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Einleitung 1

1  Einleitung

Die Menschheit befindet sich im 21.-Jahrhundert, die Forschung schreitet in sémtlichen
Gebieten rasant voran und damit wéchst auch der technische Wissensstand. Eines der
sicherlich relevantesten Gebiete ist der medizinische Bereich, welcher den Grundstein fur
das langfristige Uberleben der Weltbevolkerung setzt. Daneben bessert sich durch den
progredienten Agrarsektor die Versorgungssituation, vor allem der Industrienationen —
kurz gesagt: Der Wohlstand steigt, wovon der Mensch profitiert. Damit erhoht sich auch
die Lebenserwartung [133], was den medizinischen Fokus der zu therapierenden
Krankheiten etwas verriickt. Bei Betrachtung der OP-Statistiken fallt auf, dass
,»Wohlstandskrankheiten* bzw. degenerative, mit dem Alter assoziierte Krankheiten
gehduft auftreten [33, 139]. Hierzu sind beispielsweise diverse endoprothetische
Ersatzverfahren wie Kniegelenks- oder Hiiftgelenksprothesen anzufiihren. Dem
wissenschaftlichen bzw. technischen Fortschritt ist eine breitere Operabilitat, als auch
eine hoéhere Operationsqualitdt zu verdanken. So kénnen im Vergleich zu friher auch
altere Patienten eine Prothese erhalten und durch die fortlaufende Verbesserung der

Technik kommt es zu niedrigeren Komplikationsraten.

Einen weiteren Aspekt stellt der vermehrte Verschleil? durch die verstarkte Belastung des
Bewegungsapparates durch Adipositas (Ubergewicht) dar. ,,Die Entwicklung der
Adipositaspravalenz zeigt in den letzten 20 Jahren bei Mannern eine Zunahme um relative
39 %, bei Frauen um 44 %* [29] — ein weiterer Punkt, der neben den vielen Risikofaktoren
die Adipositas birgt, in der hier abgehandelten Thematik zur Geltung kommt. AuBerdem
erhoht sich mit voranschreitendem Alter die Sturzgefahr [31] und somit auch das Risiko
eine Fraktur zu erleiden. Unter Berlcksichtigung dieser demographischen Aspekte, ist
der aktuelle, als auch der zukiinftige Stellenwert der Knochentransplantation nicht mehr

weg zu diskutieren.

Die Thematik ist als interdisziplindr zu betrachten, mit der gemeinsamen Zielsetzung
Knochendefekte zu fiillen und die Regeneration zu verbessern [53]. Medizinische
Einsatzgebiete sind unter anderem die Orthopédie, die Unfallchirurgie, die
Zahnheilkunde, die Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie und die Hals-Nasen-Ohren-
Heilkunde. Das Prinzip der Knochentransplantation ist per se keine ldee des 20.
Jahrhunderts. So beschrieb der Chirurg van Meerkeren im Jahre 1668 einen Kollegen aus
Russland, welcher einen Soldaten mit Schédelverletzung kurierte und das durch die
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Transplantation eines nativen Hundeknochens [64]. 1858 und damit fast 200 Jahre spéter
verOffentlichte Louis Ollier sein Werk |, Traite experimental et clinique de la
regeneration des os“ und gilt damit als Begrinder der Knochentransplantationslehre.
Hervorzuheben ist seine noch immer giltige Definition des Gewebeursprunges nach
autolog, allogen und xenogen [81]. Vorweggegriffen ergeben sich hieraus diverse, zu
bewéltigende Konflikte. So sollte das zu transferierende Material idealerweise diverse
Eigenschaften besitzen. Eine dieser Beschaffenheiten ist die gute Verfugbarkeit bzw.
Zuganglichkeit. Diese Faktoren korrelieren oft mit dem 6konomischen Aspekt: ,,seltenes
ist meist teuer”. AulRerdem sollte das Spendermaterial zu keiner Abstol3ungsreaktion
fihren und damit eine hohe Biokompatibilitdt haben. Neues Knochengewebe soll
mdoglichst zuigig und kompakt wachsen, was dem Prinzip der Osteokonduktion entspricht.
Aus biomechanischer Sicht muss natiirlich eine gewisse Stabilitat gegeben sein [59].
Ferner sind Thematiken wie Lagerung, Transport und Prozessierung zu bedenken [65].
Die so genannten Knochenbanken, welche sich bereits in vielen Kliniken etabliert haben,
decken diese Bereiche ab. Das autologe Material wird vom Individuum selbst
entnommen, hat daher die hdchste Biokompatibilitat und ware folglich das Produkt der
Wahl. So ist keine Sterilisation des autologen Materials notig, da Spender und Empfanger
dieselbe Person sind. Von Nachteil sind die wenigen Entnahmestellen, die limitierte
Verfligbarkeit und das zusétzliche Operationsrisiko. Eine gute Alternative bieten allogene
und xenogene Knochenspenden, bei denen jedoch diverse Test-, Anamnese- und

Sterilisationsverfahren nétig sind [152].

Diese Arbeit hat ihr Hauptaugenmerk auf das Verfahren der thermischen Desinfektion
gelegt, wobei diverse andere Prozessierungen existieren und zu spaterem Zeitpunkt
vorgestellt werden. Genauer gesagt, wird die Thermodesinfektion mit dem Lobator sd-2
System der Telos GmbH in Marburg verwendet. Vorweggegriffen ist die Verteilung der
desinfizierenden Temperatur, welche von auf(en ins Zentrum verlduft, als potentiell
beeinflussende Noxe zu sehen [71]. Inwiefern der zur Sterilisation obligate Prozess
positiv oder negativ zu werten ist bzw. auf welche Ebenen sich dieser auswirkt, ist von
hochstem Interesse. Nicht zuletzt, da eine Prozessoptimierung zu einem besseren

Outcome des seltenen Knochenmaterials flihren kdnnte.
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2  Aufgabenstellung

Wie in der Einleitung beschrieben, ist der Stellenwert der Knochentransplantationen, vor
allem aufgrund des steigenden Bedarfes nicht mehr weg zu diskutieren. Hierbei kommt
die Frage auf, wie diese zunehmende Nachfrage bedient werden soll? Im Rahmen dessen
lassen sich potentielle Kritikpunkte bei der bisherigen Prozessierung sammeln und unter
Umsténden kdnnen Diese optimiert bzw. geédndert werden. Nattrlich mit dem Gedanken,
maoglichst effizient, die Produktionsqualitdt und -quantitat zu erhéhen.

Zur Umsetzung dieser Gedankengange, besteht die Zielsetzung der folgenden Studie
darin, den Effekt der Thermodesinfektion auf die biomechanischen und histologischen
Eigenschaften von humanen Femurkopfen zu erforschen. Hieraus sollen sich
Erkenntnisse auf die mechanische und die ultrastrukturelle Ebene ergeben, welche

mdoglicherweise Ruckschlisse auf die Prozess- und Verarbeitungsqualitét erlauben.

Hierzu werden Knochenproben von Femurkdpfen aus verschiedenen Arealen, mit
vordefinierten Abstdnden zur Oberflache entnommen. Diese Proben werden sowohl
innerhalb, als auch zwischen den Gruppen (nativ und thermodesinfiziert) auf ihre
mechanischen Eigenschaften verglichen. Ferner erfolgt eine ultrastrukturelle Analyse
zwischen den nativen und thermodesinfizierten Proben. Das biomechanische Kriterium
ist die lineare Druckbelastung bis zum Bruch, wéhrend auf histologischer Ebene ein
deskriptiver Vergleich der zellularen bzw. organischen Strukturen angestrebt wird. Hat
die thermische Behandlung also generell positive oder negative Effekte in Bezug auf die
Druckstabilitat? Tritt im Rahmen der Behandlung eine Veranderung auf ultrastruktureller

Ebene auf?

Grundlegende Ansatzpunkte sind auBerdem die verschiedene Dauer und damit auch die
unterschiedliche Intensitat der Hitzeeinwirkung. So ist die Peripherie aufgrund der
Warmeverteilung bei der Thermodesinfektion, im Vergleich zum Zentrum langer bzw.
starker hitzeexponiert [71]. Hieraus ergeben sich Fragen wie z.B. ob die peripheren
Bereiche durch diese langere und stérkere Hitzeexposition geschéadigt werden und damit
im Vergleich zum Zentrum weniger druckstabil sind? Ware also auch eine geringere

Hitzeexposition auseichend und wenn ja, wie liel3e sich diese umsetzen?
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3  Theoretische Grundlagen

3.1 Anatomie

3.1.1 Makroskopische Anatomie der Knochen

Das menschliche Skelett setzt sich je nach Literatur aus 210 Knochen zusammen [126,
123]. Diese lassen sich nach Kriterien wie z.B. Lage, Funktion, Morphologie, etc. in die
Typen: ,,Ossa longa (z.B. Roéhrenknochen an Extremitéaten), brevia (z.B. Hand- und
FuBwurzelknochen), plana (z.B. Schulterblatt), irregularia (z.B. Knochen der
Schédelbasis), pneumatica (z.B. Nasennebenhohlen), sesamoidea (z.B. Kniescheibe) und
accessoria (z.B. nicht fusionierte Fussknochen) einteilen” [126]. Rohrenknochen
besitzen des Weiteren eine einheitliche anatomische Aufteilung. Ihr Mittelteil bzw. Schaft
wird Diaphyse genannt. Die im Vergleich zur Diaphyse dickeren Enden, werden als
Epiphysen bezeichnet. Diese sind mit Knorpel tiberzogen und stehen als Gelenkflachen
mit anderen Knochen in Kontakt. Der Abschnitt zwischen Epi- und Diaphyse ist die
Metaphyse, welche im juvenilen Skelett noch eine aus Knorpel bestehende
,»Wachstumsfuge“(Epiphysenfuge) enthalten kann. Die Epiphysenfuge ist vor allem fur
das Langenwachstum des Knochens verantwortlich und wird beim Verschluss in der

Adoleszenz zur Linea epiphysialis [127, 123].

3.1.1.1 Makroskopische Anatomie des Femurs

Der Oberschenkel-Knochen (Os femur) zahlt zu der Gruppe der Réhrenknochen und ist
paarweise angelegt (siehe Abbildung 1 und 2). Proximal ist sein ,,Kopf* (Caput) im
Huftgelenk (Articulatio coxae) mit der Huftpfanne (Acetabulum) des Hift-Knochens (Os
coxae) ,,verbunden®. Distal sitzen die beiden Femur condylen dem Tibiaplateu auf und
bilden so mit der Kniescheibe (Patella) das Kniegelenk (Artikulatio genus). Neben der
oben genannten Aufteilung in Epi-, Meta- und Diaphyse l&sst sich der Femurknochen
noch adédquat dazu in Kopf (Caput), Hals (Collum), Kérper (Corpus) und Knollen/
Kndchel (Condylen) aufteilen [127, 106].
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Abbildung 1 - Rechter Femur, Frontalansicht Abbildung 2 - Rechter Femur, Dorsalansicht
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Die Achse zwischen Corpus (Diaphyse) und Collum (Metaphyse) wird
Schenkelhalswinkel bzw. CCD-Winkel (Collum-Corpus-Diaphysen-Winkel) genannt
(siehe Abbildung 3) und betrégt physiologischer Weise beim Erwachsenen zwischen 120-
140°. Ist der CCD-Winkel tiber 140° besteht eine X-Beinstellung (Coxa valga), bei einem
verkleinertem CCD-Winkel unter 120° Spricht man von einer O-Beinstellung (Coxa

vara) [123].
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Abbildung 3 - Femurkopf CCD-Winkel

COX.ﬂ. COKA COXA
VALGA NORMA VARA

Quelle: [30]

Es finden sich diverse Feinstrukturen (siehe Abbildung 4) wie z.B. Trochanter major/
minor, Fossa trochanterica, Linea pectinea, Tuberositas glutea, Epicondylus lateralis/
medialis, Lineas aspera (labium laterale/mediale), Linea supracondylaris lateralis/
medialis, Facies poplitea, etc., wobei im spater folgendem Methodik-Teil vor allem die

Fovea zentralis mit dem Ligamentum capitis femoris von topographischer Relevanz sind.

Abbildung 4 - Femurkopf CCD-Winkel
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Die Fovea capitis femoris liegt in Bezug auf das Zentrum des Huftkopfes inferior bzw.
inferior-posterior und ist der Insertionspunkt des Ligamentum capitis femoris, welches
seinen Ursprung am Ligamentum transversum acetabuli hat. Orientiert man sich an den
spater in der Methodik definierten Achsen, liegt die Fovea posterior-medial. Das
Ligament ist je nach Bewegung des Huftgelenks rund, flach oder trapezférmig und
beinhaltet GefaRe, die den Huftkopf versorgen. Diese kommen aus der Arteria
circumflexa femoris (medialis und lateralis), die der Arteria profunda femoris entspringt
[127, 25, 101, 1, 106].

3.1.2 Makroskopische Anatomie der Gelenke

Primér erfolgt eine Einteilung in echte (durch Gelenkspalt getrennte, diskontinuierliche
Verbindung: Diarthrosen und Amphiarthrosen) und unechte (kontinuierlich ber
Bindegewebe, Knorpel oder Knochen verbunden: Syndesmosen, Synchondrosen und
Synostosen) Gelenke [127, 106].

Echte Gelenke weisen einige klassische Merkmale auf, die jedoch nicht alle vorhanden
sein mussen [127, 106]:

e Kklare Trennung durch einen Gelenkspalt
o artikulierende Gelenkflachen (Facies articularis), die mit Knorpel tiberzogen sind
bzw. auch Gelenkhohlen (Cavitas articularis)
¢ eine geschlossene Gelenkkapsel (Capsula articularis)
o viskdse Gelenkflissigkeit (Synovia)
e intrartikuldre Hilfsmittel zur OberflachenvergroRerung bzw. Dd&mpfung
e intra-/extrartikulérer Bandapparat, Muskelgruppen und Schleimbeutel (Bursae
synovialis)
Hieraus ergibt sich je nach Gelenk ein spezifisches Mal? an Beweglichkeit (Freiheitsgrade
und Neutral-Null-Methode), unter Beibehaltung der Stabilitdt. Freiheitsgrade sind

bezlglich der Translation (Bewegung auf einer Linie bzw. Kurve in eine Richtung) und

Rotation (Bewegung um einen Fixpunkt herum) definiert [127, 106].

Die Beweglichkeit wird unter anderem durch folgende Faktoren Beeinflusst [127, 106]:
e Knochenhemmung e Weichteilhemmung

e Bénderhemmung e Muskelhemmung
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3.1.2.1 Das Huftgelenk

Das Hiuftgelenk (Articulatio coxae) stellt rechts und links jeweils die Verbindung des
Beckengurtels mit der unteren Extremitat dar und setzt sich aus Oberschenkel und
Huftbein (Os Coxae) zusammen. Die artikulierenden Gelenkflachen sind der Femurkopf
und die Huftpfanne des Os coxae. Dass Os coxae lasst sich in drei Teile untergliedern,
welche am Acetabulum ,,Y-formig zusammengewachsen® sind: Os ilium, Os pubis und
ischii. Es wird ferner zu den Kugelgelenken gezahlt und weist die klassischen Merkmale
eines Gelenkes auf. Beispielsweise die geschlossene Gelenkkapsel, die sich aus einer
inneren Membrana serosa und einer duReren Membrana fibrosa zusammensetzt, welche
durch die Bénder Ligamentum iliofemorale, Ligamentum pubofemorale und Ligamentum

ischeofemorale gebildet werden (siehe Abbildung 5).

Abbildung 5 - Das Huftgelenk mit Bandapparat

Quelle: [55]

Das bereits genannte Lig. capitis femoris ist von einer synovialen Intima tberzogen und
liegt damit intrakapsuldr bzw. extraartikulér (siehe Abbildungen 6 und 7). Es dient vor
allem der Versorgung des Hiftkopfes, wobei auch stabilisierende Aspekte diskutiert
werden [127, 1, 25, 101, 106].
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Abbildung 6 - Das Huftgelenk intrakapsular

Quelle: [55]

Abbildung 7 - Das Huftgelenk mit Lig. capitis femoris
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I 1liojemoral ligament
Lesser trochander

Quelle: [55]

3.1.3 Mikroskopische Anatomie der Knochen

Knochen ist ein Teil des Bewegungsapparates und wird den Bindegeweben zugeordnet.
Aufgrund seines trajektoriellen Systems von Kollagenfibrillen besitzt Knochengewebe
eine eher méRige Elastizitat bzw. Zugfestigkeit [75]. Molekularbiologisch setzt sich
Knochengewebe aus 70% anorganischer (kristallinem Hydroxylapatit ca. 89%,
Carbonaten ca. 6% und Nitraten ca 5%), 20% organischer Substanz (95% Kollagen Typ
I, Proteoglycane, nicht kollagene Proteine und Knochenzellen) und 10% Wasser
zusammen [148].



Theoretische Grundlagen 10

Die Oberfliache der Knochen wird mit Ausnahme der Gelenkfldchen von einer ,,aul8eren
Schicht/Knochenhaut™ iiberzogen — dem Periost. Das Periost dient der Versorgung des
Knochens und besitzt daher reichlich GefaRRe und Nerven [127, 148].

Ebenso zirkular verlaufend, schlieBen sich nach zentral erst eine kompakte (Substantia
corticalis) und dann eine spongidse (Substantia spongiosa) Schicht an. Die Stitzfunktion
der ,umhiillenden” Corticalis beruht auf ihrem Ilamellenférmigen Bau. Diese
lamellenartigen Mikrostrukturen (Osteone) besitzen ihr eigenes Gefélisystem, welches
eine Versorgung mit Nahrstoffen, etc. sichert. Ein Osteon stellt eine funktionelle Einheit
dar und beinhaltet je ein in der Mitte gelegenes Versorgungsgefal - den so genannten
Harvers Kanal. Untereinander sind die Osteone mittels lateralen Volkmann-Kanélen
verbunden (siehe Abbildung 8) [87].

Abbildung 8 - Aufbau eines Knochens

Compact Bone & Spongy (Cancellous Bone)

Lacunae containing osteocytes Osteon of compact bone

Trabeculae of spongy
hone

Osteon

Periosteum

Yolkmann's canal

Quelle: [150]

Direkt im Anschluss liegt ebenso zirkulér verlaufend die schwammartige Spongiosa,
deren Trabekel sich parallel zur gréiten Druck- und Biegebeanspruchung anordnen
[148]. Innerhalb der Spongiosa liegt ein mit rotem Knochenmark gefillter Hohlraum,
das der Blutbildung dienende Knochenmark. Ausgekleidet ist der Hohlraum mit dem
Endost [87, 127]. Auf ultrastruktureller, mikroskopischer Ebene, gliedert sich der
Knochen in Knochenzellen (Osteoblasten ca. 15%, Osteozyten ca. 85%, Osteoklasten
ca. 0,5% und Knochenbelegzellen ca. 0,1%) und Interzellularsubstanz (Kollagenfasern
vernetzt mit anorganischen Kristallen). Die Anordnung der Knochenzellen und der

Interzellularsubstanz differenziert Lamellen- von Geflechtknochen [123, 148].
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3.1.3.1 Knochenzellen

Osteoblasten finden sich vor allem an Anbau- bzw. Wachstumszonen und sind
mesenchymalen Ursprungs. Ihre Hauptaufgabe ist die Bildung, Heilung und
Umstrukturierung (Resorption) des Knochengewebes [83, 91, 62, 87]. Mittels BAP (bone
alkaline phosphatase) wird das von ihnen produzierte Osteoid (weiche, noch nicht
mineralisierte Grundsubstanz) mineralisiert. Aulerdem kommen in den Osteoblasten
BMPs (bone morphogenetic proteins) vor, die eine wesentliche Rolle in der

Osteoinduktion, sowie der Knochendifferenzierung spielen [140, 148].

Osteozyten sind meistens in flachen Lakunen von Knochenlamellen zu finden und stellen
Hreife”, in die Grundsubstanz (Knochenmatrix) ,,cingemauerte” Knochenzellen dar [87].
Sie sind fir den Metabolismus des Knochens verantwortlich, durch z.B. aerobe
Glykolyse, Phosphat- und Hydroxylapatitstoffwechsel [148, 82]. Ferner sind die
Osteozyten innerhalb eines Osteons in einem Synzytium (multiple, vernetzte dendritische
Zellen) miteinander verbunden und bilden mittels Gap-Junctions interzellulare

Signalubertragungswege [11].

Osteoklasten sind bewegliche, mehrkernige Riesenzellen und liegen meist in ,,Nestern*
an der Knochenoberflache an. lhre Aufgabe ist der koordinierte Abbau von Knochen,
welcher im Rahmen der Skelettentwicklung bzw. Anpassung unverzichtbar ist. Dies
bewaltigen die Osteoklasten, indem sie die Kkalzifizierte Knochenmatrix unter
Phagozytose und TRAP (tartrat-resistant acid phosphatase) ,,zerlegen®. Dabei bilden
sich Resorptionslakunen, so genannte howshipsche Lakunen [90, 148]. Der Abbauprozess
wird nach dem Calciumspiegel mittels Ostrogen, Calcitonin (hemmt) und Parathormon
(aktiviert) reguliert [50].

Knochenbelegzellen (Lining Cells) haben eine flach-gestreckte Erscheinungsform und
liegen vor allem an der Skelettoberflache in einem schmalen Band dem Osteoid auf. Per
Gap-Junctions sind sie mit Osteozyten und Osteoblasten verkniipft und interagieren bei
Umbauvorgangen mit diesen [94]. Prinzipiell konnen sie als eine Art Membran gesehen
werden, welche die intraossdre  Flussigkeit von der  Flussigkeit im
Knochenmarksinterstitium trennt [24]. Ferner wird ihnen eine regulierende Beteiligung

am Mineralstoffwechsel und an der Hdmatopoese nachgesagt [22].
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3.1.3.2 Osteogenese

Die Knochenbildung kann auf zwei Arten geschehen und zwar mittels desmaler oder
chondraler Ossifikation [123].

Die desmale Ossifikation wird auch als direkte Knochenbildung bezeichnet und findet
vor allem in so genannten ,,Ossifikationszentren‘ statt. Solche stellen stark vaskularisierte
Mesenchymverdichtungen dar. Dort beginnt die Umwandlung mesenchymaler Zellen
(multipotente Stammzellen) in Knochenvorlauferzellen (Osteoprogenitorzellen). Diese
differenzieren sich schlielich weiter bis zu Osteoblasten, die Kollagen und Osteoid
synthetisieren. Das Osteoid mineralisiert sich und die darin ,eingemauerten
Osteoblasten™ werden nun (inaktive) Osteozyten genannt [148, 87]. Die mineralisierten
Substanzen einzelner Ossifikationszentren verbinden sich zu feinen Knochenbélkchen,
die weiter zur spongitsen Knochenstruktur verschmelzen. In die dazwischen liegenden
Freirdume wandern wiederum mesenchymale Zellen ein, welche sich im spéateren

Knochenmark zu hdmatopoetischen Stammzellen differenzieren [123].

Die chondrale Ossifikation wird in enchondrale bzw. perichondrale Ossifikation

untergliedert und basiert auf der ,,Umstrukturierung* eines Knorpelgeriistes [123].

Im Rahmen der perichondralen Ossifikation bildet sich um die Diaphyse des spateren
Knochens eine ,, Knochenmanschette”, die das Knorpelgeriist in Lamellenknochen
umwandelt. Dazu hypertrophieren die Chondrozyten und verkalken. Mesenchymale
Zellen wandern ein und differenzieren sich zu verschiedenen Zellformen z.B.
Osteoblasten, Chondroklasten, etc. [123, 148]. Die Osteoblasten formen wieder ein
Ossifikationszentrum und produzieren Osteoid bzw. Kollagen, was zu Geflechtknochen
wird [87]. Der Vorgang verlauft in Richtung der Epiphyse [123].

