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1 Einleitung und Fragestellung

Die Unfallchirurgie und Orthopadie beschaftigt sich mit der Wiederherstellung und
Erhaltung des verletzten Bewegungsapparates und der Organsysteme. Ein
Schwerpunkt dabei ist die Rekonstruktion des Skelettes. Durch die Osteosynthese
werden die frakturierten Knochen in eine korrekte anatomische Position gebracht und
mittels Implantaten so fixiert, dass eine mechanische Belastbarkeit gegeben ist und
die ungestorte Frakturheilung stattfinden kann.

Gegenwartig genutzte Verfahren wie Platten- und Schraubenosteosynthese,
Verriegelungsnagel und Fixateur Extern liefern eine stabile Verbindung. Trotz der
stetigen Weiterentwicklung dieser Osteosyntheseverfahren kommt es jedoch in der
klinischen Anwendung immer wieder zum Auftreten von Komplikationen und
Versagen dieser unterschiedlichen Verfahren [Perren, SM; 2002].

Die operative dauerhafte Fixation strukturgeschwachter Knochen (z.B. bei der
Osteoporose) ist mit den zur Verfligung stehenden Osteosynthese-Systemen nur
unzureichend durchflhrbar und mit steigenden Komplikationsraten behaftet. [Kim,
WY et al; 2001, Becker, W et al; 2000].

Die Osteoporose ist eine Skeletterkrankung, die zur Fragilitdtsfraktur neigt, da die
Knochenfestigkeit den physikalischen Anforderungen des Alltags nicht genugt.
Neben genetisch vorgegebenen Defekten der skelettrelevanten Signalkaskaden ist
daruber hinaus die Kopplung zwischen physikalischen Kraften und Genexpression
bei der Osteoporose gestort und zusammengenommen damit auch die
Frakturheilung kompromitiert. Beim gesunden Knochenmetabolismus werden
Knochenmasse und Knochenfestigkeit den jeweiligen physikalischen Kraften
entsprechend modifiziert.

Bei osteoporotischen Knochenveranderungen treten verstarkt Probleme in der
notwendigen Frakturversorgung auf, da bei der Uberwiegenden Anzahl der
heutzutage eingesetzten Osteosynthese-Materialien keine flachenhafte
Kraftverteilung besteht. Verschraubungen wiederum sind auf eine gute
Knochenfestigkeit angewiesen, schwachen diese jedoch beim Einbringvorgang. Bei
der krankhaft veranderten Knochenstruktur ist dies ursachlich fir die auftretenden

Komplikationen verantwortlich zu machen.




Neben metallischen werden auch zunehmend bioresorbierbare Werkstoffe als
Osteosynthesemittel eingesetzt. Pins aus resorbierbaren Polymeren werden
hauptsachlich in der Hand- und Ful3chirurgie verwendet, um die Osteosynthese zu
unterstutzen. [Jensen, CH et al; 1996; Kumta, SM et al; 1998; Burns, AE et al; 1998].
Bioresorbierbare Kopolymere bestehend aus Poly-(L,DL)-Laktiden (PLDLA) sind
biokompatibel und sicher im klinischen Einsatz. [Ignatius, AA et al; 1996; Prokop, A
et al; 2004]. Die Indikationen sind jedoch durch die begrenzten biomechanischen
Eigenschaften und durch die geringe Fixation zum Knochen, aufgrund reduzierter
Festigkeit, begrenzt. [Daniels, AU et al; 1990; Ambrose, CG et al; 2004].

Eine verbesserte primare Fixation des Implantates in unterschiedlich veranderten
Knochenstrukturen konnte das Indikationsspektrum erweitern.

Ein vielversprechender Ansatz hierzu stellt moglicherweise die sogenannte ,Bone
Welding“ oder auch ,Sonic Fusion® Technologie dar. Neuartig dabei ist das
Ultraschallschweilten (USS) von thermoplastischen resorbierbaren Implantaten,
wobei das Polymer mittels Ultraschallenergie wahrend des Einbringens oberflachlich
aufgeschmolzen wird. Die flissige Phase dringt dabei in die das Implantat
umgebende interkonnektierende Porenstruktur des spongidésen Knochens ein und
erstarrt durch die Warmeabsorption des Implantates und des Gewebes innerhalb von
wenigen Sekunden.

Dabei wird eine grof3e Kontakiflache zwischen Implantat und dem angrenzenden
Knochengewebe erzielt, ohne jedoch den Knochen mechanisch zu schadigen.
Urspringlich stammt das USS aus der industriellen Kunststofffugetechnik. So
revolutionierte es die Uhrentechnologie, da Quarzuhren mit Hilfe dieser Technik
erstmals so gunstig produziert werden konnten, dass eine Reparatur sich nicht mehr
lohnte. Da das USS im Vergleich zum herkdmmlichen Kleben keine langen
Abbindezeiten bendtigt, kommt es auch in der Mdbelindustrie seit mehreren Jahren

zur Anwendung [Mayer, J et al; 2008].

Bei der moglichen Anwendung dieser Technik in der Frakturversorgung muissen

jedoch zuvor einige Fragen beantwortet werden.

So muss die Auswirkung des USS auf die zellularen Komponenten im Osteotomie-
(Fraktur-) spalt untersucht, die knécherne Implantatintegration sowie die Resorption
des Sonic Pins und daruberhinaus seine Biokompatibilitat mit Hilfe unterschiedlicher

Verfahren (Rontgen, Mikrocomputertomographie, Licht- und Transmissions-
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elektronenmikroskopie sowie immunhistochemische, histomorphometrische und

biomechanische Untersuchungen) analysiert und erarbeitet werden.

Ziel der vorliegenden experimentellen Arbeit ist es, den Einfluss der Sonic Fusion
Technologie, in ihrer Anwendung auf einem neu entwickelten, resorbierbaren Poly-
(L-DL)-Laktid-Pin auf die zellularen kndchernen Umbauvorgange in einem
standardisierten Osteotomiemodell am Femurcondylus des Kaninchens [Heiss, C;

2006] zu untersuchen.
Dabei sollen nachfolgende Fragen beantwortet werden.

» Kommt es durch diese neuartige USS Methode zu Stérungen der knéchernen
Heilung?
» Verandert sich das physiologische Remodelling des Knochens?

» Treten unerwartete Reaktionen im Interface des Polylaktidmaterial des Sonic

Pins mit dem umliegenden Gewebe auf?

» Haben unterschiedliche Standzeiten (Implantationsdauer) einen Einfluss auf

die Resorption des Polylaktidmaterials?

» Ist diese neuartige Methode des USS hinsichtlich Anwendungssicherheit und
Effektivitat in der Frakturversorgung einer heutzutage angewandten

Schraubenosteosynthese gleichwertig?







2 Theoretische Grundlagen

2.1 Knochenzellen und Frakturheilung

Knochenzellen

Das knocherne Skelett hat neben seiner Stutzfunktion und der Schutzfunktion fur das
zentrale Nervensystem und die inneren Organe wichtige Aufgaben in der
Blutzellenproduktion und in der Speicherung und Bereitstellung von Kalzium- und
Phosphationen. So sind 99% des gesamten Kalziums und 60% des Phosphors des
menschlichen Korpers im Skelett gebunden [Junqueira, LC et al; 1996].

Der Knochen ist ein aus organischer und anorganischer Knochenmatrix sowie
zellularen Elementen bestehendes differenziertes Stutzgewebe. Der organische
Anteil besteht hauptsachlich aus Kollagen mit einem anorganischen Kristallinmaterial
aus verschiedenen Kalksalzen und Wasser [Junqueira, LC et al; 2005].

Knochen wird von Zellen produziert, enthalt Zellen und wird durch Zellen resorbiert.
Osteoblasten sind knochenaufbauende Zellen und entwickeln sich aus
Osteoprogenitorzellen, den mesenchymalen Stammzellen (MSC), die im endostalen
oder periostalen Bindegewebe liegen. Die Osteoblastogenese wird von einer grof3en
Anzahl von Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel Runx2 [Stein, GS et al; 2004]
oder Osterix [Nakashima, K et al; 2002] gesteuert, wobei Hormone und
Wachstumsfaktoren regelnd eingreifen. Neben Ostrogenen, Glucokorticoiden und
Vitamin D ist das Parathormon (PTH) das wichtigste Hormon in diesem Kontext. Das
bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) ist entscheidend fur die Osteoblastenaktivitat
und Rekrutierung [Khosla, S et al; 2008].

Osteoklasten sind die knochenabbauenden Zellen und differenzieren sich aus
hamatopoetischen Stammzellen (HSC). Sie entstehen durch Fusionen von
einkernigen Vorlauferzellen und gehoren zur Zellreine der Monozyten/Makrophagen.
Hier sind es vor allem zwei Gruppen von Faktoren, welche die Osteoklastengenese
regulieren:

Zum einen Interleukine (IL-1,3,6 und 11), Leukemia Inhibitory Faktor (LIF), Tumor-
Nekrosefaktor (TNF), Granulocytemacrophage-colony-stimulating-factor (GM-CSF)
und Macrophage-colony-stimulating-factor (M-CSF).

Zum anderen RANKL — ein membrangebundener Ligand, der u. a. von Osteoblasten

exprimiert wird — stimuliert nach Bindung an den Rezeptor RANK die Differenzierung




des zuvor durch M-CSF expandierten  Osteoklasten-Prakursorenpols.
Osteopoketerien (OGP; ein Glycoprotein, das von Osteoblasten sekretiert wird) ist
der I6sliche ,decoy-receptor” und fungiert als Inhibitor der Osteoklastogenese, in dem
er ,uberschussige“ RANKL-Molekile abfangt [Boyle, WJ et al; 2003].

Die Differenzierung und Kommunikation der Osteoklasten und Osteoblasten wird
durch zirkulierende Hormone, lokale Cytokine und Wachstumsfaktoren gesteuert. Die
molekulare Regulation der Osteoklastenaktivitat ist bis jetzt noch nicht vollstandig
geklart [Mizoguchi, T et al; 2009].

In der Knochenmatrix sind die Knochenzellen, die Osteozyten, verteilt, die mittels
Zytoplasmafortsatzen, welche in kleinen Kanalen verlaufen, Verbindungen zu den
Nachbarzellen und Blutgefalen unterhalten [You, LD et al; 2004]. Beim Ablauf von
Stoffwechselprozessen und der Versorgung mit Nahrstoffen nimmt das
Kanalchensystem eine zentrale Stellung ein [Junqueira, LC et al; 2005]. Durch
zytoplasmatische Prozesse konnen sich Osteozyten ausdehnen und retrahieren
[Bonewald, LF et al; 2007].

Im Wesentlichen wird zwischen spongidsem und kortikalem Knochen (Kompakta)
unterschieden. Die Kompakta wird dabei als ein Verbundsystem mit mehrfachen
Ineinanderschachtelungen angesehen. Die Spongiosa andererseits stellt ein
schwammartiges Geflecht dar, welches die Aufgabe der Kraftverteilung bei minimaler
Eigenmasse (Leichtbau) hat. Aufgrund seiner Lamellenstruktur hat der Knochen die
Fahigkeit, mehrdimensional Verformungswiderstand zu leisten. Das Knochengewebe
selbst enthalt zwei Komponenten, die einer Verformung Widerstand leisten kdnnen.
Dies sind die zugfesten Kollagenfasern und die druckfesten anorganischen
Einlagerungen [Junqueira, LC et al; 2005].

Die strukturelle Integritat des gesunden Knochens wird aus zellbiologischer Sicht in
Anpassung an die wechselnden mechanischen Einwirkungen auf das Skelettsystem
durch stetige Auf- und Abbauvorgange aufrechterhalten und durch zellvermittelnde
Aktivitaten gewahrleistet. Vielfaltige Beobachtungen zur Reaktion des Knochens bei
unterschiedlichen Be- und Entlastungen werden beschrieben [Perren, SM; 2002].
Dabei bauen Osteoklasten den Knochen ab, wahrend Osteoblasten neue
Knochenmatrix synthetisieren. Dieses eng gekoppelte und fein abgestimmte
Gleichgewicht von Auf- und Abbau — das Bone Remodelling — vollzieht sich innerhalb
transienter funktionell gekoppelter Einheiten, den ,Basic multicellular Units“ (BMU)
[Jilka, RL; 2003].
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Im Vergleich zur Lebensdauer einer BMU, die mit ca. 3 Monaten angesetzt wird
[Hernandez, SJ et al; 1999], ist die der einzelnen Zellen, Osteoklasten und
Osteoblasten, relativ kurz. Folglich werden apoptotische Zellen beider Populationen

stetig durch Vorlauferzellen aus dem Knochenmark ersetzt.

Frakturheilung

Bei einem Verlust der knochernen Kontinuitat und Integritat durch eine Fraktur erfolgt
im Idealfall in der darauf folgenden Heilungs- und Konsolidierungsphase die
Wiederherstellung der vollen Belastbarkeit des frakturierten Knochens.

Verschiedene Zellen und Gewebetypen sind am physiologischen Ablauf der
Frakturheilung beteiligt.

Die Frakturheilung wird in eine direkte und in eine indirekte Frakturheilung eingeteilt.
Bei der direkten Frakturheilung, der desmalen Ossifikation, erfolgt die
Knochenneubildung des sogenannten Osteoids direkt aus dem mesenchymalen
Gewebe. Bei der indirekten Frakturheilung (chondrale Ossifikation) wird die
Knochenneubildung auf dem Umweg Uber die Bildung einer Knorpelmatrix, welche
erst im Folgenden schrittweise abgebaut und durch Knochengewebe ersetzt wird,
erreicht [Junqueira, LC et al; 2005].

Unter idealen Umstanden kann das ursprungliche Gewebe und dessen Funktion
nahezu vollstandig wieder hergestellt werden [McKibbin, B; 1978].

Die primare Frakturheilung ist nur unter absolut stabilen Verhaltnissen maoglich. Sie
ist gekennzeichnet durch das vollige Fehlen eines Frakturkallus. Man unterscheidet
zwischen Kontakt- und Spaltheilung (Abb. 1).

Bei der Kontaktheilung besteht ein direkter Kontakt der Frakturenden ohne Disloka-
tion oder Spaltenbildung (Abb 1a), so dass eine unmittelbare Uberbriickung der
Knochenanteile durch aktivierte Osteone erfolgen kann.

Dabei schieben sich Osteoklasten aus eroffneten Havers-Kanalen in die
gegenuberliegende Bruchflache. Im Zuge der Regeneration entstehen trichterformige
Resorptionskanale, in die Osteoblasten einwandern und neuen Knochen anlagern,
wodurch es zur Bildung neuer, den Frakturspalt Gberbriickender Osteone kommt
(Abb. 1b).

Spaltheilung findet in solchen Fallen statt, wo zwischen stabil fixierten Fragmenten

ein Spalt (max. 0,5-0,8 mm) verbleibt (Abb. 1c). In diesem entsteht ein fibroblasten-




Abb. 1 Primare Frakturheilung unter absolut stabilen Verhaltnissen [Augat, P; 1995]

(a) Rontgenbild einer Kontaktheilung
(b) Histologie einer Kontaktheilung, Osteone lberbriicken den Frakturspalt
(c) Histologie einer Spaltheilung

und kapillarreiches Granulationsgewebe mit Osteoblasten (Abb. 1c), die ohne
vorherige endostale oder periostale Kallusformation neuen Faserknochen und durch
Umbau Lamellenknochen bilden [Junqueira, LC et al; 1996]. Bei der Spaltheilung
entfallt die Osteoklastenaktivierung, da bereits genigend Raum fur die Osteoblasten
vorhanden ist.

Defekte groler als 0,8 mm weisen oft nur eine langsam voranschreitende
Knochenbildung auf. Intermediar auftretendes Bindegewebe, das anschliel3end in
Geflechtknochen umgewandelt wird, kann dabei im Rahmen der Knochenheilung
vorkommen. [Schenk, RK et al; 1977; Katthagen; BD; 1986]. Die beschriebenen Pro-
zesse wurden im Allgemeinen fur den kortikalen Knochen beschrieben, gelten jedoch
prinzipiell auch fir spongiésen Knochen, in dem sie jedoch an der Oberflache der
Trabekel ablaufen.

Bei breiterem Frakturspalt erfolgt die Knochenheilung indirekt. Diese Form der
Frakturheilung findet sich bei weniger starren, flexibleren Osteosynthesen, die ein
gewisses Mal} an Mikrobewegungen im Frakturspalt zulassen. Es handelt sich dabei
um einen komplexen Vorgang, der Uber die Ausbildung eines die Fraktur
uberbrickenden Kallus aus Knorpel-, Knochenzellen und Bindegewebe, die normale
Knochenstruktur wiederherstellt (Abb. 2a). Dabei ist jedoch das ungestorte und

komplexe Zusammenspiel zwischen knochenbildenden (Osteoblasten) und
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knochenabbauenden (Osteoklasten) Zellen, sowie der Einfluss unterschiedlicher
Wachstumsfaktoren, Zytokine und Hormone zur Bildung dieses
frakturiberbrickenden Kallus unabdingbar [Einhorn, TA; 1998].

Die indirekte Frakturheilung lauft in 5 unterschiedlichen Phasen ab [Einhorn, TA;
1998]. In der Frakturphase kommt es zur Schadigung von Kortikalis, Knochenmark,
Endost, Periost und angrenzenden Weichteilen. Es entsteht ein Hamatom im
Frakturspalt, in welches in der anschlieRenden Entzindungsphase lokal
Granulozyten, Mastzellen und Monozyten einwandern (Abb. 2b). Darlber hinaus
migrieren pluripotente Stammzellen mesenchymaler Herkunft als Vorlaufer der
Osteoblasten in den Frakturspalt. Die Zelldifferenzierung und Angiogenese wird
durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen reguliert [Einhorn, TA;
1998].

Nach Abklingen der Entziindungsphase wird in der nachfolgenden Phase der
Angiogenese und Chondrogenese Uber einen Zeitraum von 4 bis 6 Wochen
Granulationsgewebe unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren aufgebaut
(Abb. 2c). Fibroblasten, Kollagen Typ 1, Kapillaren und bereits erste Mineraldepots
bilden die Hauptkomponenten dieses Granulationsgewebes und ersetzen das
Frakturhamatom schrittweise. Mesenchym- und Osteoprogenitorzellen differenzieren
zu Chondroblasten und Osteoblasten und bilden den sogenannten weichen Kallus,
der sich von peripher nach zentral in der Frakturzone ausbildet [Lee, FY et al; 1998].
Daran schlieRt sich ein flieBender Ubergang zur Phase der chondralen und der
desmalen Ossifikation an (Abb. 2d). Zur Férderung der Osteoblastenproliferation
sezernieren Makrophagen Proteine, wie zum Beispiel Osteocalcin und Bone
Morphogenetic Proteins. Osteoblasten und Osteoklasten bilden die BMU, die im
Weiteren den zerstorten Knochen abbauen und verantwortlich fur die Entstehung der
als Geflechtknochen bezeichneten neuen Knochenstruktur sind.

Im zentralen Frakturbereich findet zunachst keine Knochenneubildung statt, da initial
Osteoklasten und auch Makrophagen den nekrotischen Knochen abbauen. Zu einem
spateren Zeitpunkt finden sich in diesem Bereich Chondroblasten und auch
Osteoblasten und es kommt zur Uberbriickung. Die Frakturenden werden durch
einen weichen Kallus verbunden, welcher folgend durch eine zunehmende
Mineralisation aushartet und in einem Zeitraum von ca. 2 bis 4 Monaten, abhangig

von der Frakturlokalisation, in Geflechtknochen umgewandelt wird.




In der Phase des Umbaus, dem sogenannten ,Modelling“ und ,Remodelling® erfolgt
die allmahliche Umwandlung in lamellaren Knochen (Abb. 2e), welche innerhalb
eines weiteren Zeitraums von 6 bis 24 Monaten in der Wiederherstellung der
ursprunglichen Knochenstruktur mit Periost, Endost und Markraum endet
[Debrunner, AM; 2002].

(a) Ubersicht Ossifikation des Briickenkallus

(b) Entziindung: elastisches Bindegewebe

(c) Angiogenese und Knorpelbildung: Faserknorpel
(d) Kalzifizierung: Enchondrale Knochenbildung
(e) Verknocherung, Remodelling: Knochen

Zwischen den knochenabbauenden und -aufbauenden Zellen besteht auf zellularer
Ebene eine standige Interaktion. Osteoblasten synthetisieren Proteine,
Osteoprotegerin (OPG) und den Rezeptor Aktivator of Nuclear Factor-kB Ligand
(RANKL), die auf die Differenzierung von Osteoklasten wirken [Lacey, DL et al; 1998;
Kong, YY et al; 1990]

OPG agiert hierbei als I6slicher Rezeptor — Antagonist fur RANKL, welcher wiederum
die Differenzierung von aktivierten Osteoklasten aus Vorlauferzellen fordert [Hsu, H
et al; 1999].

Die Balance zwischen OPG und RANKL und die damit verbundene Wirkung auf
Osteoklasten reguliert das Ausmald an Knochenresorption und ist hierdurch ein

zentraler Pfeiler in der Frakturheilung [Hofbauer, LC et al; 1999].
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2.2 Grundlagen Ultraschall und UltraschallschweiBen

Ultraschallwellen sind unschéadliche periodische Schwingungen von Materieteilchen,
die sich als elastische Wellen raumlich ausbreiten, ahnlich den Tonen. Der
Frequenzbereich ist fur das humane Ohr unhoérbar und liegt zwischen 20kHz und
1000MHz. Ultraschallwellen werden in einer Sonde mittels piezoelektrischen (=
elektrisch durch Druck) Kristallen erzeugt. Die hochfrequente elektrische
Wechselspannung regt die Kristalle zu Schwingungen an, welche Druck-
schwankungen in Form von Ultraschallwellen verursachen [Grewell, DA et al; 2003].
Ultraschallwellen finden Anwendung in Technik und Medizin. Einige Beispiele daftr
sind Ultraschallmikroskop, Abtastung von Material (z.B. Sonarabtastung des
Meeresboden), Zerstoérung von Materie durch Resonanz (z.B. Tumorbekampfung,
Nierensteinzertrimmerung), Sonografie (Ultraschalluntersuchungen basierend auf
dem Impulsechoverfahren zur Darstellung verschiedener Gewebsarten in
Abhangigkeit vom FlUssigkeitsgehalt), Zerstauben, Vernebeln, Emulgieren und
Mischen von Flussigkeiten (z.B. Nebelmaschinen oder Luftbefeuchter).

Seit einigen Jahren wird das USS industriell eingesetzt. Grundsatzlich beruht es auf
hochfrequenten mechanischen Schwingungen, die durch eine Sonotrode an einem
thermoplastischen Werkstuck angelegt werden. Diese Mikrobewegungen werden
durch den Thermoplasten bis hin zur Kontaktflache der Struktur, in die das
Werkstuck eingeschweil®t wird, Ubertragen. Durch eine zusatzliche von aullen Uber
die Sonotrode aufgebrachte Kraft wird eine permanente Druckspannung induziert,
die eine vollstéandige Ubertragung der Sonotrodenschwingungen auf das Werkstlick
ermoglicht.

Der eigentliche Schmelzvorgang wird durch zwei Vorgange bewirkt. Einerseits durch
einen lokalen Temperaturanstieg, initiiert durch die relative Gleitbewegung zwischen
der Werkstlckoberflache und der Struktur, und andererseits durch freiwerdende
Warme, hervorgerufen durch die innere Reibung im Polymer.

Dieses aus der Holzindustrie bekannte Verfahren [Mayer, J et al; 2008] wurde auf die
Anwendung in der Medizin transferiert. Ein resorbierbarer thermoplastischer Pin
(Werkstlick) wird mit Ultraschall verflissigt und dadurch in die Knochenstruktur
eingeschweildt (Abb. 3).

Die Verflussigung und Erstarrung des Polylaktids dauert dabei weniger als zwei

Sekunden. Durch die hohe Viskositat fliet das Laktid teilweise in bis zu 10mm
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entfernten Knochenarealen [Zander, N; 2007]. Die dabei entstehenden grof3en
Kontaktflachen zur mikroporésen Oberflache des Knochens, beziehungsweise der
Spongiosa, ermaoglichen eine gleichmaliig verteilte biomechanische

Kraftibertragung.

Abb. 3 Einschweilien des Sonic Pins in Rinderknochen [Zander, N; 2007]

(a) Situs Sonic Pin vor der Aktivierung des USS.
(b) (c) (d) Aktivierung des USS fiihrt zum Aufschmelzen und zur Penetration des Polylaktids in das Gewebe.
(e) Situs Sonic Pin nach Aktivierung des USS. Markiert ist der Bereich des erstarrten Polylaktids.

