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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kleber als Flgeverfahren

In den letzten Jahrzehnten hat der Einsatz von Klebstoffen in der Industrie beim
Verbinden unterschiedlicher Materialien zugenommen und bewahrte Verfahren wie

das Schrauben, Nieten, Nageln, Loten und Schweil3en teilweise abgeldst.

In der Medizin, vor allem in der Chirurgie, haben sich Klebstoffe bis heute nicht
durchsetzen kénnen. Nach wie vor werden sowohl Frakturen mit Nageln, Platten und
Schrauben fixiert als auch die Weichteile mit Nahten und Klammern versorgt. Dabei

wurde ein Knochenkleber entscheidende Vorteile bieten.

Ein Klebstoff verbindet getrennte Materialien schnell und einfach. Er wirkt sich auf die
gesamte Oberflache aus und sichert somit im Unterschied zu Platten und Schrauben
eine gleichmafige flachenhafte Kraftverteilung. Dartber hinaus kann er gleichzeitig
alle Materialunebenheiten ausgleichen und eine Schwingungsdampfung bewirken
[19].

Ein anderer wichtiger Vorteil ist die Verminderung bzw. Vermeidung von Stress und
Gewebeschaden in der Knochenheilung bei der Verwendung von elastischem Kleber
anstelle von metallischen Implantaten mit hoher Rigiditdt und Steifheit [65].
Schrauben, Nagel und Platten konnen 2zu Durchblutungsstorungen und
Gewebeirritationen fuhren. Eine haufige Komplikation der Osteosynthesebehandlung

stellt die Metallose dar.

Unter einer Metallose versteht man die lokalen Weichteil- und Knochenschadigungen
in der Umgebung von metallischen Knochenimplantaten, wobei das Metall als
Fremdkorper wirkt und eine unspezifische Entzindung auslost [1]. Sie hat einen
negativen Einfluss auf den Heilerfolg. In nahezu 5 % der Osteosynthesen tritt eine

Metallose auf, die zu einer Lockerung der Implantate fihren kann.

Des Weiteren muss herkdmmliches Implantatmaterial durch einen ,zusatzlichen®
operativen Eingriff entfernt werden. Damit steht der Patient ein zweites Mal vor allen
Risiken und Gefahren dieser Operation. Ein mdglicherweise erforderlich werdender
stationarer Aufenthalt und der entstandene Arbeitsausfall, als auch die Operation zur

Materialentfernung bedeuten zusatzliche Kosten flir das Gesundheitswesen.
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1.2 Historischer Riickblick

Die Klebstoffe kdnnen in zwei groRe Stoffklassen unterteilt werden. Zum einen gibt
es die seit 1870 ,synthetisch hergestellten kérperfremden Klebstoffe“, zum anderen
gibt es die vom Ursprung her ,biologischen korpereigenen oder korperahnlichen
Adhasive®, die heutzutage auch synthetisch und industriell hergestellt werden
(Tab. 1).

Biologische Klebstoffe | Gelatine-Resorcin-Aldehyd-Klebstoffe
Protein-Aldehyd-Systeme
Fibrinklebstoffe

Klebstoffe auf Peptidbasis
Resorbierbare Oligo- und Polyactone

Synthetische Klebstoffe | Epoxidharze

Polyurethane

(Alkyl-) Cyanoacrylate
Polymethylmethacrylate= PMMA

Tab. 1 Ubersicht der biologischen und synthetischen Klebstoffe.

Biologische Klebstoffe:

1772 wurde ,Plaster of Paris, der Gipsverband, eingeflihrt, der heutzutage immer
noch als konservatives Mittel zur Knochenfrakturheilung eingesetzt wird [65]. 1931
stellte HENDRI [26] den ersten Knochenklebstoff, Ossocol, ein Proteingemisch aus
Kollagen von Knochen und Bindegewebe, vor. Starke lokale und allgemeine

Reaktionen verhinderten den weiteren Gebrauch [19, 63].

Der 1966 in den USA entwickelte Gelatin-Resorcin-Aldehyd-Gewebeklebstoff wurde
experimentell und klinisch an der Haut, an Gefallen und an parenchymatosen
Organen eingesetzt. Eine aufwendige Zubereitung und eine histotoxische Reaktion
sprachen gegen weitere Versuche [19]. Spater wurde Formaldehyd durch die
weniger toxischen Dialdehyde (Glutaraldehyd, Glyoxal) ersetzt und heutzutage vor
allem bei der Rekonstruktion von Aortenklappen, bei der Behandlung von
Aortendissektion [14], bei der Fixierung von Implantaten und Transplantaten sowie

bei der blutdichten Abdichtung chirurgischer Nahte genannt.

In den Protein-Aldehyd-Systemen werden Proteine direkt als reaktive, vernetzbare
Komponenten eingesetzt. Als Anwendungsbereich wird die Beschichtung bzw.
Primarabdichtung kinstlicher Gefal3prothesen diskutiert. Seit 1998 wird in Europa

auch ein chirurgischer Klebstoff (BioGlue®) vertrieben, der zur Unterstutzung der
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konventionellen Technik (chirurgische Naht) bei der Behandlung von

Aortendissektionen eingesetzt werden kann.

Seit Beginn der 70er Jahre werden Fibrinklebstoffe verwendet. Weil der Klebstoff aus
korpereigenen Substanzen besteht, ist seine Vertraglichkeit hervorragend, allerdings
besteht ein geringes Risiko fiir die Ubertragung von Viruserkrankungen, z.B.
Hepatitis. Der Abbau des Fibrinklebstoffes geht in wenigen Tagen vonstatten, was
besonders fur die Haut und parenchymatdse Organe erfreulich ist, fur den Knochen
aber in vielen Fallen zu kurz sein konnte [19]. Heute werden Fibrinklebstoffe zur
Unterstutzung der chirurgischen Naht oder deren Einsparung in mechanisch gering
belasteten Bereichen, z.B. dem Verschluss von Rissen an inneren Organen wie Milz

oder Leber angewendet.

Klebstoffe auf Peptidbasis bieten sich als natirliche, im Organismus vorkommende
Substanzen hinsichtlich ihrer Biovertraglichkeit und Bioabbaubarkeit fur die Medizin
an. 1991 synthetisieten RIMPLER et al. aushartende Zweikomponenten-
Klebstoffsysteme, sogenannte Peptoplaste, auf der Basis acrylierter bzw.
methacrylierter Aminosauren und Peptide [4]. Im Tierversuch zeigten diese
Klebstoffe bei der Verklebung von kleineren Knochenfragmenten bezlglich der
Klebefestigkeit und Vertraglichkeit gute Ergebnisse, wiesen aber eine unvollstandige

Biodegradation auf [50].

Eine andere Entwicklungsrichtung orientierte sich an marinen Organismen. Marine
Weichtiere und Wurmer bilden Klebstoffe auf Proteinbasis, die im Meerwasser bei
unterschiedlichen Temperaturen ausharten und erstaunliche Klebefestigkeiten auf
verschiedenen Materialien aufweisen. Die modernen Methoden der Gentechnik

konnten hier in nachster Zeit eine Alternative bieten.

Resorbierbare Oligo- und Polyactone haben in jungster Zeit als Osteosynthese -
Hilfsmittel (Pins, Schrauben, Platten) sowie als Tragermaterialien fur Pharmaka
wachsende Aufmerksamkeit erlangt. Eine freie terminale Hydroxylgruppe, die fur
Modifizierungen, unter anderem zur Einfuhrung vernetzungsfahiger Gruppierungen,
geeignet ist, ermoglicht die Herstellung von Klebstoffen auf Polyacton-Basis. Ein
solcher Klebstoff wurde 1993 von der Firma Focal Inc. in den USA entwickelt. Die
Aushartung zu einem Hydrogel wird photochemisch durch UV-Bestrahlung

vorgenommen. Seit 1998 wird das Produkt in Deutschland vertrieben und
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hauptsachlich zum Verschluss von Luftleckagen nach Lungenoperationen verwendet
[64].

Synthetische Klebstoffe:

Ende der 50er Jahre traten Epoxidharze, duroplastische Kunstharze, die durch
Reaktion von Epichlorhydrin mit aromatischen Dihydroxiverbindungen entstehen [19]
in den Vordergrund. Der Australier BLOCH scheiterte 1958 bei dem Versuch
diaphysiale Frakturen an Vorderlaufen von Schafen mit Araldit ®, einem
Kunststoffkleber aus Ethoxylinharzen, zu kleben aufgrund von auftretenden
Infektionen und der zu fetthaltigen und feuchten Umgebung [5]. 1956-59 erzielte der
Russe GOLOVIN gute Ergebnisse mit Osteoplast® an 32 Patienten mit frischen und
pathologischen Frakturen und Pseudarthrosen [20, 21]. RIETZ [50] konnte 1964
beweisen, dass Epoxidharze weitere Schwachen wie eine geringe Resorption und
knécherne Durchbauung sowie hohe Polymerisationshitze und mangelnde

Biokompatibilitat aufweisen.

Bei dem 1959 aus den USA stammenden Poly-Urethan-Hartschaum Ostamer®
waren neben der hohen Polymerisationstemperatur von 70°C [28; 49], dem Verlust
der Adhasion im Feuchten [19], den lokalen Wundheilungsstérungen [7], der
fehlenden Resorption und der bindegeweblichen Abkapslung des Klebstoffs die
Lockerung der Poly-Urethan-Knochenverbindung und Ostamerbruchigkeit die
Hauptgrinde fir ein Fehlschlagen des Ostamers [7; 49; 70]. Seit ca. 1981 dienen die
Verbande aus der gleichen Substanz, der Poly-Urethanverbindung, als Gipsersatz,
Baycast®, Neofraki®.

1959 wurde durch Zufall die hohe Klebekraft von Cyanoacrylaten, die auch in
feuchter Umgebung gut binden, von COOVER et al entdeckt [10]. Sie sind als
Sekunden- und Sofortkleber in der Bevdlkerung bekannt. Die Knochenklebeversuche

mit Cyanoacrylaten waren meist erfolglos.

Wegen der hohen Gewebetoxizitdt der kurzen Alkylketten von Biobond®, ein
Gemisch aus Ethylcyanoacrylaten, Polyisocyanaten und Nitril-Gummi [63], und der
zeitweise diskutierten karzinogenen Wirkung, wurden Methylcyanoacrylate
schliel3lich von den lebensmitteltechnischen und pharmazeutischen Behdrden fir

den menschlichen Gebrauch verboten.
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Weitere Studien mit Bucrylaten, Butyl- und Isobutylcyanoacrylaten zeigten eine eher
benigne Gewebereaktion, aber da die Wirkstoffe bis zu vier Monate im Gewebe

verblieben, stellten sie eine Barriere fir die Kallusformation dar [63].

Cyacrin, Ethylcyanoacrylate wurden 1963 zunachst an Labortieren getestet, um dann
wegen guter Bioadhasion und Frakturheilung klinisch an offenen und geschlossenen
diaphysaren Frakturen, Rippen-, Phalangeal- und Metacarpalfrakturen getestet zu
werden. TKACHENKO und RUTSKI [60] berichteten von durchgangiger
Biodegradierbarkeit, guter Heilung und einer minimalen Gewebereaktion. 1972
entwickelte POLJAKOW [48] das Verfahren ,Knochenschweil’en®, bei dem ein
Cyanoacrylat-Knochenmehlgemisch  mit  Ultraschall zur Sofortpolymerisation
gebracht und in ein hartes Knochenkonglomerat verwandelt wurde. Cyanoacrylate
und die Schweillmethode zeigten Schwachen wie hitzebedingte Osteonekrosen,
hohe Infektionsraten, schwere lokale Toxizitat, schlechte Resorption, fehlender

Zusammenschluss und dislozierte Frakturenden [69].

Polymethylmethacrylate (=PMMA) sind seit 1930 in der Zahnmedizin vertreten.
Palacos, ein deutsches Methylmethacrylatpraparat, ist ein schnellhartender,
thermoplastischer Polymerisationskunststoff. 1962 zeigte HULLINGER [29] an
Gewebekulturen die gute Gewebevertraglichkeit des ausgeharteten Methacrylats, im
Gegensatz zu der auf das Monomer zuruckzufuhrende Zytotoxizitat des noch
flussigen Gemisches. ZOLLINGER [71] fand in der Umgebung des Palacos weder
einen Abbau noch reaktive Erscheinungen, wie die Bildung von Granulationsgewebe,
vor. Spate Dislokationen und fehlende Klebung [9, 13] sprachen gegen ihren

Gebrauch als Knochenklebstoff.

Bei der Auswertung der Literatur Uber adhasiven Osteosynthesen waren
widerspruchliche Aussagen Uber die Wirksamkeit und Gewebevertraglichkeit
(=Histobiokompatibilitdat) der unterschiedlichen Klebstoffe zu finden. Aus dem
historischen Ruckblick ist ersichtlich, dass jeder Klebstoff, der nicht abgebaut wird
und die Frakturflache bedeckt, in einem nicht akzeptablen hohen Prozentsatz zu
einer fehlenden Bindung (nonunion) fihrt. Nur die mit langen Alkylketten bestlckten
Cyanoacrylate, Fibrin und Polymethylmethacrylate scheinen gut vom Gewebe

toleriert zu werden.
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1.3  Anforderungen an den Kleber

Ein Knochenklebstoff konnte eine einfache und schnelle Methode darstellen, um
Abriss- und Kleinfragmentfrakturen wieder zu fixieren. Um den Anforderungen in der
Medizin gerecht zu werden, sollte der Klebstoff die in Tabelle 2 aufgeflihrten Kriterien
erfullen (Tab. 2). Knochenklebstoffe sind nur nutzlich und verwendbar, wenn sie
initial eine ausreichend starke Bindung flir eine provisorische oder endgultige
Fixation gewahrleisten konnen [63], bis das Gewebe infolge einer physiologischen

Heilung diese Funktion wieder selbst Ubernehmen kann.