Die enchondrale Ossifikation stellt einen Umbau des Knorpelgerusts zu Geflechtknochen
dar, der von der Epi- zur Diaphyse in 4 Zonen aufgeteilt werden kann (Reserve-,
Proliferations-, Resorptions- und Verknocherungszone) [123]. Es beginnt mit der
GeféaBeinsprossung bzw. Differenzierung des mesenchymalen Gewebes zu
Chondroklasten. Die parallel angeordneten, hyalinen Knorpelzellen der Reservezone sind
langs angeordnet und gehen in eine s&ulenférmige Konfiguration Gber, die
Proliferationszone. Im weiteren Verlauf hypertrophieren die Knorpelzellen, platzen bzw.
degenerieren und werden so zum Blasenknorpel - der Resorptionszone, welche zu

verkalken beginnt. Die degenerierten Knorpelzellen gehen weiter zugrunde und werden
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durch Chondroklasten phagozytiert. An diesen Stellen der Verkndcherungszone kénnen
Mesenchymzellen einwandern, die sich weiter zu z.B. otseoidproduzierenden
Osteoblasten bzw. Knochenmark bildenden, hamatopoetischen Stammzellen
differenzieren [148, 87, 123].

3.1.3.3 Knochenumbau

Zur ,Justierung diverser Parameter®, wie z.B. des Mineralhaushaltes, der Anpassung an
diverse Belastungen, der Lage und den Proportionen unterliegt der Knochenapparat
stdndigen Umstrukturierungsprozessen [70, 40]. Dieses so genannte ,,Remodelling*
beschrieb Julius Wolff bereits 1892 in seinem Werk ,,Das Gesetz der Transformation der
Knochen [154]. Als Kernaussage l&sst sich festhalten, dass Knochen unter Belastung
vermehrt aufbaut und somit an Stabilitat zunimmt. Vice versa kommt es zu einem Abbau
bei fehlender Beanspruchung. Wolff untersuchte dies an trabekuldren Strukturen von
Femurkopfen, welche sich entlang der Wirkung der mechanisch wirkenden Krafte
ausrichten. Diese strukturelle bzw. optische Anpassung ist der mechanischen,
muskuloskelettalen Belastung geschuldet [154, 70]. Auf ultrastruktureller Ebene agieren

die bereits genannten zellularen Strukturen mit ihren typischen Funktionen.

So existieren Belastungslinien (Trajektorien), welche beim menschlichen Femurkopf
beim Stehen wirken. Auf der Abbildung 9 finden sich die hierzu korrelierenden,
trabekuldren Strukturen. Beim Vergleich des Verlaufes der Trajektorien mit dem der

Trabekel, ist deutlich eine gewisse Ubereinstimmung ersichtlich.

Abbildung 9 - Frontaler, longitudinaler Schnitt des oberen Femurs

Quelle: [55]
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3.2 Knochentransplantation

Unter dem Begriff Knochentransplantation verstehnt man den Transfer von
Knochengewebe von einer Stelle zu einer Anderen. Die weitere Unterteilung nach
Gewebeursprung etc. erfolgt spater in Punkt 3.2.2. Gewebeursprung.

Bereits im Jahre 1993 haben sich Muschler et al. zu Attributen von transplantierten
Knochengeweben gedulRert — die biologische Wertigkeit einer ideale Gewebespende sollte
mdoglichst hoch sein [97]. Diese setzt sich aus Osteokonduktion, Osteoinduktion/ -
integration, Osteogenitit, Biomechanik, Biokompatibilitat und Okonomie zusammen
[118, 97]. Eine kurze Definition der jeweiligen Begriffe ist dem Folgendem zu

entnehmen.

Einsatzgebiete in der Unfallchirurgie bzw. Orthopédie sind z.B. Trimmer-/
Mehrfragmentfrakturen, Knochenzysten/-Tumore, Prothesen-Implantation und Revision
— das sind jedoch nicht die Einzigen, so wird auch in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie
und Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde mit Knochenspenden gearbeitet. Die Thematik ist als
interdisziplindr zu betrachten, mit der gemeinsamen Zielsetzung Knochendefekte zu
flllen und die Regeneration zu verbessern [53]. In diesem Zuge soll aus biomechanischer
Sicht die biologische Form und die urspriingliche Funktionalitat wiederhergestellt werden
[59].

3.2.1 Biologische Wertigkeit

Osteokonduktion: Das eingebrachte Material fungiert als ,,scaffold* (Gerust/Leitschiene),
in welches neues Gewebe (z.B. Kapillarinfiltration, Ostoeprogenitorzellen, etc.) aus dem
Empfangerknochen einwachsen kann [118, 117, 124].

Osteoinduktion/-integration: Osteoblasten werden zur Gewebeneubildung/Integration
angeregt [118, 128]. Dies geschieht unter anderem durch osteoinduktive Faktoren wie
z.B. Bone Morphogenetic Protein (BMP) [9].

Osteogenitat: Das Potential eines Gewebes, sich in Knochengewebe und damit
Knochensubstanz zu differenzieren. Bei hoher Osteogenitdt wachsen Defektstellen

rascher zusammen [5, 43].

Biomechanik: Interdisziplindrer Forschungsbereich, der sich unter anderem mit den
strukturellen Eigenschaften biologischen Materials befasst. Hieraus ergeben sich

Konsequenzen fir Funktionalitat, Stabilitat, etc. So sollte das Elastizitdtsmodul des
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eingesetzten Materials moglichst identisch mit dem des Empfangermaterials sein.
Ansonsten droht neben einem inkompletten Heilungsprozess evtl. sogar
Knochenschwund [61]. Dies muss mit den Zielen einer ossaren Operation wie z.B.

Primarstabilitat bzw. Belastbarkeit verbunden werden.

Biokompatibilitat: Das eingesetzte Material sollte keine zellschadigenden Bestandteile
besitzen. Ferner darf es nicht vom Immunsystem als ,,Korperfremd* detektiert werden,
was zu einer UberschieRenden Abstossungsreaktion fiihren wirde. Am besten ist es

komplett in das Empfangermaterial integrierbar [100, 38].

Okonomie: Kosten-Nutzen-Analyse mit Beurteilung der Lukrativitat eines Materials
[71].

3.2.2 Transplantationsformen nach Gewebeursprung

Es folgt die tabellarische Ubersicht der Transplantationsformen (siehe Tabelle 1), welche

im Anschluss detailliert beschrieben werden.

Tabelle 1 - Transplantationsformen nach Gewebeursprung

Autolog Allogen Xenogen

Herkunft Vom selben Von anderen Menschen | Von anderen Spezies z.B.
Individuum Rind

Verfuigbarkeit | Begrenzt Begrenzt, jedoch besser | Frei verfugbar
Verflighar verflighar als autolog

Effekt Osteoinduktiv, Osteoinduktiv und Osteokonduktiv
osteokonduktiv osteokonduktiv
und osteogen

Nachteile Limitierte Potentielle Infektiositat, | Potentielle Infektiositat,
Verfligbharkeit, Desinfektionsverfahren Desinfektionsverfahren
Entnahme-OP erforderlich, durch erforderlich

Spenderzahlen limitiert

Quelle: [158]

3.2.2.1 Autolog (autogen)

Autologe Knochenspende bedeutet, dass der Knochen vom selben Individuum
entnommen und wieder eingepflanzt wird. Eine géngige Entnahmestelle ist z.B. der
Beckenkamm. Das entnommene Material unterscheidet sich aufgrund seiner
Eigenschaften laut Sailer et al. 2000 im Ergebnis der Defektheilung. So wachst die porose
Spongiosa aufgrund besserer Vaskularisationsvorgange schneller ein, als die Kompakta

[121]. Die autologe Transplantation gilt aufgrund ihrer optimalen Eigenschaften
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(Osteoinduktion, -Konduktion, Formstabilitat, etc.) als ,,Goldstandard*. Problematisch

sind neben der geringen Verfligbarkeit, die potentiellen Operationsrisiken [96, 65].

3.2.2.2 Allogen (homolog)

Allogener Knochenersatz wird zwischen Individuen der gleichen Spezies transplantiert.
Im Vergleich zur autologen- sind allogene Transplantate besser Verfligbar. AuBerdem
entfallen die potentiellen Risiken der Entnahme durch eine Operation [151, 61]. Von
Vorteil ist die bestehende Osteoinduktivitat, wobei die potentielle Ubertragung von z.B.
Krankheiten oder Tumorzellen bedacht werden sollte [79, 125, 124].

3.2.2.3 Xenogen

Xenogenes Gewebe stammt von anderen Spezies z.B. Rind, Schwein, etc. und &hnelt in

Betracht der Eigenschaften dem allogenen Material [96].

3.3 Knochenbanken

3.3.1 Rechtliche Grundlagen

Im Jahr 2004 einigten sich die Mitgliedsstaaten der européischen Union auf die
sogenannte ,,Geweberichtlinie zur Festlegung von Qualitéts- und Sicherheitsstandards fur
Spende, Beschaffung, Testung, Verarbeitung, Konservierung, Lagerung, und Verteilung
von menschlichem Gewebe und Zellen. 2007 wurde die Richtlinie als Gewebegesetz im
Sinne eines Artikelgesetztes BGB1. | S. 1574 in das deutsche TPG
(Transplantationsgesetz) eingegliedert. Diese Richtlinien stellen Mindestanforderungen
dar, die jedoch freiwillig tibertroffen werden kénnen [71]. Knochenbanken sind nach § 1
Nr. 8 TPG Gewebeeinrichtungen, da sie alle aus Zellen bestehenden, menschlichen
Gewebeformen (aufler Organe nach § 1a Nr. 1 TPG) verwenden [19]. Eine Licke fur
autologes Gewebe besteht im AMG (Gesetz Uber den Verkehr mit Arzneimitteln), als
auch im TPG — trotzdem gelten fur im selben chirurgischen Eingriff entnommene und

zuruck verpflanzte Gewebe die gangigen Standards [71].

Die Benutzung bzw. Handhabung des Gewebes sind in diversen Erlaubnissen nach §20
bzw. §21 AMG einzuholen. 8 20b AMG stellt eine Erlaubnis beziiglich Gewinnung und
evtl. Labortestung von Gewebe dar. § 20c AMG Erlaubnis fiir Be- bzw. Verarbeitung,

Konservierung, Priifung, Lagerung oder Inverkehrbringen von Gewebe. Fur die Erlaubnis
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miussen diverse Pramissen erfillt sein. So braucht es eine adéquate Verantwortungsperson
(entsprechende Ausbildung und Erfahrung), qualifiziertes Personal, passendes Umfeld
bzw. Equipment und stetige Fortbildung nach neustem Forschungsstand. 820c erfordert
zudem ein aktives Qualitaitsmanagement. Nach § 20d AMG lé&sst sich eine Ausnahme der
Erlaubnispflicht beantragen, wenn ein Arzt bzw. eine addquate Person samtliche
Handlungen, ausgenommen des Vertriebes austibt. Der 821a AMG kommt zum Tragen,
sobald die in eine Klinikabteilung eingegliederte Knochenbank, ihre Gewebe in andere
interne Abteilungen bzw. fremde Einrichtungen weitergeben mdchte. Fur die
Genehmigung nach diesem Paragraphen, muss das Produktionsverfahren nach
wissenschaftlich belegten Methoden geschehen und darf keinen industriellen Charakter
aufweisen [20]. Der Antrag ist ferner beim Paul-Ehrlich-Institut einzureichen. AuBerdem
sehen die Richtlinien eine weitere Korrespondenz mit dem Paul-Ehrlich-Institut in Form
von Jahresberichten und Meldungen bei Prozessanderungen bzw. Zwischenféllen vor
[105].

3.3.2 Richtlinien zur Fihrung einer Knochenbank

Das Thema um die Knochenspende ist ohne Frage sehr komplex und birgt bei
unsachgemaler Handhabung ebenso viele Risiken, wie Vorteile. Beispielsweise sind
Patienten durch Ubertragung letaler Krankheiten gefahrdet. Daher ist neben dem bereits
erwéhnten gesetzlichen Rahmen, eine einheitliche Struktur von Noten. Diese muss nicht
nur kontrolliert, sondern auch nach aktuellem Forschungsstand progredient verbessert
werden. Genau diesen Sachverhalt verstanden Arzte und Forscher in den USA bereits
1976 und griindeten die ,,American Association of Tissue Banking* (AATB), mit den
»Standards of Tissue Banking®. Die hierin verbindlich festgelegten Richtlinien werden
jahrlich aktualisiert [92]. Im Jahre 1990 folgte in Europa die Griindung der ,,European
Association of Tissue Banks“ (EATB) und 1991 Die der ,,European Association of
Musculosceletal Transplantation (EAMST) [120, 42]. Ebenfalls 1990 erlieR die
Bundesérztekammer (ber ihren wissenschaftlichen Beirat &quivalente Richtlinien [153].
Anlass waren vor allem die mégliche HIV-Kontamination von Knochenspenden und
deren Detektion. So wurde im Sinne eines Blindbereiches bzw. einer diagnostischen
Licke fur HIV, eine Zweittestung der Praparate eingefuhrt. Zunéachst erlie man eine
Reevaluieren nach 3 Monaten, was man 1996 auf 6 Monate anhob [67, 71]. Aufgrund der

erschwerten Umsetzbarkeit kann alternativ zur ,,Quarantine* eine Desinfektionsmethode
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angewandt werden [153]. Die Blutentnahme zur Serologischen Testung darf maximal 7
Tage nach Entnahme bei Lebendspende, bzw. 24 Post mortem bei Totenspende erfolgen
[71].

3.3.3 Spenderauswahl und Testung

Potentielle Spender miissen nach § 8 TPG schriftlich in die Gewebespende einwilligen,
um zu Lebtag oder nach dem Tod als Donator in Frage zu kommen. Weitere Faktoren
wie Mindestalter und Angehérigenvormundschaft etc. sind ebenso vom Gesetzgeber
geregelt [19]. Die Tauglichkeit ist durch einen dazu qualifizierten Arzt durch Anamnese,
korperliche Untersuchung und Labortestung festzustellen. Fokus der Befragung bzw. der
Untersuchung liegen vor allem auf Risikofaktoren und damit assoziierten Merkmalen.
Beispielsweise spricht man Drogenkonsum an und sucht nach Einstichstellen.
Standardisierte Fragebdgen fir Lebendspender versuchen die Ausschlussfaktoren
aufzudecken (z.B. HCV, HIV, Prionen, bosartige Neoplasien, etc.) und mussen unter
Signatur, wahrheitsgetreu beantwortet werden [152]. Falls ein Toter als Spender in Frage
kommt, gibt es diverse Zusatzfaktoren (z.B. unklare Todesursache, Todeszeit, etc.) die zu
beachten sind und die laborchemische Untersuchung sollte mindestens folgende
Testparameter abdecken: Anti-HIV1,2; HBsAg, Anti-HBc; Anti-HCV und Treponema
Pallidum. [152].

Unter Einbezug aller Faktoren, muss der Arzt entscheiden, ob der Patient den Richtlinien

entspricht.

3.3.4 Gewebegewinnung

3.3.4.1 Spenderakt und Entnahme

In der Entnahmeklinik wird eine Spenderakte angelegt. Diese enthélt: VVor-/ Nachname,
Geschlecht, Geburtstag, Patienten-Zuordnungsnummer, Einwilligung, medizinische
Anamnese/Untersuchung und Labortestung. Bei toten Spendern gehort noch eine

Autopsie zum Bericht dazu [71].

Die Gewinnung der im durchgefuhrten Versuch verwendeten Femurkopfe, erfolgt im
Rahmen von Huft-TEPs (Totalendoprothesen). Hierbei wird der Huftkopf durch ein
Hkinstliches Implantat ersetzt [71]. Oft wird zur Entnahme des anatomischen

Femurkopfes ein Gewinde-Haken verwendet, welcher die potentiellen Prifstellen im
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Methodik-Teil der Studie beeinflusst. Ferner ist die Entnahme nach strengen Richtlinien
durchzufuhren, welche stets genauestens protokolliert werden missen. Dies betrifft
samtliche involvierte Faktoren wie z.B. die Ausristung, das Fachpersonal, das Setting,
die Institution, etc [71].

3.3.4.2 Transport, Lagerung und Dokumentation

Der Transport erfolgt in einer undurchschaubaren Verpackung, welche
kontaminationssicher ist. Ein Warnhinweis, der den Gewebetransport kennzeichnet, ist
sichtbar anzubringen. Ausreichende Isolierung bzw. Kuhlung: Bis zur dauerhaften

Kryokonservierung ist eine Temperatur von < —18°C einzuhalten [71].

Zur Lagerung sind kritische Parameter wie z.B. Temperatur, Luftfeuchtigkeit und -
Qualitat, etc. zu Kkontrollieren und zu dokumentieren. Kryokonserviertes,
muskuloskelettales Gewebe ist langfristig bei maximal —40°C zu lagern. Abweichungen
fur z.B. Transport oder Zwischenlagerung kdnnen variieren. Pauschal lasst sich sagen,
dass fiir eine Lagerung unter zwei Jahren, die Temperatur maximal —20°C betragen darf.
[47, 12, 71].

Bezliglich der Dokumentation ist wie immer mit groRtmaoglicher Akribie zu arbeiten.
Attribute wie z.B. Spender, Entnahme, Etiketten, Zeit/Ort, Préparat, Produzent,
Mitarbeiter und Prifung/Testung missen genau nachvollziehbar sein [71]. All dies
geschieht unter anderem im Rahmen eines Qualitatsmanagementsystems (QM), geregelt
durch 83Abs. 1 AMWHYV (Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung) [18].

3.4 Desinfektionsmoglichkeiten

Zur Implantation eines Spenderknochens ist logischerweise ein operativer Eingriff in den
Organismus des Empfangers notig. Das einzubringende Material muss folglich steril bzw.
keimfrei sein. Das Risiko einer vom Spender Ubertragbaren Krankheit wurde bereits
erwéhnt und stellt nicht das einzige Problem dar. Kontamination ist an allen
Prozessschritten der Knochentransplantation moglich, weswegen selbst bei maximaler
Akribie eine Desinfektion des Gewebes erfolgen muss. Vorteile bringt der Prozess nicht
nur in Bezug auf Keimfreiheit, sondern auch bei Betrachtung der Immunogenitat —
Knochentransplantation ist mit Ausnahme der autologen Spende immunogen. Das
bedeutet, dass die Antigene des ,,major histocompatibility complex” (MHC) der

Zelloberflache vom allogenen nativ-Spenderknochen zu einer zelluldren Immunantwort
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beim Empfanger fiihren [16]. Also fihrt die Desinfektion auch zu einer verminderten,
immunologisch bedingten AbstoBung [147, 65].

Zu unterscheiden ist anhand der Definition bzw. der Keimzahlreduktion zwischen
Sterilisation und Desinfektion. Desinfektion (Antisepsis) bedeutet ,,Reduzierung der
Anzahl krankmachender Keime, so dass von dem Gegenstand keine Infektionsgefahr
mehr ausgeht™ [112]. Kurz gesagt, werden alle pathogenen Mikroorganismen unschadlich
gemacht und alle pathogenen Viren inaktiviert [119]. Sterilisation (Asepsis) ist dagegen
als ,frei von vermehrungsfdhigen Keimen: Bakterien, Pilzen, Sporen, Viren (auch
Prionen miissen inaktiviert sein)“ zu verstehen [112]. Also werden alle Viren bzw.

Mikroorganismen getotet [119].

Im Folgenden werden die gangigsten Sterilisationsmassnahmen fur die allogene

Knochentransplantation aufgezéhit.

3.4.1 Thermische Behandlung

3.4.1.1 Kryokonservierung

Das Verfahren der Kryokonservierung ist vor allem wegen seiner einfachen Handhabung
eine der gangigsten Methoden - das Gewebe wird fiir einen gewissen Zeitraum bei
bestimmter Temperatur eingefroren [137]. Dabei spielt der Zeitraum der Konservierung
eine sekundéare Rolle [47]. Die biomechanischen Eigenschaften waren nach 6, 12 bzw. 24
Monaten Einfrierzeit unverandert. Auch verschiedene Temperaturen (-20°C, -40°C und
-80°C) konnten die Stabilitat der Knochen nicht signifikant beeinflussen [47, 12]. Durch
das Einfrieren bei -80°C ist eine ldngere Haltbarkeit gewahrleistet, was auf der
Inaktivierung proteolytischer Enzyme basiert [4, 136, 65]. AulRerdem reduziert die
Kéltebehandlung die antigenen Eigenschaften [21]. Letztlich garantiert diese Methode
leider keine Elimination aller Keime. So konnten Hofmann et al. 1996 zeigen, dass nach
der Kryokonservierung humanen Spenderknochens, noch diverse ,,Erreger™ nachweisbar
waren [26, 65].

3.4.1.2 Autoklavierung

Unter dem Verfahren der Autoklavierung versteht man eine Kombination aus Erhitzung
und Druckeinwirkung innerhalb eines Zeitraumes - beispielsweise 134°C und 2,5 bar fir

5 Minuten. Diese Bedingungen sind fur Mikroorganismen lebensfeindlich und lassen
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Proteine/ Nukleinséuren koagulieren. Vor der Autoklavierung muss der Knochen
ausreichend gespult werden, um die intratrabekuldren Rdume der Spongiosa nicht zu
,verschlieBen®. Eine Verschlechterung der spéter stattfindenden Revaskularisation wire
die Folge [77]. Knaepler et al. konnten 1994 zeigen, dass bereits 3 Minuten unter den im
Beispiel erwéhnten Konditionen ausreichen, um die ossaren Strukturen irreversibel zu
schadigen. Zugrunde liegt eine ,,Verklumpung® der kollagenen Strukturen, was mit einem
Stabilitatsriickgang (Festigkeitsverlust bis zu 85%) korreliert [73]. Belastend haben
Metak et al. 1994 herausgefunden, dass die klinisch angewandte Autoklavierung (z.B.
134°C fur 5 Minuten) keine ausreichende Hitzeeindringung in das Préparat gewéhrleistet.
Eine Keimfreiheit kann somit insbesondere im Zentrum des Knochens nicht garantiert
werden. Dies gilt vor allem fiir groRere Knochen wie z.B. den humanen Femur [93].
Bezliglich der Abstossungsreaktion im Sinne einer Immunantwort ist zu sagen, dass der
Autoklavierungsprozess offenbar die Antigenitit zerstort [132]. Letztlich geht beim
Autoklavieren die osteoinduktive Potenz nahezu verloren, was bei der Defektheilung von
Nachteil ist [74]. Ursachlich ist das Denaturieren von osteoinduktiven Proteinen, wie dem
Bone morphogenetic Protein (BMP) [141, 142].