Das Polylaktidmaterial zeigt eine zu anderen resorbierbaren Materialien
vergleichsweise langsamere Degradationskinetik mit entsprechend langsamer
Festigkeitsabnahme und ist somit zur Fixation auch von heilenden Frakturen
geeignet [Claes, L.E. et al, 1996].
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3 Material und Methoden

3.1 Osteosynthesematerialien und Instrumente

Als metallische Implantate wurden eine kannulierte Titanschraube 2mm x 14mm aus
dem Asnissystem (Fa. Stryker Trauma GmbH, Schénkirchen) und ein K-Draht 0,8mm
x 100mm, (Fa. AAP, Berlin) verwendet (Tab. 1 und Abb. 4a). Zur Implantation

wurden die jeweiligen implantatspezifischen Instrumente (Tab. 1) eingesetzt.

Implantat Spezifische Instrumente

Kannulierter Schraubendreher 2,0mm
Solider Schraubendreher 2,0mm

Kannulierter Bohrer 1,7mm, Single use, Sterile
Asnis Micro Schraube

Bohrerfihrungshilse 0,8/1,7mm
(Material Ti6AI4V)

K-Wire 0,8mm x 100mm Single use, Sterile
Asnis Micro, Schraubenmesslehre 0,8/1,2mm

Asnis Micro Elastosil Handgriff, kannuliert, AO Anschluss

Bohrer (10mm) fiir SonicPin 18mm

Spiralbohrer 10mm mit Anschlag

SonicPin Abschneidevorrichtung (Stanzaufnahme)
(Material Poly-L-DLLaktid | Seitenschneider
Resomer LR 706 S) Hammer

Ultraschallkonsole (Katalognummer 71-90000) verwendet mit
Handstlick (Katalognummer 71-90010)

K-Draht

K-Draht Aufsatz fir Chirurgiemaschine
(Material StSt)

Tab. 1 Ubersicht der verwendeten implantatspezifischen Instrumente

Das resorbierbare Implantat war ein Sonic Pin (Fa. Stryker Trauma GmbH,
Schoénkirchen) mit einer Lange von 18mm. Der Kopfdurchmesser betragt 3,5mm und
der Schaftdurchmesser 2,2mm. Die Spitze des Pins ist doppelfinnenartig zur
Begunstigung einer schnellen Oberflachenverflissigung wahrend des USS (Abb. 4e).
Der Kopf hat ein Innengewinde M2 zur sicheren Anbindung der Sonotrode des
Ultraschallgerates (Abb. 4f).

Das Material des Sonic Pins ist ein Co-Polymer aus 70% L-Laktid und 30% DL-Laktid
(Poly-(L-DL)-Laktid, Resomer LR 706 S, Fa. Boehringer, Ingelheim).
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Abb. 4 Implantate und Instrumente

(a) Zur Stabilisierung der Osteosynthese verwendete Implantate - K-Draht, Asnis Schraube, Sonic Pin.
(b) Asnis Instrumente: K-Draht, Bohrer, Messlehre, Schraubendreher mit Asnis Schraube.

(c) Ultraschallkonsole mit Handstiick und FuRschalter.
(d) Pin Instrumente: Abschneidevorrichtung, Bohrer, Dilator, Sonic Pin konnektiert an der Sonotrode des
Ultraschallhandstick.

(e) Detailansicht der optimierten Spitze des Sonic Pins fir die Ultraschallinsertion.
(f) Detailansicht des Kopfes mit Innengewinde zum Anschluss der Ultraschallsonotrode des Sonic Pins.

Zur besseren intraoperativen Sichtbarkeit ist der Pin mit 3H-Indole-3-one, 2-(1,3-
dihydro-3-oxo-2H-indole-2-ylidene)-1,2-dihydro  (CAS No.: 482-89-3) indigo-blau
gefarbt mit einer Konzentration von 0,01 bis 0,04 Gewichtsprozent (Degradable

Solutions, Schlieren, Schweiz).
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Das Ultraschallgerat arbeitet mit einer Frequenz von 30kHz bei einer maximalen
Leistung von 12 Watt und einer konstanten Amplitude von 20 um (Peak-to-Peak).
Uber das Handstiick wurde der Ultraschall fir maximal 6 Sekunden auf den Sonic

Pin appliziert.

3.2 Versuchsplanung und Versuchsablauf

3.2.1 Versuchstiere

FUr die experimentelle Untersuchung galt es ein Versuchstier zu wahlen, dessen
anatomische Voraussetzungen es zulielden, Bedingungen zu simulieren, die den
Verhaltnissen beim Menschen sehr nahe kommen.

Unter diesem Gesichtspunkt wurden 66 sechs Monate alte, mannliche Kaninchen der
Rasse New Zealand White ausgewahlt. Neben ahnlichen anatomischen
Verhaltnissen sprach die Tatsache, dass Kaninchen mit abgeschlossenem
Wachstum in bis zu 90% der Gesamtknochenflaiche eine sekundare
Osteonenstruktur zeigen und damit eine gleichartige Knochenfeinstruktur wie der
Mensch aufweisen, fur die Wahl des Kaninchens als Versuchstier. [Wissing, H et al;
1990].

Zusatzlich laufen beim Kaninchen alle Umbauvorgange am Knochen in Form eines
Zeitraffers, aber unter ahnlichen Bedingungen wie in der Humansituation ab. Hinzu
kommt, dass sich Kaninchen in der artgerechten Haltung als wenig anspruchsvoll
und widerstandsfahig gegenuber einem operativen Trauma zeigen.

Die im Rahmen dieser Untersuchung verwendeten Tiere stammen aus einem amtlich
anerkannten Zuchtbetrieb fir Kaninchen (Niederwiinsch, Thiringen). Es handelte
sich um mannliche Tiere mit einem durchschnittlichen Gewicht von circa
5404 g + 505 g.

Die Operation, sowie die weitere Haltung und Versorgung der Tiere, erfolgte in der
Tierklinik fir Gro3- und Kleintiere des Forschungszentrums flr Medizintechnik und
Biotechnologie e.V. (FZMB) in Bad Langensalza (Thuringen). Die Versuchstiere
wurden im Laufstall mit Einstreu gehalten. Die Fuitterung erfolgte mit
standardublichem Trockenfutter fir Kaninchen, Wasser stand den Tieren ad libitum

zur VerfiUgung. Nach Markierung der Tiere durch eine Nummer am Ohr und am
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eigenen Kafig, erfolgte anhand einer Randomisierung die Zuteilung zu den
entsprechenden Versuchsgruppen.

Die Bestimmungen des Tierschutzgesetzes (§ 8 Abs. 1 in der Fassung vom
18.08.1986, BGB1.1.S. 1319 mit Anderung des Artikels 3 vom 20.08.1990) wurden,
nach Genehmigung des Tierversuchantrages (Nr. 14-01/05) im Marz 2005 durch die

Tierschutzkommission in Weimar (Thuringen), strikt eingehalten.

3.2.2 Versuchsablauf

Fir die Umsetzung dieser in vivo-Untersuchung am Kleintiermodell wurden
insgesamt 66 Kaninchen bendtigt, 6 fur die Pilotstudie und die restlichen 60 fur die
Hauptstudie.

Im Rahmen einer Pilotstudie wurden zunachst je zwei Kaninchen der Kontrollgruppe
mit zwei K-Drahten, zwei Kaninchen mit einem Sonic Pin und einem K-Draht und
zwei Kaninchen mit zwei Sonic Pins operiert. Nach 42 Tagen wurden diese Pilottiere
euthanasiert, die Stabilitdt der Versorgung beurteilt und die entnommenen
Knochenproben histologisch untersucht.

Da die K-Drahte keine zuverlassige Stabilitat erzielten, wurde fur die Hauptstudie in
der Kontrollgruppe jeweils ein K-Draht durch eine Schraube ersetzt.

Die histologische Beurteilung der Praparate aus der Pilotstudie ergab eine gute
Biokompatibilitat des eingebrachten Fremdmaterials, so dass die Hauptstudie
begonnen werden konnte.

Es wurden als Standzeiten fur jede Gruppe sieben Tage (7d), 21 Tage (21d), 42
Tage (42d) und 84 Tage (84d) gewahlt (Tab. 2).

Jedem einzelnen Zeitraum wurden in der Kontrollgruppe KD/S jeweils 3 Tiere und in
der P/S und P/P Gruppe jeweils 6 Tiere zugeordnet. Fur den Untersuchungszeitraum
42d wurden nochmals in allen drei Gruppen zusatzlich sechs Tiere zur
biomechanischen Testung integriert.

Bei insgesamt acht Tieren erfolgte wegen einer aufgetretenen ipsilateralen
Femurschaftfraktur (vier Tiere aus P/S und vier Tiere aus P/P) eine fruhzeitige

Euthanasie, so dass nochmal Kaninchen nachoperiert werden muf3ten.
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Osteosynthesemittel Beobachtungs- Anzahl der Tiere Summe
zeitpunkt [d] [n] [n]
Schraube/ K-Draht 7 3
(KD/S) 21 3
, _ 18
Kontrolle 42 3 (+6 Biomechanik)
84 3
7 6
Sonic Pin / Schraube
21 6
(PIS) _ _ 30
42 6 (+6 Biomechanik)
84 6
Sonic Pin/Sonic Pin
42 6 (+6 Biomechanik) 12

(P/P)

Tab. 2 Ubersicht Kaninchenstudie: Einteilung nach Gruppen und Beobachtungszeitpunkten

3.2.3 Narkoseverfahren

Die Narkoseeinleitung erfolgte mit 0,1mg/kg Atropin (Atropinum sulfuricum®,
Eifelfango, Bad Neuenahr-Ahrweiler) und eine Sedierung mit 6mg/kg Xylazin
(Rompun® Bayer, Leverkusen). Die Injektionsnarkose wurde durch eine
intramuskulare Gabe von 60mg/kg Ketamin (Ursotamin®, Serumwerk Bernburg) in
den M. semitendinosus/M. semimembranosus erreicht. Die Operationsdauer betrug
21,3 + 6,4 Minuten, woflur eine Injektionsnarkose ausreichend war. Im Bedarfsfall
erfolgte zur Aufrechterhaltung der Narkose eine Nachdosierung von Ketamin (0,2-0,6

ml).

3.2.4 Operationstechnik

Die operativen Eingriffe wurden unter streng aseptischen Kriterien durchgefuhrt. Alle
Tiere wurden einseitig operiert.
Die Grobrasur des Operationsgebietes erfolgte mit einer elektrischen Schermaschine

der Fa. Hauptner und die Feinrasur mit einem Einmal-Rasierer. Zur Hautdesinfektion
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wurde der gesamte Hinterlauf dreimal desinfiziert (mit jodhaltiger
Desinfektionslésung, Betaisodonna-Lésung).

Nach steriler Abdeckung des Operationsfeldes wurde Uber einen medialen
parapatellaren Hautschnitt das jeweilige Kniegelenk erdffnet und die Osteotomie des
lateralen Femurcondylus durchgefuhrt.

Zuvor wurde das mediale Retinakulum gespalten, die Aste der Arteria profunda mit
ihrem Abzweig zum Gelenk hin ligiert und dann das Gelenk er6ffnet.

Zunachst wurde die Patella nach lateral luxiert und mit Hilfe einer oszillierenden Sage

(Fa. Synthes, Bochum) die laterale Femurkondyle vollstandig osteotomiert (Abb. 5).

Abb. 5 Osteotomie des lateralen Femurcondylus

(a) Sagen bei gleichzeitiger Kiihlung
(b) Osteotomieverlauf
(c) Absetzen der Femurkondyle

Abb. 6 Fixation des Femurcondylus

(a) KD/S Gruppe
(b) P/S Gruppe
(c) P/P Gruppe
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Nach Separation der lateralen Kondyle erfolgte das mehrfache Spuilen mit NaCl
Lésung des Osteotomiespaltes und die Trockenlegung dieses Gebietes. Danach
wurde die korrekte anatomische Reposition der lateralen Femurkondyle durch eine
Repositionszange wieder hergestellt. Die Fixation der Osteotomie erfolgte durch die
Implantation von K-Draht/Schraube, Schraube/Sonic Pin oder Sonic Pin/Sonic Pin
(Abb. 6).

Die Positionierung der Implantate erfolgte senkrecht zur Osteotomieflache.

Um eine Wanderung zu verhindern, konnten die maschinell implantierten Kirschner-
Drahte problemlos mit einer Zange gekulrzt und umgeknickt werden.

Die Applikation der 2,0mm Asnis Schrauben Uber einen Fuhrungsdraht erforderte

ein Vorbohren mit einem 1,7mm Bohrer.

Abb. 7 Implantationsschritte Sonic Pin

(a) Vorbereitung zur Dilatation der Vorbohrung.

(b) Vorschieben des Sonic Pins in den Bohrkanal.

(c) Endposition des Pins in der Vorbohrung, danach Ultraschallfixierung der Spitze des Sonic Pins.

Nachdem die Sonic Pins mit einer Lange von 22mm auf 18mm in einer speziellen
Vorrichtung (siehe Kap. 3.1) gekurzt waren, konnten sie anschlieRend mittels
Ultraschall in eine vorgebohrte und freidilatierte (vollstandige Entfernung des

Bohrmehles) Bohrung eingeschweilt werden. Hierbei wurde zunachst der Sonic Pin
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ohne Ultraschall und gréferen Kraftaufwand in die Bohrung eingefuhrt, bis ein
ungefahrer Uberstand von 5mm erreicht war (Abb.7). Danach flihrte die Aktivierung
des Ultraschalls (Uber die Konsole zeitgesteuert fur 6 Sekunden) zur VerschweiRung
der Spitze des Sonic Pins in den Knochen.

Zur Sicherstellung der Verfestigung des aufgeschmolzenen Bereichs verblieb die
Sonotrode bis zu einem akustischen Signal (10 Sekunden nach Beendigung des
Ultraschalls) der Konsole am Sonic Pin.

Nach erfolgreicher Osteosynthese wurde das Repositionsergebnis nochmals Uber-
pruft, die Patella zurlckverlagert, die Gelenkkapsel und die Haut durch Vicryl-Nahte
verschlossen und ein Pflastersprihverband (Nobecutan®, Fa. Astra Chemicals,

Norderstedt) aufgebracht.

3.2.5 Nachsorge der Tiere

Samtliche Tiere wurden in hygienischer Umgebung und Einzelhaltung bis zur
Abheilung und Belastung der Gelenke auf sauberer Einstreu gehalten. Danach
erfolgte die Unterbringung in Gruppen in Laufstallen.

Die Gabe von Schmerzmitteln wurde vom postoperativen Verhalten der Tiere
abhangig gemacht.

Die Kontrolle des postoperativen Verlaufes erfolgte taglich, wobei das Verhalten und
das Aussehen der Tiere, eine lokale Adspektion der Wunde sowie die

Bewegungsaktivitat und Futteraufnahme befundet und protokolliert wurde.

3.2.6 Euthanasie und Perfusion

Nach 7, bzw. 21, 42 und 84 Tagen wurden die Tiere schmerzlos, unter Vorliegen der
oben beschriebenen Narkose, durch eine intrakardiale Injektion von 2,5-3,0m| T61°
(Fa. Aventis, Frankfurt) euthanasiert und die Femura mit angrenzendem Gewebe
entnommen.

In der Tabelle 3 ist der Algorithmus zur weiteren Verwendung der explantierten
Femora dargestellt.

Direkt nach der Entnahme erfolgte eine grindliche Freipraparation der entnomme-

nen Femura, durch Entfernung der Weichteil- und Banderreste.
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Die Femura, die der weiteren Bearbeitung zur Herstellung entsprechender
Histologien zugeflhrt werden sollten, wurden in 3mm dicke Scheiben gesagt und
fixiert (Tab. 3).

Fir die rontgenologische Analyse vorgesehene Femura blieben komplett fixiert in 4%
phosphatgepufferten Paraformaldehyd.

Die Femura, die fir die biomechanische Untersuchung vorgesehen waren, wurden

unfixiert in einer 0,9% Natriumchlorid Kompresse tiefgefroren.

Entnahme Distaler
Femur und
grindliche
Praparation
v y v
4% phosphat- 3-5 Kompresse
gepuffertes Knochenscheiben 0,9% NaCl
Paraformaldehyd sagen tiefgefroren
v
Mikro CT Y
$ Biomechanik
3
Knochenscheiben
sagen
3 v
Paraffin Technovit 9100
(entkalkte Trenndlnnschliff Epon Einbettung
Schnitte) (nicht entkalkt)
CD 68
(Riesenzellen und
Resorbierende)
Pecam
(Gefalke)
Osteocalcin
(Osteoblasten und
Vorlaufer)

v 3 Y
Hamatoxylin Kernféarbung; HE und UltraCut;
Lichtmikroskopie und fir Toluidinfarbung; Transmissions-

CD68 zuséatzlich Lichtmikroskopie und Elektronen-
Histomorphometrie Histomorphometrie Mikroskopie

Tab 3 Algorithmus zur Verwendung der explantierten Femura

Fur die histologische Aufarbeitung wird die Perfusion der Versuchstiere als
wesentlich erachtet, um die sofortige Fixierung des Gewebes sicherzustellen. Nach
der Euthanasie wurde je Standzeit ein Versuchstier und ein Kontrolltier Uber die linke

A. iliaca externa mit 4% Paraformaldehydldsung (PFA, Merck, Darmstadt,
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Deutschland) nach grandlicher Spllung mit physiologischer Kochsalzldésung
perfundiert.

Die Perfusion erfolgte in Inkubationsnarkose in der oben beschriebenen Weise. Der
Abdomen wurde in der Medianlinie eroffnet, der Darm auf die rechte Seite verlagert
und das Retroperiteneum gespalten. Die Aorta abdominalis und die Vena cava
inferior wurden in ganzer Lange dargestellt und freiprapariert (siehe Abb. 8a), die
Aorta nach proximal ligiert und ein Katheter bis in die Art. lliaca externa der
operierten Extremitat eingesetzt. In die Vene wurde in derselben Weise ein PVC
Schlauch platziert (Siehe Abb. 8b).

Abb. 8 Vorbereitung der Perfusion

(a) Praparation der Aorta abdominalis und Vena cava inferior
(b) Angelegter Katheter fiir die Perfusion

Das Blut wurde mit Ringerlésung ausgespult. Unmittelbar nach der Tétung der Tiere
mit 2,5 — 3,0 ml T61® erfolgte die Perfusionsfixierung mit einer kdrperwarmen
4%iger PFA-L6sung.

Danach erfolgte die Exartikulation der Femura im Huft- und Kniegelenk, die
sorgfaltige Freipraparation mit Entfernung des Weichteilgewebes und anfertigen von

3mm dicken Knochenscheiben fir die histologische Aufarbeitung.
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Abb. 9 Exemplarische Darstellung der Schnittebenen

Die Femura wurden parallel zur Implantatebene (Abb. 9) in Scheiben von ca. 4mm
Dicke gesagt (Bandsage, Exakt-Apparatebau, Norderstedt, Deutschland). Je nach
Praparat entstanden hierdurch 3-4 Scheiben, die randomisiert den verschiedenen

Histologieaufbereitungsverfahren zugefthrt wurden.

3.3 Mikro-Computertomographie
Jeweils ein Praparat aus der P/S Gruppe und aus der Kontrollgruppe KD/S nach 21d

und 42d wurde exemplarisch radiologisch untersucht.

Die Aufnahmen erfolgten im Mikrocomputertomographen in der Abteilung flr
Diagnostische Radiologie, Sektionsbereich ,Experimentelle Radiologie® (Leitung:
Prof. Dr. med. A. C. Langheinrich) der Justus Liebig Universitat Giessen am
"SkyScan 1072" (Firma SkyScan, Kontich, Belgien).

Anhand der CT Bilder konnte der korrekte Sitz der Implantate und die Reposition der
Osteotomie Uberprft werden.
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3.4 Histologische Verfahren

Die distalen Femura wurden fur die Einbettung in Paraffin und Technovit-9100
(Kulzer, Friedrichsdorf, Deutschland) 18 Stunden (h) in 4% PFA sowie fur die
Einbettung fur die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 6 h in 2% PFA mit 2%
Glutardialdehyd (Merck) und 0,02% Pikrinsaure (Merck) nachfixiert.

Nach der Fixierung wurden die Proben fir die Paraffineinbettung in 0,1M
Phosphatpuffer pH 7,4 (PB) gespult, in einem 0,281 M Tris-Puffer mit 10%
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Merck) entkalkt, erneut gespult und durch eine
aufsteigende Alkoholreihe entwassert. Die Proben wurden 2x 30 Minuten (min) in
Xylol inkubiert, in flissiges Paraffin (3x 2h bei 64°C) Uberfihrt und in einer
Paraffinausgiefistation (Leica, Bensheim, Deutschland) ausgebettet.

Mit einem Rotationsmikrotom (RM 2155, Leica) wurden Paraffinschnitte mit einer
Dicke von 4-5um hergestellt, auf Objekttrager aufgezogen und mit Hamatoxylin-
Eosin (HE) und Toluidinblau gefarbt. Fir diese Farbungen wurden die
Paraffinschnitte Uber eine Inkubation in Xylol (2x 5min) und eine absteigende
Alkoholreihe entparaffiniert und hydriert. Die weiteren Schritte fur die Farbungen
erfolgten analog zu den unten beschriebenen Schritten der Knochenschliffe in der
Technovit-9100 Einbettung.

Die Proben fur die Einbettung in Technovit-9100 wurden nach der Fixierung in 0,1 M
PB gewaschen, in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert, 2x 1h in Xylol
inkubiert, in Xylol/Technovit-9100-Gemischen mit steigendem Technovit-Gehalt
infiltriert und schlief3lich in Technovit-9100 Gberfuhrt und ausgebettet.

Zur Herstellung dunner Schliffe von 20-30um Dicke wurde die von DONATH
etablierte Methode der Trenn-Dinnschliff-Technik verwendet [Donath, K et al; 1987],
bei der die Schliffe mit dem Exakt-Trennschleifsystem (Exakt-Apparatebau)
hergestellt und mit einem Schleifpapier (Diaplus, Oststeinbriick, Deutschland) poliert
wurden. Anschlieend wurden die Schliffe mit HE und Toluidinblau gefarbt. Vor der
Farbung wurde das Einbettmedium durch 10min Inkubation mit 10% H.O, angeatzt,
grundlich mit Wasser abgespult und getrocknet.

Die Proben wurden 15 min mit Toluidinblau bzw. 40 Sekunden (s) mit Hamatoxylin
und 20s mit Eosin gefarbt und mit Eukitt (Fluka, Taufkirchen, Deutschland)
eingedeckelt.
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Farbeergebnis Hamatoxylin-Eosin- (HE): Durch diese Farbung werden saure
Molekule im Schnitt durch das Hamatoxylin dargestellt, so dass die Kerne, aber auch
saure Schleimsubstanzen, Bakterien, Knorpel oder Kalk blau erscheinen. Basische
Strukturen wie das Zytoplasma der Zellen (Knochengewebe, Muskelzellen), Kollagen

und proteinhaltige Lésungen werden durch das Eosin nuanciert rot angefarbt.

Farbeergebnis Toluidinblau (TB): Mineralisierte Hartgewebematrix: ungefarbt bis
blassblau; Zellen und Weichgewebe: blau; Knorpelmatrix: metachromatisch bis

rotviolett; verkalkte Knorpelmatrix: dunkelblau.

Die fotografische Dokumentation erfolgte mit einem Photomikroskop (Axiophot-2,
Zeiss, Jena, Deutschland) und einer digitalen Kamera (Leica DC 500, Benzheim,
Deutschland).

3.5 Immunhistochemie

Fur die Immunhistochemie dienten Paraffinschnitte, die Gber Inkubation in Xylol und
eine absteigende Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert wurden. Die endogene
Peroxidase erfolgte durch 5min Inkubation in 3% H,O, in Tris-NaCl Puffer (pH 7,4)
mit 0,025% Triton-X-100 (TBS) inkubiert.

Nach grindlichem Waschen in TBS wurden die Schnitte mit dem primaren
Antikorper, der in Verdinnungspuffer (Dako, Glostrup, Danemark) verdinnt wurde,
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Als Primarantikorper wurden CD68 (1:5, Dako),
Osteocalcin  (1:50, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) und PECAM-1
(platelet/endothelial cell adhesion molecule-1, CD31, Santa Cruz, CA, USA)
verwendet.

Nach erneutem Waschen konnten die Schnitte mit folgenden sekundaren
Antikoérpern fir 30min bei Raumtemperatur inkubiert werden: biotinylierter anti-Maus
Sekundarantikérper (1:400 in TBS mit 3% bovinem Serumalbumin (BSA), fur CD68
und Osteocalcin; Dako) und biontinyliertem anti-Ziegen Sekundarantikorper (1:800 in
TBS mit 3% BSA, fur PECAM-1; Dako). Nach weiteren Waschschritten wurden die
Schnitte mit dem Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Dako) fur 30min bei

Raumtemperatur inkubiert.
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Der Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex wurde durch den Nova-Red Substrat-Kit
fur Peroxidase (5min bei Raumtemperatur, Vector, Wertheim-Bettingen,
Deutschland) sichtbar gemacht.