Biohistokompatibilitat weder  toxisch, karzinogen, teratogen noch
embryotoxisch

bioresorbierbar in einem definierten Zeitraum

keine groRe Temperaturentwicklung wahrend der
Aushértung

ausreichende Festigkeit ausreichend elastisch, hohe Klebefestigkeit

gutes Haftvermégen an feuchten, fettigen und
spongidsen Oberflachen

einfache Handhabung leichte Anwendung und Applizierbarkeit

weitere Eigenschaften schnelle Aushartung des Klebstoffes
keine Volumenanderung
sterilisierbar

wirtschaftlich durchfiihrbar

Tab. 2 Anforderungen an einen Knochenklebstoff.

Ziel eines jeden Eingriffs sollte die vollige Wiederherstellung der knochernen
Feinstruktur sein, welches die Grundlage einer langfristigen Stabilitat gewahrleistet.
Der Knochenkleber muss deshalb vollstandig abgebaut und mit vitalem Knochen
ersetzt werden koénnen. Eine Osteogenese sollte wahrend der Prasenz des
Knochenklebers madglich sein. Der Klebstoff muss ausreichend elastisch, viskds und
zahflissig sein, um von seinem Applikationsort nicht wegflieBen zu kdnnen.
Aulerdem durfen weder lokal- oder systemtoxische noch mutagene, karzinogene
oder embryotoxische Nebenwirkungen nachweisbar sein. Der Kleber sollte leicht
sterilisierbar sein und auch in feuchter Umgebung und an fettigen Oberflachen, wie
spongidsem Knochen, fest haften. Bei der Applikation sollten keine groleren
Temperaturen entstehen, um Warmeschaden im Gewebe (Hitzenekrosen) zu

vermeiden.
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Eine einfache Anwendung und Umsetzung ist wiinschenswert, damit jeder operativ-
chirurgisch tatige Arzt ohne zusatzliche Schulung den Knochenkleber erfolgreich
nutzen kann. SchlieBlich muss der Knochenkleber aus 6konomischer Sicht in seiner

Herstellung und Aufbewahrung wirtschaftlich sein.

1.4  Einsatzmdglichkeiten eines Knochenklebers

Die Beobachtungen und die Ergebnisse, die in diesem Groftiermodell gewonnen
wurden, sollen dazu beitragen, die Versorgung von Frakturen in Zukunft zu
optimieren. Besonders bei Trimmerfrakturen in Verbindung mit einer Osteosynthese
sowie zur Refixation von kleinen Fragmenten ohne zusatzliche osteosynthetische
MaRnahmen konnten durch den neu entwickelten Knochenkleber verbesserte
Knochenheilungen bewirkt werden. Vor allem die weniger stark belasteten und
beanspruchten Knochen durften fir die Kleberanwendung von Interesse sein.

In anderen operativen Fachgebieten, wie der Mund-Kiefer-Gesichts-Chirurgie und
der Neuro-Chirurgie, konnte bei der Versorgung der Uberwiegend filigranen
Frakturen und Abrissfrakturen die Anwendung des Knochenklebers ebenso hilfreich

sein.

Der Knochenkleber kénnte dartiber hinaus als Trager fur Medikamente verwendet
werden, wie z. B. die bekannten antibiotikahaltigen Knochenzemente. Dies setzt die
Resorbierbarkeit und Biokompatibilitat des Klebers gegenuber dem umliegenden
Gewebe voraus. Bei der zementierten Verankerung von Implantaten kommen
heutzutage antibiotikahaltige Knochenzemente, wie z.B. das mit Gentamicin
versetzte Refobacin-Palacos®, zum Einsatz. Sowohl bei der
Knochendefektbehandlung als auch in der Endoprothetik ist eine lokale antibiotische
Behandlung sinnvoll, um bakterielle Infektionen zu verhindern, die zu ernsten

Komplikationen flihren kdnnen [38].

1.5 Anatomie der vorderen Extremitat des Schafes

Das Skelett des Unterarms (Antebrachium) wird von zwei Knochen, der Speiche
(Radius) und der Elle (Ulna), gebildet (Abb. 1). Die Ulna liegt dem Radius am
proximalen Ende des Unterarms kaudal bis kaudolateral an und zieht bis zum

distalen Ende auf die laterale Seitenflache des Radius [36].
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Proc. styloideus radii
Trochlea radii

Abb. 1 Skelett des linken Unterarms eines Rindes (C Lateralansicht und D Medialansicht) [36].

Die Knochen des Unterarms sind phylogenetischen Entwicklungsvorgangen
unterworfen. Bei den VierfliRern kommt es zu einer Verbindung der Knochen mit
Einschrankung bzw. Aufhebung ihrer Beweglichkeit unter gleichzeitig unterschiedlich
starker Ruckbildung des distalen Abschnittes der Ulna. Beim Schaf sind Ulna und

Radius durch Verwachsung in Pronationsstellung fixiert [44].

1.6 Struktur des Knochens

1.6.1 Makroskopischer Aufbau des Knochens

Makroskopisch unterscheidet man am ausdifferenzierten Knochen zwei Schichten
(Abb. 2). Die innere, Substancia spongiosa, besteht aus feinen Balkchen oder
Blattern, die sich in alle Richtungen verzweigen und so ein schwammartiges
Netzwerk errichten, dessen Hohlrdume von Knochenmark erfullt sind. Die aulere,
Substancia corticalis oder compacta, erscheint dagegen makroskopisch als dichte
Masse ohne sichtbare Zwischenrdume [18].

Bei den Rohrenknochen wie dem Femur oder auch der Ulna besteht der Schaft
(=Diaphyse) aus Kompaktaknochen (=Kortikalis), der die Markhdhle als dickwandige

Rohre umgibt. Die Enden der Rohrenknochen, die Epiphysen, als auch der Bereich
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zwischen Diaphyse und Epiphyse (= Metaphyse) werden vorwiegend von
Spongiosaknochen gebildet, der nur in der Peripherie von einer dinnen Schicht von

Kortikalis umhdllt ist.
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Abb. 2 Makroskopischer Aspekt eines Knochens. Auf einem Bild lassen sich Kompakta und
Spongiosa unterscheiden (Mazerationspraparat einer Tibia) [15].

1.6.2 Einteilung nach mikroskopischer Organisationsform

Die Knochenneubildung unterliegt einem kontinuierlichen Reifeprozess. Ein neu
entstandenes Faserknochenbalkchen ist noch ganz aufgelockert, unregelmalig
angeordnet und enthalt viele Knochenzellen und schmale Osteoidbander. Das
Knochenbalkchen wird zunehmend dichter formiert und mineralisiert. Besitzt es
weiterhin eine geflechtartige Struktur, wird es Geflecht- oder Faserknochen genannt.
Die Geflechtknochenbalkchen sind in einem lockeren und zellreichen
bindegewebigen Stroma eingebettet. Geflechtknochen findet man im embryonalen
Skelett an vielen Orten. Beim erwachsenen Menschen kommt er nur noch an den
Einstrahlungsstellen von Sehnen und Bandern, stellenweise in der kndéchernen
Labyrinthkapsel und im knochernen aulleren Gehodrgang [6] sowie bei rasch
ablaufenden Reparaturprozessen vor. Dieses unreife Knochengewebe wird durch
einen in mechanischer und biologischer Hinsicht hdher differenzierten Knochen
umgewandelt.

Osteoklasten I16sen Knochengrundsubstanz heraus, sodass von Markgewebe und
Gefalen erfullte, unregelmalige Hohlraume entstehen. Wenn diese eine gewisse
GrolRe erreicht haben, erscheinen Osteoblasten an ihrer Oberflache, und die

Lichtung wird durch neu gebildete, mehr oder weniger konzentrische
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Knochenlamellen (sog. Schaltlamellen) bis auf einen zentral, oft auch etwas
exzentrisch gelegenen Kanal allmahlich wieder aufgeflullt (Abb.3). Solche
Lamellensysteme, die man als Osteone bezeichnet, werden nun Uberall eingebaut,

fertige Osteone jedoch auch wieder arrodiert [6].

auPere

Zirkumferenz- Osteonlamellen,
Substantia Ian-;ellen stufenweise
corticalis | abgelraggn

SHARPEYSChe
Fasern

: Periost

Stratum
fibrosum
| Stratum
| osteo-

/l genicum
|

Spongiosatrabekel 1 I
VoLKkmannscher HaveRsscher
Kanal Kanal mit Venule

Abb. 3 Schema vom Aufbau eines Knochens. [3].

Die Gefallversorgung des Knochens erfolgt vorwiegend vom Markraum, aber auch
vom Periost aus. In der Langsachse der Réohrenknochen verlaufen die Gefalle im
Zentrum der Osteone, in den Haversschen Kanalen. Zu anderen Osteonen weisen

diese Kanale Querverbindungen auf, die sogenannten Volkmannschen Kanéle [3].

1.6.3. Feingewebliche Strukturen des Knochengewebes

Beim Knochengewebe handelt es sich um ein mesenchymales Gewebe, in dem die
Knochenzellen die Fahigkeit zur Proliferation und zur Differenzierung haben und
beibehalten [1]. In der Abbildung 4 ist die mogliche Entwicklungsreihe der Zellen des

Knochens dargestellt.
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Entwicklungsreihe der Knochenzellen Funktion

—bl GefaBendothelien |
Biutzellen

|
E 3 zelluldre Fibrose im Mark
> Firoblasten |—— bei pathologischen Prozessen

| undifferenzierte Mesenchymzellen | bilden Kollagenfibrillen,
Muzin, Proteoglykane,
| alkalische Phosphatase

bilden Osteoid,
Praosteoblasten | Kollagen,

———————————————— Mukopolysaccharide, Proteoglykane

L Glykoproteine,
Peptide, Lipid
| Osteoblasten |f“ eptide, Lipide
Y
| Osteozyten |

alkalische Phosphatase
— VerkalkungsprozeB

Aufrechterhaltung des Knochengewebes,
Fortsetzung der osteoblastischen Aktivitat,
osteolytische Aktivitat

bilden saure Phosphatase
— Knochenresorption, Knorpelresorption

Abb. 4 Herkunft und Funktion der Knochenzellen [1].

Praosteoblasten oder Osteoprogenitorzellen sind die Stammzellen der
Knochenzellen. Sie entstehen aus undifferenzierten Mesenchymzellen, die stets im
Knochen vorhanden sind, und reifen zu Osteoblasten, den eigentlichen

Knochenbildnern, aus.

Die Osteoblasten sind fur die Synthese der organischen Bestandteile der
Knochengrundsubstanz wie von Kollagen, Proteoglykanen und Glykoproteinen
verantwortlich [32]. Osteoblasten liegen an der Oberflache von Knochenbalkchen
perlschnurartig einschichtig, manchmal auch mehrschichtig, dicht nebeneinander
(Abb. 5) und stehen durch feine zytoplasmatische Fortsatze in Verbindung. Sie
bilden neben Typ-I-Kollagen vor allem Osteoid, die neu gebildete, noch nicht
verkalkte Knochengrundsubstanz. Das Osteoid wird an der basalen Seite gebildet
und an der Knochenoberflache abgelagert, um nach der konsekutiven Verkalkung
zur Verbreiterung der jeweiligen Knochenstruktur zu fihren. Daneben sezernieren
Osteoblasten alkalische Phosphatase, mit der sie die primare Mineralisation des
Osteoids steuern. Nach Abschluss der Knochenbildung werden die meisten
Osteoblasten in die Knochenmatrix eingemauert und werden zu Osteozyten,
umgewandelt, andere gehen zugrunde und weitere werden offenbar wieder zu

Vorlauferzellen.
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Abb. 5 Osteozyten (Oz) entstehen aus Osteoblasten (Ob) durch Einmauerung in die mineralisierte
Matrix. Geflechtknochen (Gk), Kapillare (Ka). Semidiinnschnitt der Ulna. Toluidinblau, Safranin, 100x,
Laboratorium fir experimentelle Unfallchirurgie, Universitat Giel3en.

Die Osteozyten als dominierender Zelltyp des reifen Knochens sind die eigentlichen
Knochenzellen und dienen der Knochenerhaltung. Ein Osteozyt bezeichnet eine
Zelle, die ringsherum mit Knochengrundsubstanz eingeschlossen ist. Reife
Osteozyten liegen mit ihrem rundlichen oder langlichen Kern in kleinen knéchernen
Hohlen, den Lakunen, in verkalkter Grundsubstanz, die durch feine filopodienartige
Zytoplasmafortsatze in  Verbindung stehen. Innerhalb des verkalkten
Knochengewebes liegt somit ein synzytiales Zellsystem vor, in dem lebhafte
Stoffwechselaustauschvorgédnge  passieren und das die Vitalitdt des
Knochengewebes kennzeichnet [1]. Leere Osteozytenlakunen sprechen dagegen fur
eine Nekrose [59]. Die flachen mandelférmigen Osteozyten behalten eine gewisse

Stoffwechselaktivitat bei. Es gibt 2 funktionell verschiedene Typen:

Die osteolytischen Osteozyten kdnnen in ihrer unmittelbaren Umgebung durch
Osteozyten-Osteolysen die Interzellularsubstanz auflésen und Knochenmineralien
resorbieren [18]. Die osteoblastaren Osteozyten dienen der Erhaltung der
vorhandenen  Grundsubstanz. Diese = Knochenzellen kénnen  offenbar
Kalziumphosphat in ihrem Zytoplasma konzentrieren und spater Kalzium und

Phosphat zum Aufbau der interzellularen Substanz verwenden.

Wie in der Abbildung 4 dargestellt, ist die Herkunft der Osteoklasten nicht ganz

geklart. Wahrscheinlich leiten sie sich von den Blutmonozyten, dem monozytaren
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Makrophagensystem, ab [1] und entstehen durch Fusion von Monozyten oder
Makrophagen (,Praosteoklasten®) [18]. Osteoklasten sind knochen-zerstérende

Zellen von sehr variabler Form und Grolze (Abb. 6).