3.4.1.3 Thermische Behandlung mit feuchter Hitze

Das Verfahren ist auch als 80°C-Thermodesinfektion zur Desinfektion von humanen
Femurkopfen bekannt. Das Prinzip beruht auf einer Erhitzung des Préparates im
Wasserbad, wobei eine Erwdrmung des Knochenzentrums auf 82,5°C flr mindestens 15
Minuten erreicht werden muss [71]. Dies entspricht dem Lobator-sd-2-System der
Marburger Knochenbank und wird im Kapitel 4. Material und Methoden genauer
beleuchtet. Ferner bietet das Verfahren einen guten Kompromiss aus Stabilitatserhalt,
Desinfektion und Osteoinduktionspotential der Knochenprobe. So konnten Félsch et al.
2015 eine Festigkeitsreduktion bis zu 15% (im Mittel 10%) validieren, was sich mit der
vorherigen Literatur deckt [143, 48]. Die desinfizierende Wirkung wurde in diversen
Studien belegt und schliel3t unter anderem HIV, Hepatitis B und C mit ein [73, 71, 54].
Folglich ist die Penetrationstiefe im Vergleich zur Autoklavierung ausreichend.
Limitierend ist der Maximaldurchmesser der Proben von 56 mm [71]. Bei grofieren
Proben kann aufgrund der Warmeverteilung von Peripher nach Zentral, die
desinfizierende Wirkung nicht garantiert werden. Es wird von einer hohen biologischen
Wertigkeit ausgegangen, da mit 80°C thermodesinfizierte Praparate eine verhaltnismaRig

hohe Osteo-Induktivitat/-Konduktivitat besitzen: Experimente haben neben einem
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besseren ,,Defektschluss® auch ein restosteoinduktives Potential von 50% ergeben [102,
54, 73]. In der klinischen Anwendung kommt die Knochenspende gefroren in den
Operationssaal und wird hier kurz vor der Implantation im Lobator desinfiziert. Im
Anschluss erfolgt eine Zerkleinerung zu Knochenspane, welche mit in die Defektstelle

gegeben wird.

3.4.2 Sterilisation mit ionisierender Strahlung

Um die ionisierende Strahlung zu erzeugen, wird meist ein Gamma-Strahler genutzt.
Dieser basiert auf dem Zerfall radioaktiver Elemente wie z.B. Cobalt-60. Die Bandbreite
der empfohlenen Dosen liegt zwischen 2,5 kGy und 89 kGy [23]. Die keimzerstérende
Wirkung basiert auf einer Schédigung der im Zellkern enthaltenen Erbinformation.
Zusatzeffekte wie Bildung freier Radikale unterstlitzen die sterilisierende Wirkung,
konnten aber potentiell kanzerogen sein [103]. Die Strahlung wird in mehreren
Bestrahlungszyklen appliziert [71]. Fiedler et al. konnten 1994 zeigen, dass 30-40 kGy
notig sind, um die Amplifikation von HIV-1 Sequenzen zu stoppen [44]. Ferner konnte
durch Untersuchung des D10-Wertes (bendtigte Strahlendosis um den Anfangsvirustiter
um 90% bzw. 1 logio-Stufe zu senken) die Abhdangigkeit zwischen applizierter
Strahlendosis und Temperatur bewiesen werden: Der D10-Wert von HIV-1 bei
Raumtemperatur ist 7,2 kGy und bei -80°C ist es 8,3 kGy [63, 71]. Problematisch ist der
negative Einfluss auf die Materialqualitdt, was sich unter anderem in einem

Festigkeitsverlust zeigt [149].

3.4.3 Chemische Sterilisation

Der Wirkungsmechanismus der chemischen Sterilisation beruht auf einer
Wechselwirkung der Substanz, mit den Eiweistrukturen der Erreger. Der Fokus bei
diesem Verfahren liegt auf dem Erhalt der osteoinduktiven Eigenschaften, der
Keimelimination und der Eindringtiefe in die Knochenmatrix. Gé&ngige Mittel sind
Peressigsaure oder Athylenoxid, deren Wirksamkeit in diversen Studien belegt wurde
[86, 116, 146]. Ein limitierender Faktor ist die Penetrationstiefe in das Material, welche
bei Athylenoxid besser ist als bei Peressigsaure. Durch langere Inkubationszeiten bzw.
hé&ufigere Spilvorgange, l&asst sich diesem Problem entgegenwirken, was sich negativ auf

die Qualitat der Transplantate auswirkt [15]. Ferner zeigte sich ein negativer Einfluss auf
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die Einheilung von Sehnentransplantaten [122]. Ein weiterer Aspekt ist die potentiell
kanzerogene Eigenschaft der Spil-/Konservierlosungen wie z.B. Formaldehyd [17].
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3.5 Physikalische Grundlagen

3.5.1 Belastungsart

Unter Belastung versteht man eine tber einen Faktor ausgetibte Beanspruchung, die in
Zug, Druck-, Schub-(Scher-), Biege- oder Dreh-(Torsion-) unterteilt werden kann. Meist
treten die Belastungsformen in Kombination auf. Zugrunde liegen Kréafte, welche auf eine
(Gelenk-, Insertions-, etc.) Flache ausgetibt werden. Physikalisch gesehen handelt es sich
um Krafte, die nétig sind, um extern einwirkenden Kraften entgegen zu wirken bzw. den

Korper zu stabilisieren [58].

3.5.1.1 Spannung
Die Spannung stellt den inneren Widerstand dar, der einer duReren Kraft auf den Korper

entgegenwirkt. Alle in 3.5.1 genannten Belastungsarten rufen ein solches Gleichgewicht
aus inneren und &ulReren Kréften hervor, was ein sogenanntes Spannungsbild darstellt.
Als MaReinheit fiir die Spannung dient N/mm? (N/m?) bzw. das Pascal (1. Pa = 1 N/m?),
welche sich immer auf die Schnittebene durch den Korper bezieht. Je nach
Wirkungsrichtung der Spannung bzw. Kraft, kann in Normal- oder Scher-
/Schubspannung unterteilt werden. Normal (Spannung/Kraft): Wirkrichtung senkrecht
zur Schnittebene, Scher-/Schub (Spannung/Kraft): Wirkrichtung innerhalb bzw. parallel
zur Schnittebene. Normalspannung wird je nach Richtung zur Ebene hin in Druck (-o):
bzw. von der Ebene weg in: Zug (+o) unterteilt. Die nachfolgend geltenden Definitionen
beziehen sich auf ein physikalisches Model eines Stabes mit dem Querschnitt A (mm2),
an dem an beiden Enden die Kraft F (N) wirkt. Es wird angenommen, dass der Stab aus

einem homogenen Material zusammengesetzt ist [58].
3.5.1.1.1 Zugspannung (+c)

Die Zugspannung (Normalspannung) wirkt an allen Querschnittsebenen gleichméRig als:

oZ = F/A (N/mm?2) [58] 1)

3.5.1.1.2 Druckspannung (-o)

Analog zu 3.5.1.1.1, wobei der Druck der an beiden Enden wirkt, mit einem Minus als

Vorzeichen gekennzeichnet wird:

—F (N) [58] (2)
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3.5.2 Bruchcharakteristik

Als ,,Bruch® ist in der biomechanischen Druckuntersuchung der Moment zu verstehen,
an dem es zur ,,Zerstorung® der zelluldren/ trabekuldren Struktur des Knochens kommt
[84]. Dieser Punkt ist im Diagramm als das Maximum bzw. der Wendepunkt des ersten
Anstieges zu erkennen. Hartschaumstoffe zeigen bei uniaxialen Druckversuchen einen
typischen Kurvenverlauf - ,,analog gelten diese Uberlegungen auch fiir die spongidse
Knochenstruktur (siehe Abbildung 10), die einem offenzelligen Hartschaumstoff dhnelt*
[84].

Der genannte Verlauf steigt Anfangs nahezu linear (siehe Abbildung 10, Phase 1), was
bei kleinen Spannungen einem elastischen Bereich entspricht — die Zellwénde biegen
sich. Es folgt das ,kollaps Plateu”, welches den Bruch/Kollaps der Zellverbande
widerspiegelt (siehe Abbildung 10, Phase 2), [51, 52]. Danach verdichtet sich die
restliche Struktur wieder und die Spannung steigt erneut (siehe Abbildung 10, Phase 3).

Abbildung 10 - Verlauf der Bruchcharakteristik (Kraft in Newton pro Messung bzw. Laufrate des Stempels)
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3.6 Statistische Grundlagen

3.6.1 Mittelwert

Die Definition des Mittelwertes ist die Summe der Messwerte (X,, X,, Xs,..., Xn), geteilt

durch ihre Anzahl (n). Die Berechnung setzt metrische Daten voraus, gibt Auskunft tber

die ,,Zentralitdt” der Daten und ist empfindlich gegentiber Ausreil3ern [110].

X1+Xo+X3+Xn [

X = 110] ?3)

3.6.2 Median

Der Median teilt eine Merkmalsverteilung in 2 gleich groRe Halften [89]. Er kennzeichnet
die exakte Mitte einer ,,aufsteigend geordneten* Verteilung und ist ab einem ordinalen
Messniveau sinnvoll. AuRerdem besteht eine geringere Sensibilitat gegentiber Ausreifiern
[110].

3.6.3 Quartile

Quartile teilen den Datensatz in vier Viertel, welche jeweils gleich viele Beobachtungen
enthalten [113].

3.6.4 Varianz

Die Varianz stellt einen Parameter der durchschnittlichen, quadratischen Abweichung
vom Mittelwert dar [109].

s2 =213 (x; —%)2 [109] (4)

n

3.6.5 Standartabweichung

Die Standartabweichung ist die Quadratwurzel aus der Varianz [109].

s = Vs2 [109] (5)
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3.6.6 Boxplots

Darstellungsform der deskriptiven Statistik, welche viele Verteilungsparameter
visualisiert. So lassen sich Informationen ber LagemalR (Quartilswerte und Median),
Streuungsmaf (Spannweite und Interquartilsabstand), sowie Form der Verteilung (d.h.

linksschief, symmetrisch oder rechtsschief) direkt aus dem Boxplot entnehmen [28].

Die Box setzt sich aus dem oberen- (=oberes Quartil), dem unteren Teil (= unteres

Quartil), der Mittellinie (=Median) und den Zaunen zusammen [111].

Die Zaune werden aus dem Interquartilsabstand (Hohe der Box, bzw. Abstand vom
oberen zum unteren Quartil) berechnet. Der Obere, ist die Summe aus dem oberen
Quartilswert und dem 1,5-Fachen Interquartilsabstand. Der Untere, die Differenz aus dem

unteren Quartilswert und dem 1,5-Fachen Interquartilsabstand [28].

Die Lage des Medians verdeutlicht die Form der Verteilung: Mittig = symmetrisch, nahe
der unteren Grenze = rechtsschief (und linkssteil) und nahe der oberen Grenze =
linksschief (und rechtssteil) [28, 111].

AuBRerdem lassen sich in den ,,erweiterten” Box-Plots Ausreiller kenntlich machen.
,Normale* Ausreif3er liegen zwischen oberen Quartilswert + 1,5 IQR (interquartile range)
und oberen Quartilswert + 3 IQR bzw. zwischen unterem Quartilswert — 1,5 IQR und
unterem Quartilswert — 3 IQR. Diese werden mit einem Kreis markiert. , Extreme*
Ausreiler liegen des Weiteren noch auBerhalb diesem Bereich und werden mit einem
Sternchen markiert [28].

3.6.7 Normalverteilung

Die Normalverteilung besitzt einen symmetrischen, ,,glockenférmigen” Verlauf. Die
Werte von Modus, Median und Mittelwert fallen zusammen. Innerhalb des

Wertebereiches von x + s * und x-s * liegen 68,26% und im Bereich x +/— 2s liegen
95,44% aller Werte. Circa g der Gesamtflache befindet sich innerhalb der zu den

Wendepunkten gehtérenden x-Werten. Die Verteilung geht von —00 bis +oound lauft

asymptotisch auf die x-Achse zu [89].

3.6.7.1 Optische Testung

Mittels Sédulendiagramm kann die Kurve mit der ,klassische Glocken-Kurve*

abgeglichen werden.
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3.6.7.2 Kolmogorov-Smirnov-Test

Test zum Nachweis einer Normalverteilung, welcher besonders fur kleine

StichprobengréRe geeignet ist [41].

3.6.8 Mann-Whitney-U-Test

Der Mann-Whitney-U-Test wird verwendet, um zu prifen, ob es Medianwerts-
Unterschiede bei zwei unabhéngigen Gruppen gibt. VVoraussetzungen dafiir ist, dass die
Variablen mindestens ordinalskaliert sind. Eine Normalverteilung ist im Unterschied zum
t-Test nicht nétig [39].

3.6.9 Kruskal-Wallis-Test

Der Kruskal-Wallis-Test prift, ob sich zentrale Tendenzen mehrerer unabhéngiger

Stichproben unterscheiden [37].



Material und Methoden 29

4 Material und Methoden

Nach der Fallzahlplanung aus einer vorangegangenen Studie [46], wird anfangs mit einer
Gruppengrolie von n = 10 nativ belassenen und n = 10 thermodesinfizierten Femurkopfen
mit jeweils 9 Knochenzylindern geplant. Aufgrund von defekten Praparaten und vor
allem der biologischen Intervariabilitat, kam es zu einer Aufstockung auf n = 14 nativ
belassenen und n = 14 thermodesinfizierten Femurkopfen. Zusétzliches Erweitern der
Gruppengrosse war aufgrund der begrenzten Verfiligbarkeit der Praparate nicht moglich.
Die Firma Telos GmbH aus Marburg stellt die Femurkopfe gro3ziigig zur Verfiigung und
bezieht diese aus diversen Kliniken in Deutschland [131]. Nach dem Spenderwesen im
Sinne einer Knochenbank werden die Huftkdpfe direkt nach Entnahme bei -40 °C (max.
Abweichung 5°C) Kryokonserviert [71] und unter Kiihlung ins Labor geliefert.

4.1 Probenprozessierung

Geliefert werden die humanen Femurkdpfe nach den Richtlinien der
Knochentransplantation - einzeln eingeschweildt, gekuhlt und mit zugehdrigen
Dokumenten. Die Verpackungen dirfen keine Beschadigungen aufweisen und eine
Etikettierung ist zwecks Nachvollziehbarkeit obligat. Mitgelieferte Sensoren geben
Auskunft tiber mogliche Unterbrechungen der Kuihlkette. Im Labor angekommen, werden
die Femurkdpfe unverziiglich in eine Kuhltruhe eingelagert, welche den Standards einer
Knochenbank entspricht. Die Bearbeitung der Kopfe geschieht in mehreren

Einzelschritten.

4.1.1 Knochenpréaparation und Gruppeneinteilung

Als erstes wird je ein Femurkopf aus dem Kihlsystem entnommen und mit einem
Skalpell (Nr. 10, Feather, Osaka, Japan) von uberschussigem Fett und Bindegewebe
befreit. Dadurch sind die Kopfe préaziser vermessbar und lassen sich besser in die
Halterung der Bandsége (SR600, Heermann Maschinenbau GmbH, Frickenhausen,
Deutschland) einspannen.

Vor der weiteren Prozessierung, wird eine randomisierte Einteilung in zwei Gruppen
(siehe Abbildung 12): 1) thermodesinfiziert und 0) nativ vorgenommen. Gruppe 1) wird

mit dem Lobatorsystem der Firma Telos behandelt (siehe Material und Methoden,
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Thermodesinfektion), Gruppe 0) wird unbehandelt weiterverarbeitet. Die Einteilung

erfolgt nach dem Zufallsprinzip.

4.2 Thermodesinfektion

Das in der Versuchsreihe verwendete Thermodesinfektionsset kommt von der Firma
Telos GmbH (Marburg, Deutschland) und setzt sich wie in Abbildung 11 zu sehen, aus
diversen Komponenten zusammen. Hierzu zahlen unter anderem die Steuerungseinheit
(Lobator sd-2, Telos GmbH, Marburg, Deutschland) und die dafiir vorgesehenen
Desinfektionsbehaltern (Telos GmbH, Marburg, Deutschland). Die Behalter sind
Drehkartuschen aus Kunststoff mit integriertem Rihrmagnet. Ergénzt wird das Set durch
einen PC, welcher die fir das Set spezifische Software (Telos GmbH, Marburg,
Deutschland) aufgespielt hat.

Abbildung 11- Thermodesinfektionsset (Telos GmbH, Marburg, Deutschland) mit rechts: Steuerungseinheit (Lobator sd-2, Telos

GmbH, Marburg, Deutschland)

Quelle: Eigene Bilder
Der Ablauf der Thermodesinfektion nach dem System der Marburger Knochenbank
gliedert sich in mehrere Phasen. Das Ziel ist eine Erwarmung des Knochenzentrums auf
82,5°C fur mind. 15 min, wofir das System die Kartusche einmalig auf max. 140°C
aufheizt. Der Prozess dauert mind. 94 Min. und ist fir Femurkopfe mit einem
Querdurchmesser von < 56 mm geeignet. Dabei werden diverse Viren (HIV 1, HIV 1/0,

HIV 2, HTLV, CMV, Hepatitis B und C) und vegetative Bakterien inaktiviert [73].
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Abbildung 12- Links thermodesinfizierter Femurkopf; rechts nativer Femurkopf

Quelle: Eigene Bilder

Der Verlauf der Desinfektionstemperatur (siehe Abbildung 13) beginnt mit einem
langsamen Anstieg auf 140°C (ber ca. 27 Minuten. Beim Erreichen der
Maximaltemperatur im Sinne eines kurzzeitigen ,,Peaks®, schaltet das Gerét die Heizstufe
zuriick und die Temperatur fallt langsam ab. Bis zur ca. 51. Min ist der Kurvenverlauf
annahernd linear und dann bis zur 63 Min Plateauférmig (ca. 93°C). Es folgt ein optisch
exponentieller Abfall bis ca. 81 Min und ein erneutes Plateau (ca. 40°C) bis zum Schluss.
Das Kurzzeitige Peak von 140°C geniligt nach Knaepler 2009, die oben genannten
Bedingungen zu erfillen [73].

Abbildung 13- Verlauf der Temperatur im Verhéltnis zur Zeit, wahrend der Thermodesinfektion nach dem System der Marburger
Knochenbank (Telos GmbH, Marburg, Deutschland)
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Die Bedienung des Gerétes beginnt mit einer Kontrolle, ob alles adaquat verbunden ist —
Lobator sd-2 mit 220v Netzteil an der Stromversorgung und per RS-232-Schnittstelle am
PC. Der PC wird gestartet, das Programm gedffnet und der Lobator sd-2 auf der Riickseite
angeschaltet. In der Zeit kann das zu desinfizierende Knochenpréparat bereits aus seiner
Verpackung entfernt und in die Kartusche des Systems eingefuigt werden. Es folgt eine
Befiillung des GefaRes mit Kochsalzlsung bis zur Markierung. Nun wird die Kartusche
verschraubt und in die dafuir vorgesehene Vertiefung am Lobator eingefiigt. Das Gerat
startet das acht minutige Defrost-Programm, welches zum Auftauen der tiefgekihlten
Knochenprobe dient. Nachdem das Programm durchlaufen ist, muss das Gerat erneut
eingeschaltet werden und der grune Pfeil am Display blinkt. Die Kartusche wird
angehoben, wieder eingesteckt und das eigentliche Thermodesinfektionsprogramm
startet. Beendet ist dieses, nachdem ein akustisches Signal ertont und ein roter Pfeil am
Display erscheint. Der Prozess lauft vollautomatisch ab und der Lobator gibt eine
Identifikationsnummer, eine Kontrollkurve, sowie das Datum an das PC-Programm
weiter. Der Nutzer soll die Kartusche jetzt entnehmen und die Print-Taste driicken.
Danach ist das Gerét bereit fur den nédchsten Zyklus und hat alle Daten zur
Qualitatskontrolle auf dem PC gespeichert. Die Kartusche wird gedffnet und kihlt 30
Min. aus. Dann entnimmt man das Praparat und lasst es auf der medialen Seite 30 Min.

auf Zellstoff trocknen, bevor es weiter prozessiert wird.

4.2.1 Fixierung und Justierung in die Haltevorrichtung

Im dritten Schritt werden die Femurképfe ahnlich zur Abbildung 14 in die Halterung der
Diamantbandsége fixiert. Dies geschieht entweder am Schenkelhals, oder falls nicht mehr
vorhanden an der Schnittkante. Bei diesem Schritt muss darauf geachtet werden, nicht zu
stark zu fixieren, da dies eine Kompression bzw. Schadigung des Knochens zur Folge
haben kann. Auch eine zu schwache Fixation kann schwere Konsequenzen haben, so
konnte der Knochen beim Sédgen verrutschen und die Schnittdicke wére nicht

gleichméRig.
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Abbildung 14- Nativer Femurkopf in Halterung fixiert

Quelle: Eigene Bilder

Der nachste Schritt ist eine standardisierte Ausrichtung des in der Haltevorrichtung der
Bandsé&ge fixierten Femurkopfes. Zielsetzung ist eine zentrale Scheibe, die in der Mitte
den groRten Radius besitzt. Aus dieser enthnimmt man spater an vorgegebenen Stellen die
Zylinder fur die Druckversuche. Je lateral und medial werden jeweils drei dunnere
Scheiben zur histologischen Untersuchung entnommen. Ein weiteres Kriterium beztglich
der Ausrichtung des Femurkopfes, ist der Verlauf bzw. die Lage des S&geblattes. Das
Sageblatt muss wie in Abbildung 15 senkrecht auf die medial-laterale Achse des
Femurkopfes stehen. Hierfir wird ein selbstnivellierendes Laserlot (BALS01B,
Timbertech_JAGO AG, Stuttgart, Deutschland) und eine konstruierte Hilfsvorrichtung
benutzt.

Abbildung 15 - Positionierung des Femurkopfes mittels Laser und Hilfsvorrichtung

Quelle: Eigene Bilder
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Die Hilfsvorrichtung besteht aus drei in einer Ebene liegenden Klingen, welche hinten
uber einen senkrecht auf die Ebene zeigenden Stab verbunden sind. Es wird an den
zentralen Punkt des groften Radius vom Femurkopf platziert und simuliert so die
folgende Schnittfiihrung der Bandsdge. Der grofite Radius wird zuvor mit einem
Durchmesserlineal (PRECISE PS 7215, BURG-WACHTER KG, Wetter, Germany)
bestimmt. Die Halterung in die der Femurkopf eingespannt ist, muss so mit der
Hilfsvorrichtung in Einklang gebracht werden, dass die Hinterkante des Gerates (welche
die Schnittfihrung simuliert) senkrecht auf der medial-lateralen Ebene des Femurkopfes
steht. Hierzu wird der Laser benutzt: Der Langsstrahl des Lasers muss mit der Hinterkante

der Hilfsvorrichtung und dem S&geblatt zur Deckung kommen.

4.2.2 Sagen der Knochenproben

Der Vierte Schritt stellt das Ségen an sich dar. Das Kuhlsystem ist mit ausreichend
frischem Wasser zu befillen und die Pumpe muss sich circa eine Minute warmlaufen.
Das Kalibriertool muss bei sonst unveranderter Position des Femurkopfes entfernt
werden. Danach sind mit der Diamantbandsédge (SR600, Heermann Maschinenbau
GmbH, Frickenhausen, Germany) per Gewichtszug von 247 g vordefinierte Schnitte bei
Ségestufe 10 und laufender Wasserkiihlung anzufertigen. In einer festen Reihenfolge von
medial Richtung lateral/Schenkelhals folgende Scheibendurchmesser: dreimal 1mm,

einmal 8 mm und dreimal Imm.

4.2.3 Rekonstruktion und Fixierung

Im finften Schritt werden anhand der anatomischen Merkmale wie z.B. der
Knochenstruktur oder duBeren Gegebenheiten wie der Oberflache, Restsehnen bzw.
Restbindegewebe die Scheiben so zusammengesetzt, wie sie vor dem Sagen waren (siehe
Abbildung 16).
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Abbildung 16- Rekonstruktion, Markierung und Fixierung der Proben

Quelle: Eigene Bilder

Dabei ist wichtig, immer die feste Reihenfolge der Scheiben zu behalten: der laterale Teil
(Richtung Schenkelhals) zeigt zum Brett und der mediale vom Brett weg. Um ein erneutes
Verrutschen der rekonstruierten Scheiben zu vermeiden, erfolgt wie in Abbildung 17 eine
Fixation auf einem vorgeschnittenem Sperrholzbrett (482153903010407, Kldpferholz
GmbH & Co. KG, Garching, Deutschland) mittels 4 diinnen Négeln (3830710, Joseph
Dresselhaus GmbH & Co, Herford, Deutschland). Das Sperrholzbrett ist mit den Achsen
sowie den Probendaten zu beschriften. Reste wie Schenkelhals oder Kopfspitze werden

gelabelt und zuriick in die Kiihlung gegeben.