Zur besseren Orientierung wurden die Kerne mit Hamatoxylin (Ht) gegengefarbt. Als
Negativkontrollen wurden a) eine Inkubation des Verdlinnungspuffers ohne primaren

Antikdrper und b) eine Praabsorptionskontrolle (fir PECAM-1) durchgefihrt.

3.6 Transmissionelektronenmikroskopie

Fir die Untersuchungen mit dem Transmissionelektronenmikroskopie (TEM) wurden
die Proben nach der Fixierung grundlich gewaschen, in 1% Osmiumtetroxidldsung
(Fluka Chemie AG, Schweiz) inkubiert, erneut gewaschen und in einer aufsteigenden
Alkoholreihe dehydriert. Nach Inkubation in Xylol (3x 30min) erfolgte die Einbettung
der Proben in Epon (Serva, Heidelberg, Deutschland).

AnschlieBend diente ein Ultramikrotom (Reichert-Ultracut, Leica, Wetzlar,
Deutschland) der Erstellung von 0,5-1um dicke Semidunnschnitte, die dann eine
Farbung mit Toluidinblau und Safraninrot erhielten. Weiterhin wurden von
ausgesuchten Regionen Ultradinnschnitte mit einer Dicke von 60-80nm hergestellt,
mit Uranylacetat und Bleicitrat in einem Ultrastainer (Leica, Wetzlar) nachkontrastiert
und im TEM EM 109 (Zeiss, Jena, Deutschland) untersucht.

Die fotografische Dokumentation erfolgte mit einer Planfiimkamera. Die Negative
wurden eingescannt (Scan Jet 4c, Hewlett Packard, Bad Homburg, Deutschland) und

konvertiert.

3.7 Histomorphometrie

Die Histomorphometrie erméglicht die quantitative Messung von zweidimensionalen
Strukturen in histologischen Praparaten. Sie kann Informationen liefern, die andere
Messverfahren, wie die Knochendichtemessung oder biologische Marker des
Knochenumbaus, nicht erbringen. [Compston, JE; 1998].

In der vorliegenden Arbeit wurden quantitativ das Interface der Implantate und der
Knochenumbau im Osteotomiespalt gemessen. Die Methoden werden im Folgenden
detailliert.

Die histomorphometrische Bestimmung der Fremdkorperreaktion erfolgte anhand der

CD68 Immunmarkierung. Fur die Vermessung wurden lichtmikroskopische Bilder
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erstellt und mit der Image-Pro Plus Software (Media Cybernetic, Maryland, USA)
vermessen.

Als ,Area of interest® (AOIl) um den Sonic Pin (Abb. 10a), die Schraube (Abb. 10b)
bzw. den K-Draht galt der 0,5mm breite Bereich direkt angrenzend an der Oberflache
des Osteosynthesematerials. Der Osteotomiespalt wurde bei dieser Messung nicht

berucksichtigt.

Im AOI wurde die rot-braun gefarbte Flache, die die CD68 positiven Zellen darstellt in
mm? bestimmt, in Relation zur Gesamtflache des AOIs gesetzt und die so erhaltenen
Werte statistisch mit der SPSS-Software (SPSS, Chicago, Ill, USA) analysiert, wobei
der Kruskal-Wallis- (H-Test, parameterfrei) und der Mann-Whitney-Test (U-Test,

parameterfrei) durchgefuhrt wurden.

Abb. 10 Festlegung der AOI (Flache zwischen den griinen Linien)

5 N “— Z00um ‘ : 200um

(a) Sonic Pin (P) 21 Tage, deutlich zu erkennen sind die rotlichen, CD 68 markierten Zellen
(b) Schraube (S) 21 Tage, deutlich zu erkennen sind die rétlichen, CD 68 markierten Zellen

Die Ergebnisse wurden als Boxplots dargestellt, um die verschiedenen Streuungs-
und Lagemalde in einer graphischen Darstellung zusammenzufassen. Hierbei
entspricht die Box dem Bereich, in dem die mittleren 50% der Daten liegen. Der
Median wird als durchgehender Strich in der Box eingezeichnet. Weiterhin wird das
untere Quartil (25%) durch den Beginn der Box und das obere Quartil (75%) durch
das Ende der Box gekennzeichnet. Die Whiskers markieren den kleinsten (0%) und
den grofdten Datenwert (100%) des Datensatzes, die keine Ausreiler sind. Werte,
die mehr als das 1,5 fache des Interquartilsabstandes vom Median abweichen,

wurden als Ausreil3er gewertet und als Kreise gekennzeichnet. Werte von p<0,05
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galten als signifikant und Werte von p<0,01 als hoch signifikant. Die Kennzeichnung

in den Diagrammen erfolgte mit einem Stern (p<0,05) bzw. zwei Sternen (p<0,01).

FUr die histomorphometrische Vermessung der Frakturheilung mit der Image-Pro
Plus Software wurde eine Abwandlung der von KRISCHAK beschriebene Methode
verwendet [Krischak, GD et al; 2007]. Hierbei ist als ,Area of interest (AOI) die
Flache des Osteotomiespaltes definiert worden. Innerhalb dieser AOIl konnten

unterschiedliche Gewebearten markiert werden (Abb. 11).

Abb. 11 Exemplarische Darstellung der AOI im Osteotomiespalt und der unterschiedlichen Gewebe

> FRRREE AR 7 3 d ¥ i
: ‘ 8 B, J : SRS e LR y
B /_,// : L : ";».,,‘
S _._,%(‘)‘Op.m
i

Griin = neu gebildeter Knochen
Blau = alter Knochen

Gelb = Knorpel

Rot = Bindegewebe

Unterscheidbar waren alter Knochen, neu gebildeter Knochen, Knorpel,
Knochenmark und Binde- und Granulationsgewebe. Anschnitte der Osteosynthese-
materialien fanden keine Berucksichtigung bei der Messflachenbestimmung.

Die Quotienten aus Gewebeflachen und Osteotomiespaltflache wurden statistisch
mit der SPSS-Software analog zum Vorgehen der Histomorphometrie der

Fremdkorperreaktion analysiert und dargestellit.

3.8 Biomechanik

3.8.1 Versuchsaufbau

Die biomechanischen Untersuchungen werden als wesentlicher Bestandteil dieser

experimentellen Arbeit erachtet. Sie wurden im Institut fur Biomechanik der
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Berufsgenossenschaftlichen Unfallklinik Murnau und der Paracelsus Medizinischen
Privatuniversitat Salzburg durchgefihrt.

Eine ZWICK Z010 Priafmaschine, Typ BT1 - FR 010TH.A50, Ser.Nr. 167 642/2005/E
(Hersteller: Zwick/Roell GmbH & Co KG, Ulm) und eine Kraftmessdose
Gassmann/Theiss, Ser.Nr. 49213, interne Prumittelnummer PMO02,
Genauigkeitsklasse 1 fur Messbereich 20 N bis 10 kN, Genauigkeitsklasse 0.5 fur
Messbereich 100 N bis 10 kN nach DIN EN 7500-1 wurden fir die Tests verwendet
(Abb. 12a).

Zur Aufnahme der Knochen diente die universelle Spannvorrichtung Matrix X-Grip XL
(Hersteller: MATRIX GmbH Stuttgart).

Um vergleichbare Einspannungen zu gewahrleisten, war es wichtig, den distalen
Schaftbereich des Femurs parallel zur Lastachse auszurichten. Der Lastangriffspunkt
war definiert als der hochste Punkt der lateralen Kondyle unter Beachtung eines

genugend groRen Abstandes zur Frakturlinie (Abb.12b).

Abb. 12 Versuchsaufbau flir die Biomechanik

(a) Ubersicht Versuchsstand.
(b) Femurkondyle schaftseitig eingespannt in universeller Spannvorrichtung.
(c) Endpunkt der Belastung, abgescherte Kondyle.
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Mit einer Verfahrgeschwindigkeit von 0,1imm/s wurde statisch bis zum Versagen
(Abb. 12c) belastet und fir jedes Praparat ein Kraft-/Verformungsdiagramm

aufgenommen (Abb. 13).

3.8.2 Analyse

Folgende Werte konnten aus dem Kraftverformungsdiagramm ermittelt werden:

e Fmax, maximale erreichte Scherkraft vor Versagen der Osteosynthese

o Steifigkeit, Steifigkeitsverhalten der Femurkondyle inklusive Osteosynthese
unter aufgebrachter Scherlast vor Versagen ermittelt aus dem grofdten
linearen Bereich (AF/Ad) ohne Setzungserscheinungen

e dmax, gemessene Verformung der Femurkondyle inklusive Osteosynthese
unter aufgebrachter Scherlast unmittelbar vor dem Versagen

e dcalc, berechnet aus dem Produkt aus Steifigkeit und maximaler Kraft. Diese

Verformung eliminiert aufgetretene Setzungserscheinungen

600

| Fmax

--- g

o AF
Steifigkeit = —
Ad

Kraftin N
w
3
=
m

200 /]
f

/. dcalc E idmax
- N W

-2,00 0.00 2,00 4,00 6.00 8.00 10.00 12,00

2]

Verformung in mm

Abb. 13 Exemplarisches Kraft-/Verformungsdiagram mit schematischer Darstellung der Maximalkraft Fmax,
der gemessenen Verformung dmax, der ermittelten Verformung dcalc und der Steifigkeit.
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Zur Analyse wurden die Daten in Microsoft Excel Ubertragen. Die statistische
Auswertung der Daten erfolgte mit der im Excelprogramm vorhandenen RGP
Funktion. RGP berechnet die Statistik fur eine Linie unter Verwendung der Methode
der kleinsten Quadrate zur Berechnung einer Regressionsgeraden, wobei die
Steigung dieser Geraden die Steifigkeit des Systems ist. Zusatzlich wurde das
BestimmtheitsmaR R? berechnet. Dieses vergleicht die berechneten mit den
tatsachlichen Werten und ist bei vollkommener Korrelation 1 und bei absolut
ungeeigneter Korrelation O.

Die statistische Untersuchung der errechneten Steifigkeiten und Maximalkrafte lief in
folgenden Schritten ab:

Nach der Zusammenfassung aller validen Messergebnisse erfolgte die Berechnung
aller wichtigen deskriptiven Kennzahlen zur Bestimmung von Lage, Streuung und
weiteren Parametern fur jede Untersuchungsgruppe. Die geringen Fallzahlen in jeder
der vier Untersuchungsgruppen lassen keinen eindeutigen Rlckschluss auf eine
Verteilungsform zu. Aus diesem Grund koénnen hier flr einen statistischen Vergleich
der Untersuchungsgruppen untereinander keine parametrischen Methoden wie z.B.
der t-Test zum Einsatz kommen, da diese eine eindeutig bewiesene Verteilungsform
(im Falle des t-Tests die Normalverteilung) voraussetzen.

Es wurde als Alternative der Mann-Whitney Test (Rangsummentest und
parameterfreies Analogon zum t-Test) zum Vergleich der Mediane jeweils zweier
Untersuchungsgruppen ausgewahlt (Alpha 5%).

Die Software SPSS (Version 17.0.0, SPSS Inc. Chicago, lllinois) diente als
Grundlage fir alle Berechnungen. Die Ergebnisse wurden als Boxplots wie flr die

Histomorphometrie dargestellt (siehe Kapitel 3.7).
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4 Ergebnisse

4.1 Mikro-Computertomographie

Aus dem 21d Zeitpunkt werden exemplarisch die CT-Aufnahmen von einem Tier aus
der P/S Gruppe (Abb. 14a, b, ¢) und von einem Tier aus der KD/S Gruppe (Abb. 14d,
e, f) dargestellt. Die Osteotomie war teilweise kndchern durchbaut (Abb. 14a, d) und
die Implantate Schraube (Abb. 14b, f), Sonic Pin (Abb. 14c) und K-Draht (Abb. 14e),

gut im Knochengewebe integriert.

Abb. 14 Mikro CT Aufnahmen am 21d Zeitpunkt

(a) P/S Gruppe, Darstellung der Schraube (griiner Pfeil) und des Sonic Pins (*). Der Osteotomiespalt () ist
teilweise knéchern durchbaut.

(b) P/S Gruppe, Die Schraube (Pfeil) ist gut integriert.

(c) P/S Gruppe, der Sonic Pin (*) ist gut integriert.

(d) KD/S Gruppe: Darstellung des K-Drahtes (roter Pfeil) und der Schraube (gelber Pfeil). Der Osteotomiespalt
() ist teilweise knéchern durchbaut.

(e) KD/S Gruppe, der K-Draht (roter Pfeil) ist gut integriert.

(f) KD/S Gruppe, die Schraube (gelber Pfeil) ist gut integriert.

Fir die 42d Standzeit werden jeweils zwei Tiere der KD/S Gruppe und zwei der S/P
Gruppe dargestellt (Abb. 15).

In allen Gruppen war nach 42d die Osteotomie knochern durchbaut und der
Osteotomiespalt nur noch schwach zu erkennen (Abb. 15a, d, g, j). Es gab keine
Anzeichen von Osteonekrosen oder Osteolysen und es war lediglich am K-Draht ein
Resorptionssaum festzustellen (Abb.15c, f). Deutlich sichtbar ist ein rontgendichter
Saum um die Sonic Pins (Abb.15i, I).
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Abb. 15 Mikro-CT Aufnahmen am 42d Zeitpunkt

(a, d) KD/S Gruppe, Darstellung des K-Drahtes (roter Pfeil) und der Schraube (griiner Pfeil). Der
Osteotomiespalt ist nicht mehr zu erkennen.

(b, ) KD/S Gruppe. Die Schraube (grtner Pfeil) ist gut integriert.

(c, f) KD/S Gruppe. Der K-Draht (roter Pfeil) ist von einem Knochensaum (A ) umgeben.

(9, j) P/S Gruppe, Darstellung des Sonic Pins (roter Pfeil) und der Schraube (griiner Pfeil). Der Osteotomiespalt
(<) ist noch zu erkennen. K-Draht (roter Pfeil) / Schraube (gelber Pfeil).

(h, k) P/S Gruppe. Die Schraube (griiner Pfeil) ist gut integriert.

(i, 1) P/S Gruppe. Der Sonic Pin (roter Pfeil) ist von einem Knochensaum (A ) umgeben.

Zusammenfassend war in allen ausgewerteten Femura sowohl die Lage der

Implantate als auch die Reposition zufriedenstellend.




Ergebnisse

4.2 Histologie

Die Ergebnisse der makroskopischen Beurteilung sowie der Lichtmikroskopie werden
nachfolgend anhand der Beobachtungszeitraume (7d, 21d, 42d und 84d) und der
Gruppeneinteilung (KD/S, P/S und P/P) beschrieben.

Mit Hilfe der Lichtmikroskopie wurde besonders das Knochenremodelling im
Osteotomiespalt, das Implantatinterface fir den K-Draht, die Schraube und den

Sonic Pin, sowie die Resorption des Sonic Pins untersucht.

4.2.1 Makroskopische Beurteilung

Die makroskopische Beurteilung der Femurkondylen erfolgte qualitativ anhand der

Breite des Osteotomiespaltes und der Symmetrie der Kondylen (Tab. 4).

Wertung Makroskopische Kriterien Beispiel

Breiter Osteotomiespalt (>2mm) und

- sehr deutliche Asymmetrie der
Kondylen

Schmaler Osteotomiespalt (<2mm) und
deutliche Asymmetrie der Kondylen

Schmaler Osteotomiespalt (<2mm) und

+
geringe Asymmetrie der Kondylen
Ehemaliger Osteotomiespalt nur noch
++ als Linie zu erkennen und

sehr geringe Asymmetrie der Kondylen

Tab. 4 Kriterien fir die makroskopische Bewertung des Osteotomiespaltes
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Es zeigte sich, dass die Wertungen individuell verschieden waren und kein
einheitliches Bild fur eine Gruppe oder flr eine Standzeit auswiesen (Tabelle 5).
Allerdings waren tendenziell die Osteotomiespalte bei allen Tieren nach 84d

Standzeit sehr schmal und somit aus makroskopischer Sicht geheilt.

Standzeit Gruppe Tier Wertung

3 ++

KD/S 2 ++

4 +

7* -

7d 23 ++
21 ++

P/S 12 +

18 +

10 +

27 -
KD/S S ++

6 -
11 ++

21d 19 +
P/S 17 +

16 -

20 —

15 -
29 ++

KD/S 08 .

30 +
36 ++
61 ++
P/S 62 ++
32 ++

42d 34 _
35 -

66 +

49 +

P/P 52 -

47 -

68 -

65 -

1 +

KD/S 9 .\

8 +
14 ++
84d 22 ++
P/S 24 ++

25 +

26 +

13 +

Tab. 5 Makroskopische Beurteilung der Osteogenese
*Tier 7 vorgesehen fiir die 21d Standzeit muf3te wegen allgemeinen
gesundheitlichen Problemen friihzeitig nach 7d euthanisiert werden.
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4.2.2 Knochenremodelling im Osteotomiespalt

Es wurden bei der Beurteilung keine Unterschiede im Knochenstatus festgestellt,
wenn die Proben entkalkt (Paraffineinbettung) bzw. nicht entkalkt wurden (Technovit
9100 und Epon-Einbettung). Bei der Paraffineinbettung wird das Kopolymer des
Sonic Pins aufgeldst, wahrend es in den Schnitten der Technovit 9100- und
Eponeinbettung zu erkennen war. Zunachst werden die histologischen
Beobachtungen im Osteotomiespalt in Relation zu den verschiedenen Standzeiten

beschrieben.

Abb. 16 Knochenremodelling Osteotomiespalt 7d KD/S (Paraffinschnitte TB)
N ; i T TSRS T Ly

w"\;f r

(a) Dieses Tier zeigte eine optimale Osteogenese. Der Osteotomiespalt bestand hauptsachlich aus neu
gebildeten Knochentrabekeln (Kt) und nah der Kortikalis (KK) aus viel hypertrophes Knorpelgewebe (Kg). In
der Nahe befindet sich gelbes Knochenmark (gKm).

(b) Die neu gebildeten Knochentrabekel werden von Osteoblasten (V) gesaumt. Zwischen den Knochen-
trabekeln befinden sich Blutgefasse (Bg) und Knorpelgewebe (Kg).

e

(c) Frisch eingemauerte Osteozyten (|) an einem neu gebildeten Knochentrabekel (Kt), der von Osteoblasten
(V) gesdumt ist.
(d) An einem Knochentrabekel (Kt) anliegender multinuklearer Makrophage (V).
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Nach 7 Tagen war der Osteotomiespalt in der KD/S Gruppe bei manchen Tieren
bereits weitgehend kndchern durchbaut mit vielen neugebildeten Knochentrabekeln.
Teilweise wurde eingeschlossener hypertropher Knorpel, einige Blutgefalle und
angrenzend vermehrt gelbes Knochenmark beobachtet. In Kortikalisnahe befand sich
vermehrt Knorpel (Abb. 16a, b). In den neu gebildeten Knochentrabekeln waren

schon einige Osteozyten eingemauert (Abb. 16c¢). Im angrenzenden Gewebe wurden

vereinzelt mehrkernige Makrophagen befundet (Abb. 16d).

(a) Bei diesem Tier weist der Osteotomiespalt noch viel Granulationsgewebe (Gg) auf. In der Nahe befindet sich
Knochenmark (Km).

(b) Knorpelgewebe (Kg) mit teilweise eingeschlossenen alten Knochenfragmenten (Kf) und neuen Knochen-
trabekeln (Kt).

(c) Die neuen Knochentrabekel (Kt) werden von Osteoblasten (V) gesdumt und sind von Blutgefassen (Bg)
umgeben. In den Knochentrabekeln liegen frisch eingemauerte Osteozyten (|).

(d) An dem Knochenfragment liegt ein Osteoklast (|). Das angrenzende Gewebe ist von Blutgefaien (Bg)
durchsetzt zwischen denen teilweise multinukleare Makrophagen (V) liegen.
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In der P/S Gruppe war die Osteogenese nach 7d noch nicht so weit fortgeschritten
wie in der KD/S Gruppe. Der Osteotomiespalt bestand bei den meisten Tieren
hauptsachlich aus Granulationsgewebe mit nur teilweise neugebildeten
Knochentrabekeln und eingeschlossenen Knochenfragmenten (Abb. 17a, b), an
denen viele Osteoblasten und einige Osteoklasten angelagert waren (Abb.17c, d). In

den Erosionslakunen konnten viele Blutgefale festgestellt werden (Abb. 17c, d).

Abb. 18 Knochenremodelling Osteotomiespalt 21d KD/S (Paraffinschnitte HE)

(a) Dargestellt ist der Osteotomiespalt, der teilweise Granulationsgewebe (Gg) und dichte Knochentrabekel (Kt)
aufweist.

(b) Knorpelgewebe (Kg) und Erosionslakunen (El) sind zwischen den neu gebildeten Knochentrabekeln (Kt)
lokalisiert.

(c) In den Erosionslakunen befinden sich multinukleare Makrophagen (1).Hypertropher Knorpel (V).
(d) Osteoblasten (V) liegen an den neuen Knochentrabekeln und multinukleare Makrophagen (1) in den
Lakunen.

Nach 21 Tagen waren beide Gruppen uberwiegend durch eine fortschreitende

Osteogenese gekennzeichnet.
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Der Osteotomiespalt der KD/S Tiere bestand aus dichten Knochentrabekeln,
teilweise noch unterbrochen von Granulationsgewebe und Knorpelgewebe (Abb.
18a, b). In den Erosionslakunen konnten multinukleare Makrophagen nachgewiesen

werden (Abb. 18c, d). Osteoblasten lagen am neu gebildeten Knochen (Abb. 18d).

(a) Der Osteotomiespalt weist hauptsachlich neu gebildete Knochentrabekel (Kt) auf. Durch den Sonic Pin
verursachtes Loch (x).
(b) Knorpelgewebe (Kg), neu gebildete Knochentrabekel (Kt) und einige Osteoklasten (1, Ok).

(c) Osteoblasten (V) und Osteozyten (1) eingemauert im neu gebildeten Geflechtknochen (Gk), der an
Lagerknochen (Lk) angrenzt.
(d) Multinukleare Makrophagen (V) liegen in den Erosionslakunen. Im neuen Knochen befinden sich Osteozyten

(1)

Die P/S Gruppe zeigte ein ahnliches Bild von dichten Knochentrabekeln. Es konnte
keine Beeinflussung durch den Sonic Pin festgestellt werden (Abb. 19a, b).

Am neu gebildeten Geflechtknochen befanden sich Osteoblasten (Abb. 19c) und
bereits eingemauerte Osteozyten. (Abb. 19c, d). In den Erosionslakunen traten

vermehrt mehrkernige Makrophagen auf (Abb. 19d).
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Abb. 20 Knochenremodelling Osteotomiespalt 42d KD/S (Paraffinschnitte HE)
i S O PR s S R

(a) Dargestellt ist der Osteotomiespalt im spongidsen Bereich, der hauptsachlich neu gebildete Knochentrabekel
(Kt) mit Bereichen von bereits umgebildetem gelbem Knochenmark (gkm) aufweist.

(b) Neu gebildete Knochentrabekel mit gelbem Knochenmark (gKm) und mehreren Blutgefalien (Bg).

(c) Ein Osteoklast (V) liegt an einem neu gebildeten Knochentrabekel (Kt).

25000

(d) Im kortikalen Bereich der Osteotomie findet die Osteotomieheilung verzogert statt.
(e) Im Osteotomiespalt kommt in der Kortikalis meist Granulationsgewebe (Gg) vor. Der neu gebildete
Lamellenknochen (Lk) ist von Osteoblasten (V) gesdumt und weist Osteozyten (1) auf.

Zur Standzeit 42 Tage standen alle 3 Gruppen zur Beurteilung zur Verfigung.

In der KD/S Gruppe wies der Osteotomiespalt neben hauptsachlich neu gebildeten
Knochentrabekeln bereits umgebildetes gelbes Knochenmark (Abb. 20a) mit
mehreren BlutgefalRen auf (Abb. 20b). Teilweise bauten Osteoklasten den
Geflechtknochen um (Abb. 20c).

Im Lamellenknochen waren Osteozyten frisch eingemauert (Abb. 20e). Im kortikalen
Bereich lag hauptsachlich Granulationsgewebe vor, was darauf hindeutet, dass die

Osteogenese hier noch nicht so weit fortgeschritten war (Abb. 20d, e).
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(a) Dargestellt ist der Osteotomiespalt, der hauptsachlich dichte, neu gebildete Knochentrabekel (Kt) aufweist.
(b) Geflechtknochen (Gk) mit eingemauerten Osteozyten (V).

(c) Osteoblasten (V) unmittelbar am Geflechtknochen in dem Osteozyten (4\) eingemauert sind. In der
angrenzenden Lakune liegt ein absterbender mehrkerniger Makrophage(W).
(d) Osteoklast (A ) am Knochen in der Nahe eines Lymphgefales (Ly).

