler Knochen zur Gewinnung eines Transportsegments vorhanden. Mit dem
konventionellen Distraktionsverfahren konnten deshalb meist nur mandibuldre Defekte

behandelt werden. Durch ein geeignetes synthetisches Implantat konnten mit dem neuen
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Verfahren auch maxilldre Knochendefekte behandelt werden. Denkbar wire weiterhin der
Einsatz von genau an die Knochenoberfliche angepassten synthetischen, eventuell sogar
resorbierbaren formbestdndigen Implantaten. Die Kombination mit einer multidirektionalen
Distraktionsapparatur, welche eine Modifikation des Distraktionsvektors in die verschiedenen
Ebenen des Raumes ermdglicht, wire ebenfalls denkbar.

Das neue Distraktionsverfahren ermdglicht auBBerdem bei der vertikalen Erhohung des
Kieferkamms und der horizontalen Verbreiterung schmaler Kieferabschnitte ganz neue
Ansitze. Durch auf bestehenden Zihnen befestigte Distraktionsapparaturen kdnnte ein
vertikaler bzw. horizontaler Knochenaufbau mit Hilfe eines synthetischen Implantates an
atrophierten oder durch Tumorresektion geschwichten Kieferabschnitten erreicht werden.
Dadurch konnte wieder ausreichend Knochen fiir eine Insertion von Zahnimplantaten erzeugt

werden.

Alles in Allem erdffnet das neue Verfahren eine Vielzahl neuer Perspektiven fiir die
Behandlung von Knochendefekten. Ziel muss es nun sein, die Versuchsparameter zu
optimieren, damit eine zuverldssige und komplikationsarme klinische Anwendung des

Verfahrens moglich wird.

4.4 Schlussfolgerungen

Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie konnte gezeigt werden, dass sich durch laterale
Distraktion eines synthetischen Implantats Knochen lateral auf einer bestehenden
Knochenoberfliche erzeugen ldsst. Bei dem neugebildeten Knochen handelt es sich um ein
knochernes Gewebe, das dhnlich wie Spongiosa mit vielen Blutgefilen und Knochenmark
durchsetzt ist. Die biomechanische Qualitit dieses jungen Knochens ist noch beschrinkt.
Bemerkenswert ist die Tatsache, dass der entstandene Distraktionskallus durch rein desmale
Ossifikation entstanden ist und keine Anzeichen einer unerwiinschten enchondralen
Ossifikation zu finden waren. Eine wichtige Voraussetzung fiir das Gelingen des Verfahrens
ist eine gute Versorgung des Distraktionsortes mit BlutgefiBen und pluripotenten Zellen.
Diese wurde im vorliegenden Experiment durch das Anbohren des Markraumes
gewihrleistet.

Die Ergebnisse zeigen erstmals, dass eine Kallusdistraktion auch ohne Kortikotomie oder
Osteotomie mit Hilfe eines distrahierbaren Implantates moglich ist. Bis zum klinischen
Einsatz des Verfahrens bedarf es noch weiterer Untersuchungen zur Abkliarung wichtiger

Fragestellungen. Insbesondere die Entwicklung des Distraktionskallus im weiteren zeitlichen
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Verlauf und eine mogliche Beschleunigung des Kallusreifungsprozesses durch mechanische
Belastung mit Hilfe zyklisch komprimierender Implantate sollten noch untersucht werden.
Durch die Ergebnisse der vorgenommenen Zusatzstudie, in der zwei Schafe ohne
Markraumbohrungen operiert wurden, konnte bereits gezeigt werden, dass sowohl die
Markraumbohrungen, als auch die periostale Reaktion im Randbereich der Platte fiir den
Erfolg der Distraktionsbehandlung wichtig sind. Weitere experimentelle Untersuchungen sind
vor einem klinischen Einsatz des Verfahrens sinnvoll. Nach einer weiteren Optimierung der
Versuchsparameter konnte das neue Verfahren eine wichtige Stellung in der Therapie von

Knochendefiziten erlangen.
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5 Zusammenfassung

Durch Kallusdistraktion ldsst sich Knochen iiber eine dehnungsinduzierte Stimulation der
korpereigenen Knochenneubildungsmechanismen erzeugen. In allen bisherigen Studien zur
Kallusdistraktion wurden stets zwei kndcherne Grenzflichen schrittweise voneinander
entfernt. Ziel der vorliegenden Studie war die Abkldrung der Fragestellung, ob eine
dehnungsinduzierte =~ Knochenneubildung  durch  Kallusdistraktion  senkrecht  zur
Knochenlédngsachse auch mit Hilfe eines synthetischen Implantates moglich ist. Eine
Knochenneubildung sollte ohne Kortikotomie oder Osteotomie lateral zur Achse des
Knochens erreicht werden.