Abbildung 17- Nativer Femurkopf, Schnitte rekonstruiert, sortiert und auf Sperrholzbrett fixiert

Quelle: Eigene Bilder
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Des Weiteren ist die Ausrichtung des Kopfes anhand seiner Anatomie zu beschriften. Da
bei den Proben leider keine Dokumentation bezuglich der exzidierten Seite der Knochen
vorlag, wird sich anhand des maximalen Durchmessers des Hiiftkopfes orientiert. Dieser
gibt die mediale-laterale Ebene an, auf welcher senkrecht die anteriore-posteriore steht.
Unter Einbezug der Lokalisation der Fovea centralis (eher posterioren media-Bereich wie
in Abbildung 18) lassen sich wie auf der Abbildung 19 die Achsen identifizieren.

Abbildung 18- Nativer Femurkopf, Ausrichtung anhand der Fovea centralis

Quelle: Eigene Bilder
Diese werden mit einem sterilen OP-Stift (1460SRL-10, Viscot Medical, East Hanover
07936, USA) eingezeichnet (siehe Abbildung 19).

Auf den eingezeichneten Achsen vermisst und skizziert man die vordefinierten
Bohrstellen fir die Knochenzylinder (siehe Abbildung 19). Diese sind jeweils auf 33,33

% und 66,66 % einer Achse, sowie einmal im Zentrum (siehe Abbildungen 19 und 20).

Abbildung 19- Links nativer Knochen, rechts thermodesinfiziert, Achsen und Bohrpunkte eingezeichnet, mit Nageln auf Sperrholz fixiert

Quelle: Eigene Bilder
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Hieraus ergeben sich wie in Abbildung 20 die neun Bezeichnungen: Anterior aussen (Aa),
anterior innen (Ai), posterior aussen (Pa), posterior innen (Pi), medial aussen (Ma),
medial innen (Mi), lateral aussen (La), lateral innen (Li) und Zentrum (Z).

Abbildung 20- Beispielhafte Ausrichtung der Knochenzylinder in prozentualer Abhéngigkeit des Huftkopfradius und der Kdrperebene.
Hier: Querschnitt durch einen Schweine-Femurkopf.

Quelle: Eigene Bilder

4.2.4 Bohrung

Um die Knochenzylinder an den markierten Stellen aus den praparierten Scheiben zu
entnehmen, wird wie auf Abbildung 21 zu sehen eine Bohrmaschine (Metabo-BE1100,
Nurtingen, Deutschland) mit Fixation bzw. Fihrung (Metabo 890, 1001169, Nurtingen,
Germany) genutzt.

Abbildung 21- Bohren der Zylinder

Quelle: Eigene Bilder
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Die fur den Druckversuch benotigten Knochenzylinder sollen einen Radius von 2,5 mm
haben, weswegen der Durchmesser des Diamanthohlbohrers (Robert Bosch GmbH,
Gerlingen-Schillerhohe, Germany) 5 mm betragt. VVor jeder einzelnen Bohrung muss das
Préparat am Sperrholzdeckel mit einer Schraubklemme (Bessey, TG 100/50, Bietigheim-
Bissingen, Germany) auf dem Tisch befestigt werden.

Die Fuhrungstiefe mit der der Diamant-hohl-Bohrer in das Préparat eindringt ist vorher

einzustellen und entspricht der Dicke aller 7 Scheiben (3x1mm+3x1mm+8mm=1,4cm).

Abbildung 22- Bohren der Zylinder, Nahaufnahme

Quelle: Eigene Bilder
Die Bohrmaschine wird auf niedrige Stufe (3) angeschaltet und muss ca. 10 Sekunden

warmlaufen — um eine glatte Bohrung zu gewahrleisten. Uber das Hebelsystem der
Bohrvorrichtung driickt man den rotierenden Kopf mit der eingestellten Tiefe in das
Préparat (siehe Abbildung 22). Der Bohrprozess ist abgeschlossen, sobald der Kopf die
voreingestellte Tiefe erreicht hat. Ohne den Bohrer auszustellen wird der Diamantkopf
mit dem Hebel gehoben, die Maschine jetzt abgeschaltet und der Aufsatz mit den Proben

per Schraubenschlissel entfernt.
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Dann wird die glatte Ruckseite des Metallbohrers mit dem Durchmesser 4,8 mm (Robert
Bosch GmbH, Gerlingen-Schillerhthe, Germany) in die Riickseite des Hohlbohrkopfes
eingefihrt und unter méRkigem Druck die Knochenproben entfernt (siehe Abbildung 23).
Es folgt eine Beschriftung der Plastikzipper (BVB-001, PLASTIC & PAPER
DISTRIBUTION, lasi Ruménien), die einzelnen Proben werden anschliefend darin
platziert und in der Kihltruhe (Serie 6 GCM27AWA40, Robert Bosch GmbH, Gerlingen-
Schillerhdhe, Germany) zwischen -40 °C bis -20 °C eingelagert. Das
Beschriftungssystem ist wie folgt: Die romischen Ziffern von | bis VII stehen fir die
Scheibe von medial nach lateral/Schenkelhals (siehe Abbildung 23) — ansonsten wird das
vorher in 4.2.3 , Rekonstruktion und Fixierung* erwahnte System zur Klassifikation

angewandt.

Abbildung 23- Schematische Reihenfolge einer Bohrung, von lateral (links) nach medial (rechts)

Quelle: Eigene Bilder

4.3 Biomechanische Untersuchung

4.3.1 Kalibrierung des Drucksensors

Bei der Versuchsdurchfiihrung wird eine Universalpriifmaschine (Inspekt Table Blue 20
KN, Hegewald & Peschke, Nossen) verwendet. Jedoch ist der Messbereich dieser mit 20
kKN Uberdimensioniert, weswegen ein weiterer Kraftsensor (siehe Abbildung 24) mit
einem geringeren Registrationsbereich (Typ 8402, Burster, Gernsbach) von 2 kN zum
Einsatz kommt. Dieser Zweite Sensor wird auf einem Querkraftfreilager (siehe

Abbildung 24) aufgebracht, um eventuell auftretende Querkrafte zu minimieren.



Material und Methoden 40

Der Drucksensor gibt seine ermittelten Werte in mV aus, was in eine Kraft mit der Einheit
Newton (N) umgerechnet werden muss. Fur diese Konversion ist die Erstellung eine
Kalibriergeraden von Néten. Das geschieht durch den Zusammenhang der Kraft, welche

ein Korper durch seine Masse austbt.

Als erstes wird die Spannung in mV gemessen, welche der Sensor in Ruhe ohne Belastung
anzeigt — diese muss spater jeweils von den ermittelten Werten als ,,Rauschen® subtrahiert
werden. Danach wird der Wert bestimmt, den eine als Wiederlager auf dem Sensor
liegende Kugel erbringt. Zu diesem kommt noch der Wert dazu, den ein in einer
Halterung freistehender Stab auf der Kugel tiber dem Sensor misst (Siehe Abbildung 24).
Weitere Werte erganzen die Kalibriergerade durch auf den Stab aufgelegt Gewichte
(siehe Tabelle Anhang 2).

Abbildung 24- Sensorkalibrierung

Quelle: Eigene Bilder

Aufgrund der Tatsache, dass die Masse des Stabes, der Kugel und der aufgelegten
Gewichte bekannt ist, lasst sich tber die Erdanziehungskraft [80] die ausgelibte Kraft in
N errechnen. Es ergibt sich eine durch die Punkte gemittelt verlaufende Gerade mit der

Funktion:
y = mx*x+t[49] (6)

Eine Zuordnung, bei welcher der Kraft in N eine dafiir spezifische Spannung in mV

angezeigt wird. Im Versuch:

y = 0.0007x + 0.0218
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Dies ermdglicht eine Konversation aller spater gemessenen Druckwerte von mV in N:
x = (yneu—t)/m
Hier ermittelt: x = (y —0,0218) / 0,0007
Es ergibt sich die Gerade in Abbildung 25.

Alle mV-Werte (y) mlssen davor noch bereinigt, also das ,,Rauschen‘ subtrahieren (yneu)
werden. Im Druckversuch wird das ,,Rauschen‘ als der Wert bezeichnet, den der einzelne

Knochenzylinder im bloRRen liegen auf dem Sensor anzeigt.

Abbildung 25- Kalibriergerade des Burster-Sensors
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Quelle: Eigene Bilder

4.3.2 Auftauprozess

Bevor den Proben eine Priifung auf Druckstabilitat widerfahrt, missen diese aufgetaut
werden. Eine Lagerung in der Tiefkihltruhe zwischen -40 °C bis -20 °C ist obligat, da
die humanen Proben bei der Dauer der Einzelschritte in Mitleidenschaft gezogen werden
wirden [71]. Laut Hayes Borchers ist das Einfrieren und das Auftauen von
Knochenmaterial ohne gréRere Einbufien der Gewebequalitat moglich. Hierbei ist der
Auftauprozess bei 21°C dber einen Zeitraum von drei Stunden in einer NaCl-
Ringerlosung (NaCl 0,9% Braun, Melsung, Deutschland) definiert [47]. Zur Einhaltung
dieser genau definierten Standards wird ein Infrarotofen (2247383, Memmert GmbH &
Co. Kg, Schwabach, Deutschland) verwendet, in dem die MehrkammergeféRe (Fourni-
Labo, 02100 Saint-Quentin, France) mit der NaCl-Ringerlésung 1 Stunde vortemperiert

werden. Danach gibt man um 10 Minuten zeitversetzt jeweils den néchsten
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Knochenzylinder in die daflr vorgesehene Kammer. Die Probe muss wie in Abbildung
26 komplett mit NaCl-L6sung bedeckt sein, um nicht auszutrocknen.

Abbildung 26- Auftauen der Knochenzylinder in NaCl-L&sung

Quelle: Eigene Bilder

4.3.3 Uniaxialer Druckversuch

Zur biomechanischen Testung wird aufgrund der in Punkt 3.1.3 beschrieben
Materialeigenschaften ein uniaxialer Druckversuch durchgefiihrt. Die Grundlage der
Druckprufung ist die klassische Bruchcharakteristik von Materialstoffen — hier humanem
Femur. Dafur erfolgt die Druckbelastung des Knochenzylinders entlang seiner
Langsachse bis zum Bruch. Bei diesem Prozess kommt es zu einer Stauchung der Probe
bzw. einer ultrastrukturellen Veranderung der in Punkt 3.5.2 beschriebenen
Materialeigenschaften, was als Zerstérung aufgefasst wird. Den Frakturpunkt erhalt man
anhand des maximalen Druckwertes des ersten Anstieges, was dem beginnenden Bruch
der Knochentrabekel/-Zellen entspricht [84]. Daraus resultieren Festigkeitseigenschaften,
die proportional zur aufgebrachten Druckkraft in Newton sind. Additiv kdnnte die
einwirkende Kraft noch Uber die Querschnittsflaiche des Zylinders in Druck (Pascal)
umgerechnet werden. Da dies jedoch standardisiert auf alle Proben erfolgen wiirde, wird

an dieser Stelle darauf verzichtet und die Kraft (Newton) als Vergleichsgrofie verwendet.

Das Versuchssetting entspricht dem aus Punkt 4.3.1 Kalibriergeraden:
Universalprifmaschine (Siehe Abbildung 27) und Kraftsensor (Typ 8402, Burster,
Gernsbach) mit einem geringeren Registrationsbereich von 2 kN. Dieser zweite Sensor
wird auf einem Querkraftfreilager aufgebracht, um eventuell auftretende Querkréfte zu
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minimieren. Die entsprechende Software zur Steuerung der Presse bzw. Registration der

Druckwerte ist ebenfalls verbunden.

Abbildung 27- Universalprifmaschine (Inspekt Table Blue 20 kN, Hegewald & Peschke, Nossen)

Quelle: Eigene Bilder

Der PC wird entsprechend mit dem Kraftsensor (Typ 8402, Burster, Gernsbach) und der
Universalprifmaschine tber USB-Kabel verbunden und hochgefahren. Parallel schaltet
man die Presse ein und schraubt den Druckkopf auf die Vorrichtung. Der Kopf wird
manuell am Schalter so justiert, dass er 1 cm Abstand zur Messflache des Sensors hat: 2
mm (Messabstand) + 8 mm (Zylinderhohe). Diese Einstellung wird als Standard/ Reset
gespeichert. AuBerdem muss die Steuerungssoftware eingestellt werden. Dazu gibt man
die Geschwindigkeit, mit der der Druckstempel abwirts ,,fahrt*, die Distanz, sowie die
Maximalkraft ein — im Versuch: 2,5 mm/min, fur 6 mm und eine Maximalkraft von 600
N. Bevor mit humanen Proben gearbeitet wird, ist das Arbeitsfeld mit einem OP-Tuch
(Foliodrape®, 2775043, PAUL HARTMANN AG, Heidenheim, Germany) abzudecken.

Die fertig aufgetaute Probe wird stehend auf den Sensor platziert (siehe Abbildung 28)
und damit unter den Kraftstempel justiert. Im Programm LabMaster (Hegewald &
Peschke, Nossen, Germany) startet man den Druckvorgang und beginnt zeitglich in der
dazugehorigen Messsoftware 2-Kn-Sensor die Aufzeichnung der Kraftwerte. Der
Druckstempel fahrt langsam mit der voreingestellten Geschwindigkeit/ Kraft herab.
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Abbildung 28- Knochenzylinder auf dem Sensor unter dem Druckstempel

Quelle: Eigene Bilder

Sobald er in Kontakt mit dem Praparat kommt, beginnt die Druckkurve und das Praparat
wird gestaucht (siehe dazu Punkt 3.5.2 Bruchcharakteristik und Abbildung 29). Anfangs
mit einem steilen evtl. sogar linearen Anstieg, was dem elastischen Bereich entspricht.
Darauf folgt ein Wendepunkt / Plateau — als Maximalwert der Bruchcharakteristik [51,
52]. Der letzte Anstieg kann als weitere Verdichtung gewertet werden und ist nicht von
Interesse [84]. Wenn die maximale Distanz vom Stempel gefahren bzw. der maximal
festgesetzte Druckwert erreicht ist, wird die Messung abgebrochen und die Presse fahrt
in die Reset-Position zur(ck.

Abbildung 29- Verlauf der Bruchcharakteristik (Kraft in Newton pro Messung bzw. Laufrate des Stempels) anhand des Préparates 11
(thermodesinfiziert)
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Quelle: Eigene Bilder

Die Messwerte werden zundchst in mV angezeigt und dann simultan zu Punkt 4.3.1 in

Newton konvertiert. Anhand der Graphik bzw. der Tabelle ist der maximale Druckwert
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bzw. Wendepunkt der ersten Steigung heraus zu suchen. Dieser Wert spiegelt die
maximal ausgehaltene Kraft am Punkt des Bruches wider (siehe Abbildung 29).

4.4 Histologische Untersuchung

Samtliche Arbeitsschritte von der Bearbeitung, bis zur Digitalisierung der Praparate,
werden nach den dafur spezifischen Protokollen des ,Labors fiir experimentelle

Unfallchirurgie in GieBen‘ angefertigt.

Es wird jeweils die Scheibe Nummer Il von einem thermodesinfizierten (Préparat
Nummer 1) und einem nativen (Praparat Nummer 15) Knochen genutzt. Von dieser
Scheibe jeweils alle lokalen Punkte (La, Li, Ma, Mi, Aa, Al, Pa, Pi und Z), wobei davon

je mehrere Schnitte angefertigt werden.

Aufgrund der Tatsache, dass die histologische Untersuchung rein deskriptiv an einem
kleinen Kollektiv stattfindet, wird kein spezifischer Vergleich innerhalb der Knochen
(z.B. von La nach Li zu Z) getroffen. Folglich wird auf mikroskopischer Ebene lediglich

zwischen thermodesinfiziert und nativ verglichen

4.4.1 Einbettung in Technovit 9100

Eine Einbettung des mineralisierten Gewebes in Technovit 9100 (Kulzer GmbH, Hanau,
Germany) ist fur die weitere Bearbeitung bzw. Konservierung (Schneiden am Mikrotom
und die Farbungen) unumgéanglich. Die Arbeitsschritte entsprechen denen des ,,Labors
fur experimentelle Unfallchirurgie in GieRen* bzw. der ,,Kulzer GmbH: Technovit®

9100 und werden im Folgenden erlautert (Ubersicht: Tabelle 2).
Als erstes werden die Préparate in 4%iger Paraformaldehyd (PFA)- Losung nach Lilli
fixiert und anschlielend sechs Mal mit 0.1 M Na-Phosphatpuffer (pH 7,2-7,4) gesplilt.

Es folgt eine Entwésserung in aufsteigender Alkoholreihe und Behandlung im Xylol-Bad.
Nach weiterer Préinfiltration bzw. Infiltration polymerisieren die Proben in
Kunststoffformchen mit dem Technovit 9100 [76, 114].
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Tabelle 2- Einbettung in Technovit 9100
Arbeits- Substanz und gegebenenfalls Menge bzw. | Dauer | Tempe-
schritt Konzentration (d) ratur
1. Fixieren 4% Paraformaldehyd (PFA) nach Lilli RT=20°C
2. Spilen 6 x spilen mit 0,1 M Na - Phosphatpuffer pH 7,2 - RT
7,4
3.Entwassern | Alkohol 70 % 2 RT
Alkohol 80 % 3 RT
Alkohol 96 % 2 RT
Alkohol 100 % 8 RT
Alkohol 100% P.a. 1 RT
4. Xylol Morgens und Abends auf Rttler RT
5. Préinfiltra- | 1) auf Ruttler; Basislosung, stabilisiert: Xylol 1: 1; | 3 RT
tion 125 ml + 125 ml
I1) auf Rittler; Basislosung, stabilisiert + Harter 1; | 2 RT
250 ml + 1,25 g Harter 1
I11) Basislosung, entstabilisiert + Harter 1; 250 ml + | 3 4°C
1,25 g Hérter 1
6. Infiltration | Basislosung, entstabilisiert + PMMA (Pulver 2) + | 6 4°C
Harter 1; 250 ml + 20 g PMMA + 1 g Harter 1
7. Polymeri- | Stammldsung A) 500 ml Basislésung, entstabilisiert RT
sation + 80 g PMMA + 3 g Harter 1
Stammlésung B) 44 ml Basisldsung, entstabilisiert + RT
4 ml Hérter 2+2 ml Polymerisationsregler
9 Volumenteile Stammlésung A + 1 Volumenteile | 2 -4 °C

Stammldsung B; Proben tibergiessen

Quelle: Eigene Tabellen
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4.4.2 Schneiden am Mikrotom

Zum Anfertigen der 5 um dicken Schnitte wird das in Abbildung 30 zu sehende
Rotationsmikrotom Leica RM2155 (Leica Biosystems Nussloch GmbH, 69226 Nussloch,
Germany) verwendet. Das Messer ist starr fixiert und steht quer mit der Schneide nach
oben.

Abbildung 30- Gewebebldcke

Quelle: Eigene Bilder

Zu Beginn muss der Gewebeblock (siehe Abbildung 30) in die Halterung (siehe
Abbildung 31) gespannt werden und wird per Kurbel senkrecht mit einem Handrad auf

das Messer zubewegt. Es werden diverse Schnitte gefertigt, bis das Gewebe erreicht ist.

Abbildung 31- Gewebebldcke in der Einspannungsvorrichtung

Quelle: Eigene Bilder
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Dann wird wie in Abbildung 32 zu sehen, jeder einzelne Schnitt per Cryofilm 2C(9)
(Kawamotos Section-Lab Co.Ltd, Japan) gesichert und per Haft-Aufkleber (Plano, Nr.
G304) auf einen beschrifteten Objekttrager (Fa. R. Langenbrinck, Nr. 03-0060, 25x75x1)
aufgebracht. Dazu wird die Folie vorher in 5 mm breite und 2 cm lange Streifen
geschnitten, welche oben und unten einen Goldrand haben (siehe Abbildung 32). Vor
jedem Schnitt wird die Folie mit der haftenden Seite (Rander der Folie sind goldfarben)

auf das Praparat aufgedrtickt.

Mit einer schnellen Drehung der Kurbel, wird eine auf der Folie haftenden, 5 pm dicke
Scheibe vom Block geschnitten. Um saubere Schnitte zu gewéhrleisten, mussen Reste
mit einem Pinsel (Feinhaarpinsel, Pelikan GmbH, WerftstraBe 9, 30163 Hannover,

Germany) von der Klinge entfernt werden [72].

Abbildung 32- Objekttrager mit Cryofilm beklebten Schnitten

Quelle: Eigene Bilder
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4.4.3 Farbungen

Abbildung 33- Férbung, von links nach rechts: Toludinblau, Movat, Immunhisto

Quelle: Eigene Bilder

4.4.3.1 Toludinblau — O - Pyronin G nach Prof. Donath

Aufgrund metachromatischer Farbeffekte erlaubt diese Farbung eine Differenzierung
verschiedener Gewebe bzw. Zellen. Mineralisierte Hartgewebematrix erscheint ungefarbt
bis blassblau, wahrend verkalkte Knorpelmatrix dunkelblau imponiert. Zellen und
Weichgewebe werden unterschiedlich blau geféarbt, wahrend Knorpelmatrix und
Mastzellgranula metachromatisch rotviolett erscheinen [35].

Begonnen wird mit dem Entplasten, durch 2-maliges Einlegen in MEA (2-methoxyetyl-
acetat). Danach lagern die Praparate in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%,
80% und 70%) und werden mit Aqua dest abgespult. Es folgt die Farbung, erneutes
Abspiilen mit Aqua dest und Entwassern in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96%
und 100%). Am Schluss werden die Préparate 2 mal in Xylol getaucht und mit DePex
(Fa. Merck, Nr. 8.06061) unter einem Deckglas fixiert (siehe Tabelle 3 und Abbildung
34) [115].
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Tabelle 3— Farbung mit Toludinblau
Arbeitsschritt Beschreibung
Substanz und gegebenenfalls Menge bzw. | Dauer in
Konzentration Minuten
1. Entplasten MEA (2-methoxyetyl)-acetat 1 10
MEA (2-methoxyetyl)-acetat 2 10
2. Absteigende | 100% 5
Alkoholreihe
96% 5
80% 5
70% 5
3. Abspiilen Aqua dest 0,5
4. Farbung Toluidinblau O (1+1 mit Aqua dest) 1,5
5. Abspiilen Aqua dest 0,5
6. Aufsteigende | 70% 5
Alkoholreihe
96% 5
100% 5
7. Entwassern Xylol 1 10
Xylol 2 10

8. Eindecken / Fixieren

DePeX und Deckglas

Quelle: Eigene Tabellen
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Abbildung 34 - Toludinblau

592/1%

IFL/!E

Quelle: Eigene Bilder

4.4.3.2 Movat-Pantachrom

Mittels der Movat-Pantachrom-Féarbung (siehe Abbildung 35) lassen sich in einem
histologischen Schnitt mehrere Gewebeelemente darstellen. Hierzu kombiniert man 5
Farbstoffe: Alcianblau, Eisenhdamatoxylin nach Weigert, Brilliant-Crocein in Verbindung
mit Sdurefuchsin und Safran. H&ufige Anwendung findet die Féarbung bei der
Untersuchung des Knochen-auf-/ umbaues bzw. der chondralen Ossifikation oder der
Frakturheilung [2].