Uberwiegend dichte, neu gebildete Knochentrabekel waren im Osteotomiespalt der
P/S Gruppe lokalisiert (Abb. 21a). In den neu gebildeten Geflechtknochenarealen
waren Osteozyten eingemauert (Abb. 21b).

Eine hohe Osteoblasten und Osteoklastenaktivitat konnte festgestellt werden (Abb.
21c, d).

Die Heilung in der P/S Gruppe schien leicht verzogert gegentber der KD/S Gruppe

ZU sein.
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Abb. 22 Knochenremodelling O

steotomiespalt 42d P/P (Paraffinschnitte HE)

.

(a) Der Osteotomiespalt besteht Giberwiegend aus neu gebildeten Knochentrabekeln (Kt). Neben einem Areal
von Granulationsgewebe (Gg) befindet sich noch ein vereinzeltes Fibrinnetz (N).
(b) Zwischen den neu gebildeten Knochentrabekel (Kt) liegen teilweise noch Reste von Knorpelgewebe (V).

.. -‘ — . —
(c) Osteoblasten (V) liegen am Geflechtsknochen (Gk). Mehrkerniger Makrophage () in einer Erosionslakune.

(d) In einer Erosionslakune befindet sich ein multinuklearer Makrophage (V) und eine Zelle aus der
Thrombozytopoiese, ein Megakaryozyt ().

Ebenfalls leicht verzogert schien die Osteogenese bei den Tieren der P/P Gruppe
gegenuber den anderen beiden Gruppen nach 42d zu sein. Neben dichten
Knochentrabekeln  (Abb. 22a, b) wurden an einigen Stellen noch
Granulationsgewebe und sogar ein vereinzeltes Fibrinnetz gefunden (Abb. 22a).
Osteoblasten lagen am Geflechtknochen (Abb. 22c¢) und mehrkernige Makrophagen
traten in den Erosionslakunen auf (Abb. 22d). Ein Megakaryozyt konnte dort
ebenfalls identifiziert werden (Abb. 22d).
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Abb. 23 Knochenremodelling Osteotomiespalt 84d KD/S (Paraffinschnitte HE)

(a) Dargestellt ist der Osteotomiespalt, der hauptsachlich rotes, gefafireiches Knochenmark (rKm) aufweist und
von gelbem Knochenmark (gKkm) umgeben ist. Der Osteotomiespalt ist vollstéandig geheilt.
(b) Rotes Knochenmark (rKm) liegt am umgebauten Lamellenknochen (Lk).

(c) Bone lining cells (1) (endostale Saumzellen) liegen am Lamellenknochen (Lk).
(d) Deutlich zu erkennen ist die Lamellenstruktur des umgebauten Knochens mit eingemauerten Osteozyten (V).

Nach 84 Tagen war das Remodelling in der KD/S Gruppe fast vollstandig
abgeschlossen. Der Geflechtknochen (Reparaturknochen) war in lamellaren
Knochen (Endzustand) umgebaut.

Der Osteotomiespalt lield sich nur noch am roten Knochenmark identifizieren (Abb.
23a). Osteoblasten traten nur noch selten am neuen Knochen auf und es konnten
Bone lining cells (endostale Saumzellen) nachgewiesen werden (Abb. 23c). Die
Lamellenstruktur des Knochens mit eingelagerten Osteozyten war deutlich zu
erkennen (Abb. 23d).
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Abb. 24 Knochenremodelling Osteotomiespalt 84d P/S (Paraffinschnitte HE)

(a) Der Osteotomiespalt ist vollstandig kndchern durchbaut. Zwischen den ungebauten Knochentrabekeln (Kt)
befindet sich hauptséachlich rotes Knochenmark (rKm), das von gelbem Knochenmark (gKm) umgeben ist.
(b) Rotes Knochenmark (rKm) umgeben von Lamellenknochen (Lk).

(c) Eingemauerte Osteozyten (V) liegen im Lamellenknochen (Lk) mit angrenzenden Bone lining cells ().
(d) Ein vereinzelter Osteoklast (¥) am Lamellenknochen (Lk).

Die P/S Gruppe zeigte ein sehr ahnliches Bild zum Beobachtungszeitpunkt 84d. Der
Osteotomiespalt wies hauptsachlich vollstandig neugebildete Knochenlamellen mit
rotem und gelbem Knochenmark auf (Abb. 24a, b).

Der Lamellenknochen war an einigen Stellen von Bone lining cells gesaumt (Abb.
24c). Vereinzelt lagen Osteoklasten am umgebauten Knochen (Abb. 24d). Es wurden
nur noch selten Osteoblasten am neuen Knochen gefunden im Gegensatz zu den
frGheren Zeitpunkten.

Zusammenfassend entsprach die Osteogenese bei allen Tieren den physiologischen
Erwartungen. Unterschiede zwischen den Gruppen konnten nur tendenziell
beobachtet werden und lagen in der Toleranz von individuellen, biologischen

Schwankungen.
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4.2.3 Implantatinterface

Im Interface - dem Raum zwischen Implantat und angrenzendem Knochengewebe -
spielen sich die interaktiven zellularen und materialspezifischen Prozesse ab. Diese
werden anhand der nachfolgenden Praparate und histologischen Schnittbilder
dargestellt.

Im Zeitraum von 7 Tagen fanden sich makroskopisch und histologisch zwischen den
einzelnen Gruppen keine wesentlichen Unterschiede an den Implantatinterfacen.
Sowohl am K-Draht, an der Schraube als auch am Sonic Pin wurden
Knochenfragmente, Granulationsgewebe und Knochenbalkchen nachgewiesen (Abb.
25c-f, Abb. 26c¢-f). Vereinzelt wurden Osteoblasten an Knochenfragmenten in
unmittelbarer Nahe zum Sonic Pin gefunden (Abb. 26c).

Fir die 21 Tage Standzeit lielen sich in allen Gruppen angrenzend an die
unterschiedlichen Implantate Granulationsgewebe und Knochenzellen nachweisen.
(Abb. 27, 28). An der Oberflache der implantierten Sonic Pins (Polylaktid) konnten
gehauft Makrophagen identifiziert werden (Abb. 28b).

Nach 42 Tagen ergaben sich Unterschiede in der Umgebung der verschiedenen
Implantate. Am K-Draht lag meist zell-, faser- und gefalreiches Granulationsgewebe
(Abb. 29d) und neu gebildeter Knochen (Abb. 29b, d). Die Schraube war aul3en
umgeben von Knochentrabekeln mit angrenzenden vereinzelten Makrophagen. In
der Kannulierung der Schraube befand sich eingewachsenes Gewebe (Abb. 29c).
Am nichtaufgeschmolzenen Teil des Sonic Pins waren meist Knochentrabekel
aufzufinden (Abb. 30c, d, Abb. 31c). Im Gegensatz dazu konnte im erstarrten Bereich
an der Spitze des Sonic Pins vorwiegend Granulationsgewebe (Abb. 30e) und
vermehrt Makrophagen nachgewiesen werden (Abb. 31d). Manche Makrophagen
lagen eingeschlossen im Sonic Pin Material (Abb. 31d, e). Bei drei von sechs Tieren
waren die Sonic Pins gebrochen (Abb. 31a).

Zur Standzeit von 84 Tagen waren die meisten K-Drahte von Bindegewebe
umgeben, was auf eine Lockerung schliel3en lasst (Abb. 32d). Im Gegensatz dazu
befand sich unmittelbar am Interface der Schraube mineralisiertes Knochengewebe
(Abb. 32e) und Knochenmark (Abb. 33e). Das Interface des Sonic Pins bestand
ebenfalls vorwiegend aus Knochenmark (Abb. 33c). Am erstarrten Teil wurden noch
teilweise Granulationsgewebe und mineralisierte Knochenmatrix beobachtet (Abb.
33d).
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(a) Makroskopische Darstellung der 1. Scheibe. Es sind die Schraube (*), der K-Draht (¢) und die Osteotomie (1)
angeschnitten.

(b) CT- 3D Darstellung des distalen Femurs mit der Schraube (*) und dem K-Drahts (¢) und eingeblendete
Axialschnittdarstellung. Die Reposition und Fixation der Osteotomie ist gut gelungen.

(c) Am Interface der Schraube (*) befindet sich teilweise Granulationsgewebe (Gg). (Knochenschliff, HE)
(d) Einige Knochenfragmente (Kf) liegen direkt an der Schraube (*). (Knochenschliff, HE)

(e) Anschnitt des K-Drahts ()
Knochenfragmente (Kf), Granulationsgewebe (Gg) und hypertropher Knorpel (*) anzutreffen. (Knochenschliff,
HE)

(f) AuRRerhalb der Kortikalis befindet sich ein Kallus (Ka) aus Granulationsgewebe. (Knochenschliff, HE)
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Abb. 26 Implantatinterface 7d P/S

(a) Makroskopische Aufnahme des Femurs nach der Euthanasie. Der Osteotomiespalt (1) ist sehr schmal, keine
Asymmetrien der Kondylen sowie sonstige Mangel der Reposition sind zu beobachten.
(b) Angeschnitten ist der Osteotomiespalt (1), die Schraube (*) und der Sonic Pin ().

(c) Das Interface des Pins () wird durch zell- und gefareiches Granulationsgewebe (|) und neugebildeten
Knochenbalkchen (A ) dargestellt. (Paraffinschnitt, HE)

(d) Osteoblasten (1) an einem Knochenfragment (Kf) in unmittelbarer Nahe zum erstarrten Bereich des Sonic
Pins («€). (Paraffinschnitt, HE)

(e) Am Interface der Schraube (*) sind Knochenfragmente (Kf), neu gebildete Knochentrabekel (Kt) und etwas
Granulationsgewebe (Gg) nachzuweisen. (Knochenschliff, HE)
(f) Ein Osteoklast () mit einer ,ruffled border” (—) anliegend am Knochenfragment (Kf). (Paraffinschnitt, HE)
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Abb. 27 Implantatinterface 21d KD/S

Die Rontgenbilder zeigen eine gute Reposition der Osteotomie. Die Schraube (*) und der K-Draht (¢) sind
deutlich erkennbar

(a) Frontalschnitt mit sichtbarem Osteotomiespalt (—).

(b) Darstellung des Femurs in Sagittalebene.

(c) Anschnitt durch die Schraube (*) mit eingewachsenem Gewebe (<) in der Kannulierung des Implantates.
(Knochenschliff, TB)

(a) Das Interface des K-Drahts (#) wird von Granulationsgewebe (Gg) gebildet, das von neu gebildeten
Knochentrabekeln (Kt) und von anlagernden Lagerknochen (aK) umgeben wird. (Paraffinschnitt, HE)

(b) Am Interface der Schraube (*) sind Knochenfragmente, Granulationsgewebe (Gg) und Reste des alten
Lagerknochens (aK). (Knochenschliff, TB)
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Abb. 28 Implantatinterface 21d P/S

*

(a) Makroskopie der Scheibe, die fiir die Technovit 9100 Einbettung verwendet wurde. Es ist der Osteotomiespalt
(—), der Sonic Pin (<) und die Schraube (*) angeschnitten.

(b) Am Interface des Sonic Pins () befinden sich neu gebildete Knochentrabekel (Kt) und mehrkernige
Makrophagen (M). (Knochenschliff, TB)

(c) Ubersicht Sonic Pin («€): Im Interface des Sonic Pins befinden sich neu gebildete Knochentrabekel (Kt) und an
der Eintrittsstelle ist die Kortikalis (Kk) zu erkennen. An der Spitze ist das Polylaktid (1) in den Knochen
penetriert und somit der Sonic Pin gut verankert. (Knochenschliff, TB)

(d) Histologisches Bild der Schraube (*). Am Interface sind neu gebildete Knochentrabekel (Kt) und
Knochenfragmente (Kf) und an der Eintrittsstelle die Kortikalis (Kk) erkennbar. (Knochenschliff, TB)
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Abb. 29 Implantatinterface 42d KD/S

(a) Makroskopische Darstellung, der fur die Paraffineinbettung verwendeten Scheibe. Erkennbar sind die
Osteotomie (| ), die Schraube (*) und der K-Draht ().

(b) Auf dieser Ubersicht ist der Osteotomiespalt (|) abgebildet, der durch eine Schraube (*) und einen K-Draht (#)
fixiert wird. (Paraffinschnitt, HE)

(c) Im Inneren der Schraube (*) ist Gewebe (G) und im AuRenbereich sind Knochentrabekel (Kt) vorzufinden.
(Paraffinschnitt, HE)

(d) Der K-Draht () wird von zell- und gefaRreichem Granulationsgewebe (Gg) umgeben. Direkt im Anschluss an
das Granulationsgewebe befinden sich neu gebildete Knochentrabekel (Kt). (Paraffinschnitt, HE)

(e) Im neu gebildeten Knochen (nK) sind Osteozyten (—) eingemauert. (Paraffinschnitt, HE)
(f) Der neu gebildete Knochen (nK) reicht teilweise bis an die Oberflache des K-Drahts (4). Bone lining cells
('¥)liegen am neuen Knochen (nK) und Makrophagen (—) in den Erosionslakunen (El). (Paraffinschnitt, HE)
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Abb. 30 Implantatinterface 42d P/S

(a) Darstellung des Osteotomiespaltes (| ), der durch eine Schraube (*) und einen Sonic Pin () stabilisiert wird.
(b) Die Schraube (*) liegt im Gelenkknorpel (Gk), der die Femurkondylen iberzieht. Das Schraubeninterface wird
von Knochentrabekeln (Kt) gebildet. (Knochenschliff, HE)

(d) Im ungeschmolzenen Bereich des Sonic Pins () ist am Interface vor allem Knochengewebe (Kg) zu finden.
(Knochenschliff, HE)

(e) Im erstarrten Bereich des Sonic Pins () ist eine schmale Zone von Granulationsgewebe ().
(Knochenschliff, HE)
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Abb. 31 Implantatinterface 42d P/P

(a) In der P/P Gruppe wiesen 3 von 6 Tieren gebrochene Sonic Pins () auf.
(b) Makroskopische Ubersicht eines Tieres mit intakten Sonic Pins (<), der den Osteotomiespalt (|) stabilisiert.

(c) Ubersichtsaufnahme eines Sonic Pins (<), der im Schaftbereich von Knochentrabekeln (Kt) umgeben ist und
an den Enden teilweise im direkten Kontakt mit dem Knochenmark (Km) steht. (Paraffinschnitt, HE)

50 ym

(d) Am Interface des Sonic Pins () bei einem weiteren Tier aus der P/P Gruppe ist ein Ring aus Makrophagen
({) lokalisiert. An diesen Ring schlieen sich Knochentrabekel (Kt) und Knochenmark (KM) an.
(Paraffinschnitt, HE)

(e) Am Ubergang zum erstarrten Bereich des Sonic Pins (<) befindet sich ein mehrkerniger Makrophage (<),
der vom Pinmaterial umgeben ist. (Paraffinschnitt, HE)
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Abb. 32 Implantatinterface 84d KD/S

(a) Makroskopie des Femurs in der vom Osteotomiespalt (|) nur eine schmale Linie zu erkennen ist. Die
Kondylen sind symmetrisch.
(b) Das Gewebe am Interface des K-Drahts (#) ist durch die Einblutungen (») gréfitenteils nicht erhalten.

(c) Dort wo das Gewebe erhalten geblieben ist, werden Knochentrabekel (<) und helles Knochenmark (Km)
gefunden. (Knochenschliff, HE)

(d) Der K-Draht (#) ist bei einem anderen Tier aus der KD/S Gruppe von Bindegewebe (Bg) umgeben, an dem
Osteoblasten (Ob) lokalisiert sind, die Osteoid (Oi) produzieren. Eingemauerter Osteozyt (—).
(Semidinnschnitt, HE)

(e) Am Interface der Schraube (*) befindet sich mineralisiertes Knochengewebe (Kg). (Knochenschliff, HE)
(f) Detailaufnahme des Interface Schraube. Am Bindegewebe (Bg) schlief3t sich ein Saum von Osteoblasten
(Ob), die Osteoid (Oi) produzieren. Eingemauerte Osteozyten (—). (Semidinnschnitt, HE)
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Abb. 33 Implantatinterface 84d P/S

(a) Die ehemalige Osteotomie (—) ist auf der Gelenkflache des Femurs nur noch als feine Naht zu erkennen.
(b) Angeschnitten sind die Schraube (*) und der Sonic Pin ().

(c) Das Interface des Sonic Pins () besteht vorwiegend aus Knochenmark (Km). (Knochenschliff HE)

(d) Am Interface des erstarrten Teils des Sonic Pins (<) sind Granulationsgewebe (Gg), Makrophagen (<) und
mineralisierte Knochenmatrix (K) lokalisiert. (Knochenschliff HE)

(e) Am Interface der Schraube (*) bei einem anderen Tier der P/S Gruppe befindet sich mineralisierte
Knochenmatrix (K), Knochenmark (Km) und in den Erosionslakunen Bindegewebe (Bg). (Knochenschliff HE)
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Zusammenfassend waren die Unterschiede zwischen dem Sonic Pin und der

Schraube zu den verschiedenen Standzeiten sehr gering (Tab. 6), bewertet nach den

qualitativ definierten Kriterien fur die knochernen Integration (Tab. 7).

Standzeit

Gruppe

Tier

Sonic Pin

Schraube

K-Draht

7d

KD/S

+
+

+ + + +

P/S

++

+ o+ + o+

21d

KD/S

+ +]+ + + + + ]+ o+ o+

P/S

++
++
++
++

+ + + + 4+
+ + + + 4+

42d

KD/S

++
++

++

+++
+++
+++
+++
++
++

+++
+++
+++
+++
++
++

P/P

++
++
++
++

84d

KD/S

+++
+++

+++

++
++

P/S

26

+++
+++
+++
+++
++
++

+++
+++
+++
+++
+++
++

Tab. 6 Zusammenstellung zur knéchernen Integration der Osteosynthesematerialien

*Tier 7 vorgesehen fiir die 21d Standzeit musste wegen allgemeinen gesundheitlichen

Problemen friihzeitig nach 7d euthanisiert werden.
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Wertung Kriterien

Das Osteosynthesematerial ist im Gewebe
- instabil verankert und von Bindegewebe
umgeben.

Das Osteosynthesematerial ist von
Granulationsgewebe, Knochenfragmenten

+ und teilweise hypertrophen Knorpel
umgeben.
++ Am Osteosynthesematerial sind neu
gebildete Knochentrabekeln angelagert.
Das Osteosynthesematerial ist von einer
+++ Manschette aus mineralisiertem Knochen

umgeben.

Tab. 7 Kriterien zur Bewertung der kndchernen Integration der Implantate

Im Gegensatz dazu schien der K-Draht, zu den spateren Beobachtungszeitpunkten,
schlechter als die Schrauben und der Sonic Pin eingebaut.

Das Knochenremodelling in der P/P Gruppe 42d postoperationem schien
lichtmikroskopisch leicht verzdgert, da hier bei keinem Tier bereits eine Manschette
von mineralisietem Knochen befundet werden konnte. Allerdings war diese
Verzdgerung zum spateren Zeitpunkt nicht mehr feststellbar. Bei allen Proben mit
84d Standzeit unterschied sich der Bereich der ehemaligen Osteotomie kaum von
der umgebenden Spongiosa (Tab. 6).

Die lichtmikroskopischen Befunde bestatigten die physiologisch zu erwartenden

Stadien des Knochenremodellings.

4.2.4 Resorptionsverhalten am Sonic Pin

Ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit war die Beurteilung des Resorptionsverhaltens des
Polylaktids. Hierfur standen alle Gruppen, mit implantierten Sonic Pins (P/S und P/P
Gruppe) zur Verfugung. Anzumerken ist zu dieser Untersuchung, dass bei den
Tieren mit einer 7d Standzeit die Makrophagen aufgrund ihrer geringen Grof3e und

Anzahl nur in den Semidinnschnitten beobachtet wurden.

Nach 7d Standzeit waren die Sonic Pins meist von Granulationsgewebe mit

vereinzelt auftretenden Makrophagen umgeben (Abb. 34a, b). Die Makrophagen
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lagen teilweise vollstandig im Polylaktidmaterial (Abb. 34c, d). In der naheren
Umgebung des Sonic Pins wurden Knochenfragmente, bedingt durch die
Implantation, Knochenmark und erste neugebildete Knochentrabekel gefunden (Abb.
34e).

Bei der 21d Standzeit umgab eine fast zusammenhangende Knochenmanschette
den Sonic Pin (Abb. 35a). Eine vermehrte Anzahl von Makrophagen lag am sehr
gefaldreichen Granulationsgewebe und ragte teilweise ins Polylaktid hinein (Abb.
35D, ¢, d). Teilweise waren Makrophagen und Lymphgefalie zwischen dem Sonic Pin

und dem Knochengewebe lokalisiert (Abb. 35e, f).

In den 42d Gruppen war an den Sonic Pins meist gefalireiches Knochenmark
lokalisiert. Ein schmaler Bindegewebering lag zwischen dem Knochenmark und dem
Polylaktid (Abb.36a). Es konnte eine deutliche Zunahme in der Zahl der vielkernigen,
grollen Makrophagen insbesondere am erstarrten Bereich des Sonic Pins
beobachtet werden (Abb. 36a, c, d). Die Makrophagen ragten teilweise ins Polylaktid
hinein (Abb. 36d) oder waren vollstandig vom Polylaktid umgeben (Abb. 36e, f).

Zum 84d Zeitpunkt war der Sonic Pin von rotem Knochenmark und neuen
Knochentrabekeln umgeben (Abb. 37a). An der Pinsubstanz und insbesondere dort
am erstarrten Bereich fanden sich eine sehr grof3e Anzahl von Makrophagen (Abb.
37b), die entweder im Bindegewebe auftraten (Abb. 37c, d) oder direkt ins Polylaktid
eindrangen (Abb. 37e, f).

Zusammenfassend traten Makrophagen bereits 7d nach der Operation am Polylaktid
vereinzelt auf. Nach 21d waren vermehrt vielkernige Makrophagen zu finden, die bei
der 42d Standzeit mit einer deutlichen Steigerung zu beobachten waren und die auch

bei 84d noch mit gleicher Intensitat vorzufinden waren.

Der erstarrte Bereich des Sonic Pins schien von den Makrophagen zu allen
Standzeiten besonders bevorzugt zu sein. Da durch das USS eine relativ groRe
Kontaktoberflache im erstarrten Bereich des Sonic Pins entsteht, kdnnen sich dort

vermutlich viele Zellen anlagern und eindringen.

Der Sonic Pin zeigte bei allen Tieren und zu allen Standzeiten lichtmikroskopisch

eine gute gewebevertragliche Integration.

58



Ergebnisse

Abb. 34 Resorption / Sonic Pin 7d post operationem

(a) Interface des Sonic Pins (<) am erstarrten Bereich. (Semidinnschnitt, TB)
(b) Direkt anliegend am Polylaktidmaterial des Sonic Pins () befinden sich Makrophagen (). (Semidtnnschnitt,
TB)

(c) Ein mehrkerniger Makrophage (Rahmen d) befindet sich im Material des Sonic Pins (). (Semidinnschnitt,
TB)

(d) Detailaufnahme des mehrkernigen Makrophagen. Auffallig ist die scharfe Grenze im Pinmaterial («).
(Semidunnschnitt, TB)

(e) Am Interface des Pins ist Granulationsgewebe (Gg) lokalisiert, dem in Richtung Sonic Pin (<) Makrophagen
(«) aufgelagert sind. In der Umgebung des Pins sind fettreiches Knochenmark (Km), Knochenfragmente (Kf)
und neu gebildete Knochentrabekel (Kt) zu beobachten. (Semidiinnschnitt, TB)
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Abb. 35 Resorption / Sonic Pin 21d postoperationem

(a) Der Sonic Pin (<) ist fast vollstdndig von Knochengewebe umgeben. (Knochenschliff, HE)
(b) Vereinzelt finden sich am Implantatinterface Makrophagen (—), die in den Sonic Pin (<) hineinragen.
(Knochenschliff, HE)

(c) Das sehr gefalireiche Granulationsgewebe am Interface des Sonic Pins () zeigt mehrkernige Makrophagen
(«). (Parafinschnitt, HE)

(d) Dabei ragen vereinzelt mehrkernige Makrophagen (<) pilzférmig in den Sonic Pin (<) Bereich.
(Parafinschnitt, HE)

(e) Zwischen den Knochentrabekeln (Kt) und dem Sonic Pin (<€) finden sich im Granulationsgewebe (Gg) eine
Vielzahl von mehrkernigen Makrophagen (<) mit blasigen Vakuolen. (Semidiinnschnitt, TB)

(f) Zwischen Knochengewebe (Kt) und Sonic Pin (<) liegen Makrophagen («) und einige Lymphgefate (Ly).
(Semidiinnschnitt, TB)
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Abb. 36 Resorption / Sonic Pin 42d postoperationem

(a) Der Sonic Pin (<) wird im erstarrten Bereich von gelbem Knochenmark (Km) umgeben, das durch einen
schmalen Ring aus Bindegewebe und Makrophagen (—) vom Pin getrennt ist. Im Knochenmark liegen
mehrere Gefale (¢). (Paraffinschnitt HE)

(b) Detailaufnahme eines Gefales, deutlich zu erkennen ist die Media (M) mit ihrem Endothel der Intima (—)
und die Adventitia (A). (Paraffinschnitt HE)

(c) Am Interface des Sonic Pin (<) befinden sich auch Knochentrabekel (Kt). (Paraffinschnitt HE)
(d) Die Makrophagen (<) am Sonic Pin () enthalten sehr viele Zellkerne. (Paraffinschnitt HE)

.