Abb. 6 Lichtmikroskopische Aufnahme eines Osteoklasten (Ok) mit Burstensaum ,ruffled border* (Bs),
Geflechtknochen (Gk), Semidinnschnitt der Ulna. Toluidinblau, Safranin, 100x, Laboratorium fir
experimentelle Unfallchirurgie, Universitat Gielden.

Die Osteoklasten besitzen einen sehr gro3en azidophilen Zellleib, der 50 oder mehr
Zellkerne enthalten kann, weshalb sie auch Riesenzellen genannt werden. Sie
besitzen viele Verzweigungen, die unregelmalig geformt und unterschiedlich dick
sind [32]. Osteoklasten kénnen sich amoéboid fortbewegen und enthalten das Enzym
saure Phosphatase. Osteoklasten spielen eine bedeutende Rolle bei der
Knochenresorption, der genaue Mechanismus ist noch unbekannt. Sie sind meist in
tiefen Howshipschen Lakunen anzutreffen, wo verkalkte Knochengrundsubstanz
herausgeldst wurde. Die dem resorbierten Knochen zugewandte Zelloberflache zeigt
eine wie von einem Burstensaum hervorgerufene unregelmaflige Querstreifung. Auf
der Grundlage elektronenmikroskopischer Untersuchungen spricht man heute von
einer ruffled border, denn die Zelloberflache zeigt tiefe Einfaltungen und
Ausstulpungen [18]. Osteoklasten bilden osteolytische Fermente, wodurch die
Knochenresorption ermdglicht wird. Nach beendeter Resorption bleibt eine leere
Lakune zurlick, die histologisch eine abgelaufene Knochenresorption anzeigt. Dieser
lakunaren Resorption steht die glatte Resorption gegenuber. Bei dieser erfolgt ein
schleichender Knochenabbau durch einkernige Zellen, die sich enzymhistochemisch

durch den intrazytoplasmatischen Nachweis von saurer Phosphatase als
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Osteoklasten identifizieren lassen. Hierbei werden die Knochenbalkchen gleichmallig

verschmalert, ohne dass sich Howshipsche Lakunen ausbilden [1].

1.7 Frakturheilung

Eine Fraktur ist eine vollstandige oder unvollstandige Kontinuitatstrennung eines
Knochens, die durch eine direkte oder indirekte Gewalteinwirkung zustande kommt
und mit Schmerzen und einem Funktionsverlust einhergeht [1].

Die Ursachen konnen eine direkte Fraktur sein, die durch adaquate
Gewalteinwirkung von auflen auf den Knochen entstanden ist, eine pathologische
oder Spontanfraktur wegen eines krankhaft veranderten Knochens, wie z.B. bei
Tumormetastasen, oder eine Ermidungsfraktur nach lang andauernder
mechanischer Uberbeanspruchung des Knochens ohne eigentliches Unfallereignis.
Um eine rasche und ungestorte Knochenheilung zu gewahrleisten, missen die

Reposition, die Ruhigstellung sowie eine adaquate Blutversorgung gegeben sein.

1.7.1 Direkte Frakturheilung

Die direkte Frakturheilung, friher als primare Knochenbruchheilung bezeichnet, wird
bei unter Kompression stehenden Frakturenden nach Plattenosteosynthese oder
Fissuren beobachtet (Abb. 7).

Abb. 7 Die Primare Knochenbruchheilung unter Osteosynthese [37].
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Diese Form bildet keinen Geflechtknochen aus, es kommt vielmehr zu einer direkten
Uberbriickung der gegeniiberliegenden Frakturenden. Es proliferieren in den
Pfeilrichtungen junge Zellen des Periosts, der Haversschen Kanale und des Endosts.
Sie differenzieren sich in Osteoblasten, die neuen Knochen synthetisieren.
Wahrenddessen entfernen die aktivierten oder in situ gebildeten Osteoklasten die
Knochentrummer. Diese primare Regulation ist von keiner Kallusbildung begleitet

und verlauft wie ein Knochenumbau [37].

1.7.2 Indirekte Frakturheilung

Die indirekte Frakturheilung findet man bei der konservativen Frakturbehandlung
sowie bei der Stabilisation durch Marknagelosteosynthese und dem Fixateur externe.
Hierbei ist charakteristisch, dass die Knochenneubildung nicht direkt, sondern Uber
endostale und periostale Kallusbildung verlauft. Folgende Phasen werden nach der
Verletzungsphase (Fraktur) durchlaufen (Abb. 8):

Fraktur- vorldufiger, vorlaufiger, endgiiltiger,
hdmatom provisorischer provisorischer definitiver
bindegewebiger kndcherner Kallus
Kallus Kallus
1.- 2.Tag 2.- 8.Tag 1. - 4. Woche 4. - 6. Woche
L Fibroblast
L— Grundsubstanz+Ca
kollagene Fasern Umbau:
L l l Faserknochen
0— Osteoblast
l_gycg'sgfgligpatit e
Knochen
organische
Phosphor-
verbindungen
lokal
L- [lberséttigtqu
Losung

Abb. 8 Schema des zeitlichen Verlaufs der Frakturheilung [1].

Entzindungsphase: Bei der Fraktur kommt es zu Einrissen von ossearen
Blutgefallen und zu einer Blutung im Frakturspalt. Es entwickelt sich zwischen den
Frakturenden ein Frakturhamatom mit lokaler Infiltration von Granulozyten,

Mastzellen und Monozyten, die abgestorbenes Gewebe entfernen.
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Am 2. Tag wandern Fibroblasten, Kapillaren und Osteoklasten, die die

Knochenbruchsticke beseitigen, in das Blutgerinnsel und bilden junges
Bindegewebe. Die oberflachlichen Periostzellen differenzieren  sich in
Chondroblasten und Chondrozyten, die einen faserknorpeligen Kallus produzieren

(Abb. 9) [37].

Faserknorpeliger Kallus

Ossifikation

™ W -’_ﬁ

Abb. 9 Frakturheilung mittels der direkten Ossifikation und der chondralen Ossifikation [37].

Innerhalb einer Woche entsteht ein provisorischer bindegewebiger Kallus. Kallus ist
die Bezeichnung fur das sich verfestigende Gewebe, das sich aus dem
Granulationsgewebe sowie vom Periost und Endost ausbildet. Wichtig fur die spatere
Zellinfiltration, Angiogenese und Zelldifferenzierung ist die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Die Blutversorgung, die vor allem aus den

periostalen Gefallen stammt, steigt auf ein Vielfaches der normalen Durchblutung.

Granulationsphase: Ein provisorischer knocherner Kallus entsteht in der 1. bis 4.
Woche. Neben den lokal wirksamen Wachstumsfaktoren, die den Aufbau eines
Granulationsgewebes steuern, sind auch die Kalzium-, Parathormon- und Vitamin-D-
Stoffwechsel in den Reparationsvorgang einbezogen. Fibrozyten und Osteoblasten

synthetisieren verstarkt Kollagen Typ I. Zusatzlich kommt es zur Ausschittung von
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Matrixproteinen (Osteocalcin, Osteogenin), die den Abbau nekrotischen
Knochengewebes durch Osteoklasten und die Knochenneubildung durch
Osteoblasten fordern, die nach dem Prinzip der direkten Ossifikation
Knochenbalkchen bilden. Wenn der Kallus nicht allzu gro ist, kann die

Knochenregulation damit beendet sein.

Sollten aber in diesem Stadium der Frakturheilung Schub- und Scherkrafte auf den
Knochen einwirken und eine schlechte Immobilisation der Knochenfragmente
andauern, vergrof3ert sich zum einen der Kallus und zum anderen kann im Kallus
durch enchondrale Ossifikation Knorpelgewebe ausgebildet werden (,Knorpelkallus®)

[1]. Damit entsteht eine verzogerte Knochenspaltheilung bis hin zur Pseudarthrose.

Phase der Kallushartung: Nach 4 bis 6 Wochen entwickelt sich der definitive Kallus.
Der faserknorpelige Kallus wird nach den Prinzipien der chondralen Ossifikation
entfernt, das heil3t zuerst erodiert und dann durch einen Knochenkallus ersetzt.
Dabei kommt es zu einer zunehmenden Mineralisation der Grundsubstanz. Der
ausgebildete Geflechtknochen erfahrt seine Orientierung in Richtung der
Belastungsachse. Diese Phase dauert 3-4 Monate. Der Knochen erreicht dadurch

seine Steifigkeit.

Remodellingphase = (mehrere  Monate): Der  Geflechtknochen  wird in
Lamellenknochen umgewandelt. Die ursprungliche Knochenstruktur von Kortikalis
und Spongiosa wird wiederhergestellt. Dazu gehdren auch die regulare nutritive

Versorgung sowie die Ausbildung eines durchgehenden Markraumes.

1.8 Fragestellung und Zielsetzung

Das Kleben von Fragmenten stellt eine zukunftsorientierte attraktive Alternative zur
heutigen Osteosynthese in der experimentellen und klinischen Unfallchirurgie und
Orthopadie dar. Derzeit gibt es keine aktuellen Studien, die sich mit dem Einsatz von
Knochenklebern bei der Refixation von Fragmenten befassen. Im Rahmen dieses
Projektes konnten sich neue Erkenntnisse fur eine verbesserte Frakturversorgung
ergeben. Die notwendigen Grundlagen fur die Anwendung des Knochenklebers zur
Optimierung der Behandlung von Frakturen sollen in dieser experimentellen Arbeit

beschrieben und analysiert werden.
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Dabei soll der Knochenkleber sowohl im metaphysaren, also spongiosen Bereich des
Olecranon am Groldtier Schaf als auch im diaphysaren, also cortikalen Bereich der
Schafsulna untersucht und gegeneinander verglichen werden. Im Vordergrund steht
dabei die Beurteilung der Biokompatibilitdt und der Degradation des neuartigen

bioresorbierbaren Knochenklebers.

Folgende Aspekte sind hierfur am Grofdtiermodell des Schafes zu prifen:

1. Uberpriifung der Biokompatibilitat und Degradation des Knochenklebers sowie

der physiologischen Frakturheilung nach Kleberapplikation

2. Beurteilung der Knochenformation und Knochenresorption nach Applikation

des Knochenklebers in dem Frakturspalt

3. Untersuchung der kndchernen Integration (Osteokonduktivitat), der Bioaktivitat
und der Wiederherstellung der Knochenstruktur (vollstandiges Bone
Remodelling) unter Anwendung des neuartigen synthetisch hergestellten
bioresorbierbaren  Knochenklebers im  spongiésen und corticalen

Knochenareal

4. Analyse der Unterschiede der Grenzen (Interface) und des Zentrums

zwischen Knochenlager und eingebrachtem Knochenkleber
5. Untersuchung der Zelltoxizitat und Entzindungsreaktionen

6. Bewertung der Degradation (Hydrolyse) sowie des zellvermittelten Abbaus

des Knochenklebers

7. Analyse der Knochenkleberdichte, der Oberflache (bone bonding), der
Festigkeit und der Struktur der Knochenneubildung durch
histomorphometrische,  densitometrische, licht- und  transmissions-
elektronenmikroskopische  sowie spiralcomputertomographische  Unter-

suchungen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsmodell Schaf

Die vorliegende Versuchsreihe wurde am Schaf als Grofdtiermodell durchgefuhrt, da
die Knochen der Vordergliedmalie des Schafes im Bereich des Olecranons und der
Ulna in GréfRRe, Form und Festigkeit mit denen des Menschen vergleichbar sind und
das Schaf am ehesten reproduzierbare Ruckschlisse auf die bei der menschlichen
Frakturheilung ablaufenden Regenerationsvorgange zu ziehen erlaubt [68]. Trotzdem
muss, wie bei anderen tierexperimentellen Untersuchungen, darauf hingewiesen
werden, dass die Umbauprozesse beim Schaf zum Teil schneller ablaufen als beim
Menschen [16], jedoch im Vergleich zum Kaninchen wesentlich langsamer. Somit
konnen die Ergebnisse wie generell modell-unabhangig alle tierexperimentellen
Ergebnisse nicht uneingeschrankt auf den Menschen Ubertragen werden. Die
differente  Knochenfeinstruktur und daran gebundene Unterschiede der
Gefallversorgung bedingen kein belegbar unterschiedliches Regenerationsverhalten
zwischen Mensch und Schaf. Vorteilhaft ist beim Schaf die weitgehende
Ubereinstimmende Reaktion der Versuchstiere auf die gesetzten experimentellen
Schaden, die gegeniber dem Hund ein wesentlich homogeneres Bild bieten,

welches die Interpretation erleichtert [68].

Tuber olecrani

Proc. anconaeus

Incisura trochlearis

Proc. coronoideus
med.

Caput radii
Fraktursegment- Spatium intercsseum
modell antebrachii prox
Corpus radii

Corpus ulnce

Spatium interosseum
antebrachii dist

Proc. styloideus ulnce
Crista transversa

Proc. styloideus radii

Abb. 10 Das Bohrlochmodell am Schafsolecranon und das Fraktursegmentmodell an der Schafsulna.
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Im Rahmen dieses Projektes soll der Knochenkleber nach Applikation im
Groldtiermodell an zwei im Aufbau und Struktur unterschiedlichen Modellen, an dem
metaphysaren spongiésen Schafsolecranon und an der diaphysaren Kkortikalen

Schafsulna, getestet und verglichen werden (Abb. 10).