Zellkerne erscheinen blauschwarz, Zytoplasma rotlich, elastische Fasern und Muskulatur
rot. Kollagenes Bindegewebe imponiert hellgelb, mineralisiertes Knorpelgewebe farbt
sich blau-grun, wéhrend mineralisierter Knochen dunkelgelb ist. Osteoid zeigt sich

dunkelrot und saure Glukosaminoglykane werden leuchtend hellblau [2, 138].

Als erstes missen die Schnitte ,,entacrylliert werden, wofur die Proben 3 mal in MEA
(2-methoxyetyl)-acetat — LOsung getaucht werden. Es folgt eine absteigende
Alkoholreihe (100%, 96% und 70%) und Auswaschen in Aqua dest. Zur Farbung nutzt
man auf pipettiertes Alcianblau, was mit Leitungswasser abgespult wird. Die Stabilisation
erfolgt in alkalischem Ethanol, welcher unter Leitungswasser ausgewaschen wird.
Danach kommen die Kernfarbung mittels Pipettierens von Weigerts Eisenhdmatoxylin
bzw. das Wéssern in Leitungswasser an die Reihe. Es folgen eine erneute Farbung mit
Brillant-Crocein-Saurefuchsin und die Differenzierung (0,5%iger Essig-, 5%iger

Phosphorwolfram- und erneut in 0,5%iger Essigsaure). Vor und nach der Farbung mit
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Safran du Gatinais durchlaufen die Praparate eine Alkoholreihe (3 mal 100% Alkohol),
gefolgt von 2-facher Fixierung in Xylol (siehe Tabelle 4) [2].

Abbildung 35 - Movat-Pantachrom

o |

Quelle: Eigene Bilder
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Tabelle 4- Férbung mit Movat-Pantachrom

Arbeitsschritt Substanz und ggf. Menge bzw. Konzentration | Dauer (min)

1. Entplasten MEA (2-methoxyetyl)-acetat 1 10
MEA (2-methoxyetyl)-acetat 2 10
MEA (2-methoxyetyl)-acetat 3

2. Absteigende | 100%, 96%, 70% Jeb5

Alkoholreihe

3. Auswaschen Aqua dest 5

4. Farben Alcianblau auf Objekttrager tropfen 10

5. Spulen Leitungswasser 5

6. Stabilisieren alkalischem Ethanol 60

7. Spulen Leitungswasser, fliessend 10

8. Kernféarbung Weigerts Eisenhamatoxylin auf Objekttrager | 10
tropfen

9. Spulen Mit Aqua dest spiilen; in Leitungswasser wassern | 15

10. Farben Brillant-Crocein-Saurefuchsin 12,5

11. Differenzieren | 1) 0,5%iger Essigsaure abspilen ca. 0,5
I1) 5%iger Phosphorwolframséaure 20

12. Spulen 0,5%iger Essigséaure 2

13. Alkoholreihe | 100% iges Ethanol 1 5
100% iges Ethanol 2 5
100% iges Ethanol 3 5

14. Féarben Safran du Gatinais 60

15. Entwassern Xylol 1; Xylol 2 Jeb

16. Eindecken/

Fixieren

DePex und Deckglas

Quelle: Eigene Tabelle
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4.4.3.3 Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen |

Die immunhistochemische Farbung wird verwendet, um spezifisch Kollagen | (Biologo,
polyklonaler Antikorper, Anti-Collagen Typ 1, human, Art.-Nr. CO20111) in Gewebe
wie z.B. Knochen oder Knorpel nach zu weisen (siehe Abbildung 36). Die Mdglichkeit
einer Kreuzreaktion besteht mit Kollagen Typ Il bzw. 1V (< 0,1%), mit Kollagen Typ 111
(< 1%) und mit Fibronectin bzw. Laminin (< 0,1%) [130, 134].

Aufgrund der Lange der Behandlung (siehe Tabelle 5), wird diese in Kurzform mit Fokus
auf pragnante Details geschildert. Begonnen wird mit dem Entplasten mittels MEA und
Aceton. Vor und nach der Vorbehandlung mit 0,2 % Hyaluronidase (in TBS, pH=7,4)
wird mit Waschpuffer gespult. Dann wird mit primarem Antikorper (Kollagen 1) 1:200
inkubiert, gespilt, mit sekundarem Antikorper (Ziege anti Kaninchen) 1:400 inkubiert
und wieder gespult. Es folgen diverse Féarbe-Spllungs-Zyklen mit folgenden Farbstoffen:
Vectastatin Elite ABC-Kit, Nova-Red und Hdmatoxilin 1 + 3. AbschlieBend wird mittels
aufsteigender Alkoholreihe (70%, 96% und 100%) und Xylol entwéssert [130].

Abbildung 36 - Immunhistochemischer Nachweis von Kol. |

ssamy T
Vorh, Mglase ~ (¢)
LT Gl2ee)

Quelle: Eigene Bilder
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Tabelle 5 — Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen |

Arbeitsschritt Substanz und gegebenenfalls | Dauer | Temperatur °C
Menge bzw. Konzentration (min)

1. Entplasten MEA 1 10 Raumtemperatur

(RT=20°C)

MEA 2 10 RT
Aceton 100% 10 RT
Aceton + Waschpuffer 1:1 10 RT

2. Spulen Waschpuffer 1 5 RT
Waschpuffer 2 5 RT

3. Vorbehandlung | 0,2 % Hyaluronidase in TBS, 15 37°C
pH=7,4 Brutschrank

4. Spulen Waschpuffer 1 5 RT
Waschpuffer 2 5 RT

5. Inkubation primérer Antikorper (Kollagen 1) | Gber 4°C feuchte
1:200 Nacht Kammer

6. Spulen Waschpuffer 1 5 RT
Waschpuffer 2 5 RT
Waschpuffer 3 5 RT

7. Inkubation sekundarer Antikorper 30 RT
(Ziege anti Kaninchen) 1:400

8. Spiilen Waschpuffer 1 5 RT
Waschpuffer 2 5 RT

9. Farben Vectastatin Elite ABC-Kit 30 RT

10. Spilen Waschpuffer 1 5 RT
Waschpuffer 2 5 RT
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Aqgua dest 5 RT
11. Férben Nova Red 5 RT
Dunkelkammer
12. Spulen Agqua bidest spilen RT
13. Spulen Agqua dest 1 5 RT
Aqua dest 2 5 RT
Agqua dest 3 5 RT
14. Gegenféarben | Hamatoxilin 1 + 3 60 RT
15. Spulen Aqua dest spulen RT
16. Blauen Leitungswasser 10 RT
17. Spulen Agau dest 5 RT
18. Entwassern EtOH 70% 5 RT
EtOH 96% 5 RT
EtOH 100% 5 RT
Xylol 1 5 RT
Xylol 2 5 RT

Quelle: Eigene Tabellen

4.4.4 Eindecken mit DePex

DePex (Fa. Merck, Nr. 8.0606) ist ein sogenanntes Einschlussharz aus der Gruppe der

SchnelleinschluBmittel. Der Hintergrund der Verwendung ist neben der Konservierung

des Préparates, der fiir das Mikroskopieren gunstige Brechungsindex [88].

Zur finalen Fixation wird auf einen Objekttrager ein Tropfen DePex platziert. Die Folie

auf der das Praparat haftet, wird mittels Skalpells an den Randern abgeschnitten und das

Préparat mit der Schnittseite nach Oben auf den Tropfen DePex gelegt. Danach kommt

ein weiterer Tropfen DePex auf den Schnitt und ein Deckglas wird vorsichtig darauf

platziert [2].
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4.4.5 Mikroskopieren

Der Computer wird parallel mit dem Mikroskop (DM 5500 B, Leica Microsystems
GmbH, 35578 Wetzlar, Germany) und der dazugehorigen Kamera (DFC 7000t, Leica
Microsystems GmbH, 35578 Wetzlar, Germany) hochgefahren (siehe Abbildung 37). Im
Anschluss wird die Software (LAS X, Leica Microsystems GmbH, 35578 Wetzlar
Germany) gestartet und das zu untersuchende Prdparat in das Spannsystem des
Mikroskopes platziert. Mit dem ,,Kurser” kann das Sicht Feld am Bildschirm tiber das
Préparat bewegt werden, was der Reihe nach (niedrige bis hohe) fir die verschiedenen
Vergrolierungsstufen (5-, 10- und 20-Fach) geschieht. In der Software werden die Fotos
angefertigt und auf das vorher definierte Laufwerk exportiert.

Abbildung 37 - Mikroskop DM 5500 B mit Kamera DFC 7000t, Leica und zugehdrigem PC

Quelle: Eigene Bilder
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5  Versuchsdurchfithrung

Die exakte Ausfuhrung der biomechanischen- als auch der histologischen
Untersuchungen ist dem Kapitel 4. Material und Methoden zu entnehmen. Es folgt eine

kurze, chronologische Aufzéhlung der zuvor detailliert beschriebenen Einzelschritte.

5.1 Probenprozessierung

e Knochenpraparation

e Gruppeneinteilung

e Thermodesinfektion

e Fixierung in der Haltervorrichtung
e Ségen

e Rekonstruktion

e Fixation auf Holz

e Bohren

5.2 Biomechanische Untersuchung

Kalibrierung des Drucksensors

Auftauprozess

Uniaxialer Druckversuch

5.3 Histologische Untersuchung

e Einbettung in Technovit 9100
e Schneiden am Mikrotom
e Farbungen
o Toludinblau
o Movat-Pantachrom
o Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen |
e Eindecken mit DePex

e Mikroskopieren
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6  Ergebnisse

6.1 Biomechanische Untersuchung

Der biologischen Variabilitdt des humanen Materials geschuldet, ist die Verwendung
mancher Huftkopfe nicht moglich. So sind diverse Knochen durch Beispielsweise
Osteoporose geschadigt und damit unbrauchbar. Aus Diesem Grund wurde Knochen

Nummer 9 nicht verwendet.

Ein anderes Ausschlusskriterium ist die Entnahmemethode der Hiftkopfe wahrend der
Operation. Dies geschieht unter anderem, indem ein Zuggewinde in den vom Hals
getrennten Kopf gedreht wird. Dadurch sind potentielle Entnahmestellen der Zylinder

moglicherweise angebohrt und damit nicht brauchbar.

Aus diesem Grund fehlen Zylinder 12 Aa, 12 Ai, 12 Ma, 8 Z und 6 Pa. Unter
Berlicksichtigung der eben genannten Kriterien bleiben noch 14 native (mit 124

Zylindern) und 14 thermodesinfizierte (mit 123 Zylindern) Huftkopfe Gbrig.

6.1.1 Mittelwerte der Bruchkraft in Bezug auf die Lokalisation

In der folgenden Tabelle 6 sind die Mittelwerte, inkl. der dazugehdrigen

Standartabweichungen bezlglich der Lokalisation bzw. Prozessierung abgebildet.

Tabelle 6 - Mittelwerte, inkl. der dazugehdrigen Standartabweichungen beziiglich der Lokalisation bzw. Prozessierung

Thermodesinfiziert Nativ

Lokalisa- | Mittelwert | Standartab- Lokalisa- | Mittelwert | Standartab-

tion (M) weichung (s) tion (M) weichung (s)

Aa 74,82 58,73 Aa 36,20 30,71
Ai 189,45 106,28 Ai 106,52 59,90
Pa 53,05 35,02 Pa 50,89 45,83
Pi 147,54 92,47 Pi 134,01 90,92
La 42,11 30,54 La 59,79 53,30
Li 121,83 90,80 Li 163,02 103,74
Ma 39,63 36,12 Ma 52,10 47,39
Mi 152,91 71,75 Mi 126,44 47,91
Z 196,91 147,69 Z 214,69 136,08

Quelle: Eigene Tabellen
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Die beiden Sdulendiagramme in Abbildung 38 und 39 veranschaulichen die Werte der
Tabelle 6 (y-Achse: Mittelwert der Kraft in Newton bis zum Bruch inkl.

Standartabweichung; x-Achse: Jeweilige Lokalisation des Zylinders).

Abbildung 38 - Lokalisation thermodesinfizierter Zylinder mit zugehdrigem Mittelwert der Bruchkraft und Standartabweichung

400 s
_ 350 mAi
£ 300 Pa
:‘é 250 b
2 200 La
g 150 Li
E 100 Ma
= 50 i [ { { B Mi
. mz

Quelle: Eigene Bilder

Abbildung 39 - Lokalisation nativer Zylinder mit zugehorigem Mittelwert der Bruchkraft und Standartabweichung

400
W Aa

350 H A

300 Pa

250 1 mPi

200 La

150 Li

100 Ma
50 [ 1 [ H Mi

ﬁ mz
0

Der hochste Mittelwert wurde im zentralen Punkt Z erreicht. Dies gilt fir die

Mittelwert der Kraftin N

Quelle: Eigene Bilder

thermodesinfizierte (196,91 N), als auch fir die native (214,69 N) Gruppe. Bei weiterer
Betrachtung der Mittelwerte fallt der Trend auf, dass die Druckstabilitat wohl von auRen
nach innen zunimmt. Kurz einige Beispiele zum Vergleich der Mittelwerte: Nativ La zu
Li: 59,79 N 163,02 N; thermodesinfiziert Ma zu Mi: 39,63 N zu 152,91 N.
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Das Zentrum ist wie bereits genannt, bezuglich der Mittelwerte noch stabiler gegentiber
linearer Druckbelastung als die inneren Punkte. Veranschaulicht wird der Sachverhalt in
den abgebildeten Diagrammen 40 und 41. Bereits an dieser Stelle wird auf die hohen
Standartabweichungen aufmerksam gemacht, welche ebenfalls in den Abbildungen 40

und 41 dargestellt sind.
Abbildung 40 - Zentrale Tendenz, abgebildet durch Reihung der Mittelwerte inkl. Standartabweichungen der nativen Gruppe

Kraftin N

. Kraftin N °
200 Nativ 400 Nativ
y =-35,362x% + 217,37x - 139,91 y =-35,409x2 + 218,14x - 156,46
-[ R?=0,9335 -|' R2=0,873
300 300
200 T 200 T
100 ‘\' 100 l/ \
O = 0 T T T T = 1
Ma Mi YA Li La Aa Ai Z Pi Pa

Quelle: Eigene Bilder

Abbildung 41 - Zentrale Tendenz, abgebildet durch Reihung der Mittelwerte inkl. Standartabweichungen der thermodesinfizierten

Gruppe
Kraftin N . . Kraftin N . o o
w0 Thermodesinfiziert w0 . Thermodesinfiziert
y =-36,077x2 + 213,85x - 134,03 y =-33,933x? + 195,05x - 79,537
R?=0,9579 -|- R?=0,9765
300 T 300 —
200 T T 200 I
100 100 -i- I
0 I I 0
Ma Mi Z Li La Aa Ai z Pi Pa

Quelle: Eigene Bilder

In den Abbildungen 42 und 43 werden die Mittelwerte der Druckstabilitat jeweils in
Bezug zur Lokalisation gesetzt. Hieraus erfolgt eine Illustration der erwdhnten ,,zentralen
Tendenz der Druckstabilitidt — die Mittelwerte der Druckkraft bis zum Bruch steigen

optisch von peripher nach zentral an.
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Abbildung 42 - Veranschaulichung der Mittelwerte der Druckstabilitét, in Bezug auf die Zylinder-Lokalisation der nativen Gruppe

Nativ

300

200

100

Kraft in Newton

Quelle: Eigene Bilder

Abbildung 43 - Veranschaulichung der Mittelwerte der Druckstabilitdt, in Bezug auf die Zylinder-Lokalisation der

thermodesinfizierten Gruppe

Therqpﬁqglgsinfiziert

300

200

100

Kraft in Neweton

Quelle: Eigene Bilder

6.1.2 Optische-Verteilung der Daten

Die Streudiagramme (Abbildung 44 und 45) bilden die Verteilung der Daten innerhalb
der Messorte der Gruppen ab. Die Kodierung ist der Tabelle 7 zu entnehmen. Bei der rein
optischen Betrachtung, fallen innerhalb der Gruppen ,,Verdichtung“ der Daten auf.
Ausnahmen finden sich in der nativen Gruppe in Li und in der thermodesinfizierten in Ai
und Z. Des Weiteren sind vereinzelte Ausreifer zu finden. Generell scheint die

thermodesinfizierte Gruppe rein optisch eine groRere Streuungsbreite zu besitzen (siehe

Abbildung 45).
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Tabelle 7 — Kodierung der Lokalisation und Prozessierung

Quelle: Eigene Tabelle

Behandlung

nativ

thermodesinfiziert

[ERN

Messort

Aa

Ai

Pa

Pi

La

Li

Ma

Mi

Z

OIN OO WDNPLO

Abbildung 44 - Streudiagramm der nativen Gruppe
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Quelle: Eigene Bilder

Nativ
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Abbildung 45 - Streudiagramm der thermodesinfizierten Gruppe

Thermodesinfiziert

600,00
0
[ ]
500,00 o1
c [ ]
S 400,00 o 2
[ J
P
[} ° [ ] ] e3
< 300,00 °
£ 5
& ] ° o
T 200,00 ° s ° 4
~ ' '
100,00 ! o ’ 6
° s ¢ ° e7
0,00 o

Quelle: Eigene Bilder

6.1.3 Datenverteilung: Box-Plot Diagramm

Abbildung 46 - Box-Plot Diagramme der nativen (0) bzw. der thermodesinfizierten (1) Gruppe, anhand der Lokalisation (siehe Tabelle

8) 600,000 Behandlung
243 iﬂ
e T
500,000 |
45
e 103
400,000 |
227
2 0,72 )
c 300,000 | e
4
= o
o 128 1
=]
X 200,000 | = °
Q
48 143
(o]
100,000 |
108
108
(o]
oo |
0 1 2 3 4 5 5] 7 8
Messort

Quelle: Eigene Bilder

Im Boxplot-Diagramm (Abbildung 46) ist die Kodierung aus der Tabelle 7 zu entnehmen.
Bei Betrachtung geben sich erste Hinweise fiir die spater im Punkt 6.1.4 (Kolmogorov-
Smirnov-Anpassung) erwidhnte ,,Rechtsschiefe“ der Datenverteilung - der Median
innerhalb der Gruppen liegt beim GroRteil deutlich ndher zur unteren Grenze der Box.
Mit Ausnahme der Gruppen nativ 7 und thermodesinfiziert 2 & 7, bei welchen den
Median minimal zur oberen Grenze tendiert. Diese sind daher eher als leicht ,,linksschief™
zu betrachten. Die Gruppen nativ 1 und 4 weisen einen optisch mittigen Median auf, was

auf eine symmetrische Verteilung schlief3en lasst. Ausreiler finden sich in nativ 1,2,4,6
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und 8 bzw. thermodesinfiziert 1,4, 5 und 7. Extreme Ausreier haben lediglich
thermodesinfiziert 2 und 3. Ferner verdeutlichen die Box-Plots den Bereits zuvor
gedeuteten Trend: ,,die Druckstabilitdt der zentraler liegenden Probe ist im Vergleich zur
jeweils weiter Auflen liegenden hoher* — Innerhalb der Gruppen. Beispielsweise pgruch:
Aa<Ai<Z. Auf der anderen Seite wird in der Abbildung die zum Teil sehr grof3e Streuung

unterstrichen.

6.1.4 Test auf Normalverteilung

Es wird mittels Kolmogorov-Smirnov-Tests auf das Vorliegen einer Normalverteilung
gepruft. Dies geschieht in der gesamten-, der nativen und der thermodesinfizierten
Datengruppe (Abbildung 47, 48 und 49).

Abbildung 47 - Kolmogorov-Smirnov-Test fiir die gesamte Datengruppe

Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest

Parameter der Normalverteilung
Mittelwert 108,90
600 | Standardabweichung 98,273
E —
‘@40,07
H
z /
20‘0—/
00 I I ] f
0.00 100.00 200.00 300,00 400.00 500.00 600.00
Wert

Quelle: Eigene Bilder
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Abbildung 48 - Kolmogorov-Smirnov-Test flir die native Datengruppe

40,07

g

Haufigkeit

_;

Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest

Parameter der Normalverteilung

/

Mittelwert 104,40
Standardabweichung 94,356

10,0
~
0,0 1 | —
0.00 100.00 200,00 300,00 400.00 500,00 600.00
Wertnativ

Quelle: Eigene Bilder

Abbildung 49 - Kolmogorov-Smirnov-Test fiir die thermodesinfizierte Datengruppe

Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest

30,0 Parameler der Normalverteilung
Mittelwert 113,43
— Standardabweichung 102,256

= 20,0
)
i | L—
T

1o.o~/

00 | T I 1
0.00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00

Quelle: Eigene Bilder

Wertthermeo

In allen drei Gruppen unterschreitet d, den jeweiligen extrem-Wert. Daher kann die

Annahme einer Normalverteilung durch den Kolmogorov-Smirnov-Test nicht verworfen

werden. Es ist jedoch zu beachten, dass der Kolmogorov-Smirnov-Test bei kleinen

Stichproben extreme Abweichungen von einer Normalverteilung benétigt, um die

Annahme einer Normalverteilung zu verwerfen [41].

Bei Betrachtung der Graphen féllt auf, dass rein optisch in keiner der Gruppen eine

Normal-, sondern eine rechtsschiefe Verteilung vorliegt. Dies ist bereits in Punkt 6.1.3

Boxplots aufgefallen, weswegen wir nicht von einer Normalverteilung, sondern von einer

rechtsschiefen ausgehen.
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Im Folgenden soll auf Mittelwertsunterschiede der unabh&ngigen Gruppen gepruft
werden. Ein parametrisches Verfahren ist zu verwerfen, da wie oben zu sehen keine
Normalverteilung vorliegt. Daher werden der Mann-Whitney-U- und Kruskal-Wallis-

Test herangezogen.

6.1.5 Mann-Whitney-U-Test

Der durchgefiihrte Mann-Whitney-U-Test soll prufen, ob sich der thermodesinfizierte
und der native Knochen jeweils an den definierten Punkten bezuglich der Medianwerte
der Druckstabilitdt unterscheiden. Dieser Vergleich der beiden Gruppen geschieht
spezifisch fur jeden der 9 Punkte. Bei einer Sample-Zahl von weniger als 30 werden

exakte Signifikanzen angezeigt. Das Signifikanzniveau ist p = 0,05.

Nur bezuglich des Punktes Li unterscheiden sich die Behandlungen beziiglich ihrer
Medianwerte, an den anderen 8 Messorten sind sie identisch. Die daraus zu ziehende
Schlussfolgerung wére, dass die Medianwerte an den spezifischen Punkten keinen

signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen aufweisen.

6.1.6 Kruskal-Wallis-Test

In der folgenden Tabelle 8 werden die ,,Wertepaare* aufgefiihrt, welche beziiglich ihres
Medians im Kruskal-Wallis-Test signifikant unterschiedliche ausfielen. Zur Alpha-
Adjustierung sind die Signifikanzen einer Bonferroni-Korrektur unterzogen worden und

werden als ,,angepasste Signifikanzen® dargestellt. Das Signifikanzniveau ist p=0,05.

Tabelle 8 — Kruskal-Wallis-Test fiir nativ und thermodesinfiziert

Nativ Thermode-

sinfiziert
Lokalisa- Lokalisa- | Angepasste Lokalisa- Lokalisa- | Angepasste
tion 1 tion 2 Signifikanz tion 1 tion 2 Signifikanz
Aa Pi 0,01 Ma Pi 0,01
Aa Mi 0,00 Ma Z 0,00
Aa Li 0,00 Ma Mi 0,00
Aa Z <0,001 Ma Al <0,001
Pa Mi 0,04 La Pi 0,02
Pa Li 0,02 La Z 0,01
Pa Z 0,00 La Mi 0,00
Ma Mi 0,04 La Al 0,00
Ma Li 0,02 Pa Mi 0,04
Ma Z 0,00 Pa Ai 0,02
La Z 0,00

Quelle: Eigene Daten
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Bei der Betrachtung der Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests féllt auf, dass im Vergleich
alle vier peripheren Messorte der nativen Gruppe, signifikant unterschiedliche P-Werte
zum Zentrum zeigen. Bei der thermodesinfizierten Gruppe sind es zwei (Ma-Z und La-
Z) von vier, wobei ein Messort (Pa-Z) mit 0,051 als grenzwertig ,,nicht-signifikant*
ausféllt (siehe Tabelle 8).