(e) In der erstarrten Pinsubstanz () ist ein grofRer mehrkerniger Makrophage (Rahmen f) lokalisiert.
(Paraffinschnitt HE)
(f) Das Sonic Pin Material () wird von den beiden Makrophagen (M) eingeschlossen. (Paraffinschnitt HE)
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Abb. 37 Resorption / Sonic Pin 84d postoperationem

(a) Am Interface des Sonic Pins (<) befindet sich Gberwiegend rotes Knochenmark (rKm) und Knochentrabekel
(Kt). Der erstarrte Bereich des Sonic Pin Materials () ist teilweise durch Bindegewebe (B) vom
Knochenmark getrennt. (Paraffinschnitt HE)

(b) Zwischen dem Bindegewebe und der Pinsubstanz () befinden sich groRe, vielkernige Makrophagen ().
(Paraffinschnitt HE)

(c, d) Am Interface der Sonic Pins () befinden sich groRe mehrkernige Makrophagen (1), die teilweise bis in
die Pinsubstanz hinein ragen. (Paraffinschnitt HE)

(e, f) Detailaufnahme der Makrophagen im Sonic Pin Material («).(Paraffinschnitt HE)
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4.3 Immunhistochemie

Mit Hilfe der immunhistochemischen Methoden wurden die lichtmikroskopischen
Befunde in Bezug auf die Lokalisation von Makrophagen, Osteoblasten und
einsprieflenden Gefallen bestatigt.

Cluster of Differentiation 68 (CD68)
Resorbierende Zellen wurden durch einen Antikdrper gegen das CD68 mittels
Immunhistochemie markiert. [Strobl, H et al; 1995]. Im Folgenden werden die

einzelnen Implantatinterfaces zu den verschiedenen Standzeiten analysiert.

(a) KD/S Gruppe - Im Granulationsgewebe (Gg) im Umkreis des K-Drahts (¢) werden CD68 positive Zellen (1)
gefunden, bei denen es sich um Makrophagen handelt, die die Knochenfragmente (Kf) abbauen. Im
Granulationsgewebe (Gg) befinden sich mehrere Blutgefalle (V).

(b) KD/S Gruppe - CD68 positive Zellen () in der Nahe des Schraubenloches (*) an neu gebildeten
Knochentrabekeln (Kt), Granulationsgewebe (Gg) und haufig in der Nahe von Gefalien (V).

(c) P/S Gruppe - An den Knochenfragmenten (Kf) im Umkreis des Sonic Pins () sind CD68 positive Zellen (|).
(d) P/S Gruppe - Osteoklasten (]) bauen ein Knochenfragment (Kf) ab.
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Bei den Tieren mit einer Standzeit von 7d konnten in der naheren Umgebung bei
allen verwendeten Osteosynthesematerialien viele CD68 immunmarkierte Zellen
beobachtet werden (Abb. 38). Bei den Zellen handelte es sich um Osteoklasten und
Makrophagen (Abb. 38 c, d).

Direkt am Interface des Pins, der Schraube oder des K-Drahtes wurden zum 7d

Zeitpunkt keine CD68 immunpositive Zellen befundet.

Abb. 39 CD68-Immunmarkierung 21d (Paraffinschnitte Ht)

(a) P/S Gruppe - Die Schraube (*) wird von Knochentrabekeln umgeben, zwischen denen sich Bereiche mit
Knochenfragmenten (Kf) befinden. Hier werden viele CD68 positive Zellen (<) beobachtet.

(b) P/S Gruppe - Der Sonic Pin (<) wurde im Bereich der Osteotomie (Markierung) geschnitten. Die Osteotomie
ist mit hypertrophem Knorpelgewebe gefiillt und weist keine CD68 positiven Zellen auf.
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(c) P/S Gruppe - Teilweise sind die CD68 immunpositiven Zellen («) am Interface des Sonic Pins (<) sehr dinn
und langgestreckt und im mineralisierten Knochen zu finden.

(d) P/S Gruppe - Am erstarrten Bereich des Sonic Pins () ist das Interface mit CD68 immunpositiven Zellen («)
gesaumt.

Auch bei den Tieren mit einer Standzeit von 21d konnten direkt am Interface der

Schraube und des K-Drahts keine CD68 positive Zellen lokalisiert, allerdings waren
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in der Umgebung der Schraube und des K-Drahts, vor allem an den

Knochenfragmenten und im Granulationsgewebe CD68 positive Zellen. (Abb. 39a).

An den Sonic Pins traten haufig Makrophagen auf, die teilweise ins Pinmaterial
eindringen und sehr flach und lang waren (Abb. 39c). Direkt am Interface und hier
vor allem am erstarrten Bereich des Polylaktids waren sehr viele Makrophagen
aufzufinden (Abb. 39d).

Abb. 40 CD68-Immunmarkierung 42d und 84d (Paraffinschnitte Ht)

(a) 84d P/S Gruppe - In der Umgebung der Schraube (*) sind CD68 positiven Zellen (|) im hellen Knochenmark
(Km) lokalisiert. Unmittelbar angrenzend an der Schraube befindet sich neuer Knochen (nK).

(b) 84d P/S Gruppe - Im Knochenmark (Km) sind Makrophagen () lokalisiert, die im Cytoplasma Vesikel (V) mit
hellem schaumig aussehenden Inhalt enthalten und Uber einige Zellkerne verfigen.

(c) 42d P/P Gruppe - Am Interface des Pins (<) befinden sich viele Makrophagen (—), die teilweise ins Material
hineinragen.

(d) 84d P/S Gruppe - Zwischen dem hellen Knochenmark (Km) und der Pinsubstanz (<) befinden sich viele
flache Makrophagen (—).
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Bei den Tieren mit einer Standzeit von 42d und 84d wurden noch mehr CD68
immunpositive Zellen am Interface des Pins beobachtet. Wie auch bei den 21d

Tieren beobachtet, ragten die Makrophagen in das Pinmaterial hinein (Abb. 40c, d).

Wie bei den friheren Standzeiten traten CD68 immunpositive Zellen nur im Umkreis
der Schraube und des K-Drahtes auf. Eine Ansammlung von grofen Makrophagen
konnte befundet werden, die in ihrem Cytoplasma viele Vesikel enthielten und

dadurch einen schaumigen Eindruck vermittelten (Abb. 40a, b).

Osteocalcin

Zur ldentifizierung der Osteoblasten in den verschiedenen Praparaten wurden die
Zellen mit Osteocalcin markiert [Price, PA; 1985].

Am Interface des Sonic Pins ist nach 7d viel Granulationsgewebe mit Osteocalcin
immunpositiven Zellen zu finden, bei denen es sich vermutlich um Osteoblasten-
Vorlauferzellen handelt (Abb. 41a).

Osteocalcin markiert auch Makrophagen und Zellen im Bindegewebe (Abb. 41b).
Zwischen den Knochentrabekeln am Sonic Pin befinden sich Lakunen mit
Granulationsgewebe, in denen Knochen neu gebildet wird. Am neu gebildeten
Knochen sind Osteocalcin immunopositive Zellen lokalisiert, bei denen es sich um
Osteoblasten handelt. Auflerdem sind auch viele Osteoblasten-Vorlauferzellen
positiv (Abb. 41c, d).

Nach 21d enthdlt das Granulationsgewebe im Interface der Implantate keine
Osteocalcin immunmarkierten Zellen. AnschlieRend an das Granulationsgewebe sind
neu gebildete Knochentrabekel lokalisiert, die von Osteocalcin immunpositiven
Osteoblasten besetzt sind (Abb. 41c).

Auch bei den 42d Tieren sind direkt am Interface der Implantate keine Osteocalcin
positiven Zellen zu beobachten. Das Interface wird von Granulationsgewebe und
hypertrophem Knorpel gebildet.

Der hypertrophe Knorpel geht in neu gebildete Knochenbalkchen Uber, die von
Osteocalcin positiven Osteoblasten gesdumt sind. In den Erosionlakunen sind auch

Osteocalcin positive Zellen zu beobachten (Abb. 41d).
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Abb. 41 Osteocalcin-lImmunmarkierung (Paraffinschnitte Ht)

(a) 7d P/S Gruppe - Zwischen dem Lagerknochen (LK) am Sonic Pin () befinden sich Lakunen mit
Granulationsgewebe (Gg), in denen von Osteoblasten (—) neuer Knochen (nK) gebildet wird.
(b) 7d P/S Gruppe — Im Bindegewebe befinden sich Osteocalcin positive Zellen (—), sowie Makrophagen (»).

(c) 21d P/S Gruppe - Am Sonic Pin () befindet sich Granulationsgewebe (Gg) mit zahlreichen Gefalken (¢).
(d) 42d P/S Gruppe - Am Interface der Schraube (*) geht das hypertrophe Knorpelgewebe (Kg) in neuen Knochen
(nK) Uber. In den Erosionslakunen liegen immunpositive Osteoblasten-Vorlauferzellen («).

(e) 84d P/S Gruppe - Osteotomiespalt. Die Knochentrabekel (Kt) von Osteoblasten (<) gesdumt.
(f) 84d P/S Gruppe - In den Erosionslakunen (E) sind Osteoblasten-Vorlauferzellen ( «). Angrenzend befinden
sich endostale Saumzellen (¢), sogenannte ,Bone lining cells® im Ruhestadium.
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Nach 84d ist der Osteotomiespalt nur noch durch eine Anhaufung dichter
Knochentrabekel zu erkennen. Die Knochentrabekel sind von Osteoblasten gesaumt
(Abb. 41e). In den Erosionslakunen sind auch Auslaufer von Zellen aus dem
Bindegewebe Osteocalcin positiv, bei denen es sich wahrscheinlich um Osteoblasten
Vorlauferzellen handelt. An der Grenzschicht der Knochentrabekel wurden endostale

Saumzellen, sogenannte Bone lining cells identifiziert (Abb. 41f).

Platelet-Endothelial-Cell-Adhesion-Molecule-1 (Pecam)

Pecam markiert aussprossende Gefale [llan, N et al; 1999]. Der Antikorper ist

Abb. 42 Pecam-Immunmarkierung 7d (Paraffinschnitte Ht)

(a) Anschnitt der Schraube (*), die aufgrund mangelnder Osteotomiestabilisierung von Granulationsgewebe (Gg)
umgeben wird. Kleines Bild: Praabsorptionskontrolle.

(b) Der K-Draht (¢) wird von Granulationsgewebe umgeben, in dem viele Pecam-positive GefalRanschnitte (<)
sind. Knochenfragmente (Kf) liegen in der Umgebung.

(c) Die Schraube (*) wird vor allem von Knochenfragmenten umgeben. Im Bereich auRerhalb der Kortikalis (Kk)
wird auch Granulationsgewebe (Gg) angetroffen.

(d) Am Interface des Sonic Pins () befindet sich Granulationsgewebe (Gg), das viele Pecam-positive Gefalle
(<) enthalt.
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spezifisch, wie durch exemplarisch dargestellte Praabsorptionskontrollen

nachgewiesen wurde (Abb. 42a).

Bei den Tieren mit einer 7d Standzeit wurden viele Pecam-positive Gefalie
beobachtet. Die Anzahl der immunpositiven Gefalde war am Interface des K-Drahtes
(Abb. 42b) und des Sonic Pins (Abb. 42d) deutlich groRer als am Interface der
Schraube (Abb. 42c).

Die Anzahl der Pecam-markierten GefalRe verringert sich bereits bei den Tieren mit
einer Standzeit von 21d am Interface K-Draht und Sonic Pin. Diese Reduktion
korreliert mit dem geringeren Vorkommen von Granulationsgewebe und der
zunehmenden Bildung von neuem Knochen am K-Draht und am Sonic Pin (Abb.
43a). Im Gegensatz dazu traten nun besonders viele Pecam-immunpositive Gefalie
am Interface der Schraube, im dort nun verstarkt (im Vergleich zu den Tieren mit 7d

Standzeit) vorkommenden Granulationsgewebe, auf (Abb. 43b).

Abb. 43 Pecam-Immunmarkierung 21d (Paraffinschnitte Ht)
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(a) Am Interface des Sonic Pins (<) sind vorwiegend neu gebildete Knochentrabekel (Kt) zu finden, zwischen
denen einige neu gebildete Pecam positive Gefale (<) vorkommen.

(b) Die Schraube (*) ist von einer schmalen Schicht aus Granulationsgewebe (Gg) und anschlieRenden neu
gebildeten Knochentrabekeln (Kt) umgeben. Zwischen den Knochentrabekeln im Granulationsgewebe (Gg)
erkennt man viele Pecam immunreaktive Gefalke («).

Bei den Tieren mit einer Standzeit von 42d nahm die Anzahl der Pecam-
immunpositiven Gefalde weiter ab, was besonders bei der KD/S Gruppe und bei der
P/S Gruppe deutlich wurde (Abb. 44a-c). Bei der P/P Gruppe war noch mehr
Granulationsgewebe zu beobachten, in dem viele Pecam-positive Gefalle
vorkommen (Abb. 44d, e).
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Abb. 44 Pecam-Immunmarkierung 42d (Paraffinschnitte Ht)

(a) P/S Gruppe - Sowohl am Interface der Schraube (*) als auch am Interface des Sonic Pins () ist
Knochengewebe zu beobachten. Im Bindegewebe zwischen den Knochentrabekeln sind Pecam positive
Gefale («) lokalisiert.

(b) P/S Gruppe - Sowohl im Bindegewebe am Interface der Schraube (*) als auch
(c) im Bindegewebe um den Sonic Pin () werden Pecam-immunmarkierte Gefalle (<) beobachtet.

(d) P/P Gruppe - Anschnitt des Sonic Pins und der Osteotomie (Begrenzung).
(e) P/P Gruppe - Am Interface des Sonic Pins () sind mehr Pecam-immunpositive Gefale (<) zu beobachten
als bei den anderen Gruppen.
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Eine weitere Reduktion der Pecam-immunpositiven Gefalle wurde auch bei den
Tieren mit einer Standzeit von 84d beobachtet, was damit korreliert, dass bei diesen
Tieren kein Granulationsgewebe mehr vorkommt. Die Pecam-immunmarkierten
Gefalle werden bei den 84d Tieren im Knochenmark (Abb. 45a) und im

Bindegewebe in den Erosionslakunen (Abb. 45b) nachgewiesen.

Abb. 45 Pecam-Immunmarkierung 84d (Paraffinschnitte Ht)
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(a) P/S Gruppe - Anschnitt des Schraubenloches (*). Die Schraube wird von Knochengewebe (K) und
Knochenmark (Km) umgeben. Im hellen Knochenmark am Interface der Schraube sind einige Pecam-
immunpositive Gefale (—) zu beobachten.

(b) P/S Gruppe - Im Bindegewebe und Knochenmark (Km) am Interface des Sonic Pins () sind einige Pecam-
immunpositiven Gefale (<) zu beobachten.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Anzahl der Pecam-markierten
GefalRe mit der Gewebeverteilung im Osteotomiespalt und um die
Osteosynthesematerialien korreliert. Im anfanglichen gefalreichen
Granulationsgewebe treten viele Gefale auf. Mit der fortschreitenden
Osteotomieheilung (spatere Standzeiten) nehmen diese ab.

Aussprossende Blutgefalde wurden ebenfalls im Bindegewebe der Erosionslakunen

und im Knochenmark gefunden.
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4.4 Transmissionselektronenmikroskopie

Die TEM diente als erganzende feingewebliche Untersuchungsmethode.
Reprasentative Bilder aus den Untersuchungen zum Implantatinterface und zum
Resorptionsverhalten des Sonic Pins wurden ausgewahlt, um nachfolgend

beschrieben und analysiert zu werden.

Implantatinterface
Im Transmissionselektronenmikroskop wurde zunachst das Interface der Schraube
und des Sonic Pins und die Zellen des Knochenremodellings in der Umgebung

dieser Implantate (Abb. 46a) bei der 7d Standzeit vergleichend untersucht.

In geringer Entfernung von der Schraube waren Osteoblasten, umgeben von neu
gebildeten Kollagenfasern, lokalisiert (Abb. 46b). Osteoklasten phagozytierten
Knochenfragmente (Abb. 46c¢) und im angrenzenden Gewebe lagen vereinzelt
Makrophagen (Abb. 46d).

Vermutlich fihrte die Temperaturerhdhung durch den notwendigen Bohrvorgang zur

Implantation der Schraube bei manchen Zellen zu Hitzenekrosen (Abb. 46b, d).

Manchmal lagen groRRere Teile des Polylaktids des Sonic Pins vereinzelt vor (Abb.
47a).

Ansonsten war das Erscheinungsbild beim Sonic Pin nach 7d ahnlich dem der
Schraube. In der Nahe des Implantates befanden sich Osteoblasten (Abb. 47b) und
es wurden einige absterbende Zellen, wahrscheinlich beschadigt durch die
Temperaturerhbhung des Bohrens oder des USS wahrend der Implantation (Abb.
47c).

Zusatzlich befanden sich am Implantatinterface Makrophagen, insbesondere am

erstarrten Bereich, die das Pinmaterial aufnahmen (Abb. 47d).

Da der Vergleich zwischen Schraube und Sonic Pin keine weiteren Erkenntnisse als
die, die bereits lichtmikroskopisch gefunden wurden, ergab, wurde bei den weiteren
Standzeiten auf diesen Vergleich verzichtet und der Schwerpunkt auf den Sonic Pin

gesetzt.
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Abb. 46 TEM 7d / Interface Schraube

(a) Makroskopie der verwendeten Scheibe mit der Schraube (*) und dem Sonic Pin (<), die den Osteotomiespalt
(]) stabilisieren. A stellt den Bereich der Schraube (Abb. 46b, c, d) und B den Bereich des Pins (Details siehe
Abb. 47) dar, die fir die TEM angeschnitten wurden.

(b) In geringer Entfernung zur Schraube befinden sich Osteoblasten (Ob), die von neugebildeten Kollagenfasern
(—) umgeben sind. Weiterhin werden Zellen (#) beobachtet, die eine Hitzenekrose zeigen, die wahrscheinlich
durch das Bohren verursacht wurde.

(c) Darstellung eines Osteoklasten, der Knochenfragmente (—) phagozytiert hat. Im oberen Bereich ist ein
Nucleus (N) des Osteoklasten angeschnitten.

(d) Am Interface der Schraube (*) befindet sich anschlieRend an einen schmalen Spalt ein Osteoblast (Ob).
Weiterhin sind absterbende Zellen (¢) aufgrund einer Hitzenekrose zu finden. Ein Makrophage (M) liegt im
angrenzenden Gewebe.
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Abb. 47 TEM 7d / Interface Sonic Pin

(a) Vereinzelt liegt die weilRe Substanz des Sonic Pins () in gréfReren Teilen vor.

(b) In der Nahe des Sonic Pins () befindet sich ebenfalls ein Osteoblast (Ob), der durch den hohen
Gehalt an endoplasmatischen Retikulum in seinem Cytoplasma charakterisiert ist. N: Nucleus.

(c) Im Gewebe am Sonic Pin sind viele apoptotische Zellen (aZ) zu finden, die wahrscheinlich durch die
Hitze beim Aufschmelzen oder beim Vorbohren des Pins beschadigt wurden.

(d) Am Interface des Sonic Pins (<) befinden sich Makrophagen (M) sowie apoptotische Zellen (aZ). Bei
den weilRen Stellen («) handelt es sich wahrscheinlich um Pinmaterial.
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Abb. 48 TEM 21d Interface Sonic Pin

(a) Am Interface des Sonic Pins (<) befinden sich Makrophagen (M), die das
Pinmaterial («) aufnehmen.

(b) Ein resorbierender Makrophage (M) am Interface des Sonic Pins (), deren Zyto-
plasma Pinmaterial («) enthalt.
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Die Struktur des Pinmaterials veranderte sich bei den spateren Zeitpunkten,
vermehrt traten weil3e Kristalle (Nadeln) auf (Abb. 48).

Nach 21d fanden sich Makrophagen, die teilweise Polylaktidmaterial des
anliegenden Sonic Pins aufgenommen hatten (Abb. 48a, b).

Abb. 49 TEM 42d / Interface Sonic Pin

(a) Am Interface des Sonic Pins () befinden sich absterbende Zellen (aZ) und Makrophagen, die zum
Teil sehr viele Kerne (N) aufweisen.

(b) Einige Makrophagen (M) mit mehreren Nuclei (N) am Interface des Sonic Pins (<) sind diinn und
langgestreckt.

In der 42d Gruppe waren die resorbierenden Zellen am Interface und in der
Umgebung des Pins sehr grol3 mit vielen Zellkernen (Abb. 49a) und teilweise dunn
und langgestreckt (Abb.49b).
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Abb. 50 TEM 84d / Interface Sonic Pin
1‘-, > x 'r o 5 )

(a) Am Interface des Pins () werden Auslaufer von Makrophagen (M) beobachtet, die in das Pinmaterial
hineinragen. An ihrer Oberflache haben sich die weilen Partikel des Pins charakteristisch ausgerichtet.
(b) Die Makrophagen (M) sind zu meist mehrkernig (<) und werden von beiden Seiten vom Pin-
material () eingeschlossen.
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Bei den 84d Tieren wurden vermehrt Auslaufer der mehrkernigen Makrophagen im

Pinmaterial nachgewiesen (Abb. 50).

Resorptionsverhalten Sonic Pin

Bei den Tieren der 7d Standzeit waren am Sonic Pin Makrophagen mit vielen
Lysosomen und zum Polylaktid ausgerichtete Zellauslaufer lokalisiert (Abb. 51a).

Das Pinmaterial befand sich im Cytoplasma in Vesikeln, wobei die Makrophagen
teilweise mit ihren Zellauslaufern das Polylaktid umgreifen (Abb. 51c). In den
Zellkernen traten ebenfalls polylaktidartige Substanzen auf (Abb. 51b, d). Auch bei
den spateren Standzeiten sind vereinzelt weile Strukturen im Cytoplasma und
teilweise im Nukleus sichtbar, die sich methodisch nicht sehr vom Pinmaterial
differenzieren lassen.

Bei 21d ragten die Zellauslaufer der Makrophagen in das Pinmaterial hinein, wobei
sich die weille Substanz des Pins in ihrer Orientierung an den Auslaufern der
Makrophagen scheinbar ausrichtete (Abb. 52a). Zwischen Makrophagen und
Polylaktid war teilweise eine zweite Membran ausgebildet (Abb.52c), die an manchen
Stellen unterbrochen war. Durch diese Offnungen kénnte Pinmaterial in die Zelle
gelangt sein (Abb. 52b).

Ebenfalls wurde Pinmaterial in Lysosomen beobachtet, die durch Fusion zu grof3en
lysosomalen Komplexen verschmolzen (Abb. 53) waren.

Manche der mehrkernigen Makrophagen waren nach 42d dunn und langgestreckt
(Abb. 54a). Die Makrophagen bilden diinne, kleine Kanale, die der Resorption des
Pinmaterial dienen konnten (Abb. 54b, c).

84d nach der Implantation ragten eine gro3e Anzahl von Makrophagenzellauslaufern
ins Pinmaterial hinein (Abb. 55a). Es konnte Polylaktid in einem Lymphgefald und in
einer Vene gefunden werden, was darauf hindeutet, dass das resorbierte Pinmaterial
uber Lymphgefalle (Abb. 55b) und tUber Venen (Abb. 55c) abtransportiert wird.

Die Anzahl der absterbenden Zellen, die eine typische Hitznekrose aufwiesen, nahm
mit steigender Standzeit ab, wohingegen eine Zunahme der Makrophagen zu

beobachten war.
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Abb. 51 TEM Resorptionsverhalten Sonic Pin 7d

(a) Makrophage (M) mit vielen Lysosomen (L) mit zum Sonic Pin () ausgerichteten Zellauslaufern («<).
(b) Zellkern (N) mit sichtbaren weilen Strukturen (<) eines Makrophagen, der mitten im Granulationsgewebe um
den Pin lag. Angrenzend sind absterbende Zellen (aZ) zu sehen.