2.2 Versuchstiere

Die Versuche wurden an 49 weiblichen 5-8 jahrigen gesunden Merinolandschafen
mit einem durchschnittlichen Gewicht von 76,4 kg (60-102,5 kg) vorgenommen. Mit
dem oben genannten Alter sind ein abgeschlossenes Wachstum und damit der
Verschluss der Epiphysenfugen gesichert und die Nutzungsperiode beendet. Die
Schafe wurden von der Schaferei Buchner in Erfurt ins Forschungszentrum fur
Medizintechnik und Biotechnologie e.V. (= FZMB) in Bad Langensalza, Thiringen,
gebracht. Ein Tier musste wahrend der Operationswoche durch ein Ersatztier
ausgetauscht werden, da es bereits zu Beginn der Narkose verstorben war. Die Tiere
wurden auf der Weide und im Stall im Herkunftsbestand gehalten. Ab
Versuchsbeginn wurden die Tiere im Stall gehalten. Die Bestimmungen des
Tierschutzgesetztes (§ 8a, Abs. 1 und 2 in der Fassung vom 25.03.1998, BGB 1.1.S.,
in Anwendung der ISO EN 10 993 fur Medizinprodukte der Klasse 2) wurden, nach
Genehmigung des Versuches mit der Antragsnummer 14 — 54/ 01 durch das
Tharinger Landesamt fur Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz in Weimar
im Oktober 2001, strikt beachtet und eingehalten.

Tierhaltung und Betreuung im Forschungszentrum fur Medizintechnik und

Biotechnologie

Praeoperativ wurden die Tiere in 2 Gruppen mit je 12 und 36 Tieren bei 10°Celsius
Umgebungstemperatur im Stall und auf der Weide im Winterhalbjahr gehalten. Stroh,
Heu, Quetschhafer und Wasser standen den Schafen standig und ad libitum zur
Verfugung. Die tagliche Kontrolle und wochentliche tierarztliche Untersuchung
musste eine Entwurmung und Ektoparasitenbehandlung im Bestand veranlassen.
5 Tiere mussten aufgrund Kklinischer Auffalligkeiten ausgetauscht werden.
Praeoperativ erhielt jedes Tier 6—8 ml Langzeitpenicillin und 4 ml Flunixin—Meglumin
intramuskular. Postoperativ wurden die Tiere ebenfalls in die 2 Gruppen unterteilt

und im Stall gehalten. Stroh, Heu, Quetschhafer und Futterriben wurden morgens
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und mittags ad libitum bereitgestellt, Wasser stand ebenfalls immer zur Verfligung.

Taglich wurden die Tiere vom zustandigen Tierarzt untersucht.

2.3 Knochenkleber

2.3.1. Synthese und Eigenschaften

Adhasivsysteme auf der Basis von Alkylen-bis(oligolactyl)methacrylaten bilden den
Ausgangspunkt fur die Entwicklung eines degradierbaren Polymers fir das Kleben
von Knochenfragmenten. Zwei Syntheseschritte missen bei der Herstellung des
Monomers Ethylenglycol-oligolactid-dimethacrylat (ELAMA) durchlaufen werden
(Abb. 11):

e Zunachst reagieren ein Diol (Ethylenglycol) und zwei Hydroxycarbonsauren
(Milchsaure, eingesetzt in Form von Lactid) zusammen in einer
Kondensationsreaktion zu einem Dimer.

e In dem zweiten Schritt entstehen die Monomere durch den Einbau von
Methacrylsaure (MAS).

o
o. o/’lL“ _OH
J L(L |

Ethylenglycol-
oligolactid

OH o.__0
I Ll —
HO 0% o HO\H\O =
o

Ethylenglycol Lactide
O
zﬁ)tOH
Methacrylsédure
O
O\rH\ O\H/K
O
Ethylenglycol- 0] /r o o
oligolactid- (o) (0]
dimethacrylat (e
o (o]

(ELAMA)

Abb. 11 Zweistufige Synthese des Monomers Ethylenglycol-oligolactid-dimethacrylat (ELAMA).
Durch Variationen der Alkoholkomponente und der Hydroxycarbonsaure konnen die

Monomere modifiziert werden. Als hydrophiles Comonomer erhalten die Monomere

synthesebedingt 1 Masse-% Methacrylsaure (MAS).
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Um die Ausharte- und Abbaueigenschaften, wie z.B. die Abbaugeschwindigkeit zu
verandern, konnen den oben beschriebenen Hauptmonomeren die nachfolgenden
Comonomere zugefugt werden:

e Methacrylsaure (MAS)

e Methylmethacrylat (MMA)

e Cyclohexylmethacrylat (cHMA)

e Hydroxyethylmethacrylat (HEMA)

e Hydroxyethylmethacrylat-oligolactid (HEMALA)

Im Gegensatz zu den durchgeflhrten Kleintierversuchen [24] wurde im vorgestellten
Groldtierversuch dem ELAMA kein Comonomer hinzugefligt, sondern lediglich das

Hauptmonomer ELAMA untersucht.

g";,'

J ~_hydrolysis
@® Polymerknot
== Oligo-/Polymethacrylic acid
=== Lactic acid
e v = ) D i 0 I e

Abb. 12 Polymeres Netzwerk des Knochenklebers.
Die Kleberapplikation stellt ein Zwei-Komponenten-System dar:

1. Kleberkomponente:  Monomer (ELAMA) und 2 Masse-% tert.-
Butylperoxybenzoat als Polymerisationsbeschleuniger

2. Startertragerkomponente: Starterkomponente ist eine 3 Masse-%ige Ldsung
von 9-Borabicyclononan (9-BBN) gelést in einem Trager von
Polyethylenglycol-400 (PEG-400) oder Ethylenglykol-oligolactid (ELA).
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In einem Verhaltnis Starterkomponente: Kleberkomponente = 1: 10 wurde der Kleber
durch ein Zwei-Kammermischsystem (Charge) mit aufgesetztem Statikmischer

appliziert.

Das ausgehartete Polymer besteht aus:
e 65 Masse-% Milchsaure
o 25 Masse-% wasserldsliche Polymethacrylsauren

e 10 Masse-% Ethylenglycol

Nach einer Minute beginnt die aus dem Statikmischer applizierte, pastdse Substanz
auszuharten. Die mechanische Festigkeit ist nach 5 Minuten erreicht, die komplette
Aushartung der Polymere bendtigt ca. 24 Stunden. Hierbei entsteht ein polymeres
Klebernetzwerk (Abb. 12).

2.3.2. Degradation (Hydrolyse)

Der ausgehartete Knochenkleber wird durch die Hydrolyse der Esterbindung in seine
Endprodukte Ethylenglycol, Milchsaure und Oligomere/ Polymere der Methacrylsaure
aufgespaltet (Abb. 13).

0]

J
l

OH

; OJ’ ethylene glycol

Abb. 13 Endprodukte der hydrolytischen Aufspaltung: (Ethylenglycol - rot, Milchsaure - grin,
Methacrylat als Oligo-/Polymer- blau).

Ethylenglycol und Milchsaure werden Uber den Zitronensaurezyklus verstoffwechselt

und als Kohlendioxid und Wasser ausgeschieden. Die Oligomere/ Polymere der
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Methacrylsaure sind sehr wasserloslich und konnen den Korper uber die Niere
verlassen, vorausgesetzt sie uberschreiten nicht ein Molekulargewicht von ca.
8000 g/mol. Es kann davon ausgegangen werden, dass diese im Kleber
vorhandenen Methacrylatoligomere durch stereometrische Hemmung wahrend der

Polymerisation ein solch hohes Gewicht nicht erreichen.

In vitro Abbauuntersuchungen

Die Abbaueigenschaften des Knochenklebers wurden im Soerensen Puffer
(pH=7, 4) bei 37°C nach ISO 15814 (Implants for Surgery—Copolymers and based
on polylactide—In vitro degradation testing) untersucht (Abb. 14).

100 %
\ 5% HEMALA-1,3
90 % -="plain” Bl
—-—4% MMA
80 %
70 %
60 % L \¥
50 (yo T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24
Zeit [Wochen]

Abb. 14 Mittelwerte der Probenmasse der Polymerzylinder nach in vitro Degradation in Soerensen
Puffer: 5% HEMALA-1,3 Heiss et al, 2003

"Plain" vorliegende Studie

4% MMA Heiss et al, 2003

Zunachst wurde der Polymerzylinder mit einem Durchmesser von 5 mm und einer
Hohe von 10 mm fur 24 Stunden ausgehartet und dann in der Pufferldsung inkubiert.
Durch Zugabe von 0,1 N KOH wurde der pH-Wert der Lésung, der wdchentlich
uberpruft wurde, konstant gehalten. Zu jedem Untersuchungszeitpunkt wurden sechs
Proben entnommen, getrocknet und gewogen. Die Mittelwerte der Probenmasse sind
in Abbildung 14 dargestellt. Alle drei Monomermischungen zeigten in ihrem
Abbauverhalten in vitro keine wesentlichen Unterschiede. In der ersten Woche wurde

fur alle Monomermischungen ein Masseverlust um ca. 12 % festgestellt. Von der 2.
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Woche bis zu der 26. Woche konnte ein nahezu linearer Masseverlust von ca. 3 %
pro Woche beobachtet werden. Nach ca. 12 Wochen kam es zu einer verstarkten
Wasseraufnahme in das Polymernetzwerk, das zu einem Aufquellen der zuvor
aulerlich intakten Zylinder fuhrte. Nach 24 Wochen Degradation in vitro hatten sich
die verbliebenen Polymethacrylsaure-Ketten so aufgelost, dass die Polymerpellets

um 40 % der Probenmasse reduziert waren.

24 Versuchsplanung und Versuchsablauf
Versuchsprotokoll

Bohrlochdefektmodell am Olecranon

Bei 48 Tieren erfolgte im spongidsen Bereich des linken Olecranons mit dem
Diamanthohlschleifsystem (DBCS) ein standardisierter Defekt mit einem
Druchmesser von 8,45 mm und einer Tiefe von 15 mm.

Aufgrund der H;O- innengespulten DBCS- Schleifen kam es zu keinen
Hitzenekrosen oder Mikrofrakturierungen, wie bei normalen Drillbohrern, die dann
das histologische Bild der spongidésen Heilung in diesem Bereich verfalschen

wurden. Die Aufteilung der Tiere ist der Tabelle 3 zu entnehmen.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Euthanasie-
) Klebergruppe Kontrollgruppe Leerdefekt Defekt mit Kleber
zeitpunkt (ohne Kleber) .
aufgefiillt
Gesamt:
Anzahln =18 Anzahln =15 Anzahln=9 Anzahln =6
n=48

21 Tage 6 5 3 2
42 Tage 6 5 3 2
84 Tage 6 5 3 2

Tab. 3 Einteilung der Gruppen flir das spongiése Modell nach Euthanasiezeitpunkten.

Das Olecranonmodell wurde ausschlieBlich fur feingewebliche Untersuchungen

benutzt.
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Fraktursegmentmodell an der Ulna

Bei 48 Schafen wurde jeweils an der linken Ulna ein 2,0 cm langes Fraktursegment
im kortikalen Bereich erzeugt. Es wurden 2 Hauptgruppen nach der Art der
Refixation des Segmentes gebildet. Auch hier wurden die Versuchsgruppen nach

den Toétungszeitpunkten (21, 42 und 84 Tage) weiter untergliedert (Tab. 4).

Gruppe 1 Gruppe 2
Euthanasiezeitpunkt Klebergruppe Kontrollgruppe (ohne Kleber)
Gesamt: Anzahl n= 27 Anzahl n = 21
n=48 n=18 n=9 n=18 n=3
21 Tage 6 3 6 1
42 Tage 6 3 6 1
84 Tage 6 3 6 1
Biomechanik Histologie Biomechanik Histologie
danach:Histologie danach:Histologie

Tab. 4 Einteilung der Gruppen flr das kortikale Modell nach Euthanasiezeitpunkten.

Das Fraktursegmentmodell an der Ulna stellte die Grundlage fur die
biomechanischen Verbundfestigkeitsmessungen dar. Zusatzlich ging es in die
feingewebliche Auswertung mit ein und wurde als kortikales Fraktursegmentmodell

mit dem spongiésen Bohrlochdefektmodell verglichen.

Von den 48 Versuchstieren wurden pro Totungszeitpunkt 16 Tiere euthanasiert und
die entnommenen Praparate aufgearbeitet. Davon perfundierten wir jeweils 4 Tiere
(im gesamten Groldtierversuch 12 Tiere) vor der Euthanasie. Pro Tétungszeitpunkt
wahlten wir fir die Perfusion flir das spongiose Modell jeweils 2 Tiere aus der
Klebergruppe, 1 Tier aus der Kontrollgruppe und 1 Tier aus der Gruppe, bei der der
Defekt mit Kleber aufgefullt worden war, aus. In Bezug auf das kortikale Modell
teilten sich diese perfundierten Versuchstiere jeweils in 3 Tiere aus der Klebergruppe

und 1 Tier aus der Kontrollgruppe auf.
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Da die biomechanischen Messergebnisse durch die Perfusion beeinflusst und damit
verfalscht werden kdnnen, benutzte man den perfundierten kortikalen Bereich der
Ulna nicht fur die Biomechanik. Von den 4 perfundierten Tieren standen sowohl der
spongidse Defekt (Olecranon) als auch der kortikale Defekt (Ulna) den

feingeweblichen Untersuchungen direkt zur Verfigung (Abb. 15).

16 Tiere je
Euthanasiezeitpunkt

| |
12 Tiere

ohne Perfusion

4 Tiere

mit Perfusion

12 x 4 x 4x
Olecranon Olecranon Ulna
nur fur zunachst nur fur nur fir
Histologie Biomechanik Histologie Histologie

danach
Histologie

Abb. 15 Ubersicht tber die Olecranonzylinder (spongiéser Bereich) und Ulnafraktursegmente
(kortikaler Bereich) fir die feingeweblichen Untersuchungen.