6.2 Histologische Untersuchung

Die histologische Untersuchung erfolgt aufgrund der geringen Stlickzahl rein deskriptiv.
Um genauere Angaben beziglich Quantitat und Qualitat zu machen bedarf es statistisch,
histologische Prifungen.

Von Interesse sind eventuell auftretende Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten beim
Vergleich thermodesinfizierter und nativer Schnitte. In diesem Sinne werden
strukturelle- (Kollagen Typ 1) und zelluldre Bestandteile (Osteozyten, etc.), sowie

Umbauprozesse genauer untersucht.

Im Folgenden ist jeweils die 111 Scheibe von Knochen Nummer 15 (nativ) und Nummer
| (thermodesinfiziert) verwendet worden. Die Mal3stébe sind jeweils in den Bildern rechts

oben im Eck angegeben.
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6.2.1 Toludinblau -0

Auf den Abbildungen 50 und 51 findet sich jeweils ein 5-fach vergrofierter Schnitt eines

thermodesinfizierten bzw. nativen Préparates.

Abbildung 50 - Nativer Knochen gefarbt mittels Toludinblau — O in 5-facher VergréRerung

Quelle: Eigene Bilder

Bei der Betrachtung der Schnitte zeigt sich die mineralisierte Hartgewebematrix heller
(hellblaue Pfeile) im Blauton, als die dunklere (dunkelblaue Pfeile) nicht mineralisierte
(siehe Abbildung 50, 51, 52 und 53).

Die mineralisierte Hartgewebematrix nimmt erwartungsgemal einen Grofteil ein,
vereinzelt kommen nicht mineralisierte Areale vor (siehe Abbildung 50, 51, 52 und 53).

Abbildung 51 - Thermodesinfizierter Knochen geférbt mittels Toludinblau — O in 5-facher VergréRerung

B e

Quelle: Eigene Bilder
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Die Abbildungen 52 und 53 zeigen jeweils 10-fach vergroRerte Ansichten und auf
zellul&rer Ebene lassen sich z.B. Osteozyten (rote Pfeile) finden (siehe Abbildung 52, 53,
54 und 55). Osteozyten kommen in den nativen, als auch in den thermodesinfizierten
Knochen vor, wobei ein exakter Vergleich im Sinne der Quantitat so nicht moglich ist.
Daher dhneln sich in dieser Farbung thermodesinfizierte und native Probe, ohne dass ein

pragnanter Unterschied fest zu machen waére.

Abbildung 52 - Thermodesinfizierter Knochen geféarbt mittels Toludinblau — O in 10-facher VergréRRerung

Quelle: Eigene Bilder

Abbildung 53 - Nativer Knochen gefarbt mittels Toludinblau — O in 10-facher VergroRerung

Quelle: Eigene Bilder
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Die Abbildungen 54 und 55 zeigen jeweils 20-fach vergroRerte Ansichten. Wie bereits

erwéhnt finden sich in beiden Proben zelluldre Bestandteile wie z.B. Osteozyten.

Abbildung 54 - Nativer Knochen gefarbt mittels Toludinblau — O in 20-facher VergroRerung

Quelle: Eigene Bilder

Abbildung 55 - Thermodesinfizierter Knochen geféarbt mittels Toludinblau — O in 20-facher VergréRerung

Quelle: Eigene Bilder

6.2.2 Movat-Pantachrom

Die Abbildungen 56 und 57 zeigen jeweils native bzw. thermodesinfizierte Praparate in
5-facher VergroRerung. In der Movat-Pantachrom-Farbung tiberwiegen in beiden Proben
dunkelgelben Areale, was mineralisierten Knochen représentiert (angedeutet durch Pfeile
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in dunkel gelb — siehe Abbildung 56, 57, 58 und 59). Die nicht mineralisierten Anteile
(Osteoid) werden bei der Farbung rot, was fur Knochenumbauprozesse spricht (rote
Pfeile: siehe Abbildung 56, 57, 58 und 59).

Kollagene Fasern (Typ 1) imponieren hellgelb, sind jedoch nicht klar heraus zu
identifizieren — Mutmaliungen zu deren Erscheinung kénnten in beiden Proben angestellt
werden.

Abbildung 56 — Nativer Knochen gefarbt mittels Movat-Péntachrom in 5-facher Vergroerung

Quelle: Eigene Bilder

Abbildung 57 — Thermodesinfizierter Knochen gefarbt mittels Movat-Pantachrom in 5-facher VergréRerung

Quelle: Eigene Bilder
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Auf den Abbildungen 58 und 59 sind native bzw. thermodesinfizierte Préparate in 10-
facher VergroRerung zu sehen.

Abbildung 58 — Nativer Knochen gefarbt mittels Movat-Pantachrom in 10-facher VergréRerung

Quelle: Eigene Bilder

Abbildung 59 — Thermodesinfizierter Knochen geféarbt mittels Movat-Péntachrom in 10-facher Vergréierung

Quelle: Eigene Bilder

Das thermodesinfizierte Praparat zeigt augenscheinlich mehr rote Areale (Vergleiche 56
und 57). Wie bereits erwahnt sind quantitative Aussagen aufgrund der
Auswertungsmethodik nicht verlasslich, jedoch spricht die Farbung fur noch aktive
Umbauprozesse nach thermischer Behandlung.
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6.2.3 Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen I

Auf den Abbildungen 60 und 61 sind native bzw. thermodesinfizierte Préparate in 5-

facher VergréRerung zu sehen.

Abbildung 60 — Nativer Knochen immunhistochemisch gefarbt mittels kollagen | spezifisch/Hylase in 5-facher Vergréerung

Quelle: Eigene Bilder

Abbildung 61 — Thermodesinfizierter Knochen imunhistochemisch gefarbt mittels kollagen | spezifisch/Hylase in 5-facher

VergroRerung

Quelle: Eigene Bilder

Der immunhistochemische Nachweis fallt offenbar fiir die thermodesinfizierte, als auch
fur die native Probe positiv (rote Pfeile — siehe Abbildung 60, 61, 64 und 65) aus.

Fur beide Gruppen ist die Kontrolle ungeférbt (siehe Abbildung 62 und 63).
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Abbildung 62 — Nativer Knochen immunhistochemisch geférbt mittels kollagen | spezifisch/Hylase in 5-facher VergroRerung;

ungefarbte Kontrolle

Quelle: Eigene Bilder

Abbildung 63 — Thermodesinfizierter Knochen imunhistochemisch gefarbt kollagen | spezifisch/Hylase in 5-facher VergroRerung;

ungefarbte Kontrolle

Quelle: Eigene Bilder

Die Abbildungen 64 und 65 stellen native bzw. thermodesinfizierte Praparate in 10-facher
VergroRerung dar.
Die native Probe weist deutlicher intensiver gefarbte Areale als die thermodesinfizierte

auf, wobei dies aufgrund der geringen Stichprobe nicht spezifisch sein muss (vergleiche
Abbildung 60 und 64 mit 61 und 65).
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Maglicherweise hat also der thermodesinfizierte Knochen noch Kollagen I, jedoch nicht

mehr in dem AusmalR wie der native.

Abbildung 64 — Nativer Knochen immunhistochemisch gefarbt mittels kollagen | spezifisch/Hylase in 10-facher VergréRerung

Quelle: Eigene Bilder

Abbildung 65 — Thermodesinfizierter Knochen imunhistochemisch gefarbt mittels kollagen 1 spezifisch/Hylase in 10-facher
VergréRerung

Quelle: Eigene Bilder

Auf den Abbildungen 66 und 67 sind native bzw. thermodesinfizierte Préparate in 20-
facher VergroRerung zu sehen.
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Abbildung 66 — Nativer Knochen immunhistochemisch gefarbt mittels kollagen | spezifisch/Hylase in 20-facher VergréRerung

Quelle: Eigene Bilder

Abbildung 67 — Thermodesinfizierter Knochen imunhistochemisch geférbt mittels kollagen | spezifisch/Hylase in 20-facher
Vergrolierung

Quelle: Eigene Bilder

Auf zellularer Ebene lasst sich sagen, dass im nativen Prdparat wenig und im

thermodesinfizierten (fast) keine Osteozyten zu finden sind (schwarze Pfeile:
Abbildungen 64, 65, 66, 67).

Ferner spielen Faktoren wie biologische Intervariabilitat, moégliche Prozessierungsfehler

beim Farben, sowie Kreuzreaktionen (andere Kollagentypen, etc. siehe Punkt 4.4.3.3)
eine Rolle.
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/ Diskussion

7.1 Klinische Relevanz

Wie bereits zu Beginn der Arbeit erwéhnt, besitzt die Knochentransplantation einen
unheimlich hohen Stellenwert in multiplen medizinischen Bereichen — vor allem in der
Regeneration von Knochendefekten bzw. der Endoprothetik [53]. Diverse methodische
(z.B. Sterilisationsverfahren: Thermodesinfektion, etc.), als auch strukturelle Faktoren
(z.B. Transport, Lagerung, etc.) sind bereits zur Qualitatsoptimierung etabliert [71]. Einen
weiteren, eigentlich zu beriicksichtigenden Faktor stellt die Knochenqualitat allogener
Femurkopfe dar. Dieser ist fur die Transplantation relevant, wird jedoch zuvor noch nicht

routinemanig evaluiert.

Die Materialverfugbarkeit der allogenen Knochenspende bzw. Transplantation ist
aufgrund der bereits in der Einleitung geschilderten Ressourcenlimitation streng begrenzt.
Umso wichtiger ist es, dass die wertvollen Transplantate in Anbetracht der Qualitat und
Quantitdt moglichst effizient genutzt werden. Auf das Ausschlusskriterium des
Transplantatsdurchmessers wird im spéteren Punkt 7.4 Limitationen eingegangen, wobei
im Anschluss in 7.5 Fazit und Zukunftsperspektive eine potentielle Prozessoptimierung

dargestellt wird.

7.2 Diskussion der Studien-Ergebnisse

Verschiedene Tests konnten durchgefihrt werden, um relevante Daten (ber die
mechanischen Eigenschaften von Spongiosa zu erhalten [46, 74]. In der vorliegenden
Studie wurde die Kompressionskraft mehrerer Bereiche der Spongiosa von Femurkopfen

gemessen.

Die Ergebnisse der Kompressionsversuche zeigten eine mit friiheren Untersuchungen
vergleichbare Reduzierung der Druckkraft durch Thermodesinfektion [48, 46]. In
vorangegangenen Untersuchungen konnte eine verminderte mechanische Bestandigkeit
gegenuber Scherbeanspruchung und Biegung bis zum Versagen beschrieben werden [46].
Die Thermodesinfektion scheint die Druckkraft und andere mechanische Eigenschaften

vergleichbar zu veréndern [48, 46] (Tabelle 6).
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Bei Betrachtung der lokalisationsspezifischen Absolutwerte lasst sich folgender, wie in
Punkt 6.1. Ergebnisse — biomechanische Untersuchung beschriebener Trend ausfindig
machen: ,,die Druckstabilitat bis zum Bruch, nimmt schrittweise vom Zentrum zur

Peripherie hin ab“.

Der anatomische Effekt einer Verringerung der Druckkraft vom Zentrum zu den
Randbereichen, trat unabhangig von der Gruppenzugehorigkeit der Femurkdpfe (native
oder thermodesinfizierte Proben) auf (Tabelle 6 und 8). Bezuglich der absoluten Werte
wurde eine relevante Reduktion fiir alle peripheren Regionen des thermodesinfizierten
und nativen Knochens gezeigt (Tabelle 6). Der maximale Wert der Kompressionskraft
schien sich nach der Thermodesinfektion zu verringern und die gemessenen absoluten
Werte der Kompressionskraft zeigten einen weiten Schwankungsbereich (siehe
Abbildung 40 und 41). Dies ist wohl &hnlich zu voran gegangenen Studien der
Anisotropie des Knochens geschuldet [48, 46]. Zum Teil sind die gemessenen
Absolutwerte im Zentrum mehr als viermal hoher, im Vergleich zu AuRen (Tabelle 6).
Ferner zeigen sich Verringerungen der Kompressionskraft zwischen mehreren Zwischen-
und Randbereichen von nativem und thermodesinfiziertem Knochen - wobei die

Heterogenitat der Proben zu hohen Standardabweichungen fuhrte (Tabelle 6 und 8).

Da das mechanische Verhalten des thermodesinfizierten- ein &hnliches Reduktionsmuster
zum nativen Knochen zeigte, ist nicht von einem zusatzlichen negativen Effekt bezlglich
der Druckkraft, durch vermehrte Expositionsintensitat der peripheren Bereiche
auszugehen. Die vermehrte Expositionsintensitat eruiert durch eine wahrend der
Thermodesinfektion auftretende, héhere bzw. langere Temperatureinwirkung auf die
peripheren Bereiche - bedingt durch die Temperaturverteilung von ,peripher nach
zentral“. Die geringe Anzahl der Proben, als auch die hohen Standardabweichungen

kdnnen das Signifikanzniveau erheblich beeinflussen.

Es wurden bezlglich der Median-Werte, signifikante Unterschiede zwischen dem
zentralen Bereich und den peripher gelegenen Bereichen der Femurkdpfe gezeigt (Tabelle
8).

Bei allen nativen und bei zwei von vier thermodesinfizierten Proben gab es einen
signifikanten Unterschied beziglich der Median-Werte. AuRerdem zeigten sich gemaf

den zugrunde liegenden anatomischen Verdnderungen, bei nativen und
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thermodesinfizierten Proben, vereinzelte signifikante Median-Werts-Unterschiede (p-
Werte<0,05) zwischen mehreren intermediéren- und peripheren Regionen (Tabelle 8).

Entsprechend der Anzahl der Proben in der vorliegenden Studie, gab es
lokalisationsbezogen zwischen nativem und thermodesinfiziertem Spongiosaknochen
keinen signifikanten Unterschied bezuglich der Medianwerte der Druckbelastung bis zur
Fraktur (Abbildung Anhang 4).

Insgesamt lassen sich beim nativen Knochen zwischen der zentralen Region und allen
vier peripheren Messorten Unterschiede finden. Beim thermodesinfizierten Knochen sind
die gemessenen Werte im Vergleich zum nativen Knochen geringftigig niedriger, wobei
das Reduktionsmuster in Richtung peripherer Regionen zwischen beiden Gruppen
vergleichbar zu sein scheint (Tabelle 6, Abbildung 42 und 43).

Entsprechend der an mehreren Stellen zu erwartenden Anisotropie des
Spongiosaknochens, fallt bei den erhobenen Daten die breite Streuung auf. Die
gemessenen Werte und die Standardabweichungen variieren zwischen nativen und
thermodesinfizierten Knochenproben je nach Messort betrachtlich. Wahrscheinlich weil
die Werte der thermodesinfizierten Proben in einigen Regionen des Femurkopfes héher
ausfielen, obwohl niedrigere Werte erwartet worden waéren [48, 46] (Tabelle 6).
Offensichtlich ist die geringe ProbengroRe, zusammen mit der Knochenanisotropie flr

die hohen Standardabweichungen verantwortlich.

Es missen Osteoporose bedingte Veranderungen der Mikroarchitektur berticksichtigt
werden, welche bei lebenden Spendern im Bereich des Oberschenkelknochens auftreten
kdnnen. Ferner ist nicht bekannt, ob Patienten gleichzeitig an Osteoporose und Arthrose
leiden [135]. AulRerdem gibt es weitere Faktoren wie z.B. Diabetes, die Osteoporose (und
damit in Assoziation stehende Frakturen) beglnstigen [85]. Das Vorliegen von
pradispositionierenden Co-Faktoren ist nicht beurteilbar gewesen. Das Verfahren der
Thermodesinfektion hatte offenbar keinen Einfluss auf die Verteilung der mechanischen
Eigenschaften. Ersichtlich ist dies an der verminderten Druckstabilitdt vom Zentrum zu
den Randbereichen der Femurkopfe, bei geringer, linearer Verringerung der Druckkraft
(Tabelle 6, Abbildung 42 und 43). Eine zugrunde liegende, anatomische Ursache sollte

flr die Reduzierung der auf die Peripherie gerichteten Druckkraft relevant sein.

Die offensichtlich unterschiedlichen mechanischen Eigenschaften innerhalb der

Femurkopfe, kénnten im Rahmen der Knochenprozessierung zur Transplantation von
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Bedeutung sein. Die Auswahl des Knochentransplantats aus verschiedenen Bereichen des
Femurkopfes, beeinflusst die Knochenqualitdt hinsichtlich der mechanischen
Eigenschaften ~ mdglicherweise  erheblich  starker, als der Einfluss der
Thermodesinfektion. Anatomische Veranderungen der Mikroarchitektur von Spongiosa,

konnten flr den folgenden chirurgischen Einsatz relevant sein.

Osteozyten wurden in nativem, als auch in thermodesinfiziertem Knochen nachgewiesen
(Abbildungen 52, 53, 54, 55, 64, 65, 66 und 67). Die thermodesinfizierte Spongiosa wies
im Vergleich zum nativen Knochen eine optisch verminderte Kollagen-I-Farbung auf
(Abb. 60, 61, 64 und 65). Die Interpretation muss eine groRe Vielzahl von inter- und
intraindividuellen, spongitsen Knochenmorphologien berticksichtigen, welche bei
verschiedenen Untersuchungen zu relevanten Standardabweichungen fiihren [48, 46].
Das rein optische Vorhandensein der zelluldaren Strukturen im thermodesinfizierten
Préparat ist als positiv zu werten. Moglicherweise gehen aber auch Strukturen zugrunde,
wie die vermeidlich reduzierte Kollagen-I-Vorkommen offeriert. Diese histologischen
Beurteilungen sind jedoch rein spekulativ, da fiir genaue Aussagen eine exakte

Auswertung in groRerer Probenzahl notig ware.

7.3 Assoziation mit dem aktuellen Forschungsstand

Zunachst ist die biologische Variabilitdt des humanen Femurknochens zu betonen. So
sind bereits intraindividuelle Asymmetrien beztglich der Makroskopie des proximalen
Femurs beschrieben [78]. Letztlich zeigte sich innerhalb der Individuen aber kein
Unterschied beim mechanischen Vergleich von ,,Seite zu Seite” [78, 6]. Sogar eine
geografische Variabilitdt musste in Anbetracht der Geometrie bzw. Struktur der
Femurkopfe berlicksichtigt werden [68]. Multiple Faktoren stehen mit der Geometrie und
damit auch mit der Mechanik in Zusammenhang. So scheint der Femurkopfdurchmesser
grolReren Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften zu haben, als das Kdrpergewicht
und die Femuranteversion zeigte wiederum einen Einfluss auf den Durchmesser des
Femurhalses: Die Femuranteversion korreliert mit dem Unterschied des

Femurkopfzentrums [135, 34].

Auch ,,das Altern“ wurde als fir die Geometrie des proximalen Femurs flr relevant

befunden, da sich der Hals mit zunehmendem Alter in Richtung der relativen
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Varusposition verschiebt [14]. All diese Variationen verstdrken die ohnehin schon
bestehende biologische Variabilitat.

Unabhangig vom Alter, weist der proximale Femur aufgrund der mechanischen
Belastung nach Wolffs Gesetz eine optimale Struktur auf, obwohl anisotrope Bereiche
bestehen bleiben [13, 69]. Die Anpassung des Knochens wahrend des Alterns und der
durch eine Abnahme der Gewebesteifheit induzierten Arthrose, flihren zu einer nahezu
konstanten Steifheit in der Haupttragrichtung. Ursachlich ist eine Abnahme der
Quersteifheit und eine Zunahme der Gewebesteifheit, was zu einer héheren Steifheit in
der Hauptrichtung flhrt [144]. Dies konnte durch die Messung der Kompressionskraft fur
native sowie thermodesinfizierte Proben gestitzt werden: Bei Betrachtung der
Absolutwerte bzw. der graphischen Darstellung, fielen die zentralen Bereich im
Vergleich zu den peripheren Bereichen des Femurkopfes hoher aus (Tabelle 6, Abbildung
42 und 43).

Patienten mit spontanen Femurfrakturen zeigten eine geringere Knochendichte als die
asymptomatischen Kontrollen [99]. Die Kombination aus geometrischer- und
Knochenmineraldichte-Messung von Oberschenkelkdpfen/-hdlsen verbesserte die
Vorhersage des Knochenversagens [155]. Knochenmineralgehalt, Knochenmineraldichte
und diverse Strukturparameter korrelierten signifikant mit der Versagenslast des
proximalen Oberschenkelknochens [7]. Ein logischer Riickschluss liele vermuten, dass
spontane Femurfrakturen mit einer Zunahme der Instabilitat einhergehen. Folglich
scheint eine Relevanz der genannten Knochenstrukturparameter fir das Verhalten von

menschlichen Femurtransplantaten wichtig zu sein.

Die architektonische Anisotropie des spongitsen Knochens von Femurkdpfen war bei
Frakturpatienten erhéht und diese Patienten hatten eine signifikant verringerte
Quersteifigkeit. Dies fihrte zu einer erhdhten mechanischen Anisotropie, obwohl der
Knochen in nicht primdren Belastungsrichtungen schwacher zu sein schien [66].
Ahnliche Sachverhalte wurde auch bei der Gruppe von Osteoarthritis-Patienten gefunden,
die eine signifikant héhere Kompressionsbelastung im zentralen Bereich der Femurkdpfe
zeigten. Die Heterogenitdt von Spongiosa war am ehesten in Regionen mit
Knochenversagen zu finden, welche sich durch einen minimalen Anteil des
Knochenvolumens am Trabekelvolumen bzw. mit dem damit verbundenen
Kompressionsversagen  auszeichnete [107]. Das genannte Verhéltnis aus

Knochenvolumen zu Trabekelvolumen bzw. die beschriebene Trabekelanisotropie,
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bewiesen sich als gute Parameter zur Erklarung der Streckgrenze und der Steifheit des
Trabekelknochens von Femurkopfen [98]. Diese Bereiche der Heterogenitat, gepaart mit
einer verringerten Kompressionskraft, wurden wohl in den peripheren Regionen der

untersuchten Femurkdpfe gefunden.

Bezliglich Osteoarthritis zeigte der Femurhals neben einer insbesondere in der Region
des inferomedialen Bereiches verringerten Anisotropie, eine hohere trabekulére
Konnektivitdt. Ursachlich war hierfur unter anderem die signifikante, regionale
Heterogenitat bezliglich aller mikroarchitektonischer Parameter [36]. Diese Befunde
scheinen mit den hohen Standardabweichungen, der in dieser Studie in verschiedenen
Bereichen des Femurkopfes gemessenen Druckbelastung, zu korrelieren.

Subchondrale Knochenveranderungen wurden hauptséachlich bei fortgeschrittener
Osteoarthritis beobachtet, obwohl diese Veranderungen offenbar sekundar hinsichtlich
der Knorpelverschlechterung waren [27]. Dies konnte ein zusatzlicher Grund fur eine
verringerte Druckbelastung in den Randbereichen sein.