LI SETT~ L TR RN L

(c) Ein resorbierender Makrophage umagreift mit seinen Zellauslaufern Pinmaterial (<). Im Zytoplasma dieser
Zelle ist ebenfalls Pinmaterial in den Vesikeln (*) lokalisiert (*). N: Nucleus.
(d) Mehrkerniger Makrophage mit pinmaterialdhnlichen weiflen Strukturen (<) in den Zellkernen (N).
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Abb. 52 TEM 21d Resorptionsverhalten Sonic Pin

(a) Darstellung eines Zellauslaufers eines Makrophagen, der in das Pinmaterial () eindringt. Die weil3e
Substanz des Pins scheint sich an dem Auslaufer in ihrer Orientierung auszurichten («). Im Cytoplasma des
Zellauslaufers befindet sich weiflde Pinsubstanz ().

(b) Der Sonic Pin () grenzt an einer Plasmamembran, die ein Fenster enthalt, durch das Pinmaterial in die
Zelle gelangt sein kdnnte («). Es ist jedoch fraglich ob es sich bei diesem Gebilde um eine Zelle handelt, da
keine Zellorganellen enthalten sind.

(c) An dieser Stelle entsteht der Eindruck als wiirde eine zweite Plasmamembran (—) als Abgrenzung zum Sonic
Pin (<) gebildet.
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Abb. 53 TEM 21d Resorptionsverhalten Sonic Pin

In der Nahe von neu gebildetem Knochen befinden sich resorbierende Zellen, bei denen es sich um
Makrophagen (M) handelt. Ein Makrophage enthalt in seinem Cytoplasma ein sehr groBes Lysosom (L),
das vermutlich mit Pinmaterial gefillt ist. Auch bei dieser Detailaufnahme ist Pinmaterial («) im
Interstitium zu beobachten. Oi: Osteoid.

Abb. 54 TEM 42d Resorptionsverhalten Sonic Pin

(a) Einige der mehrkernigen Makrophagen (M) am Interface des Sonic Pins (<) sind diinn und
langgestreckt. N: Nukleus
S ‘ TR

oy

(b, c) Am Interface der mehrkernigen Makrophage sind kleine Kanale (1) ausgebildet, die der Resorption
des Pinmaterials (<) dienen kénnten. N: Nukleus
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Abb. 55 TEM 84d Resorptionsverhalten Sonic Pin

(a) Am Interface des Sonic Pins (<) werden Auslaufer () von Makrophagen (M) beobachtet, die in das
Pinmaterial hineinragen.

(b) Die weilRe Pinsubstanz (1) wird weiterhin im Lumen von LymphgefaRRen (Ly) gefunden.
(c) Zuséatzlich wurde helles Pinmaterial (1) in einer Vene (V) gefunden, was den Verlauf des weiteren
Resorptionswegs andeuten kénnte. E: Erythrozyt. Endothel (A ) der Vene.
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4.5 Histomorphometrie

4.5.1 Histomorphometrie der Fremdkorperreaktion CD68

Die Fremdkorperreaktion auf die verschiedenen Implantate wurde anhand der Flache
von CD68 markierten Zellen, die diese im Vergleich zur Gesamtflache einnahmen,
vermessen.

Die ersten statistischen Analysen befal3ten sich mit der Fragestellung, ob es
unterschiedliche Fremdkorperreaktionen auf den Sonic Pins im Vergleich zu den
Schrauben gab. Hierfur wurden alle Interfaces der Sonic Pins (n=27) und alle der
Schrauben (n=21) fur alle Standzeiten zusammengefasst. Es ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede (p=0,228) (Abb. 56a). Die Kreise markieren Ausreil3er, die

mehr als das 1,5 fache des Interquartilsabstandes vom Median abweichen.

Abb. 56 CD68 immunmarkierte Zellen am Interface der verschiedenen Implantate
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(a) Boxplot des statistischen Vergleichs der CD68 immunmarkierten Zellen am Interface des Sonic Pin (n=27) und
der Schraube (n=21) zusammengefasst fur alle Standzeiten. Es wurden keine signifikanten Unterschiede
festgestellt. Die Kreise markieren Ausreil3er, die mehr als das 1,5 fache des Interquartilsabstandes vom
Median abweichen.

(b) Boxplot des statistischen Vergleichs der CD68 immunmarkierten Zellen nach 42d am Interface des Sonic Pin
in der P/S, in der P/P und am Interface der Schraube in der KD/S und P/S Gruppe. Es wurden keine
signifikanten Unterschiede gemessen.

Innerhalb der 42d Standzeit erfolgten weitere Berechnungen. Die prozentuale CD68
gefarbte Flache am Interface der Schraube verglichen mit der Flache am Interface
des Pins, ergab keine signifikanten Unterschiede. Weiterhin konnten ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede gemessen werden bei den Tieren, die mit zwei Pins
versorgt wurden aus der P/P Gruppe, in Relation zu den Tieren mit einem Pin aus
der S/P Gruppe (Abb. 56b).
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Weiterhin wurden die CD68 immunmarkierten Zellen am Interface des Sonic Pins bei
den unterschiedlichen Standzeiten verglichen. Von der 7d Standzeit standen
Messungen von n=4 Tieren, von der 21d Standzeit von n=5 Tieren, von der 42d
Standzeit von n=7 Tieren und von der 84d Standzeit von n=5 Tieren zur Verfugung.
Ein signifikanter Unterschied konnte beim Vergleich der 42d mit der 84d Tiergruppe
gemessen (p=0,048) werden. Der Vergleich der 21d mit der 84d Gruppe ergab einen
Wert von p=0,056, womit eine tendenzielle Abnahme der CD68 immunmarkierten
Zellen von der 21d zur 84d Standzeit dokumentiert wurde (Abb. 57a).

Abb. 57 CD68 immunmarkierte Zellen an verschiedenen Standzeiten

(a) (b)

2,07 o 4m
p=0,056
o
& 157 * § o s
> °
N N
2 2 *
£ £ *%
© ©
2 104 2 2o
H c
5 E]
I3 £
£ E
© o ©
a a
O 057 o -
© 8
0 0 ﬁ
7d 21d 42d 84d 7d 21d 42d 84d

(a) Boxplot des statistischen Vergleichs der CD68 immunreaktiven Zellen am Interface des Sonic Pins bei den
verschiedenen Standzeiten. Ein signifikanter Unterschied bestand zwischen der 42d und 84d Gruppe und ein
tendenzieller zwischen der 21d und 42d Gruppe (p=0,056). Die Kreise markieren Ausreil3er, die mehr als das
1,5 fache des Interquartilsabstandes vom Median abweichen.

(b) Boxplot des statistischen Vergleichs der CD68 immunreaktiven Zellen am Interface des Sonic Pins und der
Schrauben zusammengefasst. Es wurden signifikante Unterschiede beim Vergleich von 7d- und 21d Gruppen,
21d- und 84d Gruppen und 42d- und 84d Tiergruppen gemessen. Beim Vergleich der 7d mit der 84d Gruppe
wurde ein tendenzieller (p=0,059) Anstieg beobachtet. Die Kreise markieren Ausreifl3er, die mehr als das 1,5
fache des Interquartilsabstandes vom Median abweichen.

Ein abschlieRender Vergleich der CD68 immunmarkierten Zellen fur die
Zusammenfassung aller Interface der Schrauben und der Sonic Pins, ergab folgende
Ergebnisse. Von der 7d Standzeit Gruppe standen Messungen von n=5 Implantaten,
bei der 21d Gruppe von n=7 Implantaten, bei der 42d Gruppe von n=23 Implantaten
und von der 84d Gruppe von n=13 Implantaten zur Verfugung. Ein signifikanter
Unterschied wurde beim Vergleich der 7d Gruppe mit der 21d Gruppe (p=0,048),
beim Vergleich der 21d Gruppe mit der 84d Gruppe (p=0,001) und beim Vergleich
der 42d mit der 84d Tiergruppe gemessen (p=0,004). Somit gab es einen
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Ergebnisse

signifikanten Anstieg zwischen 7d und 21d und danach eine signifikante
kontinuierliche Abnahme der CD68 positiven Zellzahl bis 84d (Abb. 57b).

4.5.2 Histomorphometrie der Gewebeanteile im Osteotomiespalt

Gewebeanteilvergleich der Gruppen KD/S mit P/S und P/S mit P/P

Der Vergleich der Gruppe KD/S mit der Gruppe P/S konnte nur bei der 7d Standzeit
durchgefuhrt werden, da nur bei dieser Standzeit Proben von 4 Tieren vorliegen, bei
denen die Osteotomie durch Schraube/K-Draht stabilisiert war. Bei den anderen

Standzeiten liegen jeweils nur Proben von 2 Tieren der Gruppe KD/S vor.

Es wurden keine signifikanten Unterschiede gemessen: alter Knochen (aK): p=0,413;
neu gebildeter Knochen (nK): p=0,286; Knorpelgewebe (Kg): p=0,905; Knochenmark
(Km): p=0,905; Granulationsgewebe (Gg): p=0,73 (Abb. 58a).

Abb.58 Vergleich der Gewebeanteile im Osteotomiespalt
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(a) Boxplot des statistischen Vergleichs der Gewebeverteilung im Osteotomiespalt nach 7d von der Gruppe
KD/S (rote Balken, n=4) mit der Gruppe P/S (weif3e Balken, n=5). Es wurden keine signifikanten
Unterschiede festgestellt.

(b) Boxplot des statistischen Vergleichs der Gewebeverteilung im Osteotomiespalt nach 42d von der Gruppe
P/S (rote Balken, n=4) und der Gruppe P/P (weifte Balken, n=4). Es wurden keine signifikanten Unterschiede
festgestellt.

Der Vergleich der Gruppe P/S mit der Gruppe P/P konnte nur bei der 42d Standzeit
durchgefuihrt werden, da nur bei dieser Standzeit die Gruppe P/P durchgefuhrt
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wurde. Es wurden keine signifikanten Unterschiede gemessen: alter Knochen:
p=0,343; neu gebildeter Knochen: p=0,343; Knorpel: p=0,686; Knochenmark:
p=0,486; Granulationsgewebe: p=0,886 (Abb. 58b).

Gewebeanteilvergleich pro Standzeit der P/S Gruppe

Im Folgenden werden die anteiligen Veranderungen fiir die Gewebsarten alter
Knochen (Knochenfragmente und Lagerknochen), neugebildeter Knochen, Knorpel,
Knochenmark und Granulationsgewebe im Osteotomiespalt zu den unterschiedlichen
Standzeiten dargestellt. Diese Untersuchung basiert ausschlieBlich auf der P/S

Gruppe.

In der 7d Standzeit war der Anteil des alten Knochens signifikant erhoht im Vergleich
zur 84d Standzeit (p<0,016) (Abb. 59a). Dieses deckt sich mit den histologischen
Befunden. Bei den 7d Tieren waren Knochenfragmente und alter Knochen zu
beobachten, wahrend bei den 84d Tieren der Osteotomiespalt mit neuem Knochen

durchbaut war. Die Knochenfragmente waren ab- bzw. umgebaut.

Abb. 59 Anteile alter Knochen und neugebildeter Knochen im Osteotomiespalt der P/S Gruppe
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(a) Vergleich des prozentualen Abbaus der Knochenfragmente und Reste des Lagerknochens im
Osteotomiespalt. Ein signifikanter Unterschied wurde zwischen 7d und 84d beobachtet.

(b) Vergleich der prozentualen Zunahme des neugebildeten Knochens im Osteotomiespalt. Ein signifikanter
Anstieg wurde zwischen der 7d Standzeit und allen spateren Standzeiten beobachtet. Der Kreis markiert
einen AusreilRer, der mehr als das 1,5 fache des Interquartilsabstandes vom Median abweicht.

Neu gebildeter Knochen im Osteotomiespalt war bei der 7d Standzeit im Vergleich zu

allen anderen Standzeiten jeweils signifikant weniger vorhanden (7d-21d: p= 0,004,
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Ergebnisse

7d-21d: p=0,016; 7d-42d: p=0,032; 7d—84d: p=0,032) (Abb. 59b).

Fir den Knorpelanteil im Osteotomiespalt lieRen sich keine signifikanten
Unterschiede beobachten (Abb. 60a), jedoch konnten fur die Anteile von
Knochenmark bei der 84d Standzeit signifikant mehr Anteile als bei der 7d- und 21d-
Standzeit beobachtet werden (7d—84d: p=0,016; 21d-84d: p=0,016) (Abb.60b).

Abb. 60 Knorpelanteile, Knochenmark und Granulationsgewebe im Osteotomiespalt der P/S Gruppe
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(a) Vergleichs des Knorpelanteils im Osteotomiespalt der Tiere zu verschiedenen Standzeiten. Keine
signifikanten Unterschiede konnten festgestellt werden.
(b) Verteilung des Anteils des Knochenmarks im Osteotomiespalt. Bei den Tieren mit einer 84d Standzeit wurde

ein signifikant hdherer Anteil an Knochenmark im Osteotomiespalt gemessen als bei denen mit 7d- oder 21d
Standzeit.
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(c) Prozentuale Verteilung des Anteils an Granulationsgewebe im Osteotomiespalt. Bei den Tieren mit einer 7d
Standzeit wurde signifikant mehr Granulationsgewebe gemessen als bei der 84d Gruppe.
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Granulationsgewebe war bei der 7d Standzeit signifikant mehr zu finden als bei der
84d Gruppe (7d-84d: p=0,016) (Abb. 60c). Dieser Befund verdeutlicht, dass die Tiere
7d nach der Operation im ersten Stadium der Frakturheilung sind, das u.a. durch die

Bildung von Granulationsgewebe charakterisiert ist.

Gewebeanteilvergleich pro Gruppe und Standzeit
Zunachst wurden die Gewebeanteile im Osteotomiespalt bei den 7d Gruppen KD/S

und P/S) verglichen.

Abb. 61 Gewebeverteilung KD/S und P/S Gruppe im Osteotomiespalt nach 7d
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1007 100

@
=3
1
@
3
1

Anteil im OSp [%]
3
1
Anteil im OSp [%]
>
3
1

IS
S
1

40

2

S

- l 20— I
= = . ﬁ * ==
K Kg Km Gg

aK n aK nK Kg Km Gg

(a) Boxplot Vergleich der Gewebeverteilung innerhalb der KD/S Gruppe mit einer Standzeit von 7d. Es wurden
keine signifikanten Unterschiede beobachtet.

(b) Boxplot Vergleich der Gewebeverteilung innerhalb der P/S Gruppe mit einer Standzeit von 7d Tagen. Es
wurde signifikant mehr Granulationsgewebe (Gg) als alter Knochen (aK), neu gebildeter Knochen (nK) und
Knorpelgewebe (Kg) beobachtet. Km = Knochenmark.

Bei der Standzeit 7d der Gruppe KD/S konnten keine signifikanten Unterschiede
festgestellt werden (Abb. 61a), jedoch ergab sich in der Gruppe P/S signifikant mehr
Granulationsgewebes im Vergleich zum alten Knochen (p=0,016), zum neu
gebildeten Knochen (p=0,032) und im Vergleich zum Knorpelgewebe (p=0,008)
(Abb. 61b).

Nun erfolgte die gleiche Analyse bei den Pin Gruppen P/S und P/P zu den spateren
Standzeiten.

Beim Vergleich der Gewebeanteile im Osteotomiespalt von Tieren der Gruppe P/S
der 21d Standzeit konnte ein signifikant hdherer Anteil des neuen Knochens
gemessen werden (aK: p=0,002; Kp: p=0,015; Km: p=0,004; Gg: p=0,004) (Abb.
62a).
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Abb. 62 Gewebeverteilung der P/S Gruppe im Osteotomiespalt nach 21d und 42d
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(a) Boxplot Vergleich der Gewebeverteilung innerhalb der P/S Gruppe mit einer Standzeit von 21d. Es wurde
signifikant mehr neu gebildeter Knochen (nK) als alter Knochen (aK), Knorpelgewebe (Kg), Knochenmark
(Km) und Granulationsgewebe (Gg) beobachtet. Der Kreis markiert einen Ausreif3er, der Uber der dreifachen
Standardabweichung liegt.

(b) Boxplot Vergleich der Gewebeverteilung innerhalb der P/S Gruppe der Tiere mit einer Standzeit von 42d. Es
wurde signifikant mehr neuer Knochen (nK) gebildet wie der statistische Vergleich mit dem alten Knochen
(aK) und Knorpelgewebe (Kg) zeigt.

Nach 42d wurde in der Gruppe P/S signifikant mehr neuer Knochen im Vergleich
zum alten Knochen und zum Knorpelgewebe gemessen (nK-aK: p=0,029; nK-Kg:
p=0,029) (Abb. 62b).

Abb. 63 Gewebeverteilung der P/P Gruppe nach 42d und der P/S Gruppe nach 84d
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(a) Boxplot Vergleich der Gewebeverteilung innerhalb der P/P Gruppe mit einer Standzeit von 42d. Es wurde
signifikant mehr neu gebildeter Knochen (nK) als alter Knochen (aK) und Knorpelgewebe (Kg) beobachtet.
(b) Boxplot Vergleich der Gewebeverteilung innerhalb der P/S Gruppe mit einer Standzeit von 84d. Es wurde
signifikant im Osteotomiespalt neu gebildeter Knochen (nK) und Knochenmark (Km) nachgewiesen, wahrend
alter Knochen (aK), Knorpel- (Kg) und Granulationsgewebe (Gg) nicht beobachtet wurde.
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Der Osteotomiespalt von Tieren der P/P Gruppe nach 42d Standzeit zeigte
signifikant mehr neuen Knochen im Vergleich zum alten Knochen und zum Knorpel
(nK-aK: p=0,029; nK-Kg: p=0,029)(Abb. 63a).

AbschlieRend nach 84d Standzeit in der P/S Gruppe war im Osteotomiespalt
ausschlieBlich neu gebildeter Knochen und Knochenmark feststellbar (nK-aK:
p=0,029; nK-Kg: p=0,029; nK—Km: p=0,029; nK-Gg: p=0,029; Km-aK: p=0,029; Km
— Kg: p=0,029; Km—-Gg: p=0,029) (Abb. 63b).

4.6 Biomechanik

Typisches Versagensbild bei der biomechanischen Untersuchung war die

vollstandige Abscherung der Kondyle bei der maximalen Kraft (Abb. 64a).

Zwei Femurkondylen wurden von der Auswertung ausgeschlossen, da die Diaphyse
in der Einspannung gesplittert war (Abb. 64b). Bei weiteren zwei Femurkondylen in
der P/P Gruppe war der Osteotomiespalt nicht geheilt und sehr breit (Abb. 64c).
Dadurch waren bei diesen Tieren (Tab. 8, Tier 50 und 56) die gemessenen Werte flr

Fmax (148,5N und 450,2N) vergleichweise gering.

Abb. 64 Biomechanik Ergebnisse

(a) Typisches Versagensbild einer abgescherten Femurkondyle (|).
(b) AusschluBkriterium: Versagen durch Schaftbruch () in der Einspannung und
(c) nicht geheilter Osteotomiespalt ().
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Die durchschnittliche gemessene maximale Kraft lag in der KD/S Gruppe bei 656,3N
(n=5), in der P/S Gruppe bei 684,6N (n=4), in der P/P Gruppe bei 630,5N (n=5) und
bei den intakten Femura 533,1N (n=4). Da die berechnete Verformung dcalc

Gruppe | Tier | F max d max d calc | Steifigkeit | R® Bemerkung
[N] [mm] [mm] [N/mm]

37 720,2 2,29 2,61 275,71 0,99 Stempel leicht medial
38 488,0 1,26 1,33 365,81 0,98

KD/S 39 998,3 3,52 2,40 415,95 0,98
40 493,7 1,99 2,32 212,72 0,99
42 581,4 1,27 1,23 474 .4 0,98 nekrotisch laterale Kondyle
43 671,9 4,12 1,91 351 0,98 bei 300N erstes Versagen
51 889,1 2,48 1,99 447,42 0,98 Schraube locker

PIS 63 265,8 2,82 1,71 155,34 0,92 *Schaftbruch durch Einspannung

64 668,1 2,84 3,46 193,16 0,93
67 509,4 1,51 1,68 303,16 0,99
50 148,5 4,27 4,15 35,78 0,99 Osteotomiespalt nicht geheilt
54 949,4 2,83 1,93 491,74 0,99

p/p 55 1094,8 4,46 3,57 306,98 0,98 Stempel eingedriickt ins Plateau
56 450,2 4,25 2,76 162,98 0,99 Osteotomiespalt nicht geheilt
58 364,4 2,74 2,86 127,58 0,96 *Schaftbruch durch Einspannung
67 509,4 1,51 1,68 303,16 0,99
11 653,6 2,30 2,36 277,32 0,97

Intakt 12 440,7 2,15 0,85 517,12 0,99
13 384,6 1,86 1,15 333,38 0,99
14 653,6 2,30 2,36 277,32 0,97

Tab. 8 Ergebnisse Biomechanik
Fmax= maximale Kraft vor dem Versagen des Osteotomiespaltes, dmax= maximale gemessene Verformung
bei Fmax, dcalc= theoretische Verformung bei Fmax, Steifigkeit= ermittelte Steifigkeit aus linearem Bereich
des Kraft-Verformungs-Diagramms, R’= Bestimmtheitsmaf fiir die Ermittlung der Steifigkeit.
*Probe flr statistische Auswertung ausgeschlossen.

aufgetretene Setzungserscheinungen wahrend der Versuchsdurchfuhrung eliminiert,
wurde dieser Wert zur Analyse herangezogen.

Die ermittelte durchschnittliche Steifigkeit betrug fir die KD/S Gruppe 348,9N/mm
(n=5), in der P/S Gruppe bei 323,7N/mm (n=4), in der P/P Gruppe bei 260,1N/mm
(n=5) und bei den intakten Femura 351,3N/mm (n=4).
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Abb. 65 Statistische Ergebnisse Biomechanik

(a) (b)

600

5007

4004

300+

Steifigkeit [N/mm]
d calc [mm]

2009

100

T T T T T T T T
KDIS SIP PIP Intakt KDIS SIP PIP Intakt

(a) Boxplot Biomechanik Steifigkeitsvergleich. Es wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.
(b) Boxplot Biomechanik Maximale-Verformung-Vergleich. Es wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellit.
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(c) Boxplot Biomechanik Maximale-Kraft-Vergleich. Es wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

Die statistische vergleichende Auswertung wies keine signifikanten Unterschiede
sowohl fur die Steifigkeiten (Abb. 65a) als auch fur die maximalen Krafte (Abb. 65b)
und fur die maximalen berechneten Verformungen (Abb. 65c) auf.
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5 Diskussion

Bei der Anwendung des USS in der Traumatologie und operativen Orthopadie
mussen verschiedene Voraussetzungen und Anforderungen an das Implantat und

die ultraschallbasierende Insertionsmethode gestellt werden.

Grundvoraussetzungen sind Biokompatibilitdt, Festigkeit und Resorption des
Materials, welche eine ungestérte Heilung und ein physiologisches
Knochenremodelling  erlauben mussen. Dieses  wurde  durch licht-,
elektronenmikroskopische, immunhistochemische, histomorphometrische und
biomechanische Verfahren ausgewertet. In nachfolgender Diskussion sollen die

Ergebnisse kritisch analysiert und vergleichend diskutiert werden.

Die Biokompatibilitat ist die Fahigkeit des Materials, eine angemessene
Gewebereaktion des Empfangers bei spezifischer Applikation zu erzeugen.
[Williams, DF et al; 1988]. Ein Material ist dann biokompatibel, wenn es weder

toxisch, kanzerogen noch mutagen auf den Organismus wirkt. [Kawahara, H; 1985].

Die klinische Anwendung von bioresorbierbaren Kopolymeren (PLDLA identisch zum
Material des in dieser Studie verwendeten Sonic Pins) gilt als sicher und
biokompatibel [Prokop, A et al; 2004].

5.1 Tiermodell und Studiendesign

Fur die Studie wurde ein Osteotomiemodell am Femurcondylus des Kaninchens
gewahlt. Die Frakturheilung des Saugetieres ist im Grundsatz nicht unterschiedlich
zum Menschen. [Wissing, H et al; 1990]. Bei der Ubertragung auf menschliche
Verhaltnisse muss  allerdings die hohere  Wachstumsgeschwindigkeit
(Kaninchen/Mensch: Faktor 40) [Eitel, F et al; 1981] und die schnellere
Frakturheilung (Kaninchen/Mensch: Faktor 3) berucksichtigt werden. [Orsini, G et al;
2004; Staets, E et al; 2007].