Im Tierversuch wurde eine mit HA beschichtete Titanplatte bei weiblichen Bayerischen
Bergschafen medial an die Kortikalis der rechten Tibia angelegt und mittels eigens dafiir
entwickeltem Fixateur externe befestigt. Der Knochen unter der Auflagefliche der Platte
wurde zuvor deperiostiert, plangefraft und anschlieBend der Markraum mit mehreren 1,1-
mm-Bohrungen er6ffnet. Nach einer Latenzzeit von zehn Tagen wurde bei den Tieren der
Distraktionsgruppe die Titanplatte iiber einen Zeitraum von zehn Tagen zweimal tdglich um
0,266 mm vom Knochen weg distrahiert, wahrend sie bei den Tieren der Kontrollgruppe
direkt intra operationem auf 5,3 mm Abstand zum Knochen fixiert wurde. Bei den Tieren des
Zusatzversuchs wurde auf die den Markraum er6ffnenden Bohrungen verzichtet. Alle Tiere
wurden zehn Wochen p.op. getotet.

In der Distraktionsgruppe konnte zwischen Kortikalis und Titanplatte kndcherner Kallus
nachgewiesen werden. Der Kallus war von spongiosadhnlicher Struktur und nur bedingt
mechanisch belastbar. In der Kontrollgruppe befand sich zwischen Knochen und Titanplatte
grofBtenteils weiches Bindegewebe und nur direkt iiber der plangefrésten Kortikalis war hier
eine unregelmiBige Kallusreaktion zu beobachten. Diese Unterschiede konnten
rontgenologisch, computertomoraphisch im pQCT, in einer biomechanischen Testung und
histologisch bestétigt werden. In der histologischen Gewebedifferenzierung konnte zudem
eine rein desmale Ossifikation nachgewiesen werden. Bei den Tieren des Zusatzversuchs

befand sich zwischen Titanplatte und Knochen groBtenteils Bindegewebe.

Das Ergebnis dieser Studie zeigt damit erstmals, dass eine Kallusdistraktion senkrecht zur
Knochenléngsachse auch ohne Kortikotomie oder Osteotomie mit Hilfe eines distrahierbaren
Implantats mdglich ist. Damit kann neuer Knochen zukiinftig mit Hilfe eines synthetischen

Implantats lateral auf Knochenoberflichen erzeugt werden. Die neue Technik erdffnet der
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5 Zusammenfassung

Distraktionsosteogenese somit ein ganz neues Behandlungsspektrum. Vor allem bei
Knochendefekten, die nicht den gesamten Querschnitt des Knochens betreffen und bei
unzureichender Knochensubstanz insbesondere im Kieferbereich (z.B. bei der vertikalen
Alveolarkammerh6hung) ermoéglicht das neue Verfahren ganz neue und elegante

Therapieansitze.
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6 Summary

6 Summary

A new method to achieve lateral bone formation by distraction osteogenesis with a

synthetic implant

During distraction osteogenesis tension stress is responsible for the formation of new bone.
This was shown for distraction between two bony fragments in numerous studies. The aim of
our study was now to achieve bone formation lateral to the bone axis without corticotomy or
osteotomy.

In an animal experiment we placed a HA-coated titanium plate medial to the cortex of the
right tibia of female mountain sheep. The bone beneath the plate was first deperiostated,
planed and afterwards the medullar cavity was opened by 1.1 mm drill holes. In the
distraction group after a ten day latency period the plate was distracted away from the bone in
steps of two times 0.27 mm per day. For the animals of the control group the plate was fixed
at a distance of 5.3 mm from the cortex direct intra operationem. The animals of the
additional study group were distracted but operated without drillholes into the medullary
cavity.

The animals were sacrificed 10 weeks post operationem.

For the distraction group osseous callus between the cortex and the titanium plate could be
found. For the control group there was mostly soft tissue between the bone and the titanium
plate. The animals of the additional study group also showed mostly soft tissue between the
bone and the titanium plate despite a distraction treatment.

These differences were verified by radiographs, peripheral QCT, biomechanical testing and
histology.

The histological tissue differentiation in addition showed only intra-membranous ossification
in the distraction group.

The results of this study showed for the first time that bone formation lateral to the bone axis
by callus distraction with a synthetical implant is possible. The results open a wide range of
new treatment possibilities for bone defects and insufficient amounts of bone by distraction
osteogenesis. Bony defects or insufficient bone mass of the alveolar ridge in particular could
be treated with the new distraction method.

The results of this study can be seen as a first proof for the feasibility of the new distraction

procedure with further research being needed to define the optimal treatment parameters.
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