Zur Beurteilung ,,der Knochenqualitit® stellt die quantitative Computertomographie eine
Methode dar, welche die Unterscheidung zwischen kortikalem bzw. trabekuldrem
Knochen ermdglicht und die ,tatsdchliche volumetrische Knochenmineraldichte
gemessen wird. Es wird angenommen, dass eine erhohte réumliche
Knochenmineraldichte mit einem verringerten trabekuldren Volumen verbunden ist und
ein erhohtes kortikales VVolumen in Betracht gezogen werden muss [3]. Im Bereich des
Femurhalses wurden bei trabekuldarem Gewebe niedrigere Elastizitdtsmodule gefunden,
als bei kortikalem. AuRerdem zeigte die mit Micro-Computertomographie gemessene
Mikroarchitektur des Femurkopfes beziglich diverser Parameter Unterschiede zwischen
frakturierten und nicht frakturierten Proben [8, 57, 56].

In computertomographisch-erganzten, biomechanischen Versuchen Kkorrelierten die
kortikale bzw. trabekuldare Geometrie, die volumetrische Knochenmineraldichte, die
Mikroarchitektur und die flachige Knochenmineraldichte mit der maximalen
Druckfestigkeit  [60]. Das Wissen (ber die Beziehung zwischen
Knochenmikroarchitektur bzw. Festigkeit beschreibt nicht nur die Knochenqualitat,
auflerdem konnte es das Frakturrisiko vorhersagen und den Prozess des Knochenumbaus

aufzeigen [145].



Diskussion 84

Die Messungen der Kompressionslasten wiesen in den peripheren Regionen hohe
Standardabweichungen auf, welche in der durchgefiihrten Studie einer betréchtlichen

Variabilitat des Spongiosaknochens entsprechen.

Der Singh-Index konnte nutzlich sein, um Trabekelstrukturen des Femurkopfes und -
halses zu beschreiben, wobei keine signifikante Assoziation dieses Index mit dem
Trabekelvolumen gefunden wurde [129, 104]. Eine Zunahme des Knochenumbaues bzw.
Veranderungen der Morphologie des subchondralen Knochens wurden in Femurképfen

mit Osteoporose festgestellt [10].

Beim Vergleich von subchondralem Knochen von Osteoarthritis -Patienten mit und ohne
Ubergewicht fiel auf, dass die ibergewichtigen Patienten eine verringerte Trabekeldicke
und eine Zunahme des Typ-I-Kollagens aufweisen [108]. Der inferomediale Femurhals
zeigte eine erhdhte Anisotropie bzw. Variabilitat der Knochenvolumenfraktion und im
Falle einer superolateralen Femurhalsfraktur unterschieden sich fast alle Parameter. In
diesem Rahmen wies die Fraktur eine geringere Trabekelvolumenfraktion auf, was auf
die Anisotropie beziliglich der Veranderungen der Architektur bei Osteoporose und die
Ausdinnung von Trabekeln hinweist [95]. Dies sollte im Hinblick auf die
Ergebnisbeurteilung der mechanischen Tests in der vorliegenden Studie beriicksichtigt

werden.

7.4 Limitation

Viele Faktoren haben die Untersuchung beeinflusst und damit limitiert. Im Mittelpunkt
stehen sicherlich neben der biologischen Variabilitit des Materials, die
Entnahmemethodik und die begrenzte Verfligbarkeit der humanen Femurkdpfe. Durch
die genannten Punkte steigt die Mdglichkeit fir Messfehler - zur Elimination bzw.
Minimierung dieser, ware eine groRere Stichprobenzahl von No&ten. Ferner sind
Auskiinfte Gber individuelle Attribute wie z.B. das VVorliegen von Osteoporose, oder diese
pradispositionierende Erkrankungen wie Diabetes nicht moglich. Da auch das Alter mit
der Osteoporose und den zugehorigen Risikofaktoren in Verbindung gebracht werden

kann, wéaren Kohorten-Studien mit identischen Patienten denkbar.

Diese Punkte gelten ad&quat fur die histologische Untersuchung, wobei hier zusétzlich
die bereits genannten Faktoren der mdglichen Fremdférbung z.B. der verschiedenen
Kollagentypen (siehe Punkt 6.2.3) im Raum steht. Wie in Punkt 6.2 dargestellt, handelt
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es sich um eine rein deskriptive Untersuchung der Knochenproben. Als Konsequenz sind
keine exakten Aussagen bzw. keine genauen Vergleiche bezuglich Quantitat der

Strukturen mdoglich.

Einer der technischen Limitationsfaktoren der Thermodesinfektion nach dem Prinzip der
Marburger Knochenbank ist wie in Punkt 4.2 Thermodesinfektion dargestellt, der
maximale Durchmesser von 56 mm der Femurkopfe. Fir Préparate, welche diesen
Grenzwert Ubersteigen, kann die desinfizierende Wirkung nicht mehr garantiert werden.
GroRe Préparate, welche in der logischen Schlussfolgerung viel Knochenmaterial
beinhalten, sind demnach vom Verfahren der Thermodesinfektion ausgeschlossen. Eine
Prozessoptimierung wére von grolRem Interesse, da Knochenspenden ohnehin schon stark

begrenzt sind und eine steigende Nachfrage vorherrscht.

7.5 Fazit und Zukunftsperspektiven

Anhand der in diesen Untersuchungen gewonnenen biomechanischen und histologischen
Erkenntnissen, wéren Anschlussstudien sinnvoll. Zur Reduktion der breiten
Datenstreuung und der damit verbundenen hohen Standartabweichungen, wéren wie
bereits erwahnt, groRere Stichproben noétig. AulRerdem lieBe sich Uber weitere
Spezifizierungen im Studiendesign diskutieren. Im Idealfall wére eine genaue
Dokumentation der Patientendaten und damit auch eine genaue Anamnese
durchzufuhren. So kdnnten die Patienten in weitere Subgruppen unterteilt werden, unter
anderem nach Alter, Geschlecht, Arthrose, Arthritis, Diabetes, Alkohol/ Drogenkonsum,
etc. Eine Dokumentation der entnommenen Seite, ware in Anbetracht eines spateren
Vergleichs zwischen rechts und links zu Uberlegen, wobei eine vorangegangene,
intraindividuelle Analyse keinen Unterschied ergab [6]. Mdglicherweise konnte nach
dem Wolff’schen Gesetz, mit vorher durchgefiihrter Anamnese des Items ,,Rechts- oder
Linksfiiler*, eine Korrelation mit der der Bruchstabilitat untersucht werden. Zugrunde
l4ge hier die in der Theorie Punkt 3.1.3.3. Knochenumbau beschriebene, durch Belastung
zunehmende Festigkeit des Knochengewebes [154]. Da in computertomographisch-
erganzten, biomechanischen Versuchen die maximale Druckfestigkeit mit Parametern
wie der volumetrischen Knochenmineraldichte, der Mikroarchitektur und der flachigen
Knochenmineraldichte korrelierte, ware eine Kombination aus vorgeschalteten,
computertomographischen Untersuchungen denkbar. VVor allem auch in Bezug auf die

histologische Testung, konnte eine vorgezogene, bildmorphologische Prifung
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Aufschluss Uber Materialqualitat ergeben. Eine Generelle, quantitative Testung in
groRerer Stichprobenzahl wére der ultrastrukturellen Untersuchung zutréglich.
Vorweggegriffen sind die geschilderten Malinahmen mit erhéhtem Aufwand verbunden,

wobei mit einer Steigerung der Reliabilitat und der Validitat zu rechnen ist.

Der im Rahmen der Thermodesinfektion nach dem Prinzip der Marburger Knochenbank
festgelegte, maximale Durchmesser von 56 mm limitiert letztlich auch die Spendenzahlen
[46]. Um das in der Einleitung angesprochen Outcome zu maximieren, ware eine
Prozessoptimierung denkbar. Die 94-minitige Exposition der Spongiosa von humanen
Huftkopfen, gegenlber einer Temperatur von 140 ° C in den peripheren Bereichen,
beeintrachtigt die mechanischen Eigenschaften nicht weiter, verglichen mit einer 15-
minutigen Hitzeexposition von 82,5 ° C im Zentrum. Es sind keine unterschiedlichen
mechanischen Verdnderungen in Bezug auf die GroRe des thermodesinfizierten
Femurkopfes zu erwarten. Als Konsequenz konnte vor der Thermodesinfektion uber eine
Zerkleinerung der Huftkopfe (in z.B. Granulatstiicke) nachgedacht werden.
Logischerweise ist die Hitzedurchdringung in kleineren Gewebestiicken schneller
gegeben als in grofRen. Daher wére eine kilrzerer und bei niedrigerer Temperatur
ablaufender Prozess denkbar. Zusatzlich kdnnte auch eine desinfizierende Wirkung fur
solche Knochenspenden erreicht werden, welche im Durchmesser groRer als 56 mm sind.
Als Konsequenz kénnten auch solche, groReren Praparate verwendet werden und so die
erhdhte Nachfrage besser gedeckt werden. Der logische Rickschluss, dass grofRere
Préparate oft mehr Knochenmaterial enthalten, sei des Weiteren in den Raum gestellt.
Ferner kdnnte dartiber nachgedacht werden, die Knochen direkt nach der Entnahme in
z.B. Granulat zu zerkleinern und dann einzeln nach Gewicht verpackt bzw. gefroren in
die Kliniken zu versenden. Dort kdnnten die Knochengranulate dann im Anschluss
thermodesinfiziert werden. Klare Vorteile beziiglich der Okonomie und Effizienz waren
im Resultat zu sehen. Bisher wird die Knochenspende als ganzer Huftkopf in den
Operationssaal beordert, wobei eine Variation in der GréRRe unvermeidlich ist. Falls bei
der Operation eines kleineren Defektes nun nicht der komplette Femurkopf bendtigt wird,
wird der Rest verworfen. Bei nach Gewicht verpackten Granulaten, kénnte der Operateur
immer auf die Exakte Menge zuriickgreifen und diese direkt im Lobator

thermodesinfizieren.



Diskussion 87

AbschlieRend ist die Thermodesinfektion als gut geeignetes und bereits fest etabliertes
Verfahren im Rahmen der allogenen Knochenspende zu sehen. Die durchgefihrte,
explorative Studie konnte Trends erkennen, welche es in der Zukunft genauer zu

erforschen gilt.
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8  Zusammenfassung

8.1 Zusammenfassung

Allogene Knochenspenden gewinnen aufgrund der vielseitigen Einsetzbarkeit des
Materials an Relevanz, weswegen sie mittlerweile in der Kiefer-, der Unfallchirurgie und
der Orthopéadie festen Stellenwert haben. Im Zeitraum 2007 bis 2016 bestanden in
Deutschland steigende, bzw. konstant hohe Fallzahlen von Prothesen z.B. im Bereich von
Knie oder Hifte [32]. Zudem ist dem demographischen Wandel geschuldet, eine
steigenden Tendenz zu erwarten [39]. Folglich ist eine qualitativ hochwertige

Versorgung, in der entsprechenden Quantitét fur die Zukunft unumgéanglich.

Unter diesen Aspekten bietet das Marburger Knochenbanksystem mit der
Thermodesinfektion bei 82,5°C, einen guten Kompromiss aus sterilisierender Wirkung

und Erhalt der biomechanischen Eigenschaften [46].

Im Rahmen dieser Arbeit wird der Einfluss der Thermodesinfektion bei 82,5°C auf die
biomechanischen bzw. histologischen Eigenschaften von humanen Femurkopfen
untersucht. Die Einteilung erfolgt in 2 Gruppen zu je 14 nativen (Gruppe 0) und 14
thermodesinfizierten (Gruppe 1) Knochen. Mit Hilfe einer Diamantbandsage werden drei
aquatoriale Scheiben mit einer Héhe von 1 mm, eine mit einer H6he von 8 mm und erneut
drei mit 1 mm Hdohe aus dem Femur geschnitten. Die Ausrichtung der Knochenscheibe
richtet sich orthogonal nach der zentralen Achse des Schenkelhalses. AnschlieRend
werden unter Verwendung eines Diamanthohlbohrers mit einem Innendurchmesser von
5 mm Knochenzylinder aus der Knochenscheibe entnommen. Die Knochenzylinder
werden an den Achsen anterior-posterior und medial-lateral in prozentualer Abhéngigkeit
des aquatorialen Kopfdurchmessers auf den Kreisbahnen bei 33% und 66% des gesamten
Kopfradius und mittig der Knochenscheibe ausgerichtet. Die Zylinder der Héhe von 8
mm werden mittels Burster-Sensor auf Bruchstabilitit getestet. Dazu (bt ein Druckkopf
solange Kraft auf den Knochenzylinder aus, bis man die typische Bruchcharaktersitik
erkennt und speichert den hochsten Wert. Fir die deskriptiv-histologische Untersuchung
werden die Scheiben zu 1 mm genommen, mit 4 % Paraformaldehyd LAsung konserviert,
in Technovit 9100 eingebettet, am Mikrotom geschnitten und prapariert. Anschlielend
erfolgen Férbungen mit Toluidinblau, Movat und Immun-Antikdrpern beziglich

Kollagen I.



Zusammenfassung 89

In der histologischen Untersuchung kann aufgrund der geringen Probenzahl nur rein
deskriptiv ausgewertet werden. In der Movat-Féarbung sind ossdre Umbau-Prozesse in
beiden Proben (nativ und thermodesinfiziert) auffindbar. In der Toludinblau-Farbung sind
in beiden Gruppen (nativ und thermodesinfiziert) zellulare Bestandteile wie z.B.
Osteozyten sichtbar. Beim immunhistochemischen Nachweis zeigte sich eine optisch
verringerte Kollagen-I-Farbung der thermodesinfizierten Prdparate. Flr genauere

Aussagen miisste eine statistische Auswertung mit groRerer Stichprobenzahl folgen.

Fur die statistische Auswertung der biomechanischen Untersuchung wird zunachst der
Kruskal-Wallis-Test zum vergleicht innerhalb der Gruppen herangezogen. Trotz der
Inhomogenitat der Knochen zeichnet sich folgender Trend ab: Unabhangig von der
Behandlung (nativ oder thermodesinfiziert) bendtigen die zentral liegenden Proben
héhere Bruch-Kréfte, als korrespondierende peripherere Proben z.B. Li zu La. Allgemein
scheint es so, als wéaren zentralere Punkte wie Z am stabilsten gegenuber Druckbelastung.
Beim Vergleich der Druck-Werte bis zum Bruch, zeigt sich im Whitney-Mann-U-Test
zwischen den beiden Gruppen, lediglich 1 Messort bezuglich des Medianwertes als
signifikant unterschiedlich. Die hierbei auftretenden hohen Standartabweichungen sind
offenbar der Intervariabilitat des humanen Materials, sowie der geringen Stichprobenzahl
geschuldet. Diese erheblichen inter- bzw. auch intraindividuellen Anisotropien des
Knochens, lieBe eine morphologische Untersuchung der Hiftkdpfe vor der
Transplantation als sinnvoll erscheinen. Ferner konnte die zentrale Tendenz der
,hochsten Druckstabilitdt™ fiir unterschiedliche, klinische Anwendungen von Bedeutung
sein. Scheinbar hat die Thermodesinfektion aus biomechanischer Sicht keinen
schwéachenden Effekt auf das Knochenmaterial, was unter anderem an dem in beiden
Gruppen ersichtlichen Trend der Reduktion der Bruchkraft von zentral nach peripher
ersichtlich ist. Die Zeitdauer der thermischen Exposition hat somit keinen zusatzlichen
bzw. keinen additiven negativen Einfluss auf den Knochen. Die Reduktion der
mechanischen Belastbarkeit fiir Druck, ist analog der bereits untersuchten Parameter
Torsion und Zugkraft zu bewerten [46]. Die Thermodesinfektion vieler kleiner Knochen
konnte mit dem validierten Verfahren erfolgen, da kein nachteiliger Effekt besteht.
Folglich wére eine Optimierung des Verarbeitungsprozesses im Sinne von vorheriger
Zerkleinerung der Femurkopfe, mit nachfolgender, kiirzerer Erwérmungsphase denkbar.
Es wird jedoch erneut betont, dass Anschlussstudien mit gréfierem Stichprobenumfang

sinnvoll waren.
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8.2 Summary

Allogenic bone grafts are gaining relevance, due to their multiple medical/surgical usage.
From 2007 to 2016 Germany had a constantly high or rather growing case numbers for
hip and knee replacement [32]. Additionally there is a growing demand expected,
according to the demographic change [39]. Hence a high-quality supply in the needed
quantity is obligatory for the future.

Concerning those aspects, the Marburger Knochenbanksystem using the
thermodisinfection with 82,5°C offers a good compromise between sterilization and the
preservation of the biomechanical properties of the bone material [46].

In the present work, the influence of thermal disinfection, at 82.5 °C, is examined on the
biomechanical properties and the histology of human caput femoris. Classification in 2
groups — 14 native (group 0) and 14 thermodisinfected (group 1) bones. Using a diamond-
bandsaw 9 slices are cut of the femur: 3 slices with a diameter of 1 mm, 1 slice with a
diameter of 8 mm and 3 slices with a diameter of 1 mm. The alignment of the bone-slice
is based orthogonal upon the central axillary from the caput femoris. Subsequent a
diamond-hollow-core driller is used, to drill bone-cylinders with a bore of 5 mm out of
the bone-slices. The bone-cylinders are aligned axial, in anterior-posterior and medial-
lateral, at percental values (33% and 66%) of the whole capitis femoris and one at the
center. The cylinders of 8 mm height are tested to shatter stability, using a Burster-Sensor.
Thereto a press is giving constant pressure to the bone-cylinder, until the
characteristically burst is seen in the program — saving the highest measured value. For
the descriptive, histological investigation, the bone slices of 1 mm are used. They are
conservated with 4 % Paraformaldehyd solution, fixed in Technovit 9100, sliced with a
microtome and primed. Afterwards coloration with Toluidinblau, Movat or Immun-
Antibodies (Collagen I).

The histological investigation could only be analyzed descriptively, because of the low
number of samples. At the Movat-coloration osseous modification is found in both groups
(native and thermodisinfected). At the Toludinblau-coloration cellular components as
Osteocytes occurred in both groups (native and thermodisinfected). The Immun-Antibody
investigation tourned positive for both groups and slightly less intense coloration was
found in the thermodisinfectid samples. In order to get more precise results in histology,

further statistically investigations with a larger number of samples is needed.
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For the statistical evaluation of the biomechanical investigations, the Kruskal-Wallis-Test
was used to compare within the 2 groups. Despite of the inhomogeneity of the bone grafts
following trend becomes apparent: independent of the treatment (native and
thermodisinfected) the more central lying samples need more force until they burst, than
the more peripheral lying ones — for example Li compared to La. In general, it seems as
central points as Z are most stable to pressure. At the Whitney-Mann-U-Test both groups
are compared to the pressure-values until the burst — only one Median-value (Li) is
significantly different. Obviously, the high standard deviations are a matter of the
intervariability of the human graft and the low number of samples. According to the inter-
/ intraindividual anisotropy of the bonegraft, morphological investigations could make
sense before transplantation. The central tendency of the ‘“highest stability against
pressure” might be important concerning clinical application. Seemingly the
thermodisinfication-process has no weakening effect on the bone-material — from
biomechanical point of view. Regarding the breaking force a pattern of reduction can be
seen from the central to the peripheral regions, in both groups. The expositional time
during the thermodisinfection has obviously no additional negative influence on the
bonegraft. The reduction of the mechanical resilience to pressure hast to be evaluated
analogous to the already investigated parameters of torsion and traction [46]. The
thermodisinfication of various, smaller bonegrafts could be proceeded with the
established process, because no adverse effects exist. As a consequence, due to
optimization of the fabrication process, previous crushing of the bone-material with
following shorter thermodesinfiction times could be considered. It is emphasized again,

that follow-up studies with a higher number of samples is needed.
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Abkurzung/ Bedeutung

Begriff

AATB American Association of Tissue Banking

AMG Gesetz Uber den Verkehr mit Arzneimitteln
AMWHV Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung
Anterior Nach vorne hin gelegen

Agua dest./bidest

Destilliertes/2-fach destilliertes Wasser

BAP Bone alkaline phosphatase

BGB Biirgerliches Gesetzbuch

BMP Bone morphogenetic proteins

bzw. Beziehungsweise

Cranial Kopfwarts gelegen

cm Zentimeter

Distal Kdrperfern gelegen

Dorsal Rickenwarts gelegen

DXA Dual Energy X-ray Absorptiometry

EATB European Association of Tissue Banks

EAMST European Association of Musculosceletal
Transplantation

Femur Oberschenkelknochen

g Gramm

IQR interquartile range

Kg Kilogramm

KG Korpergewicht

kGy Kilo Grey
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Kompakta Kurzform: Substantia Kompakta
Km/h Kilometer/Stunde

Lateral zur Seite hin gelegen

Lig. Ligamentum

max. maximal

Medial Zur Mitte hin gelegen

MEA 2-methoxyetyl-acetat

MHC major histocompatibility complex
mind. Mindestens

Min Minute

mmHg Millimeter Quecksilbersaule
mm Millimeter

mV Millivolt

Mpa Megapascal

N Newton

Posterior Nach hinten hin gelegen

post mortem Nach dem Todeszeitpunkt
Proximal Korpernah gelegen

QM Qualitatsmanagement

Sek Sekunde

s* Streuung

Spongiosa Kurzform: Substantia Spongiosa
TEP Totalendoprothese

TPG Transplantationsgesetz

TRAP tartrat-resistant acid phosphatase




Abkirzungs-/Begriffsverzeichnis

vii

Valgus abgeknickt, mit lateral offenem Winkel
Varus abgeknickt, mit medial offenem Winkel
Ventral Bauchwarts gelegen

Val. Vergleich

z.B. Zum Beispiel

°C Grad Celsius

° Winkel in Grad
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Anhang

Al Verwendete Gerate und Materialien

Tabelle Anhang 1 — Verwendete Gerate und Materialien

Material/Gerat

Hersteller

Artikelbezeichn

ung/-Nummer

StralRe 62, 48161 Minster

Aceton Merck KGaA, Frankfurter StralRe 250 , | Best. Nr.
64293 Darmstadt, Deutschland 1.00014.1011
Alcian Blau Waldeck GmbH & Co. KG, Havixbecker | Chroma, Nr. 2C-

005

Serumalbumin

64293 Darmstadt, Deutschland

Ammoniaklésun | Roth GmbH, Schoemperlenstr. 1-5, | Nr. P093.1

g32% 76185 Karlsruhe, Germany

Antibody Diluent | Agilent Dako Technologies, Hans- | Nr. S302283
Henny-Jahnn-Weg  51-53, 22085
Hamburg, Germany

Biotinylated IgG | VECTOR LABORATORIES, 30 Ingold | BA-1000

Antibody Goat- | Road, Burlingame, CA 94010, USA

Anti-Rabbit

Bohrmaschine Metabo , Metabo-Allee 1, 72622 | BE1100
Nurtingen, Germany

Bohrstander Metabo , Metabo-Allee 1, 72622 | Metabo 890 Nr.
Nurtingen, Germany 1001169

Bovines Merck KGaA, Frankfurter StraRe 250 , | Nr. A3912

Brilliant Crocein
R

Waldeck GmbH & Co. KG, Havixbecker
StralRe 62, 48161 Minster

Chroma, Nr. 1B-
109

Cryofilm

Kawamotos Section-Lab Co.Ltd, Japan

Cryofilm 2C(9)

Deckglaser,

diverse GroRRen

R. Langenbrinck GmbH, Im Hausgrin
13, 79312 Emmendingen




Anhang

13, 79312 Emmendingen

21 x 26 R. Langenbrinck GmbH, Im Hausgrin | Nr. 01-2126/1
13, 79312 Emmendingen

22 x 22 R. Langenbrinck GmbH, Im Hausgrin | Nr. 01-2222/1
13, 79312 Emmendingen

24 x 26 R. Langenbrinck GmbH, Im Hausgrin | Nr. 01-2426/1
13, 79312 Emmendingen

24 x 36 R. Langenbrinck GmbH, Im Hausgrin | Nr. 01-2436/1
13, 79312 Emmendingen

24 x 50 R. Langenbrinck GmbH, Im Hausgrun | Nr. 01-2450/1
13, 79312 Emmendingen

24 x 60 R. Langenbrinck GmbH, Im Hausgrin | Nr. 01-2460/1
13, 79312 Emmendingen

50x 75 R. Langenbrinck GmbH, Im Hausgrun | Nr. 01-5075/1

rer, 5x 35 mm

Platz 1, 70839 Gerlingen-Schillerhthe,

Germany

Desinfektionsbe | Telos GmbH, Bismarckstrale 18, | Desinfektionsset
halter 35037 Marburg, Germany
Diamantbandsa | Heermann  Maschinenbau  GmbH, | SR 600
ge Steinbeisstral3e 8, 72636
Frickenhausen, Germany
Diamanthohlboh | Robert Bosch GmbH, Robert-Bosch- | Nr.p258607

di-
Natriumtetrabor
at (Borax)

Merck KGaA, Frankfurter StralRe 250 ,
64293 Darmstadt, Deutschland

Nr. 1.06306.0250

Drahtstifte/Nage
| Stauchkopf 1,8

X 35 mm

Joseph Dresselhaus GmbH & Co. KG,
ZeppelinstraBe 13, 32051 Herford,
Germany

Nr. 3830710
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Frickenhausen, Germany

Edelstahllineal | tian he qu huang cun xin cun hou jie, er | VQE135805V8X
heng xiang 5 hao zheng tao, guang | 6D318
zhou shi, 510000, China

Einbettung  in | Kulzer GmbH, 63450 Hanau, Germany | Technovit 9100

Technovit

Eisenhamatoxyli | Roth GmbH, Schoemperlenstr. 1-5, | X906

n nach Weigert: | 76185 Karlsruhe, Germany

LOosung A

Eisenhamatoxyli | Roth GmbH, Schoemperlenstr. 1-5, | X907

n nach Weigert: | 76185 Karlsruhe, Germany

Losung B

Eppendorf- Sarstedt AG & Co. KG, 51588 | Nr.72.695.400

Tubes, 2ml NuUmbrecht, Sarstedtstral3e 1, Germany

Essigsaure Merck KGaA, Frankfurter StraRe 250 , | Nr. 1.00063
64293 Darmstadt, Deutschland

Ethanol STOCKMEIER Holding GmbH, Am | Ethanol 522,
Stadtholz 37, 33609 Bielefeld, Germany | 1001043227002

Filterpapiere Roth GmbH, Schoemperlenstr. 1-5, | HK83,1 , Nr.