In der vorliegenden Studie wurden die Standzeiten so gewahlt, dass moglichst die
verschiedenen Phasen der Knochenheilung und Osteogenese beurteilbar sind. 7
Tage entsprechen hierbei der frihen Phase der Knochenheilung nach der
Entzindungsreaktion und der Bildung von Granulationsgewebe, 21 Tage

typischerweise der Umwandlung des Granulations- und Knorpelgewebes in
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Geflechtknochen, 42 Tage der weit fortgeschrittenen Knochenneubildung und der
Umwandlung von Geflechtknochen in Lamellenknochen und schlieBlich 84 Tage dem
vollstandigen Remodelling. Individuelle biologische Schwankungen, bedingt durch
zum Beispiel der Reposition oder postoperativen Belastung, koénnen die
Osteogenese in ihrer Geschwindigkeit beeinflussen. Dieses konnte auch in der

vorliegenden Studie beobachtet werden.
Das Femurkondylenmodell hat folgende wesentliche Vorteile: [Heiss, C; 2006]

1. Die Frakturheilung von Femurkondylenosteotomien beim Kaninchen ist von seinen

Ablaufen annahrend mit denen des Menschen vergleichbar.

2. Die exakte Definition von Sageansatzpunkt und Sagerichtung gewahrleisten ein

einfaches, standardisiertes Osteotomiemodell.

3. Die beim Kaninchen im Vergleich zum Menschen im Zeitraffer ablaufenden
physio-logischen Frakturheilungsvorgange ermoglichen die Beurteilung einer

kompletten Osteogenese.

Weitere Vorteile beim Kaninchen als Versuchstier sind die zahlreichen
tierexperimentellen Untersuchungen und Ergebnisse zur Frakturheilung, die zum
Vergleich herangezogen werden konnen. Daruberhinaus sind keine Allergien,
Unvertraglichkeiten, erhdhte Infektneigungen oder Abstol3ungsreaktionen bei
verschiedenen Osteosynthesematerialien bekannt. [Bostman, O et al; 1992; Eggli,
PS et al; 1988; Nunamaker, D et al; 1998]. Demgegenuber ist jedoch wegen der
Robustheit des Modells und der generellen Einschrankung Ergebnisse aus
tierexperimentellen Studien auf die humane Situation zu Ubertragen, die Limitation

der Interpretation der Ergebnisse hervorzuheben.

Die Operationen verliefen grof3tenteils problemlos. Besondere Sorgfalt erforderte das
Absetzen der Femurkondyle, da das Femur des Kaninchens relativ sprode ist. So
fuhrte dieser schwierige Operationsschritt bei vier Tieren aus der P/S Gruppe und bei
vier Tieren aus der P/P Gruppe zu einer sekundaren Femurschaftfraktur. Bei der
Verwendung dieses Tiermodells fur weiterfUhrende Untersuchungen wird empfohlen,
die Kondyle nicht vollstandig abzuspalten, sondern die Osteotomie auf den

Sageschnitt zu beschranken.

Die genaue Vorbohrung und penible Dilatation fur die Sonic Pins erwies sich als

essentiell fur eine erfolgreiche Ultraschallschweilung. Wurde dieses nicht erreicht,
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traten bei den Sonic Pins ungewollte Schmelzungen im Kopfbereich auf. Die
Schmelzungen resultierten vermutlich aus einem Verklemmen des Sonic Pins im
suboptimal praparierten Bohrloch, die eine Oberflachenspannung im Implantatkopf
hervorruft und somit zum Aufschmelzen fihrt. Diese Komplikation trat bei 8 Sonic
Pins auf (Komplikationsrate 12,3%: 8 von 65 insgesamt verwendeten Sonic Pins)
und der erstarrte Bereich musste mit dem Luer sorgfaltig entfernt werden, was spater

haufig zu Osteolysen an der lateralen Kondyle fuhrte.

Dieses sogenannte Kopfschmelzen wurde auch von LANGHOFF berichtet, wobei
hier die histologische Untersuchung eine keilférmige Erscheinung des Umbaus in der
Kortikalis  unmittelbar am  Implantateintrittspunkt ergab. Eine  gestorte
Vaskularisierung durch die Schmelzkappe wurde als Grund fur eine vermehrte
Resorption des Knochens in diesem Bereich vermutet. [Langhoff, JD; 2006]. Diese
beschriebenen Beobachtungen kdnnten die bei den Tieren aufgetretenen Osteolysen
erklaren. Die durch die Kopfschmelze entstandene Hitze und die durch den Luer
verursachte mechanische Beeintrachtigung des Gewebes initiierten vermutlich die

festgestellten Osteolysen.

Die Operationsdauer war fur die verschiedenen Gruppen in dieser Studie nicht
signifikant  unterschiedlich. Die  zeitlichen  Unterschiede zwischen den
Implantationsschritten einer Schraube, eines K-Drahtes oder eines Sonic Pins waren

nicht gro® genug um die Gesamtoperationsdauer signifikant zu beeinflussen.

In der klinischen Anwendung beim Menschen ist dieses anders zu erwarten. Das
Einschrauben einer resorbierbaren Schraube erfordert neben dem Vorbohren haufig
das Vorschneiden des Gewindes und dauert damit wesentlich langer, als die USS
Implantation eines resorbierbaren Pins. So wurde bei der Anwendung des
Ultraschallschweil3ens in Cranioplastien die Operationsdauer im Vergleich zu

konventionellen Verfahren um bis zu 50% reduziert [Eckelt, U et al; 2007].

5.2 Knochenheilung

Beim Vergleich der erarbeiteten Befunde in der Licht- und Elektronenmikroskopie der
unterschiedlichen Standzeiten in der vorliegenden Studie konnten keine signifikanten
Unterschiede zur physiologisch ablaufenden Frakturheilung festgestellt werden
[Blttner, R et al; 2001, Thomas, C; 2001]. Allerdings schien die Heilung der P/S
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Gruppe gegenuber der KD/S Gruppe leicht verzégert. So wies der Osteotomiespalt
nach 42d bereits neben neu gebildeten Knochentrabekeln helles Knochenmark auf.
In der P/P Gruppe wurden noch mehrere Knorpelareale und einige Fibrinanteile

nachgewiesen. Die verzogerte Osteotomieheilung der P/P Gruppe war auffallend.

Dies konnte bei einigen Tieren dieser Gruppe durch eine instabile Fixierung der
Osteotomie bei ausschlielBlicher Anwendung von Sonic Pins gedeutet werden. Bei
zwei Tieren der P/P Gruppe waren beide Pins gebrochen. Die Ergebnisse weisen
eindrucklich darauf hin, dass die operative Versorgung ausschlief3lich mit Sonic Pins
nicht fur postoperativ vollbelastete Frakturen (wie in unserem Modell der
Femurkondylenosteotomie beim Kaninchen) geeignet ist. Es ist jedoch davon
auszugehen, dass die Situation beim Menschen sich besser darstellen wirde, da die
Kaninchen direkt postoperativ voll belasten. Menschliche Patienten waren im
Unterschied zu den Kaninchen in der Lage eine Fraktur postoperativ zu entlasten, so
dass die Probleme, die bei diesem Osteotomiemodell am Kaninchen auftraten, beim
Menschen nicht auftreten sollten. Inwieweit jedoch die Muskelkraft durch die
zwingend notwendige Bewegungstherapie zur Osteotomie-/Frakturdislokation fuhrt,

bleibt einer weiteren experimentellen diesbezlglichen Untersuchung vorbehalten.

Nach 84d jedoch war das Remodelling bei allen Gruppen fast vollstandig
abgeschlossen. Im Osteotomiespalt, der nur noch durch kleinere Irregularitaten in

der Kortikalis identifiziert werden konnte, wurde viel Knochenmark vorgefunden.

Ebenfalls auffallig waren die Unterschiede zwischen der mikroskopischen und
makroskopischen Beurteilung der Osteotomieheilung bei allen Gruppen.
Makroskopisch sah die Osteotomie oft weniger gut verheilt aus als mikroskopisch.
Dies kann dadurch erklart werden, dass makroskopisch nur die Kortikalis beurteilt
werden kann, die bei der Osteotomieheilung zuletzt verheilt. Wahrend haufig in der
Spongiosa der Osteotomiespalt kaum noch zu erkennen ist, ist im Bereich der
Kortikalis noch ein deutlicher Spalt erhalten. Dieser Befund bestatigt die Ergebnisse
aus fruheren Studien [Heiss, C; 2005].

Zur Absicherung der Erkenntnisse wurden zusatzlich immunhistochemische
Markierungen mit Osteocalcin und PECAM durchgeflhrt und bewertet. Dabei zeigten
die Markierung der Osteoblasten und deren Vorlauferzellen mit Osteocalcin keine
Unterschiede zu den lichtmikroskopischen Befunden. Direkt am Interface der

Implantate lagen keine Osteocalcin positiven Zellen. Allerdings wurden im
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Granulationsgewebe in unmittelbarer Nahe viele Osteoblasten und deren
Vorlauferzellen nachgewiesen. Mit zunehmender Standzeit nahmen diese vermehrt
zu. Die Umwandlung des Knorpelgewebes in neuen Knochentrabekel erfordert
Osteoblasten, die entsprechend nachgewiesen wurden. Nach 84d war der
Osteotomiespalt lediglich durch dichte Knochentrabekel mit angelagerten
Osteoblasten zu erkennen und in den Erosionslakunen traten gehauft Osteocalcin
positive Zellen auf. Diese Befunde decken sich mit den in der Literatur

beschriebenen Erkenntnissen [Einhorn, TA; 1998].

Zur Beurteilung der Osteogenese wurde es als wichtig erachtet, aussprieRende

Blutgefalte zu untersuchen.

Die Angiogenese (von bestehenden Gefalien aussprief3ende neue Gefalle) und die
Vaskulogenese (neue Gefalle aus angioblastischen Stammzellen) nimmt eine
wesentliche Stellung in der Frakturheilung ein [Jain, RK; 2003; Risau, W; 1997; Beck,
L et al; 1997]. Das Endothel ist eine der wichtigen Komponenten in der
Vaskularisierung, nicht nur wegen der Funktion als essentielle Barriere fur Zellen und
Molekule im Austausch zwischen dem Gefalisystem und dem Gewebe, sondern es
ist ein aktives Organ zur direkten Kommunikation mit anliegendem Gewebe und den
zirkulierenden Blutzellen [Cleaver, O et al; 2003]. Die Signalgebung ist bidirektional
und erfolgt dabei Uber Hormone und Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine,
reaktive Metabolite und polarisierte, oberflachenassoziierte Molekule. [Brandi, ML et
al; 2006].

Vaskularisierung spielt auch eine groBe Rolle in der Osteogenese und
hamostatischen Aufrechterhaltung von lebendem Knochen. Ohne sie wirde das
Knochengewebe absterben und nicht repariert beziehungsweise erneuert werden
konnen [Carano, R et al; 2003].

Osteoklasten produzieren wahrend der Frakturheilung Heparinase, ein Enzym, das
eine aktive Form des VEGF von Heparin freisetzt und dabei zur lokalen
Angiogenese, zur Osteoklastformation und zur Kallusresorption in der enochondralen

Ossifikationphase der Frakturheilung beitragt [Saijo, M et al; 2003].

VEGF ist nicht nur ein wichtiger Regulator in der physiologischen Angiogenese
[Kanczler J.M. 2008], sondern auch im Skelettwachstum [Zelzer, E et al; 2002] und in
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der Knochenreparatur [Street, J et al; 2002; Chu, TW et al; 2002; Peng, H et al;
2002].

Eine Veranderung in der Gefaldversorgung zum Knochengewebe kann zu
Skeletterkrankungen wie Osteonekrose [Childs S.G. 2005], Osteomyelitis [Lazzerini,
L et al; 2002] und Osteoporose [Burkhardt, R et al; 1987; Alagiakrishnan, K et al;
2003] fuhren.

Die immunhistologischen Untersuchungen der ausspriefenden Blutgefalle mit
PECAM festigten die Befunde der Gewebeverteilung im Frakturspalt und um die
Osteosynthesematerialien. Das Auftreten von PECAM positiven Zellen korrelierte mit
dem vorliegenden Granulationsgewebe. Zunachst war eine Zunahme von 7d nach
21d durch vermehrt auftretendes Granulationsgewebe zu verzeichnen und dann,
durch die fortschreitende Heilung, bei der Granulationsgewebe durch Knochen
ersetzt wird, eine Abnahme der neuen Gefalle festzustellen. Wiederum gab es keine
grundsatzlichen Unterschiede zwischen den einzelnen Osteosynthesemitteln, aulder
bei den Tieren aus der P/P Gruppe mit einer verzogerten Osteogenese,
wahrscheinlich hervorgerufen durch eine mangelnde Stabilitat der Sonic Pins und der

damit verbundenen verzdogerten Umwandlung des Granulationsgewebes.

Um die Osteotomieheilung objektiver beurteilen zu konnen, wurde der

Osteotomiespalt histomorphometrisch vermessen.

In Anlehnung an eine histomorphometrische Messung der Gewebeanteile im
Frakturspalt [Krischak, GD et al; 2007] wurden im Osteotomiespalt neu gebildeter
Knochen, alter Knochen, Knorpel- und Binde- oder Granulationsgewebe vermessen
und statistische Vergleiche durchgefuhrt. Gegenubergestellt wurden verschiedene
Standzeiten und Gruppen, Standzeiten und Gewebsverteilungen, und die

verschiedenen Gewebsarten innerhalb einer Standzeit und einer Gruppe.

Die erste Fragestellung war, ob es Unterschiede der Heilung im Osteotomiespalt bei
der Verwendung von K-Draht und Schraube im Vergleich zu Sonic Pin und Schraube
gab. Auf Grund der zu geringen Probenzahl fur die KD/S Gruppe bei spateren
Standzeiten konnte nur bei der 7d Standzeit diese Frage untersucht werden.
Zusammenfassend konnten auch bei der Berlcksichtigung der Tierzahl keine

wesentlichen Unterschiede der Heilung festgestellt werden.
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Als nachstes wurde der Einfluss von einem oder zwei Sonic Pins analysiert. Dieser
Vergleich der P/S mit der P/P Gruppe war nur bei der 42d Standzeit mdglich.
Wiederum zeigten sich keine Signifikanzen, weshalb geschlossen werden kann, dass
die Verwendung von 2 Sonic Pins im Vergleich zu einem, keinen Einfluss auf die

Osteotomieheilung hat.

Die Untersuchung der Veranderungen der verschiedenen Gewebeanteile Uber die

verschiedenen Standzeiten innerhalb der P/S Gruppe ergab signifikante Ergebnisse.

Gemessen wurde ein signifikant hoherer Anteil von altem Knochen bei 7d im
Vergleich zu 84d, ein geringerer Anteil von neu gebildetem Knochen bei 7d im
Vergleich zu allen anderen Standzeiten, ein hoherer Anteil von Knochenmark bei 84d
im Vergleich zu 7d und 21d und eine Reduktion des Granulationsgewebes von 7d im
Vergleich zu 84d.

Die Werte verdeutlichen, dass 7d post operationem die Osteotomieheilung noch
nicht im Stadium der Knochenbildung ist. Die Osteotomieheilung variiert zwischen
den einzelnen Tieren, ist bei manchen bei 42 Tagen bereits erfolgt und erstreckt sich
bei einigen bis zur 84d Standzeit. Wurdigt man die erarbeiteten histologischen,
histomorphologischen und immunhistologischen Ergebnisse und vergleicht sie
kritisch mit den Ergebnissen aus der jungeren Literatur, so findet man durchaus
Ahnlichkeiten der Ergebnisse der Osteotomieheilung [Heiss, C et al; 2005; Staets, E
et al; 2007].

Weiterhin wurde untersucht, ob es Unterschiede in der Gewebeverteilung innerhalb
einer Standzeit und dort innerhalb einer Gruppe gibt. Hierbei wurden keine
Unterschiede bei der KD/S Gruppe der 7d Standzeit ermittelt. Auf Grund der zu
geringen Probenzahl konnten die spateren Standzeiten der KD/S Gruppe nicht

analysiert werden.

Bei der S/P Gruppe der 7d Standzeit wurde signifikant mehr Granulationsgewebe im
Osteotomiespalt nachgewiesen. Bei der S/P der 21d, der 42d Standzeit und bei der
P/P Gruppe der 42d Standzeit wurde eine signifikante Zunahme des neu gebildeten
Knochens gemessen. Bei der P/S Gruppe der 84d Standzeit wurde ausschlieRlich
neu gebildeter Knochen und Knochenmark im Frakturspalt angetroffen. Die Werte
verdeutlichen, dass bei den Tieren der 84d Standzeit der Osteotomiespalt bereits

knochern durchbaut ist und die vielen kleinen Knochentrabekel, die wahrend der
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Osteotomieheilung beobachtet wurden, in einige wenige gréRere Knochentrabekel

umgebaut wurden, zwischen denen viel helles Knochenmark liegt.

Zusammenfassend korrelierten die Unterschiede in der Gewebeverteilung im
Osteostomiespalt mit der bei der Osteotomieheilung zu erwartenden
Gewebeverteilung zu den entsprechenden Zeitpunkten. Die Osteotomieheilung bei
einer zusatzlichen Stabilisierung mit einer Schraube differiert nicht wesentlich von

der Heilung, wenn eine Schraube und ein K-Draht eingesetzt werden.

Der Fortschritt der Osteogenese hing in dieser Studie nicht vom verwendeten
Implantatsystem ab, sondern vermutlich eher von der Qualitat der Reposition und der

Stabilitat im Osteotomiespalt.

5.3 Interface der Implantate und Resorptionsverhalten des Pins

Das Einbringen von Osteosynthesematerialien kann eine Fremdkorperreaktion
auslosen, die durch eine Infiltration von Makrophagen und die Fusion von

einkernigen zu mehrkernigen Makrophagen charakterisiert ist.

7d nach der Operation traten erste einkernige und mehrkernige Makrophagen
vereinzelt am Pin auf. Nach 21d traten diese gehauft auf und erfuhren eine deutliche
Steigerung nach 42d, und nochmals nach 84d. MAI berichtete von einer Schafstudie,
in der ein USS Platten/Pin-System, bestehend aus einem ahnlichen Polymer wie der
Sonic Pin, zur Fixierung einer Kondylenhalsfraktur der Mandibula verwendet wurde.
Weder nach zwei noch nach neun Wochen gab es Anzeichen von Hitzenekrosen in
der Implantatumgebung. Am Polymer-Knochen-Interface wurden histologisch nach
zwei Wochen Makrophagen registriert, die mit deutlich gesteigerter Intensitat nach

neun Wochen am Pin beobachtet wurden [Mai, R et al; 2007].

Es stellte sich naturlich die Frage, ob ein Auftreten von Makrophagen bereits als
Anzeichen einer Resorption gedeutet werden kann. Im Cytoplasma der Zelle
befanden sich helle Regionen, bei denen es sich um aufgenommenes Pinmaterial
handeln konnte. Um diese Vermutung abzusichern, wurde die Herstellung von
Ultradinnschnitten und die Auswertung mittels Transmissionselektronenmikroskopie
durchgefuhrt.
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Die TEM Befunde bestatigten die lichtmikroskopischen Ergebnisse. Makrophagen
wurden zu allen Standzeiten direkt am Sonic Pin gefunden. In der 84d Gruppe wurde
abgebautes Pinmaterial im Lumen von Lymphgefallen und von Venen gefunden.
Dieser Befund konnte AufschluR Uber den weiteren Verlauf des resorbierten
Fremdmaterials geben. Aus aktuellen Untersuchungen von [Kilian, O et al; 2007] ist
bekannt, dass Knochenersatzmaterialien (Hydroxylapatit) auch Uber das
Lymphsystem abtransportiert wird. Zur genaueren Untersuchung ware ein
zukunftiger Tierversuch mit langeren Standzeiten, wie zum Beispiel 12 Monaten und
24 Monaten sinnvoll. Die Anzahl von nekrotischen Zellen durch die beim Implantieren
entstehende Temperaturentwicklung war an allen Implantatinterfaces ahnlich und

tolerabel.

LANGHOFF stellte im Schaftstiermodell nach 6 Monaten die ersten Risse in wenigen
oberflachlichen Bereichen eines Polymerstiftes (ahnlich dem Sonic Pin) fest. Nach 2
Monaten wurden vereinzelt auftretende mehrkernige Riesenzellen gefunden, die

nach 6 Monaten deutlich vermehrt waren [Langhoff, JD; 2006].

Zur genaueren Befundung und quantitativen Erfassung wurden die Makrophagen

mittels CD68 Immunhistochemie angefarbt.

Die lichtmikroskopische Auswertung ergab, dass bei allen Standzeiten die CD68
immunpositiven Zellen nicht direkt am Interface des K-Drahtes und der Schraube,

sondern im Granulationsgewebe in der naheren Umgebung vorzufinden waren.

Es war jedoch haufig eine wesentlich groRere Ansammlung von Makrophagen in der
naheren Umgebung der Schraube zu beobachten. Dies lasst sich dadurch erklaren,
dass im Umkreis der Schraube sehr viel mehr Knochenfragmente auftreten, als in
der Umgebung des Pins und des K-Drahtes, wo viel Granulationsgewebe beobachtet

wurde.

Beim Sonic Pin wurden die immunpositiven Zellen, mit zunehmender Anzahl bei
langeren Standzeiten, direkt am Interface lokalisiert. Es wurde eine Korrelation zum
Heilungsverlauf  festgestellt. =~ Bei guter Osteotomieheilung und  wenig
Granulationsgewebe direkt am Sonic Pin wurden sehr viele Makrophagen, die
teilweise bis ins Pinmaterial hineinragten, nachgewiesen. Bei verzdgerter

Osteotomieheilung war die Anzahl der Makrophagen wesentlich geringer.
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An den CD68 markierten Geweben wurde eine histomorphometrische Vermessung
der Fremdkorperreaktion durchgefihrt, mit dem Ziel die Unterschiede der
Fremdkorperreaktion von Sonic Pin und Schraube, von den unterschiedlichen
Standzeiten nach der Operation und von der P/S Gruppe zur P/P Gruppe, quantitativ

zu vergleichen.

Es wurde die prozentuale Flache der CD68 immunmarkierten Zellen am Interface
verglichen. Die ZellgroBe und die Lage der Zellen wurden hierbei nicht
berucksichtigt.

Im Gegensatz zur qualitativen histologischen Bewertung, ergab die vergleichende
quantitative Auswertung der Reaktionen um die Schrauben keine signifikanten
Unterschiede zu denen um die Sonic Pins. Lichtmikroskopisch war der Eindruck
entstanden, dass am Interface des Sonic Pins wesentlich mehr Makrophagen
lokalisiert waren, als am Interface der Schraube. Die Unterschiede zur subjektiven
Wahrnehmung bei der Durchsicht der Histologien kdonnten dadurch bedingt sein,
dass die hier durchgefiihrten Messungen einen Bereich von 0,5 mm um das jeweilige
Osteosynthesematerial einbezogen und dass im histologischen Praparat nicht alle

Makrophagen erkannt wurden.

Es wurde auch die Reaktion um den Sonic Pin bei den unterschiedlichen Standzeiten
verglichen. Hierbei wurde festgestellt, dass 42d nach der Operation signifikant mehr
Flache in der gemessenen Region durch CD68 immunreaktive Zellen eingenommen
wird, als 84d nach der Operation. Tendenziell war ebenfalls 21d nach der Operation
eine grolkere Flache mit CD68 immunreaktiven Zellen bedeckt, als 84d nach der

Operation.

Diese Zeitkurve scheint unabhangig vom Osteosynthesematerial zu sein. Dies zeigte
der nachste Vergleich, bei dem die immunreaktive Flache von Schraube und Sonic
Pin von jeder Standzeit gemeinsam mit der Flache der anderen Standzeiten
verglichen wurde. Festgestellt wurde eine signifikante Vergrélierung der CD68
immunreaktiven Flachen bei 21d und 42d im Vergleich zu 84d, sowie beim Vergleich
von 7d mit 21d. Dies deutet darauf hin, dass im vorliegenden Tierversuchsmodell
nicht das Osteosynthesematerial entscheidend fur den Zuwachs der prozentualen

Flache der CD68 Immunreaktion war, sondern der postoperative Zeitpunkt.
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Ein abschlieRender Vergleich der Fremdkorperreaktion der P/P Gruppe und der S/P
Gruppe bei 42d Standzeit zeigte keine signifikanten Unterschiede und bestatigte

somit, dass die Anzahl der Pins keinen Einfluss auf die Reaktion hatte.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der Sonic Pin keinen signifikanten
Zuwachs der Fremdkdrperreaktion nach Stabilisierung einer Fraktur im Vergleich zur

Verwendung einer Schraube auslost.

Eine bindegewebsartige Membran oder Kapsel wurde an keinem der Sonic Pins
festgestellt, womit eine Fremdkdrperreaktion auf das Implantat oder die Verwendung
von Ultraschall als Insertionsmethode ausgeschlossen werden kann [Bergsma, EJ et
al; 1993; Hoffmann, R; 1997; Donath, K; 1992]. Des Weiteren darf geschlussfolgert
werden, dass es keine Uber das Mald hinausgehenden Hitzenekrosen durch die

ultraschallgestutzte Implantationstechnik gab.