Von den 12 Versuchstieren pro Euthanasiezeitpunkt, die nicht perfundiert worden
sind, wurden die 12 Olecranondefekte direkt fur die Histologie weiterverarbeitet. Die
12 Ulnafrakturen wurden zunachst der biomechanischen Messung unterzogen. Nach
der biomechanischen Messung, 4 Punkt-Biegung (Dissertertation N.Schettler) wurde
der noch intakte, distale Frakturspalt ebenfalls der histologischen Analyse
hinzugeflgt, um die Zahl der Tiere in den einzelnen Gruppen fur die Auswertungen

zu erhohen.
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Randomisierung

Um den statistischen Regeln entsprechend gleichmallige Ausgangssituationen fur
die Versuchs- und Kontrolltiere zu schaffen und um systematische Fehler und
Einflusse fUr die statistische Auswertung auszuschalten, wurde die Randomisierung
in Versuchs- und Kontrollgruppen erst intraoperativ vorgenommen. Vor Beginn der
Versuchsreihe war eine Randomisierungsliste erstellt worden. Die jeweilige
Zuordnung wurde durch das Losverfahren bestimmt.

Die GruppengrofRen entsprachen hierbei der Mindest- bzw. Minimalstprobenanzahl,
um eine wissenschaftliche Aussage beziglich der Heilung oder Nichtheilung von

Knochendefekten mittels der verwendeten Substanz machen zu konnen.

2.5 Narkose

Die Narkose erfolgte mit Diazepam, Ketamin, Xylazin und Isofluran. Als
Pramedikation und Narkoseeinleitung wurde Diazepam, das durch seine schnelle
Anflutung im Gehirn eine anterograde Amnesie herbeifuhrt, intravenés mit 0,025 ml
Diazepam/kg/Korpergewicht  verabreicht. Ketamin 10 % (INTERVET) als
kurzwirkendes Anasthetikum mit starker analgetischer Wirkung und Xylazin 2 %
(CEVA Tiergesundheit GmbH) mit analgetischer, sedativer und muskelrelaxierender
Wirkung applizierten wir zusammen intravenos mit einer Mischspritze (Ketamin
5 mg/kg/Korpergewicht und Xylazin 0,05 mg/kg/Korpergewicht). Diese Kombination
wurde gewahlt, um die unerwinschten Nebenwirkungen der einzelnen Medikamente
zu verringern und einen synergistischen Effekt in Hinsicht auf die Narkosetiefe und
Narkosedauer zu erzielen. Mit der gut steuerbaren Inhalationsanasthesie mit dem
ausgepragt muskelrelaxierenden Isofluran 1, 5 — 2 % in 100 % Sauerstoff (Isoflo®,
ESSWHX Tierarznei) konnte die Dauer der Anasthesie der Operationslange angepasst
werden. Die Narkosetiefe konnte durch das Uberpriifen von Schmerzempfinden am
Klauensaum und Schutzreflexen, wie Korneal- und Lidschlussreflex, getestet
werden. Daneben setzte man das EKG, die Pulsoxymetrie und die Kapnometrie zur
Uberwachung ein. Nachinjektionen wurden (falls notwendig) mit Ketamin 10 % und
Xylazin 2 % mit 0,013 ml/kg/Kérpergewicht durchgefuhrt. Die durchschnittliche
Narkosezeit betrug ca. 49 min.
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2.6 Operationstechnik

2.6.1  Olecranonmodell (spongitser Bereich)

Um auf die Humanmedizin Ubertragbare Verhaltnisse zu gewahrleisten, war es
notwendig, ein Modell fir die Biokompatibilitdtstiberprifung sowie ein Frakturmodell
fur die biomechanischen Testungen und die Biokompatibilitatsprifungen zu erstellen,
welches in seiner Aussagekraft der operativen Versorgung und den ablaufenden
biologischen Formations- und Resorptionsvorgangen des Knochens (Osteogenese)

dem des Menschen im spongidsen und kortikalen Bereich gleichzusetzen war.

Zunachst wurde der linke Vorderlauf der Schafe mit einer elektrischen
Enthaarungsschere rasiert. Nachdem die Tiere narkotisiert und auf dem
Operationstisch in Rechtsseitenlage gelagert worden waren, wurde der gesamte
linke Vorderlauf mit jodhaltiger Desinfektionsldsung (Betaisodonna-Losung)
abgewaschen. Die desinfizierte Extremitat wurde anschlieend mit Operations-
tichern steril abgedeckt und ein 3-4 cm langer Hautschnitt Gber dem Olecranon
gelegt. Nach Spalten des Caput laterale des Musculus tricipitis brachii und M.

anconaeus erfolgte die Eréffnung des Periosts ber dem Olecranon. (Abb. 16).

Abb. 16 Zugang zum Olecranon.

Nach Blutstilung erfolgte nun die Markierung des Bohrloches mit dem
angeschliffenen Ende des Extraktors des Diamond-Bone-Cutting-Systems (DBC-
System) am Olecranon. AnschlieBend erfolgte zusatzlich die Einkerbung des
markierten Bohrlochzylinders am Ubergang zum Lagerknochen mit einem kleinen,

scharfen KnochenmeilRel. Damit konnte die urspringliche anatomisch exakte Lage
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des Zylinders im Defekt wieder hergestellt werden. Nachfolgend wurde mittels einer
Diamanthohlfrase der Grolke 9 (Aulendurchmesser 8,45 mm, Innendurchmesser
7,35 mm) der spongiose Knochen des Olecranons bis zur gewulnschten
Gegenkortikalis geschliffen und ein 8,45 x 15 mm grolder Knochenzylinder
entnommen (Abb. 17, Abb. 18).

Abb. 18 Bohrlochdefekt im Zentrum des Olecranons nach Extraktion des Knochenzylinders.

Das DBCS (Diamond-Bone-Cutting-System, Firma BIOMET MERCK) wurde mit
einer Tragerbohrmaschine (Synthes compact air drive CE 0123, Firma SYNTHES,
Umkirch) angetrieben [27]. Die Frase wurde von einem Aufsatz fixiert, der einen
integrierten Spul-Kdhlkanal zur andauernden Kihlung enthielt. In das Futter des
Frasenaufsatzes wurde die Diamanthohlfrase eingespannt und mittels einer

physiologischen Kochsalzldsung (Natriumchlorid), die GUber das Infusionsbesteck und
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den Spul-Kihlkanal in das Innere der Diamanthohlfrase geleitet wurde, gekuhlt, um

Hitzenekrosen zu vermeiden.

Die Defekttiefe wurde mit Hilfe der skalierten AuRenseite der Frase auf 15 mm bis
zur Gegenkortikalis unter Schonung des Weichteilgewebes festgelegt. Nach dem
Erreichen der vorgesehenen Bohrtiefe wurde die Frase mit laufendem
Diamantfraskopf aus dem Knochen herausgezogen und die Spulung beendet. Der
Extraktor wurde nun mit dem Hammer bis zur Markierung in den Fraskanal
vorgetrieben. Mit einer Drehung wurde der Knochenzylinder aus dem Knochenlager
des Olecranons getrennt und extrahiert. Der 8,45 x 15 mm grof3e Bohrlochdefekt
wurde nun gespult und mit einer mit Natriumchlorid angefeuchteten Kompresse
feucht gehalten. Dieses Vorgehen gewahrleistete ein standardisiertes und

reproduzierbares Olecranondefektmodell.

Abb. 19a) Gleichmafige Applikation und Beschichtung des extrahierten spongiésen Knochenzylinders
mit dem Knochenkleber.

19b+c) Reposition des mit Knochenkleber beschichteten Knochenzylinders in die korrekte
anatomische Position im Knochenlager des Olecranons.

Die Applikation des Knochenklebers wurde durch ein Zwei-Kammermischsystem

vorgenommen. Dabei wurde der flissig-viskdse Knochenkleber langsam und
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gleichmalig auf den extrahierten spongiésen Knochenzylinder aufgetragen
(Abb. 19). Nach der Applikation des Knochenklebers musste innerhalb von 60
Sekunden die korrekte anatomische Position des Knochenzylinders im Knochenlager
des Olecranons erfolgen. Grundvoraussetzung fir dieses Mandver war die exakte
Platzierung des Zylinders an der Markierung am Olecranon sowie am Zylinder. Nach
Uberschreiten dieser Zeitgrenze konnte eine Unwirksamkeit beziiglich der Festigkeit
des Knochenklebers mit einer beginnenden Aushartung beobachtet werden.

Bei missgluckter oder nicht zufrieden stellender Platzierung wurde das Mandver
frlhzeitig abgebrochen und nach Abtragung der ausgeharteten Kleberreste am
Knochenzylinder ein erneuter Platzierungsversuch gestartet. Wurde die korrekte
Reposition (Ubereinstimmende Markierung) erzielt, musste nun bei jedem Tier (aus
der Klebergruppe) nach erfolgter Kleberapplikation eine Ruhephase von 5 Minuten
eingehalten werden. Im Vergleich hierzu wurde der Knochenzylinder in der
Kontrollgruppe ohne Kleberapplikation in gleicher Art und Weise platziert, wahrend in
den anderen Gruppen der Bohrlochdefekt komplett mit Kleber aufgefullt oder als

Leerdefekt belassen wurde.

Der Operationssitus wurde nun gespult und die Muskulatur Gber dem Olecranon
verschlossen. Die Hautnaht erfolgte in fortlaufender Technik mit einem
resorbierbaren Faden aus Polyglactin (Vicryl, Firma ETHICON, Norderstedt).
AbschlieRend wurde nach Desinfektion ein Pflastersprihverband (Nobecutan, Firma,
ASTRA Chemicals, Norderstedt) aufgebracht.

2.6.2 Fraktursegmentmodell der Ulna (kortikaler Bereich)

Die Freilegung der Ulna erfolgte bei allen 48 Tieren Uber den lateralen Zugangsweg
durch Langsspalten der Faszie und einen intermuskularen Zugang zwischen dem
M. extensor carpi ulnaris und dem M. extensor digitalis lateralis. Im nachsten
Operationsschritt wurde das Periost in HOhe des Spatium interosseum abgeldst, eine
Segmentstrecke von exakt 2 cm ausgemessen und mit der oszillierenden Sage (Fa.
SYNTHES, Umkirch) auf Hohe der distalen Begrenzung des Spatiums der erste
Sageschnitt gesetzt (Abb. 20).

Unter sorgfaltiger Schonung der A. interossea wurde der proximale Sageschnitt

gesetzt und das 2 cm lange ulnare Knochensegment herausgetrennt. Der

32



Material und Methoden

Sagevorgang erfolgte unter sorgfaltiger Kuhlung mit  physiologischer
Natriumchloridlésung zur Vermeidung von Hitzenekrosen (Abb. 21).

Abb. 20 Markierung der Osteotomiezonen in Hohe des Spatium interosseums durch die oszillierende
Sage fir das Fraktursegmentmodell an der metaphysaren Ulna.

Abb. 21 Komplettiertes Knochensegment aus der metaphysaren Ulna (2 cm groRes Ulnasegment).

Das komplette 2 cm messende Ulnasegment wurde schliel3lich aus seinem
anatomischen Verbund herausgelést und der Knochenkleber auf die beiden
Osteotomieenden langsam und gleichmafig aufgetragen (Abb. 22). Danach erfolgte
innerhalb von 60 Sekunden die anatomisch korrekte Reposition des Ulnasegmentes,
wobei sorgfaltig darauf geachtet werden musste, dass anschlielend eine so

genannte Fixationsphase von 5 Minuten eingehalten wurde (Abb. 23).
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Abb. 22 Applikation des Knochenklebers durch ein Zwei-Kammermischsystem auf die
Osteotomieenden des Ulnasegmentes.

s

Abb. 23 Anatomische Reposition des Ulnasegmentes nach Kleberapplikation (Fixationsphase).

Nach diesem Zeitraum konnte eine vollstandige Aushartung sowie eine mechanische
Festigkeit des Ulnasegmentes im Verbund festgestellt werden. Bei allen Tieren der
Kontrollgruppe wurde das gleiche operative Vorgehen durchgefihrt, wobei das
Ulnasegment durch Periost und Muskeladaptation ohne Osteosynthese in

anatomischer Position gehalten wurde.

Anschlie®end wurde der Operationssitus mehrfach gespuilt, die Muskulatur Gber der
metaphysaren Ulna adaptiert und die Haut in fortlaufender Technik mit einem
resorbierbaren Faden aus Polyglactin (Vicryl ®, Fa. ETHICON, Norderstedt)

verschlossen.
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2.7 Intraoperative und postoperative Komplikationen

Ein Schaf wurde am 8. postoperativen Tag infolge einer Aspirationspneumonie, die
wahrend der langen Operationszeit mit intraoperativem Erbrechen entstanden war,
unter Narkose, wie im Kapitel 2.5 beschrieben, intravenés mit 15 ml T61® ad us. vet.
der Firma HOECHST (Hoechst AG, Frankfurt/ Main) euthanasiert. Bei einem

weiteren Tier fiel massives Erbrechen unter der Narkose auf.

Wahrend am Olecranonmodell nur bei 3 Tieren eine starkere Blutung vorkam,
entstand bei insgesamt 16 Tieren eine starke Blutung bei der Freipraparation der
Ulna. Um im Operationsgebiet eine Ubersicht zu bekommen und eine adaquate
Blutstillung durchfuhren zu konnen, wurde am Oberarm eine Esmarch’sche Stauung
angelegt. Durch diese kurzfristige Kompression lie3 sich die Blutung gut stillen. Der
Blutverlust konnte mit Hilfe von Natriumchloridldsungen ausgeglichen werden. Ein
Tier verstarb bereits bei der Narkoseeinleitung aufgrund von Herz-Kreislauf-

Versagen. Es wurde durch ein zusatzliches Tier ersetzt.

In der postoperativen Phase beobachtete und kontrollierte man taglich das Verhalten
und das Aussehen der Tiere. Dabei wurden die Bewegungsaktivitat, der
Bewegungsablauf sowie die Futteraufnahme der Tiere aufmerksam Uberprift. Der
Heilungsverlauf der Operationsnarben unterlag ebenfalls einer taglichen Kontrolle.
Es trat in 8 Fallen eine mittel- bis hochgradige Lahmheit auf, die mit dem
nichtsteroidalen Antiphlogistikum Flunixin- Meglumin intramuskular einmal bis
mehrmals taglich behandelt wurde. Eine aseptische Fremdkorperreaktion mit
Serombildungen konnte bei keinem Tier beobachtet werden, Infektionen traten im

Operationsgebiet ebenfalls nicht auf.