MN 615 Yi; @ | 76185 Karlsruhe, Germany 175511148

185 mm

Fixationskleber | Merck KGaA, Frankfurter Strale 250 , | Nr. 8.06061

DePex 64293 Darmstadt, Deutschland

Gefriertruhe Robert Bosch GmbH, Robert-Bosch- | Serie 6
Platz 1, 70839 Gerlingen-Schillerh6he, | GCM27AW40
Germany

Haftaufkleber Plano GmbH, Ernst-Befort Strasse 12, | Nr. G304
D-35578 Wetzlar

Halterung der | Heermann  Maschinenbau  GmbH, | SR600

Bandsage Steinbeisstral3e 8, 72636
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Humane Telos GmbH, Bismarckstralle 18, | Diverse Zulieferer
Femurkdpfe 35037 Marburg, Germany
H202 (30%) Waldeck GmbH & Co. KG, Havixbecker | Nr. 8.22287
StralRe 62, 48161 Munster
Infrarotofen Memmert GmbH & Co. Kg, AuRere | Nr. 2247383
Rittersbacher Str. 38, 91126
Schwabach, Germany
Kollagen | | Biologo Steindamm 1 G-H, 24119 | Anti-Collagen
Antikdrper Kronshagen Typ 1, human,
Art.-Nr. CO20111
Kraftsensor Burster prazisionsmesstechnik gmbh & | Nr. 8402
co kg, TalstralRe 1-5, 76593 Gernsbach,
Germany
Laserlot Timbertech_ JAGO AG, | BALS01B
Ingersheimerstr. 12, 70499 Stuttgart
MEA (2- | Merck KGaA, Frankfurter StralRe 250 , | Best. Nr.
methoxyetyl)- 64293 Darmstadt, Deutschland 8.06061.100
acetat
Messsoftware 2- | Hegewald & Peschke, Am Grindchen
Kn-Sensor 1, 01683 Nossen, Germany
Mehrkammergef | Fourni-Labo, 11 Rue Crozat, 02100 | Nr. 312 C
ane Saint-Quentin, France

Metallbohrer 4,8
X 52 x 86 mm

Robert Bosch GmbH, Robert-Bosch-
Platz 1, 70839 Gerlingen-Schillerhthe,
Germany

Nr. 9999336x1

Strasse 17-37, 35578 Wetzlar Germany

Microsoft Office | Microsoft Corporation, One Microsoft | Word, Excel
Way, Redmond, WA 98052-6399, USA
Mikroskop Leica Microsystems GmbH, Ernst-Leitz- | DM 5500 B
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Software

Strasse 17-37, 35578 Wetzlar Germany

Mikroskop- Leica Microsystems GmbH, Ernst-Leitz- | DFC 7000t
kamera Strasse 17-37, 35578 Wetzlar Germany
Mikroskopier- Leica Microsystems GmbH, Ernst-Leitz- | LAS X: LEICA

Application Suite
X

NaCl 0.9%

B. Braun Melsungen AG, Carl-Braun-
Stral3e 1, 34212 Melsungen, Germany

Rd., Taipei 112, Taiwan

Natriumchlorid Merck KGaA, Frankfurter StraRe 250 , | Nr. 31434
64293 Darmstadt, Deutschland

Normalserum Merck KGaA, Frankfurter StraRe 250 , | Nr. H4522

Mensch 64293 Darmstadt, Deutschland

Normalserum Merck KGaA, Frankfurter StraRe 250 , | Nr. HO146

Pferd 64293 Darmstadt, Deutschland

Normalserum Merck KGaA, Frankfurter StraRe 250 , | Nr. R9759

Ratte 64293 Darmstadt, Deutschland

Normalserum Merck KGaA, Frankfurter StraRe 250 , | Nr. S2263

Schaf 64293 Darmstadt, Deutschland

NovaRED HRP | VECTOR LABORATORIES, 30 Ingold | SK-4800

Substrate Kit Road, Burlingame, CA 94010, USA

Objekttrager R. Langenbrinck GmbH, Im Hausgrin | Nr. 03-0060,
13, 79312 Emmendingen 25X75x1

OP-Tucher PAUL HARTMANN  AG, Paul- | Foliodrape®
Hartmann-Stral3e 12, 89522 | Protect, 2775043
Heidenheim, Germany

Pap-Pen VECTOR LABORATORIES, 30 Ingold | H-4000
Road, Burlingame, CA 94010, USA

PC ASUSTeK COMPUTER INC. 15, Li-Te
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Phosphorwolfra

msaure

Merck KGaA, Frankfurter StralRe 250 ,
64293 Darmstadt, Deutschland

Nr. 1.00583

Pinsel

Pelikan GmbH, WerftstralRe 9, 30163

Hannover, Germany)

Feinhaarpinsel

64293 Darmstadt, Deutschland

Plastikpipette, Alpha Laboratories, 40 Parham Dr, | Nr. LW4040
1mi Eastleigh SO50 4NU, Vereinigtes
Konigreich
Plastikpipette, Alpha Laboratories, 40 Parham Dr, | Nr. LW4728
5ml Eastleigh SO50 4NU, Vereinigtes
Konigreich
Plastikzipper PLASTIC & PAPER DISTRIBUTION, | BVB-001
Pacii street, Miroslava Commune
Bratuleni lasi, 707307 Romania
Polyklonal Biologo Steindamm 1 G-H, 24119 | Nr. CO20111
Rabbit-Anti- Kronshagen
Human
Collagen |
Pyronin G Merck KGaA, Frankfurter StralRe 250 , | Best. Nr. 7518

Rotationsmikrot

om

Leica Biosystems Nussloch GmbH,

69226 Nuss-loch, Germany

RM2155

Saurefuchsin

Waldeck GmbH & Co. KG, Havixbecker
StralRe 62, 48161 Munster

Chroma, Nr. 1B-
525

150mm

Saffron du | Waldeck GmbH & Co. KG, Havixbecker | Chroma, Nr. 5A-
Gatinais Stralie 62, 48161 Munster 394

Salzsaure Roth GmbH, Schoemperlenstr. 1-5, | Nr. X897

(25%) 76185 Karlsruhe, Germany

Schieblehre/Dur | BURG-WACHTER KG, Altenhofer Weg | PRECISE PS
chmesserlineal, | 15, 58300 Wetter, Germany 7215




Anhang

Shandon Instant

Thermo Scientific, Robert-Bosch-Str. 1,

Nr. 6765015

Germany

Hamatoxylin 63505 Langenselbold, Germany
Skalpell FEATHER® Safety Razor Co. Ltd., 3- | REF 200210010
70, Ohyodo-Minami 3-Chome Kita-Ku, | Nr. 10
Osaka 531-0075, Japan
Software Hegewald & Peschke, Am Griindchen | LabMaster
Prifmaschine 1, 01683 Nossen, Germany
Sperrholzplatten | Klopferholz GmbH & Co. KG , | Nr.
4 mm Dicke SchleilBheimer StralBe 104, 85748 | 48215390301040
Garching, Germany 7
Spiegelreflexka | Canon Deutschland GmbH, Europark | EOS 550 D
mera Fichtenhain A10, 47807 Krefeld,
Germany
SPSS IBM, IBM-Allee 1, 71139 Ehningen, | Version 22.0.0.0

Schraubzwinge

Bietigheim-Bissingen, Germany

Steriler OP-Stift | Viscot Medical, LLC, 32 West Street, | Standard
East Hanover, NJ 07936, USA Surgical Marker,
1460SRL-10
Temperguss- Bessey, MuhlwiesenstralRe 40, 74321 | TG 100/50

Thermodesinfek

Telos GmbH, Bismarckstrale 18,

Lobator sd-2

pH 7,4

45, 60314 Frankfurt am Main, Germany

tionsset 35037 Marburg, Germany

Toluidinblau O Merck KGaA, Frankfurter StraRe 250 , | Best. Nr. 1B 481
64293 Darmstadt, Deutschland

Tris Roth GmbH, Schoemperlenstr. 1-5, | Nr. 4855
76185 Karlsruhe, Germany

Tris-NaCl-Puffer | MORPHISTO GmbH, WeismiillerstraRe | Nr. 12023
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Triton X-100

Merck KGaA, Frankfurter StralRe 250 ,
64293 Darmstadt, Deutschland

Nr. X100

Universalprifma

schine

Hegewald & Peschke, Nossen,

Germany

Inspekt Table

Blue 20 kN

Vectorstain Elite

VECTOR LABORATORIES, 30 Ingold

PK-6100

ABC HRP Kit Road, Burlingame, CA 94010, USA

Xylol Roth GmbH, Schoemperlenstr. 1-5, | Best. Nr. 9713.3
76185 Karlsruhe, Germany

Zentrifugenrohr | Sarstedt AG & Co. KG, 51588 | Nr. 62.554.502

chen, 15ml Numbrecht, Sarstedtstral3e 1, Germany

Quelle: Eigene Tabellen
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A2 Sensorkalibrierung

Tabelle Anhang 2 — Sensorkalibrierung

Lee | Kug
r el +Gewi | +Gewi | +Gewi | +Gewi | +Gewi | +Gewi | +Gewi | +Gewi
chtl |cht2 |cht3 |cht4 |cht5 |cht6 |cht7 |cht8

Gewicht 00| 00 1,00 1,50 3,20 3,70 4,70 6,40 8,90 9,90
in kg 0 0
Gewicht 00| 04 1,45 1,95 3,65 4,15 5,15 6,85 9,35 | 10,35
mit Kugel 0 5

+ Stab
Gewichts | 0,0 | 0,0 | 14,24 | 19,13 | 35,79 | 40,68 | 50,53 | 67,18 | 91,71 | 101,5
kraftin N 0 0 5

Mittelwe | 0,0 | 0,0 0,03 0,03 0,05 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09
rtinmV p 2

Quelle: Eigene Ergebnisse

Zu sehen ist die genaue Rechnung der in 4.1.1 Material und Methoden beschriebenen
Sensorkalibrierung. Das ,,Leergewicht® zeigt ein ,,Rauschen* von 0,2 mV und wird spéter
bei den Druckversuchen von den jeweiligen Werten abgezogen. Durch Addition diverser

Gewichte (siehe +Gewicht eins bis acht) lasst sich eine Geradengleichung nach

f(x) = mxx+t (A1)

aufstellen. In Worten: y-Wert ist gleich Steigung (m) multipliziert mit der Summe aus x-
Wert und y-Achsenabschnitt. Hier ermittelt wie folgt:

y = 0.0007x + 0.0218

A3 Umrechnungsbeispiel anhand Praparat 28 Aavon mVin N

Tabelle Anhang 3 - Umrechnungsbeispiel anhand Préparat 28 Aa von mV in N

y=0.0007x + 0.0218

28 Aa 28 Aa normiert (y-0,0218)/0,0007

Mittelwerte Knochenzylinder: Differenz der Mittelwerte ("Knochenzylinder-Leer") 0,03 0,02 -2,00

0,03 0,02 -2,00

Aa r 0,03 0,01 0,03 0,02 -2,00
Ai f 0,03 0,01 0,03 0,02 -3,43
Pa r 0,03 0,01 0,03 0,02 -2,00
Pi r 0,03 0,01 0,03 0,02 -2,00
La r 0,03 0,01 0,03 0,02 -2,00
Li r 0,03 0,01 0,03 0,02 -2,00
Ma r 0,03 0,01 0,03 0,02 -2,00
Mi r 0,03 0,01 0,03 0,02 -3,43
z r 0,03 0,01 0,03 0,02 -2,00

Quelle: Eigene Ergebnisse

Die dargestellte Konversion von mV in N der Sensorwerte, ist fiir alle gemessenen Werte

der Proben durchgefiihrt worden.
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A4 Kolmogorov-Smirnov-Test

Fur die gesamten-, nativen und der thermodesinfizierten Gruppenwerte.

Abbildung Anhang 1 - Kolmogorov-Smirnov-Test flr die gesamte Testgruppe

Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest

Haufigkeit
5
b

Parameter der Normalverteilung
Mittelwert 108,90
60,0 Standardabweichung 98,273

20,0
ﬂl“n 0 mn“on 200,00 30&00 40&.00 500'00 600,00
Wert
Gesamtzahl 247
Absolut 135
Extremste Differenzen Positiv 120
Negativ -135
Teststatistik 135
Asymptotische Signifikanz (2-seitiger Test) o'

1 Lilliefors korrigiert

Quelle: Eigene Ergebnisse

Abbildung Anhang 2 - Kolmogorov-Smirnov-Test: native Testgruppe

Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest

40,0 Parameter der Normalverteilung
| Mittelwert 104,40
Standardabweichung 94,356
30,0
I
5 20,0
E
I
10,0
00 I ] 1 T
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00
Wertnativ
Gesamtzahl 124
Absolut 136
Extremste Differenzen Positiv 132
Negativ 138
Teststatistik 136
Asymptotische Signifikanz (2-seitiger Test) o'

T Lilliefors korrigiert

Quelle: Eigene Ergebnisse
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Abbildung Anhang 3 - Kolmogorov-Smirnov-Test: thermodesinfizierte Testgruppe
Kolmogorov-5mirnov-Anpassungstest

30,0 Parameter der Normalverteilung
Mittelwert 113,43
[ Standardabweichung 102,256
£ 2007
-]
E
10,071
00 I T 1 —
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00
Wertthermo
Gesamtzahl 123
Absolut 136
Extremste Differenzen Positiv 133
Negativ -136
Teststatistik 136
Asymptotische Signifikanz (2-seitiger Test) o'

TLilliefors korrigiert

Quelle: Eigene Ergebnisse
Wird von einem géngigen Signifikanzniveau (o) wie 5% ausgegangen, ergibt sich
folgendes:

1. Den jeweiligen Wert fur ein bestimmtes N in der Kolmogorov-Smirnov-Tabelle,

bzw. ab N>35 nach der Formel

/—0,5 In&
Ay = F—r— »2)
Vn
o Gruppe

~05In (2

Gesamt: N=247; d, = —5= - 0,08641 = 0,09
_ ~051n (2
Nativ: N=124; do = T =0,12196 = 0,12
—05In (25
Thermodesinfiziert: N=123; d, = ————=10,12244 =0,12
V123

2. Vergleich der ,,extremsten Differenz* mit dem ausgerechneten d .

e Gruppe
Gesamt: 0,135 > 0,09
Nativ: 0,136 > 0,12

Thermodesinfiziert: 0,136 > 0,12
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A5 Mann-Whitney-U-Test

Abbildung Anhang 4 - Mann-Whitney-U-Test

Hypothesentestlibersicht

Mullhypothese Test Sig. E"".‘.‘:;'eid“
Mann-
Die Verteilung von La ist Ober die %P;IH:\?;:-U- MNullhypothe

1 Kategorien von Behandiung unabhangi oast se
identisch. un g'a beibehalten

Stichproben
Mann-
. ) - - WWhitney-LU-
Die Verteilung wvon Li ist aber die A
. Test bei 1 Nullhypothe
2 Eztr?t?g;ﬁen von Behandiung unabhangig 019 Tab e
' en
Stichproben
Mann-
Die Verteilung von Ma ist aber %’;’fﬂi’:'u' Nullhypothe

3 die Kategorien von Behandlung e T 488" se

identisch, o g'a beibehalten
Stichproben
Mann-
Die Verteilung von Mi ist Ober die ‘.‘rn:;:'ﬁ:eeﬂ';'u' MNullhypothe

4 Kategorien von Behandlung unabhangi 454"  se
identisch, o a'a beibehalten

Slichproben
Mann-
. 5 - VWhitney-LU-
Die Verteilung von Aa ist Uber A MNullhvpothe

5 die Kategorien von Behandiung Iﬁ:hﬁgh i 541" se
identisch. o 99 beibehalten

Stichproben
Mann-

o Die Verteilung von Ai ist iber die ‘.‘P;:'{"?fe!';'u' , Nullhypothe
Kategorien van Behandlung ] 401 se
identisch. ;:abhanglg beibehalten

Stichproben
Mann-
Die Verteilung won Pa ist Gber S Nullhypothe

T die Kategorien von Behandlung unabhangi 402! se
identisch, o gig beibehalten

Stichproben
Hypothesentestiibersicht
Nullhypothese Test Sig. Entsrl::heldu
Mann-
Die Werteilung von Pi ist Uber die %r;g%?‘;'u' MNullhypothe
8 Kategorien von Behandlung unabhanagi 4017 se
identisch. on a9 beibehalten
Stichproben
Manmn-
Die Werteilung von Z ist aber die }ll_ﬁ'ret;:r]beg:_u_ Nullhypothe
9 Kategorien von Behandlung unabhangi 4587  se
identisch. el g'g beibehalten
Stichproben

1Fur diesen Test wird die exakte Signifikanz angezeigt.

Quelle: Eigene Ergebnisse

ggymplotische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist
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A6 Kruskal-Wallis-Test

Abbildung Anhang 5- Kruskal-Wallis-Test, nativ

Jadar Knotan anthalt den Stichor Massort.
e i G e
Aa-Pa 9066 13841 -655 512 1,000
Aa-Ma 9964 13583 734 463 1,000
Aa-la 13393 13583 -986 324 1,000
Aa-Ai 41929 13583 -3,087 002 073
Aa-Pi 48786 13583 3592 000 -
Aa-Mi 53964 13583 3973 000
Aa-Li 56250 13583 4141 1000
AaZ 70297 13841 5079 000
Pa-Ma -898 13841 -065 948 1,000
Pala 4327 13841 -313 755 1,000
Pa-Ai 32863 13841 2374 018 633
Pa-Pi 39720 13841 2870 004 148
Pa-Mi 44898 13841 3244 001
Pa-Li 47184 13841 3409 001
Pa-Z 61231 14095 -4.344 000
Ma-La 3429 13583 252 801 1,000
|M 31964 13583 2353 019 870
Iu.-PI 38821 13583 2858
Ilh-ul -44000 13583 3239
Ilh-u 46286 13583 3408
|uu £0332 13841 4350
La-Ai 28536 13583 2101
La-Pi 35393 13583 2606
La-Mi 40571 13583 -2.987
La-Li 42857 13583 3155
La-Z 56904 13841 4111
Ai-Pi 6857 13583 -505
Ai-Mi 12036 13583 -886 376 1,000
Ai-Li -14321 13583 -1,054 292 1,000
Ai-Z -28368 13841 -2,050 040 1,000
Pi-Mi 5179 13583 -381 703 1,000
Pi-Li 7464 13583 -550 583 1,000
PiZ 21511 13841 1554 120 1,000
Mi-Li 2286 13583 168 866 1,000
Mi-Z -16332 13841 -1,180 238 1,000
Li-Z -14047 13841 -1,015 310 1,000

Quelle: Eigene Ergebnisse



Anhang N
Abbildung Anhang 6 - Kruskal-Wallis-Test, thermodesinfiziert
statistic_Fehior _ siatistic_ Si9-  Angep. Sig.
Ma-La 4047 13731 295 768 1,000
Ma-Pa 12547 13731 914 361 1,000
Ma-Aa 21654 13983 1,549 121 1,000
Ma-Li 39725 13731 2893 004 137
Ma-Pi 50511 13731 3679 ,000
Ma-Z 55582 13731 -4,048 000
Ma-Mi -56,440 13731 -4,110 000
Ma-Ai 61077 13983 4,368 000
La-Pa 8500 13475 831 528 1,000
La-Aa 17607 13731 1,282 1200 1,000
La-Li 35679 13475 2,648 008 292
La-Pi 46464 13475 3448 001 -
LaZ 515% 13475 3825 ,000
La-Mi 52393 13475 3888 ,000
La-Ai 57030 13731 4153 000
Pa-Aa 9107 13731 663 507 1,000
Pa-Li 27179 13475 2017 044 1,000
Pa-Pi 37964 13475 2817 005 74
Pa-Z 43036 13475 3194 001 051
Pa-Mi 43893 13475 3257 001
Pa-Ai 48530 13731 3534 ,000
Aa-Li 18071 13731 1316 188 1,000
Aa-Pi -28857 13731 2,102 036 1,000
Aa-Z 33929 13731 247 013 485
Aa-Mi 34786 13731 2533 on 407
Aa-Ai 39423 13983 2819 005 A73
Li-Pi 10786 13475 800 423 1,000
Li-Z 15857 13475 4477 239 1,000
Li-Mi 16714 13475 1,240 215 1,000
Li-Ai 21352 13731 1,555 120 1,000
Pi-Z 5071 13475 -376 707 1,000
Pi-Mi 5929 13475 -440 660 1,000
Pi-Ai 10566 13731 769 442 1,000
Z-Mi 857 13475 064 949 1,000
Z-Ai 5495 13731 400 689 1,000
Jede Zeile testet die Nullhypothese, dass die Verteil von Stichprobe 1 und Stichprob
Mi-Ai 4637 13731 338736 1,000 iﬁﬂ‘pﬁ.ﬁcm Signifikanzen (2-seitige Tests) werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist,

Quelle: Eigene Ergebnisse
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