AbschielRend kann postuliert werden, dass die neuartige Methode der
Knochenfixation bzw. des Knochenverschweil’ens eine gute kndcherne Integration
des Osteotomiespaltes zeigte und das Sonic Pin Material eine sehr gute
Biokompatibilitat aufwies. Nach 84d konnten Abbauprodukte des Sonic Pin Materials
in Venen und LymphgefalRen und somit die Resorption nachgewiesen werden.
Jedoch ist fur eine genauere Untersuchung der Resorptionswege eine Langzeitstudie

erforderlich.

LANGHOFF beurteilt die Biokompatibilitat der eingeschweil3ten Implantate in einer
Schafstudie als fehlende Anzeichen von Entzindungsreaktionen und einer erfolgten
Integration des Implantates in den Knochen. Die Implantate verursachten keine
Entziindungsreaktionen und waren nach zwei Monaten signifikant mehr von Knochen
umgeben. Nach 6 Monaten war der neu gebildete Knochen bereits umgebaut und in
seiner Struktur optimiert. Die Titanimplantate zeigten eine tendenziell grélere
Knochendichte als die PLA Implantate [Langhoff, JD; 2006].

Hochleistungsultraschall wird in der Medizin therapeutisch z.B. in der
hyperthermischen Behandlung von Tumoren [Dewey, WC; 1994; Rivens, | et al;
2007] oder zur Knochenstimulation [Watanabe, Y et al; 2010; lwashina, T et al; 2006;
Malizos, KN; 2006] eingesetzt. Hierbei wird jedoch mit wesentlich hdheren
Leistungen und einer langeren Expositionszeit gearbeitet. Auch wenn das USS mit

einer vergleichsweise viel geringeren Leistung eingesetzt wird, ergab sich die Frage
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nach der lokalen Temperaturerhdhung und damit der potentiellen Gefahr der
Verletzung der zellularen knochernen Bestandteile bis hin zu deren Absterben.
FERGUSON platzierte in einer Studie im Kadaverknochen Temperaturfuhler im
Abstand von 0,5mm bis 1mm von der Implantatoberflache. Die Ergebnisse zeigten
eine Uber wenige Sekunden wirkende durchschnittliche Temperaturerhbhung von
14°C bis maximal 22°C [Ferguson, SJ et al; 2002]. Diese Werte sind sowohl in ihrer
Hohe als auch in ihrer Einwirkzeit deutlich geringer als intraoperativ auftretende
Temperaturerhdhungen beim notwendigen Aufbohren der Markhdhle bei
Verriegelungsnagelosteosynthesen [Bennington, IC et al; 2002; Davidson, SRH et al;
2003], beim Sagen mit der oszillierenden Sage [Stanczyk, M et al; 2004], bei der
intramedullaren Zementierung von Prothesen [Goodman, SB et al; 1985] oder bei
Vertebroplastien mit Knochenzementen [Deramond, H et al; 1999; Baroud, G et al;
2006].

5.4 Biomechanik

In der vorliegenden Arbeit wurde der Osteotomiespalt hinsichtlich seiner
biomechanischen Festigkeit nach 42 Tagen Standzeit getestet und als wichtige
Parameter zur Beurteilung dabei die Steifigkeit, die maximale Kraft und die

Verformung der Kondyle herangezogen.

Die Einspannung der Praparate zeigte sich in zwei Fallen als problematisch, da diese
in der diaphysaren Aufnahme versagten. Hierzu trug moglicherweise die
Einspannungsart per multiple Zylinderstifte in der universellen Spannvorrichtung bei.
Die Zylinderstifte Uben eine punktuelle mechanische Spannung auf die Diaphyse der
Praparate aus, die wahrend der biomechanischen Testung im ungunstigen Fall zur
Uberbeanspruchung beitrégt. Hier sollte fiir spatere Studien als Alternative eine

homogenere Einspannung, z.B. Kunstharzeinbettung verwendet werden.

Die Ergebnisse ergaben keine signifikanten Unterschiede sowohl im Vergleich
innerhalb der Gruppen, als auch mit der fir die Biomechanik definierten

Kontrollgruppe, den intakten Femura.

Aus den gleichen Steifigkeitswerten lasst sich schlieen, dass die physiologischen

Belastungen durch die operierten Kondylen gut Ubertragen werden konnen.

Bei zwei Tieren aus der P/P Gruppe war die Osteotomie nicht durchbaut. Dieses

kann nicht eindeutig auf eine Ursache zurickgefuhrt werden. Mdglicherweise war die
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Reposition suboptimal, die Fixation durch die Implantate nicht ausreichend oder aber
die postoperative Belastung zu hoch. Da bei den restlichen Tieren die maximalen
Lastniveaus denen der Kontrollgruppe glichen, lasst sich jedoch definitiv eine
grundsatzliche biomechanische Uberbelastung wahrend der Heilungsphase

ausschlief3en.

Fur eine physiologische Frakturheilung ist eine optimale Fixation durch die
Osteosyntheseverfahren notwendig [Lujan, TJ et al; 2010]. Da samtliche Gruppen
ahnliche Lastniveaus erreichten wie die unoperierte Kontrollgruppe, ist der Schluss
zulassig, dass alle verwendeten Implantate eine erfolgreiche Osteotomieheilung

ermoglichten.

Die maximalen Verformungen waren ebenfalls auf gleichem Niveau wie die der
Kontrollgruppe. Folgernd wurde die Durchbiegung im Osteotomiespalt nicht negativ
durch ein zu biegeweiches Implantat beeinflusst. Andere Autoren zeigten, dass

bioresorbierbare Implantate zur Fixation geeignet sind [Claes, LE et al; 1996].

Hieraus lasst sich schlieen, dass die Festigkeit des Osteotomiespaltes
unbeeinflusst von der Insertionsmethode der Implantate und den verwendeten

Osteosynthesemitteln ist.

ABDULAZIM und Mitarbeiter untersuchten die Scherfestigkeit eines Sonic Pins im
Vergleich zu einer Titanspongiosaschraube (4mm Durchmesser) in frisch gefrorenen
humanen Tibiae. Als Frakturmodell wurde eine Osteotomie des medialen Maleolus
gewahlt. Die maximale Kraft bei der Titanschraube war ungefahr doppelt so hoch wie
die beim Sonic Pin [Abdulazim, A et al; 2008].

Zusatzlich zeigten statische Pullout- und Scherversuche in Spongiosablécken von
Rinderwirbelkorpern ahnliche Versagensfestigkeiten fur zwei Sonic Pins verglichen
mit einer Titanschraube [Abdulazim, A et al; 2008]. Die in dieser experimentellen
Arbeit gewonnenen Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass die Verwendung von
zwei Sonic Pins bei der Stabilisierung einer Osteotomie eine zu einer 4mm

Titanschraube vergleichbare Scher- und Pulloutfestigkeit aufweisen.

Die Ergebnisse unterstitzen die Schlussfolgerung, dass biomechanisch eine
hinreichende Versorgung der Osteotomie durch die Verwendung von zwei Sonic Pins
vorliegt, da diese vergleichbare Scher- als auch Pullout-Festigkeit bieten, wie eine

4mm Titanspongiosaschraube.
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Darlberhinaus finden sich neben dem hier untersuchten System auch andere auf
Ultraschall basierende resorbierbare Osteosynthesemittel, die interessante

biomechanische Aspekte in den spezifischen Studien gezeigt haben.

Bei der Untersuchung eines winkelstabilen Osteosynthesesystems, bestehend aus
mehreren in einer Platte verschweil3ten Pins, zeigte sich in einer Schafstudie am
Craniosynostosemodell ein  deutlicher  Stabilitdtsvorteil gegenuber einem

unverschweiften System [Pilling, E et al; 2007].

Am Knochenmodell [Ferguson, SJ et al; 2006], sowie an humanen osteoporotischen
Knochen [Meyer, DC et al; 2006], wurden ultraschallgestitzt resorbierbare Pins
implantiert. In hochpordésen und sproden Substraten (wie beim osteoporotischen
Knochen) fand sich in beiden Studien eine signifikant verbesserte Verankerung durch
die vorteilhafte Kopplung der Knochenstruktur mit den eingeschmolzenen

Implantaten.

5.5 Das USS im Vergleich zu anderen Technologien

Das USS konnte eine alternative Losung zu den Forschungen und der Anwendung
von Knochenklebesystemen darstellen. Im Folgenden wird ein zusammenfassender

Uberblick zum Stand der Kleberforschungen beschrieben.

Knochenkleber, die nach ihrer Funktionserflllung resorbiert und zu nicht toxischen
Substanzen umgebaut werden, sind seit langem von gro3em Forschungsinteresse
[Heiss, C et al; 2006]. Der Vorteil eines Klebers ist die optimierte Kraftverteilung von
einer Frakturseite zur anderen, da die Verbindung die gesamte Flache nutzt und
nicht wie beim Einsatz von gangigen Osteosynthesemitteln nur wenige
Kontaktstellen [Donkerwolke, M et al; 1998]. Ein zusatzlicher Vorteil im Vergleich zu
metallischen Implantaten kdnnte die Vermeidung von zu rigiden Osteosynthesen

durch den Einsatz eines wesentlich elastischeren Klebers sein [Heiss, C et al; 2003].

Fur die Frakturheilung von Vorteil ware auch die ungestortere Blutversorgung, vor
allem von der periostalen Seite, im Vergleich zu Metallsystemen [Donkerwolke, M et
al; 1998].

Der erste Versuch einen Knochenkleber zu benutzen kam vor mehr als 4000 Jahren

aus Agypten. Seit dem wurden viele Materialien erforscht und erprobt. Trotz dieser
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sehr langen Geschichte in der medizinischen Kleberforschung ist bis heute kein

klinisch anwendbarer Knochenkleber bekannt [Heiss, C. et al; 2006].

Kleber sind Substanzen, die aufgrund von molekularer Anziehung und im Gegensatz
zu Zementen auf einer Oberflache haften, die auf eine mechanische Verbindung zur
umgebenden Struktur beruhen [Charnley, J; 1996]. Bei einem guten Kleber ist die
Adhasion und Kohasion genauso stark wie die interne Kohasion der Objekte, die

zusammengefugt werden sollen [Rimpler, M; 1994].

Grundsatzlich  konnen  Knochenadhasive in  synthetische  (Epoxyharze,
Polyurethanschaum, Cyanoacrylate, Polymethylmethaacrylate) und biologische
(Fibrinadhasive, Adhasive auf Peptidbasis) Materialien eingeteilt werden [Heiss, C et
al; 2006]. Epoxyharze initiieren fibrose Kapseln um den Adhasive, die eine Barriere
fur die Kallusbildung darstellen und bedingen durch die Polymerisationshitze
Gewebenekrosen [Donkerwolke, M et al; 1998]. Polyurethanschdume zeigten eine
langsame Resorption, geringe Adhasion und fiuhrten in vielen Studien zu
Pseudarthrosen, Infektionen und Gewebenekrosen. [Buchner, H et al; 1962,
Hullinger, L. 1962]. Cyanoacrylate fuhrten ebenfalls in Studien zu Infektionen und
schweren lokalen Reaktionen [Brauer, GM; 1979; Meyer, G et al; 1979].
Polymethylmethaacrylate (PMMA) werden im Dentalbereich seit 1930 und zur
Prothesenzementierung eingesetzt. CHARNLEY und KETTLEWELL erprobten die
Verwendung bei Huftendoprothesen. Menschliche Frakturen heilen um PMMA, wenn
nicht die gesamte Frakturflache vom Zement okludiert ist [Charnley, J; 1966]. PMMA
dient daher haufig als Defektflller oder zur Augmentation von konventionellen

Implantaten in verschiedenen Fraktursituationen [Heiss, C et al; 2006].

Fibrinadhasive sind weit verbreitet in der Weichteilklebung mit sehr guten
Eigenschaften in Bezug auf Hamostasis, Heilung, Vaskularisierung in Knochengrafts
und Banderrefixationen. Die mechanische Stabilitat ist dabei so gering, dass der
Einsatz nur bei Knochenfragmenten in Frage kommt, bei denen keine oder nur sehr
geringe biomechanische Belastungen wirken [Bosch, P; 1981]. Osteochondrale

Defekte sowie Nervenverbindungen sind derzeit die empfohlene Anwendung.

Wasserpflanzen und Muscheln benutzen Kombinationen aus Proteinen und
Polysacchariden als Klebstoff [Kitamura, M et al; 1999]. Die Adhasionseigenschaft
dieser Materialien ist sehr stark, allerdings ist die industrielle Herstellung sehr

aufwendig, da eine groRe Anzahl von Muscheln in aul3erst schwierigen Prozessen
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bendtigt wird. Eine klinische Anwendung ist derzeit noch nicht abzusehen und es
werden Schwierigkeiten mit allergischen Reaktionen auf diese grof’en fremden

Proteine in vivo erwartet [Kitamura, M et al; 1999].

Die Problematik eines Knochenklebesystems besteht darin, einen Kleber mit
optimalen Adhasions-, Resorptions- und Biokompatibilitatseigenschaften zu finden.
Verlauft die Degradation zu schnell, oder die Osteogenese zu langsam, so hat keine
ausreichende Frakturiberbrickung stattgefunden und die Verbindung wird instabil.
Verlauft die Degradation zu langsam, besteht im Frakturspalt kein Platz fir die
Knochenneubildung. Aus diesen Griinden war es in der Vergangenheit nicht mdglich,
ein Klebesystem flr die Frakturheilung zu etablieren, da die Knochenneubildung und

die Kleberdegradation den gleichen Raum einnehmen [Heiss, C et al; 2005].

Hier konnte das USS eine Alternative zu den Klebstoffen darstellen. Durch das
Einschweissen des Implantates ware eine primarstabile Osteosynthese erreichbar.
Da der durch das USS zunachst aufgeschmolzene und dann erstarrte Bereich des
PLA Materials nicht im kritischen Raum flir die Knochenneubildung des
Frakturspaltes liegt, ist eine ungestorte Heilung zu erwarten. Des Weiteren ist auch
die Degradationszeit wesentlich unkritischer, da das Implantat von Anfang an genug

Raum fur die Osteogenese lasst.

Das untersuchte USS System steht in direkter Konkurrenz zu verschiedenen
anderen Verfahren, die eine erhdhte Primarstabilitat adressieren, und die sich durch
eine verbesserte Tragfahigkeit in der Spongiosa, ein geringeres Operationstrauma, in
der Einfachheit der Anwendung und in der Dauer bis zur vollen Belastbarkeit
unterscheiden (Tab.9).

Das USS weist dabei potentiell ein ausgeglichenes Eigenschaftsprofil auf, welches
vor allem auf der schnell erreichbaren maximalen mechanischen Tragfahigkeit beruht
[Mayer, J et al; 2008].

Die Technik des USS wird seit 2005 in der kranio-maxillofazialen Chirurgie
eingesetzt [Mayer, J et al; 2008]. Das Implantatdesign basiert auf einem
konventionellen resorbierbaren Platten/Schrauben System, bei dem die Schrauben

durch kurze Pins ersetzt wurden.
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polymerisierende,

degradable Polymere

++

Technologien Tragfahigkeit | Trauma Einfachheit | Zeit bis zur
in Spongiosa durch der vollen
Operation | Anwendung | Tragfahigkeit
Ultraschallschweissen ++ ++ ++ ++
Press-fit basierte
+ +++ +++ -

Verankerung
Polymerer

+++ + ++ +
Knochenzement
In-situ

Biodegradable

Knochenzemente

Kleber

Mechanische

Expansionssysteme

+++

Tab. 9 Qualitative Bewertung von etablierten und in Entwicklung befindlichen Ansatzen zur Erhéhung
der Primarstabilitdt [Modifiziert nach Mayer, J et al; 2008]

In-vivo-Vergleichs-Studien zu nicht eingeschweildten Implantaten zeigten fur die

Indikationen der Kraniotomie [Pilling, E et al; 2007] und der Osteotomie am
Kiefergelenk [Mai, R et al; 2007] hinsichtlich Biokompatibilitat und Funktionalitat gute

Ergebnisse.
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5.6 Ausblick

Die Ultraschallschweillung von Knochen und Fragmenten ist ein zukunftsweisendes
und innovatives Verfahren mit einem vielfaltigen Einsatzspektrum in der operativen
Traumatologie und Orthopadie, um Knochen einfach und schnell miteinander zu
verbinden, selbst unter schwierigen  Randbedingungen. Der  axiale
Implantationsprozess bietet neue Ansatze in der Implantatkonstruktion, da fir die

Implantation keine Rotation erforderlich ist [Mayer, J et al; 2008].

REHM berichtet von 5% Dislokationsproblemen in einer prospektiv randomisierten
Radiuskopfchenfrakturstudie bei der Verwendung von resorbierbaren Pins [Rehm,
KE et al; 1997]. Das USS des Pins kdnnte hier mdglicherweise zu einer Reduktion
dieser Komplikation fuhren. Allerdings sind hierflir weitere klinische Studien

notwendig.

Vermehrte Anwendungen der Technologie auf weitere traumatologische Indikationen
werden entscheidend davon abhangen, ob es gelingt, hdheren biomechanischen

Belastungen gerecht zu werden.

Ein vielversprechender Ansatz sind zukunftige Hybridimplantate, bei denen eine
Kombination aus Metall und Polymer realisiert wird. Hierbei wird die Primarstabilitat
durch eine Polymer-Augmentierung des metallischen Implantates erreicht, bei
gleichzeitiger Langzeitstabilitat durch den metallischen Grundkoérper [Zander, N:
2007].

Ein weiteres Konzept waren polymerbeschichtete, metallische Schrauben-Platten-
Systeme, die durch Ultraschall eine winkelstabile Schraubenkopf-Platte Verbindung
erreichen [Sonntag, R; 2007].

Die Kombination von potentiellen Arzneistoffen mit bioabbaubaren Polymeren, deren
kontinuierliche Arzneistofffreisetzung Uber die Degradation des Polymers gesteuert

werden konnte, stellt einen weiteren interessanten Ansatz dar [Gollwitzer, H; 2003].
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6 Zusammenfassung

Die Fixation von Osteosynthesematerialien in strukturgeschwachtem Knochen, wie
zum Beispiel der Osteoporose, ist eine ungeloste Herausforderung fiur die
Unfallchirurgie und Orthopadie. Die ultraschallgestitzte Implantatfixation kdnnte hier
eine mogliche Ldsung darstellen. Beim Ultraschallschweillen (USS) wird die
Oberflache eines thermoplastischen Implantates im Kontakt mit Knochen durch
hochfrequente Vibrationen lokal aufgeschmolzen. Das Material dringt in die porose
Knochenstruktur ein, erstarrt innerhalb weniger Sekunden und flhrt zu einer

Osteotomie- (Fraktur-) stabilisierung.

Ziel der vorliegenden experimentellen Arbeit war es, den Einfluss eines neuen
resorbierbaren Poly-(L-DL)-Laktid-Pin (Sonic Pin) nach Einsatz des USS auf die
physiologischen knéchernen Umbauvorgange in ihrem zeitlichen Ablauf radiologisch,
histologisch, immunhistochemisch, elektronenmikroskopisch und histomorpho-
metrisch darzustellen. Des Weiteren wurde nach erfolgter Heilung biomechanisch die

Festigkeit des Konstruktes untersucht.

Als Tierspezies wurde das Kaninchen gewahlt, da die Knochen in Struktur und

Stoffwechsel den menschlichen Verhaltnissen sehr nahe kommen.

Ein standardisiertes Osteotomiemodell am Femurcondylus diente fir die
Untersuchungen. Die Osteotomie wurde entweder mit einem Sonic Pin und einer
Titanschraube oder mit einem K-Draht und einer Titanschraube (Kontrolle)
stabilisiert. Zusatzlich wurde fur die 42 Tage Standzeit eine Tiergruppe mit zwei

Sonic Pins versorgt.

Am Ende der Nachbeobachtungszeit von 7, 21, 42 und 84 Tagen wurden die Tiere
getdtet und die entsprechende Extremitat den verschiedenen Auswertemethoden
zugefuhrt. Quantitative und qualitative Untersuchungen, Mikro-
Computertomographie, Schliffpraparate, Semidinnschnittverfahren, Lichtmikroskopie
und Transmissionselektronenmikroskopie sowie biomechanische Tests konnten flr

die experimentelle Arbeit herangezogen werden.

Im histologischen Schliff konnte eine ungestorte Knochenneubildung Uber
Granulationsgewebe, Geflechtknochen und Lamellenknochen fir alle Gruppen

nachgewiesen werden. Die immunhistochemische Untersuchung der Markierung von
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Makrophagen, von Osteoblasten und neu einsprieRenden Gefallen bestatigte die

lichtmikroskopischen Befunde.

Histomorphometrisch konnte nachgewiesen werden, dass die Gewebeverteilung im
Osteotomiespalt unbeeinflusst von den verschiedenen Osteosynthesemitteln der
einzelnen Gruppen war und dass der Sonic Pin keine nachweisbare
Fremdkorperreaktion verursachte.

An den Osteosynthesematerialien befanden sich keine Anzeichen von
Resorptionssdumen oder Abkapselungen.

Biomechanisch zeigten alle Femurkondylen eine hinreichende Festigkeit. Die
Steifigkeiten, Dehnungen und maximal tbertragbaren, statischen Lasten waren nicht
signifikant verschieden.

Am resorbierbaren Polylaktid des Sonic Pins waren viele ein- oder mehrkernige
Makrophagen lokalisiert, die das Material abbauten. Hinweise Uber die Ausscheidung
der Abbauprodukte Uber das Lymph- oder GefalRsystem konnten bei der 84 Tage
Standzeit nachgewiesen werden.

Die ultraschallgestutzte Implantatfixation hatte keinen negativen Einfluss auf das
physiologische Knochenremodelling in dieser experimentellen Studie. Der Einsatz
des Sonic Pins zur Fixation von Frakturen kann unter ausgewahlten
biomechanischen Bedingungen und entsprechenden postoperativen
Belastungseinschrankungen empfohlen werden.

Es wird aufgrund der hier erzielten Ergebnisse empfohlen in Form einer
Langzeitstudie, ggf. auch in osteoporotischem Knochen das Resorptionsverhalten

des Polylaktids zu untersuchen.
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7 Summary

The fixation of implants in structurally weakened bone, e.g. osteoporotic bone,
remains a challenge in Traumatology and Orthopaedics. The ultrasound based
welding of implants may represent a potential solution. Using ultrasound on a
thermoplastic implant leads to high frequency vibration and hence to a melting of the
surface of the implant material, which is in contact with the bone. The molten material
penetrates into the porous structure of the bone, solidifies in a few seconds and

results in a stabilized fracture or osteotomy.

The objective of this experimental project was to investigate the influence on the
bone remodelling process when a new resorbable pin (Sonic Pin) made from Poly-(L-
DL)-Lactide was inserted with ultrasound. The investigation was conducted by means
of radiology, histology, immunohistology, electronmicroscopy and histomorphometric
methods. In addition after healing of the osteotomy a biomechanical strength test

was performed.

A Lapine animal model was chosen because the structure and metabolism of the

bone was considered to be comparable to human bones.

A standardized osteotomy model of the condyle of the femur was used. The
osteotomy was either stabilized with a Sonic Pin and a Titanium Screw or with a K-
wire and a Titanium Screw (control group). For the 42 day timeframe, an additional

group treated with two Sonic Pins was implemented.

At the end of the different observation times of 7, 21, 42 and 84 days the animals
were sacrificed and the corresponding extremity investigated by the various methods.
Quantitative and qualitative methods, Micro Computer Tomography, cutting-grinding-
technique for hard tissue, semi-thin cuts, light microscopy and transmission electron

microscopy as well as biomechanical testing were utilized for examination.

New undisturbed development of bone via granular tissue, cancellous bone and
laminar bone could be demonstrated for all groups on histological specimens. The
immunohistochemical marking of macrophages, osteoblasts and new blood vessels

supported the results seen with the light microscope.
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It could be histomorphologically proven that the tissue distribution in the osteotomy
gap was not influenced by the different fixation treatments of the groups and the

Sonic Pin caused no noticeable negative foreign body reaction.

None of the implants used to stabilize the osteosynthesis showed a resorption layer

or isolation gap.

Biomechanically all femora in all groups achieved a sufficient strength and there was
no significant difference between the groups in terms of stiffness, maximal static load

and elongation.

The interface of the resorbable polylactide showed many single nucleated or multiple
nucleated macrophages resorbing the material. At 84 days preliminary evidence
could be observed for the eliminative process of the polylactide via the lymphatic and

vascular system.

The ultrasound implant fixation did not impede physiological bone remodelling in this
study. The use of the Sonic Pin for the fixation of fractures can be recommended
under the restriction of biomechanical loads and a corresponding post operative

protocol.

Further to the results of this investigation a longer term study in osteoporotic bone is

proposed to further research the resorption process of the polylactide.
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