2.8 Perfusion

Die Perfusion wurde bei jeweils 4 Tieren am 21., 42. und 84. Tag postoperativ
durchgefuhrt. In Narkose erfolgte Uber einen axillaren Zugang die sorgfaltige
Praparation der A. und V. brachialis, die proximal zur A. und V. subclavia hin ligiert
wurden. Der zunachst frei um den distalen Anteil der Gefalde gelegte Faden diente
spater dem Einbinden beider Katheter nach Eroffnen der Gefale (Abb. 24).

Der arterielle Katheter konnte Uber einen Luer-Adapter mit der Perfusionspumpe

verbunden werden, der Silikonschlauch mit einem Innendurchmesser von
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ca. 4-5 mm aus der V. brachialis endete in einem Sammelbehalter zur Aufnahme des
venosen Blutes. Die vorgewarmten Lésungen von 37°C Korpertemperatur wurden
mit der Perfusionspumpe Dispensette (Brand ®) in das Blutgefaldsystem in folgender

Reihenfolge hineingegeben:

1. 2 Liter Ringerlosung, um das restliche Blut herauszuspulen.
2. 40 ml Rheomacrodex® 10 %, um die Blutgefale fir die anschliellende
Fixierung weit zu stellen.

3. Etwa 1- 2 Liter Karnovsky-Losung, um die Knochenpraparate zu fixieren.

Vor der Gabe der Karnovsky-Losung erfolgte die Euthanasie der perfundierten
Schafe, wie bei den nicht perfundierten Schafen, mit 15 ml T61® ad us. vet. der
Firma HOECHST (Hoechst AG, Frankfuert/ Main), einer Kombination aus
Embutramid und Mebezoniumjodid, intravends uber die V. saphena. Die Kadaver
brachtet man in die nahe gelegte Tierkdrperbeseitigungsanlage (SARIA
Bio-Industries, 99189 Elxleben).

Abb. 24 Ligatur der A. und V. brachialis (A, V) und Fixation der Katheter (K).

Perfusionslosungen:

1. Ringerldsung:

Die Ringerlosung nach DAB (Deutsches Arzneibuch) enthalt pro 100 ml: 8,6 g
Natriumchlorid, 0,3 g Kaliumchlorid und 33 g Calciumchlorid.

Um eine Reaktion zwischen Intravasal- und Extravasalraum zu vermeiden, ist das

Spulen der Gefalle mit einer isotonen Lésung notwendig.
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2. Rheomacrodex® 10 % Infusionslésung:

1000 ml Losung enthalten: 100 g Dextran 40 und 9 g Natriumchlorid.

Die Losung besteht aus einem Plasmaexpander mit einer spezifischen Wirkung auf
die Kapillardurchblutung. Dextran verhindert eine Verlegung der kleinsten Blutgefalie
durch Erythrozyten und Thrombozytenaggregation. Natriumchlorid als hypertone
Losung ermdoglicht der extravasalen Flussigkeit in die Gefalle zu diffundieren und

diese zu dilatieren.

3. Karnovsky-Losung:
Zusammensetzung fur 1000 ml: 460 ml Phosphatpuffer, 460 ml Paraformaldehyd
und 80 ml Glutardialdehyd.

Die linken vorderen Gliedmallen wurden nach der Perfusion an der Schulter
exartikuliert, gerontgt und bis auf den Knochen freiprapariert. Das Olecranon mit dem
Bohrlochdefekt und die Ulna mit dem Fraktursegment wurden voneinander getrennt
und zu kleinen Knochenblocken gesagt. Nach Perfusion und Exartikulation im
Ellenbogen der betroffenen Gliedmallen wurden das Olecranon mit dem
Bohrlochdefekt sowie die Ulna mit dem Fraktursegment voneinander getrennt. Die
entstandenen kleinen Knochenblocke wurden zur optimalen Fixierung jeweils
unmittelbar im Anschluss mit Hilfe des Exakt-Trenn- Schleifsystems (Fa. EXAKT) in

ca. 2 mm dicke Scheiben in der Schnittebene abgesagt.

Der verbleibende Rest des Knochenblockes wurde fur die lichtmikroskopischen
Untersuchungen 4 Tage in 4 % Formalinlésung eingelegt und anschlielend mit
Phosphatpuffer gespult, um dann, wie in Kapitel 2.12.2 beschrieben,
weiterzuverfahren. Zur Weiterverarbeitung fur die Transmissionselekronen-
mikroskopie war es notwendig die Knochenscheiben in Yellow-Fix bzw.

Paraformaldehyd zu konservieren.

29 Rontgendiagnostik
2.9.1 Durchflihrung der Réntgenuntersuchung

Die Rontgenaufnahmen der linken Vordergliedmalie mit Olecranon und Ulna wurden
sowohl post operationem (nach 21, 42, 84 Tagen) als auch post mortem in zwei

Ebenen, im anterior-posterioren und lateralen Strahlengang durchgefuhrt. Das
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Roéntgen direkt nach der Operation erfolgte in Narkose in einem dem Operationssaal

angrenzenden Raum mit einem mobilen Rontgengerat:

Rontgengerat: Typ: MEDINOS 100/60 C, F- Nr.: 291 955

Roéntgenkassette: Kodak x-Omatic LW Cassette, Lanex fine screen

Roéntgenfilme: grun-sensibilisierte Filme “Retina XOD Roéntgenfilm”
von Heiland

FFA (Film-Focus-Abstand): 50-80 cm

Rontgenwerte: 25/60-70 vd/ml

Nach der Euthanasie wurden die VordergliedmalRen abgetrennt und noch vor der

Praparation und Entfernung der Weichteile mit einem fest installierten Réntgengerat

gerontgt:

Rontgengerat: Blach Roéntgen, Assamstadt, Typen-Nr.: N 982

Roéntgenkassetten: 24x30, CAWO ABS Cassette, Blach Rontgen
Assamstadt, 400 Empfindlichkeit

Rontgenfilme: grun-sensibilisierte Filme ,Retina XOD Rontgenfilm®
von Heiland

FFA: 70 cm

Roéntgenwerte: 10/ 60, 12/ 60, 15/ 62 vd/ml, je nach BeingrofRe

2.9.2 Dokumentation und Auswertung der Rontgenbilder

Alle Rontgenbilder wurden mit einem Flachbrettscanner (EPSON Expression 1680
Pro) in hoher Auflésung und Qualitatsstufe eingescannt und weiter digital bearbeitet.

Zur Fotodokumentation kamen folgende Kameras zum Einsatz:

e Digitalkamera (CANON Powershot Pro 70)

e Spiegelreflexkamera (MINOLTA Dynax 3xi mit 100 mm Macro und Ringblitz)
mit Fotofilmen (KODAK Elitechrome 100) fur Aufnahmen von Diapositiven. Zur
Digitalisierung wurden die Diapositive mit dem POLAROID Sprintscan 4000

eingescannt.
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210  Herstellung histologischer Praparate mit der Trenn-Dinnschliff-Technik

Samtliche unentkalkte Knochenschliffe wurden im Labor fir experimentelle
Unfallchirurgie, KerkraderstraRe 9 in 35394 Giessen der Klinik und Poliklinik fur

Unfallchirurgie der Justus—Liebig-Universitat Giel3en, angefertigt.

2.10.1 Vorbereitung der Proben fiir die Einbettung

Um die Zahl der Tiere der einzelnen Gruppen fur die Auswertung zu erhdhen, nahm
man nach der biomechanischen Messung die Ulnafraktursegmente zu den bereits 12
perfundierten Tieren fur die feingewebliche Beurteilung hinzu. Da bei der
biomechanischen Messung die Ulna uberwiegend im proximalen Frakturspalt
gebrochen war, sagte man den noch intakten distalen Frakturspalt mit einer
oszillierenden Sage zu einem Knochenblock zurecht.

Alle entnommenen Proben vom Olecranon und von der Ulna wurden flr 4 Tage in

4%iger Formalinlésung fixiert und anschlie®end mit Phosphatpuffer gespdilt.

2.10.2 Aufbereitung der Proben

In einer aufsteigenden Alkoholreihe entwasserte man die Knochenscheiben bei
25°Celsius Raumtemperatur insgesamt 21 Tage lang. Anschlielend erfolgte die
Kunststoffinfiltration in 6 Stufen Uber einen Zeitraum von 24 Tagen. Die ersten drei
Infiltrationsstufen  bestanden aus ansteigenden Technovit-Konzentrationen,
Technovit 7200® (Fa. KULZER, Friedrichsdorf), die letzten drei Stufen aus reinem
Technovit, versetzt mit 1 % Benzoylperoxid (Fa. KULZER).

Die mit Technovit durchtrankten Knochenscheiben legte man in Einbettmulden und
fullte diese mit Technovit 7200 auf. Die anschlieliende Polymerisation im

Lichtpolymerisationsgerat (Fa. EXAKT) beinhaltete 2 Phasen:

1. Vorpolymerisation: 2 Stunden Gelblicht mit groRem Lampenabstand zur
langsamen Einleitung der Polymerisation, um Spannungsrisse zu vermeiden.

2. Endgultige Polymerisation: 4 Stunden Blaulicht.

Zur vollstandigen Aushartung ruhten die Proben Uber Nacht bei 50°Celsius in dem
Warmeschrank. Die Zeit der Entwasserung und Aushartung betrug insgesamt
45 Tage.
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2.10.3 Herstellung von Schliffpraparaten

Die unentkalkten Knochenschliffe wurden in der Trenn-Dunnschliff-Technik nach
DONATH angefertigt [11]. Diese Methode erlaubte eine Herstellung dunner Schiliffe
zwischen 10 und 20 pym von nicht schneidbarem Gewebe. In den Abbildungen 25

und 26 sind die Schliffebenen fir das spongiése und das kortikale Modell abgebildet.

Einbettung in Technovit

Knochenschliffe

Abb. 25 Darstellung der Schliffebenen der histologischen Praparate am Olecranon
(spongioser Bereich).

Aus einem Knochenblock konnten jeweils 3-4 Knochenschliffe angefertigt werden.
Nachdem man den polymerisierten Knochenblock soweit angeschliffen hatte, dass
alle zu untersuchenden Gewebebestandteile zu sehen waren, wurde der Block mit
Technovit 4000 (Fa. KULZER) in der Exakt-Klebepresse aufgeblockt. Die zu
untersuchende Flache klebte man mit doppelseitigem Klebeband auf einen weiteren
Objekttrager. Die nicht zu untersuchende Flache bestrich man mit Technovit 4000
und setzte sie in die Presse ein. Die Deckplatte mit dem vakuumgehaltenen
Objekttrager wurde vorsichtig zum Block abgesenkt und arretiert. Nach
Polymerisation des Klebers entfernte man den Objekttrager mit dem doppelseitigen
Klebeband und setzte das Praparat in das Exakt-Mikroschleifsystem ein, um es
planparallel anzuschleifen. Die Praparate schliff man mit Schleifpapier der Kérnung

1200 an, bis alle Gewebestrukturen an der Oberflache zu sehen waren.

40



Material und Methoden

e —

bettung in Technovit Knochenschliffe

Abb. 26 Darstellung der Schliffebenen der histologischen Praparate des Frakturmodells an der Ulna
(kortikaler Bereich).

Nachdem der Knochenblock fir 30 Minuten in dem Blockinfiltrationsgerat 539
(Fa. EXAKT) getrocknet wurde, klebte man einen planparallelen Objekttrager mit
Hilfe des Prazisionsklebers Technovit 7210 (Fa KULZER) in der Exakt-Prazisions-
Klebepresse auf die angeschliffene Oberflache. Nach der Photopolymerisierung
unter Blaulicht fir 10 Minuten konnten die Sageschliffe mit dem Exakt-Trenn-

Schleifsystem angefertigt werden.

Das Exakt-Trenn-Schleifsystem besteht aus einer Trenneinheit, die nach dem Prinzip
einer Bandsage arbeitet. Die Trennbander bestanden aus 0,2 mm dickem Stahlband.
Die Stirnseite des Stahlbandes war mit Diamantkdrnern beschichtet, welche in
diesem Fall eine Kérnung von D 64 aufwies. Ein etwa 120 um dicker Sageschliff
konnte abgetrennt werden. Der Schliff wurde in dem Exakt-Mikroschleifsystem auf
10-20 um Dicke mit Schleifpapier der Koérnung 1200 geschliffen. AbschlieRend
erfolgte ein Polieren mit dem Silikonkarbidpapier mit der Kérnung 4000, um

Schleifspuren zu entfernen.
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2.10.4 Farbungen der unentkalkten Knochendinnschliffe

Die 3-4 Knochenschliffe eines jeden Praparates ermdglichten neben der

Toluidinblau-Farbung auch die Anfarbung mit van Gieson.

Toluidinblau—Fé&rbung:

Férbeergebnis: Mineralisierte Hartgewebematrix: ungefarbt bis blassblau
Knorpelmatrix: metachromatisch bis rotviolett
Verkalkte Knorpelmatrix: dunkelblau
Zellen und Weichteilgewebe: metachromatisch bis rotviolett

Trichromférbung nach van Gieson:

Die Gewebestrukturen werden in drei verschiedenen Farben dargestellt, damit
erreicht man eine Differenzierung zwischen unterschiedlich dichtem Gewebe:
Kerne: braun-schwarz
Bindegewebe und Knochen: rot

Muskulatur, Zytoplasma und Osteoid: gelb

Eindecken:
Nach der Farbung wurden die Schliffe mit Technovit 7200® VLC eingedeckt, um sie

langfristig zu konservieren. Danach konnten sie mikroskopisch untersucht werden.

2.1 Feingewebliche Untersuchungen

2.11.1 Lichtmikroskopie

Zur histologischen Untersuchung und Auswertung der Schliffpraparate wurde das
GroRfeldforschungsmikroskop Axioplan 2 (Fa. ZEISS, Oberkochen) im Labor fir
experimentelle Unfallchirurgie verwendet. Der Objekttisch war frei drehbar,
Polarisationsfilter standen zur Verfugung. Das Mikroskop war mit Okularen Kpl W
10x/20, den Objektiven 2,5/0,08, Planopo 4/0,14, Planopo 10/0,32, Planopo 40/0,65
und einer 12 Volt Lichtquelle ausgestattet. Das Auflosungsvermogen, das den
Abstand von zwei Struktureinheiten beschreibt, die gerade noch getrennt abgebildet

werden kdnnen, betrug etwa 0,5 pym.
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2.11.2 Semiquantitatives Bewertungssystem

In Anlehnung an die Scores von O’Driscoll und Salter [45], Pineda [48], Mankin [43],
Fujimoto [17] und Siebert [55] wurden die Toluidinblau-gefarbten Zylinder-Praparate

mit dem oben genannten Lichtmikroskop mit einer 2,5er, 10er, 20er und 40er

Vergroflerung anhand eines eigenen entwickelten Scores analysiert (Tab. 5).

Kategorien

Score-Punkte

1. GroRe des Knochenzylinders

vollstandig erhalten

teilweise reduziert

stark reduziert

2. Bonding: Apposition beider Kontaktflachen (Lagerknochen
und Knochenzylinder)

verknochert, Faserknochen

verknochert, Geflechtknochen

gegenuberliegende Auslaufer

N W B

Osteoid

keine

3. Knécherne Uberbriickung des Interface
(Spalt zwischen Lagerknochen und Knochenzylinder)

75 -100%

50 - 75%

25-50%

N| W B

0-25%

0%

4. Knochenneubildung im Lagerknochen

a) zum Spalt hin angrenzend

hohe

geringe

keine
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b) im Spalt entfernten Gebiet

hohe 2
geringe 1
keine 0

5. Knochenneubildung im Knochenzylinder

a) zum Spalt hin angrenzend

hohe 2
geringe 1
keine 0

b) im Spalt entfernten Gebiet

hohe 2
geringe 1
keine 0
Score Gesamt 18

Tab. 5 Semiquantitatives Bewertungssystem (Score): Einwachsverhalten des spongiésen Knochen-
zylinders am Olecranon mit und ohne Kleberapplikation (Bohrlochmodell am Olecranon).

Dabei wurde die Gruppe von Praparaten, bei der die Reposition des Zylinders in das
Bohrloch mit Knochenkleber erfolgte, mit der Gruppe von Praparaten verglichen, bei
der die Reposition des Zylinders ohne Kleber erfolgte. Die Evaluation wurde in einer
Blindstudie durchgefuhrt, sodass dem Betrachter der Euthanasiezeitpunkt und die
Gruppe unbekannt waren. Da bei einigen Praparaten nur eine grobe Einschatzung
gelang, kann dieser Score lediglich eine ungefahre Richtung vorgeben.

In 5 Kategorien konnte eine maximale Scorezahl von 18 erreicht werden. Es muss
darauf hingewiesen werden, dass die Art der Auswertung subjektiv und demzufolge

von dem Betrachter abhangig war.

Mit Hilfe einer zusatzlichen qualitativen Beschreibung aller histologischen
Schnittpraparate konnte neben der oben beschriebenen semiquantitativen

Auswertung eine objektive Bewertung auf Zellebene angeschlossen werden.
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Die erste Kategorie des Scores beschreibt die GroRe des Knochenzylinders. Dabei
wurde eine Aussage Uber die quantitative Existenz des Implantates gemacht. Es
wurden 2 Punkte vergeben, wenn der Knochenzylinder in seiner Grof3e nicht von
seiner AusgangsgrofRe abwich. Bei leichter Minderung bzw. bei starkem Rlckgang
des Zylinders wurden 1 bzw. 0 Punkte vergeben. Mit Hilfe des Computerprogramms
Image Pro Plus (MEDIA CYBERNETICS, MD 20910 USA) wurde die Flache des
Knochenzylinders ermittelt und objektive Ergebnisse erzielt. Es wurde ein Kreis von
der GroRe des Bohrlochdefektes um den Knochenzylinder gelegt, die Spongiosa-
Balkchen rot angefarbt und die Flache berechnet (Abb. 27).

Abb. 27 Flachenberechnung des Knochenzylinders mit dem Computerprogramm Image Pro Plus.

Die berechnete Flache wurde mit der Flache von den Spongiosabalkchen eines dem
Bohrlochzylinder gleichgrolRen Zylinders von einem intakten Knochenstuck

verglichen.

Die zweite Kategorie beschaftigt sich mit dem ,Bonding“, der Apposition beider
Kontaktflachen zwischen Lagerknochen und Knochenzylinder. Unter Bonding wird
ein stoffschlissiger An- und Einbau im Bereich des Knochens verstanden. Somit
bezieht sich diese Kategorie auf die Qualitat der Uberbriickung des Interface, dem
kleberhaltigen oder bindegewebigen Spalt zwischen Lagerknochen und
Knochenzylinder. Im Laufe einer mdglichen Uberbriickung wurden verschiedene
Stadien zwischen Faser- und Lamellenknochen durchlaufen. Zunachst wurde

Osteoid gebildet, das einem Punkt entsprach. Danach kam es zu einem Annahern
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von sich gegenuberliegenden Auslaufern neu gebildeten Geflechtknochens. Daflr
wurden 2 Punkte vergeben. Wenn sich diese Auslaufer des Geflechtknochens
bertuhrten, konnten 3 Punkte erreicht werden. 4 Punkte erhielt ein Schliff, wenn sich

der Geflechtknochen in Lamellenknochen umgewandelt hatte.

In der nachsten Kategorie wird die quantitative Uberbriickung des Interface, dem
Spalt zwischen Lagerknochen und dem Knochenzylinder, beschrieben. Eine
vollstdndige Uberbriickung des Spaltes war dann gegeben, wenn kein Kleber oder
Bindegewebe mehr zu sehen war. Bei komplett darstellbarem Spalt ohne jegliche
kndcherne Uberbriickung erhielt das zu beurteilende histologische Schliffpréaparat
keinen Punkt. Zwischen diesen beiden Extremen gab es Abstufungen von 0-25%,
25-50% sowie 75-100%, wobei jeweils 1, 2, 3 oder 4 Punkte vergeben wurden. Die
jeweilige Einschatzung und der erarbeitete Score erfolgte mit Hilfe des Pro Plus
Computerprogramms. Da es keinen sicheren Hinweis gab ob der Kleber abgebaut
war bzw. wo er sich befand liel3 sich lediglich der gesamte Spalt (Interface)

beurteilen.

In der letzten Kategorie wird die Knochenneubildung des Lagerknochens und des
Knochenzylinders jeweils im Spalt nahen Gebiet und im Spalt entfernten Gebiet
bewertet. Da in der Klebergruppe der Spalt zum Teil nicht ganz mit Kleber ausgefullt
war, bezog sich diese Bewertung nur auf den Abschnitt im Schliff, in dem
Knochenkleber deutlich zu erkennen war. Die mit Bindegewebe ausgefullten
Spaltbereiche der Klebergruppe entsprachen der Kontrollgruppe und wurden in
dieser Kategorie nicht berucksichtigt, da man nicht wissen konnte, ob in diesen
Arealen von Anfang an kein Kleber war oder ob dieser schon abgebaut wurde. Wenn
keine Osteogenese, weder Osteoidbildung noch Auslaufer von Geflechtknochen, zu
erkennen war, erhielt der Schliff keinen Punkt. Im Spalt nahen Gebiet wurden die
Geflechtknochenauslaufer bewertet. Dabei wurde unter einer geringen und einer
hohen Knochenneubildung differenziert, die durch 1 oder 2 Punkte honoriert wurden.

Im Spalt entfernten Gebiet wurde ebenso verfahren.

2.11.3 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die 2 mm dicken Knochenscheiben des Olecranons und der Ulna wurden in Yellow-
Fix mit 0,1 M Na-Phosphatpuffer (pH: 7,3) fir 24 Stunden bei - 4° Celsius fixiert.
Nach grindlichem Spilen mit 0,1 M Na-Phosphatpuffer dehydrierte man die
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Knochenscheiben in einer aufsteigenden Alkoholreihe. Anschlielend wurden die
Proben Uber Nacht bei 100 % Alkohol im Exsikkator dehydriert, um sie danach in

Epon einzubetten.

Semidinnschnitte mit einer Dicken von ca. 1 uym stellte man mit dem Ultramicrotom
Reichert-Ultracut (Fa. LEICA) her und farbte diese mit 1 % igem Toluidinblau und 1
% Borax an. Unter dem Lichtmikroskop suchte man jeweils den Frakturspalt und den
angrenzenden Lagerknochen auf. Von den zu untersuchenden Stellen fertigten wir
Ultradinnschnitte mit einer Dicke von 60-80 nm mit dem oben bereits erwahnten
Ultramikrotom mit Diamantmessern an. Mit einer Uranylacetat- und Bleicitratlésung
fuhrten wir die Nachkontrastierung mittels des Ultrastainer-Reichert (Fa. LEICA)
durch. AbschlieBend untersuchten wir die Ultradunnschnitte transmissions-
elektronenmikroskopisch an einem TEM-Gerat EM 109 (Fa. ZEISS, Oberkochen) bei

80 kV Beschleunigung bei unterschiedlicher VergroRerung.

Die Untersuchungen hielten wir fotografisch auf Mittelformnegativfilmen mit
nachfolgender Erstellung von Papierabzigen fest. Das Auflosungsvermogen von
0,2 - 0,3 um erlaubte es, mit einer VergroRerung bis zum 1.000.000 fachen bis in den
GrolRenbereich der Makromolekile vorzudringen. Die transmissionselekronen-
mikroskopischen Bilder (TEM-Bilder) wurden mit dem Flachbrettscanner (Scan Jet 4c

Hewlett Packard) digitalisiert.

Von dem flur die Elektronenmikroskopie fixierten und eingebetteten Gewebe liessen
sich mit dem Ultramikrotom sogenannte Semidiinnschnitte herstellen. Diese Schnitte
waren 0,5-2 ym dick und konnten direkt gefarbt werden. Dies geschah mit basischen
Farbstoffen, z.B. Toluidinblau. Die Semidunnschnitte erlaubten die Untersuchung von
optimal fixierten Strukturen, insbesondere dunnen Schichten, auch im
Lichtmikroskop. Auflerdem konnte ein unmittelbar im Anschluss gewonnener

Feinschnitt im Elektronenmikroskop untersucht werden.

2.11.4 Spiralcomputertomographie

In der konventionellen Licht- und Elektronenmikroskopie erhalt man durch die
Aufsicht auf dinne Schnittebenen nur eine zweidimensionale Darstellung. Da
bestimmte Informationen zwischen den einzelnen Schnitten verloren gehen und bei

der Praparation zerstort werden konnen, kann man nicht von diesen
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zweidimensionalen Schnitten auf ein dreidimensionales Objekt schlieRen. Auch ein
Rontgenbild ist nur ein Additionsbild, das heil3t die Schwachungswerte aller im
Strahlengang hintereinander liegenden Objektelemente addieren sich. Manche
pathologische Veranderung kann daher nicht erkannt werden, wenn vor oder hinter
ihr befindliche Objektelemente einen dichteren Schatten geben oder zu viele
Konturen sich Uberschneiden. Aullerdem enthalt ein Additionsbild keine
Informationen Uber die Tiefenlage und —ausdehnung eines schattengebenden
Objektdetails [40]. Mit der Computertomographie koénnen Transversalschnitte
(Schichtaufnahmen) durch das durchstrahlte Objekt abgebildet werden. Bei der
Spiraltechnik wird der Patient (hier die Knochenprobe) mit exakt definierter
Geschwindigkeit durch das Messfeld geschoben, sodass insgesamt eine
spiralféormige Bewegung resultiert. Aus den so gewonnenen Daten lasst sich ein

lickenloses dreidimensionales Bild rekonstruieren.

Fir die Auswertung des Olecranonmodells wurden zu jedem Beobachtungszeitpunkt
je ein Olecranon eines Tieres aus der Klebergruppe, aus der Kontrollgruppe und aus
der Gruppe, in der der Defekt mit Kleber aufgefullt worden war, nach dem
Zufallsprinzip ausgewahlt. Das freipraparierte Olecranon wurde in toto in 4 %ige
Formalinlésung eingelegt, eine spezielle Aufbereitung war nicht notwendig. Vor der
weiteren Bearbeitung wurden die Proben der spiralcomputertomographischen
Untersuchung mit dem Somatom Plus 4 Spiralcomputertomograph (Firma SIEMENS,
Mianchen) in der Abteilung fur diagnostische Radiologie, unter der Leitung von Prof.
Dr. W. S. Rau in der Universitatsklinik in Giel3en, unterzogen. Die zugrunde

liegenden Schichtwerte (Slize) waren:

Berechnete Schichtdicke 2,0 mm, akquirierte Schichtdicke 0,5 mm, Abstand
zwischen den einzelnen Schichten 1,0 mm. Gemessen wurde mit einer Stromstarke
von 100 mAs und mit einer Spannung von 120 kV. Durch die aussagekraftige
Spiralcomputertomographie wurden die aus der Mikroskopie und den Rontgenbildern
erhobenen Aussagen Uber die Frakturheilung und die Neubildung spongidsen

Knochens in dem Frakturspalt analysiert und erganzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Roéntgenuntersuchungen am Bohrlochmodell (spongiéser Bereich)

Kleber- und Kontrollgruppe nach 21 Tagen

Abb. 28a Seitliche Aufnahme des Zylinders im Abb. 28b Seitliche Aufnahme des Zylinders im
Olecranon mit Kleber. Olecranon ohne Kleber.

Kleber- und Kontrollgruppe nach 42 Tagen

Abb. 29a Kleberapplikation. Der Zylinder ist teil- Abb. 29b Ohne Kleber kommt es ebenso zu
weise resorbiert. Spalt zwischen Zylinder und einer teilweisen Resorption. Spalt zwischen
Lagerknochen. Zylinder und Lagerknochen.

Kleber- und Kontrollgruppe nach 84 Tage

Abb. 30a Zylinder mit Kleber ist deutlich resor- Abb. 30b Zylinder ohne Kleber ist fast vollstan-
biert mit breitem Spalt zum Lager. dig resorbiert.
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3.2 Lichtmikroskopie
3.2.1  Ergebnisse am Olecranon (spongitser Bereich)
Klebergruppe nach 21 Tagen

In der Ubersicht der Klebergruppe nach 21 Tagen lieR sich der Knochenzylinder bei
jedem Praparat kreisformig erkennen (Abb. 31). Ungleichmallige Abstande zwischen
Knochenzylinder (Transplantat) und Lagerknochen waren ursachlich auf eine nicht
immer exakte Reposition zurtickzufihren. Der Osteotomiespalt war bei keinem der

Praparate vollstandig mit Knochenkleber ausgefilit.

Abb. 31 Ubersichtsaufnahme Kleber 21 Tage. Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x.

Es gab Kleberareale (K) im Spalt, die sich mit kleberfreien Arealen, ausgefullt mit
bindegewebigem Granulationsgewebe (G), abwechselten. In Abbildung 31 weisen
die Pfeile (—) auf die Klebergrenzen hin. Bei der Beurteilung bzw. Betrachtung der
Schliffe wurden die kleberfreien Areale in der Klebergruppe wie Abschnitte aus der

Kontrollgruppe behandelt.

Durch die leicht blauliche Anfarbung des Klebers konnte der Knochenkleber
grofitenteils gut erkannt werden. Die Intensitat der Anfarbung des Klebers nahm von
der Klebermitte zum Kleberrand hin ab. Daher wurde die Kondensorblende zur
lichtmikroskopischen Klebererkennung hinzugezogen. Die Osteotomierander von
Lagerknochen (Lk) und Knochenzylinder (Kz) im Knochenkleberbereich erscheinen
glatt (Abb. 32). Der Kleber grenzt an den Knochenzylinder und an den
Lagerknochen. Es lassen sich Knochensplitter (Ks) -Knochenmehl vermischt mit

Granulationsgewebe- finden, die eine unregelmalige, schollige Struktur aufweisen.
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Abb. 32 Detailaufnahme nach 21 Tagen Kleberapplikation, Toluidinblaufarbung, Vergr. 25 x.

Im klebergefillten Spalt (K) koénnen keine Makrophagen und mehrkernigen
Riesenzellen beobachtet werden. In dem angrenzenden Spongiosaraum (S) des
Lagerknochens (Lk) lassen sich dagegen massenhaft ein- und mehrkernige
Makrophagen und Riesenzellen finden (Abb. 33 und 34).

Abb. 34 Detailaufnahme nach 21 Tagen Kleberapplikation, Toluidinblaufarbung, Vergr. 200 x.
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Im osteotomienahen Gebiet des Knochenzylinders findet man in einigen Praparaten
einzelne Resorptionslakunen und Osteoklasten. Im Zentrum des Zylinders zeigt sich
das Bild eines intakten Knochens mit Osteoblasten an den Spongiosatrabekeln. Ist
der Spalt an einer Stelle sehr eng und kleberfrei, lassen sich am Zylinder
Osteoidbildungen und einzelne neu gebildete Geflechtknochentrabekel zum Spalt hin

beobachten.

An  kleberfreien und sehr schmalen Osteotomiearealen lassen sich
Geflechtknochenneubildungen auch im Lagerknochen erkennen. AufRerdem kann
man eine Knochenneubildung in Richtung Knochenkleber beobachten. Ehemalige
Resorptionslakunen sind mit Osteoid und neu gebildetem Knochen aufgeflllt worden.
Es zeigen sich intakte perlschnurartige Osteoblastensaume an den

Knochentrabekeln.

Kontrollgruppe nach 21 Tagen

Wie bei der Klebergruppe wurde der Knochenzylinder (Kz) auch bei der
Kontrollgruppe nicht immer zentral repositioniert. Daraus resultieren auch in dieser
Gruppe Unterschiede in der Spaltweite der einzelnen Praparate, die bei der

Auswertung bericksichtigt werden mussen (Abb. 35).

Abb. 35 Ubersichtsaufnahme nach 21 Tagen (Kontrollgruppe), Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x.

Auf der einen Seite des Defektes sieht man einen sehr breiten mit
Granulationsgewebe ausgefiillten Osteotomiespalt (Os), der keine Uberbriickung
oder eine Osteogenese von Geflechtknochentrabekeln aufweist. Auf der

gegenuberliegenden Seite wird ein sehr schmaler Osteotomiespalt zwischen
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Lagerknochen (Lk) und Knochenzylinder (Kz) mit Geflechtknochentrabekeln (Gk, —)

uberbruckt (Abb. 35, 36).

Abb. 36 Detailaufnahme nach 21 Tagen (Kontrollgruppe), Van Giesson, Vergr. 25 x.

Im Vergleich zu der Klebergruppe konnten ebenfalls liegende Knochensplitter in den
Lakunen des Knochenzylinders gefunden werden.

In der hoheren VergroRerung sind die im Osteotomiespalt neugebildeten
Geflechtknochentrabekel deutlich zu erkennen (Abb. 37).

Abb. 37 Detailaufnahme nach 21 Tagen (Kontrollgruppe), Toluidinblaufarbung, Vergr. 200 x.

Es wurden Osteoidsdume und perlschnurartige Sdume von Osteoblasten (—) an den

Trabekeln des Geflechtknochens (Gk) beobachtet. Daneben zeigten sich

eingemauerte Osteozyten (=) in den Trabekeln und Ansammlungen von

Erythrozyten (»).
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Die Klebergruppe nach 21 Tagen Kleberapplikation liegt im Vergleich zu der
Kontrollgruppe hinsichtlich der Osteogenese im Osteotomiespalt deutlich zurtck. Wie
die Kontrollgruppe zeigt, ist eine Durchbauung des Knochenspalts mit

Geflechtknochen dann mdglich, wenn die Spaltbreite unter 1 mm liegt.

Kleber: Auf allen Praparaten ist eine geringe Osteo(neo)genese (Bildung von
Geflechtknochen) zu beobachten. Das Gesamtbild wird neben den Ansammlungen
von Makrophagen im Spongiosaraum von glatten Osteotomierandern am

Lagerknochen und am Knochenzylinder bestimmt.

Kontrolle: Es lasst sich eine ausgepragte Osteogenese im Lagerknochen und am
Knochenzylinder beobachten. Eine Spaltiberbriickung mit Geflechtknochen gelingt

nur an den Arealen, an denen der Osteotomiespalt sehr schmal ist.

Defekt mit Knochenkleber nach 21 Tagen

Nach 21 Tagen Knochenkleberapplikation fullt der Knochenkleber den gesamten
Defekt im Lagerknochen des Olecranons aus (Abb. 38). Es zeigen sich glatte
Osteotomierander zwischen dem Lagerknochen (Lk) und dem blau angefarbten
Knochenkleber (K).

Abb. 38 Ubersichtsaufnahme nach 21 Tagen Kleberapplikation, Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x.

Granulationsgewebe und eine Knochenneubildung an der Defektstelle (Defektrand)
konnen nicht beobachtet werden (Abb. 39). Zwischen Lagerknochen (Lk) und Kleber
(K) liegt immer ein schmaler Streifen von Granulationsgewebe (G). Die
Knochentrabekel des Lagerknochens haben keinen direkten Kontakt zum Kleber
(Abb. 40). Es kann neu gebildetes Osteoid (O) und eine Geflechtknochenneubildung
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am Rande des intakten Lagerknochens beobachtet werden. Das an den
Lagerknochen (Lk) angrenzende lockere Bindegewebe (LB) geht Uber in faserreiches
Bindegewebe (FB) und umgibt den Kleber (K).

ol

Abb. 41 Detailaufnahme der Interfaceregion nach 21 Tagen Knochenkleberapplikation. Levai Laczko,
Vergr. 100 x.
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Die Abbildung 41 zeigt die Interfaceregion diesmal in der Farbung nach Levai
Laczko. Zwischen dem Knochenkleber (K) und dem angrenzenden Lagerknochen
(LK) befindet sich bei allen Praparaten dieser Gruppe in den Interfaceregionen
faseriges Bindegewebe (FB). Der intakte Lagerknochen weist Osteoblastensdume

auf (—).

Leerdefekt nach 21 Tagen

In den Praparaten mit Leerdefekt ist der Defekt nach 21 Tagen mit
Granulationsgewebe ausgefullt (Abb. 42). Neugebildete Geflechtknochentrabekel
wachsen vom Lagerknochen (Lk) in den Leerdefekt hinein (—). Dadurch sind die

Osteotomierander des Lagerknochens des Olecranons unregelmafig aufgeworfen.

Abb. 42 Leerdefekt nach 21 Tagen, Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x.

In der hoheren VergroRerung des Osteotomierandes wird neben den durch den
Osteotomievorgang entstandenen Knochensplittern Uberwiegend neu gebildeter
Geflechtknochen sichtbar, der von dem Lagerknochen in radidrer Richtung in den

Leerdefekt wachst (Abb.43). Gleichmalige Osteoidbildungen (), vereinzelte in der

Grundsubstanz eingemauerte Osteozyten (=>) und Osteoblastensdaume (—) am

Geflechtknochen sowie eine starke Vaskularisation (V) pragen das Bild dieser
Praparate und sprechen flur eine intakte Osteoneogenese. Direkt in der
Nachbarschaft kann der schollige Verfall der Knochensplitter, ein nekrotischer Bezirk
(N), beobachtet werden. Neben dem Verlust der Lamellenstruktur des Knochens
lasst sich amorphes, meist eosinophiles Material und untergegangene Osteozyten

erkennen.
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Abb. 43 Detailaufnahme des Osteotomierandes nach 21 Tagen (Leerdefekt), Toluidinblaufarbung,
Vergr. 200 x.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass nach 21 Tagen der mit Kleber
aufgeflillte Defekt im Vergleich zu dem Leerdefekt hinsichtlich der Osteogenese

deutlich zurulck liegt.

Defekt mit Kleber: Zwischen dem Lagerknochen des Olecranons und dem
Knochenkleber, der den Defekt nach 21 Tagen vollstandig ausfullt, liegt ein schmaler
Saum von Granulationsgewebe. Dieser Granulationssaum verhindert einen Kontakt
zwischen Lagerknochen und Knochenkleber. Die Praparate zeigen glatte
Osteotomierander. Eine Knochenneubildung in Form von Knochentrabekeln oder

Geflechtknochenbildung wird nicht beobachtet.

Leerdefekt: In den Praparaten mit Leerdefekt kann eine Knochenneubildung in Form
von Geflechtknochentrabekeln, die radiar in das mit Granulationsgewebe ausgeflllte
Defektlumen wachsen, beobachtet werden. Osteoblastensaume, eingemauerte
Osteozyten und eine starke Vaskularisation weisen auf eine intakte Osteogenese
hin.

Klebergruppe nach 42 Tagen

Die lichtmikroskopischen Gegebenheiten der Praparate nach 42 Tagen
Knochenkleberapplikation gleichen weitgehend denen nach 21 Tagen. Wie schon bei
den Kleberpraparaten nach 21 Tagen findet sich auch nach 42 Tagen eine
unregelmalige inhomogene Verteilung des Knochenklebers im Osteotomiespalt.
Aulerdem kann eine umschriebene Resorption des Knochenzylinders beobachtet
werden (Abb. 44).
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Abb. 44 Ubersichtsaufnahme nach 42 Tagen Kleberapplikation. Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x.

Die Knochenzylinder (Kz) sind teilweise nicht zentral repositioniert worden. Zwischen
dem Knochenkleber (K) und dem Lagerknochen (Lk) liegt auch nach 42 Tagen ein
breiter homogener Streifen Granulationsgewebe (G). Nur an einigen wenigen Stellen
stehen neu gebildeter Knochen und Knochenkleber in Kontakt zueinander (»). Im
Lagerknochen und vom Lagerknochen zum Osteotomiespalt hin ist eine aktive

Knochenneubildung zu beobachten (—).

Abb. 45 Detailaufnahme der Interfaceregion nach 42 Tagen Kleberapplikation. Toluidinblaufarbung,
Vergr. 100 x.

Bei einigen Praparaten wird der Osteotomiespalt im Bereich kleberfreier Areale mit
neu gebildeten Geflechtknochen Uberbriickt. Wenn kein Kleber zu erkennen ist und
der Spalt eine gewisse Breite nicht Uberschritten hat, finden sich am Lagerknochen
(LK) neu gebildete Geflechtknochentrabekel (Gk). Zwischen den Knochentrabekeln
und dem Knochenkleber (K) liegt gréRtenteils ein dicker homogener Saum von

faserreichem Bindegewebe (G, Abb. 45).
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Neben den zum Teil resorbierten Knochenzylindern sind die Knochenzylinder (Kz)
von ca. 33 % der Praparate der Klebergruppe nach 42 Tagen noch vollstandig wie in
Abbildung 46 erhalten.

Abb. 46 Ubersichtsaufnahme nach 42 Tagen Kleberapplikation. Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x.

Es fallt auf, dass die Knochenrander (Osteotomierander) in klebergefillten
Abschnitten plan sind (—), wahrend sie an den Osteotomiebereichen, die mit

Granulationsgewebe ausgefullt sind, unregelmaRig erscheinen (»).

Kontrollgruppe nach 42 Tagen

Bei den Praparaten der Kontrollgruppe nach 42 Tagen sind die reimplantierten

Knochenzylinder (Kz), wie in der Klebergruppe, zu ca. 70 % resorbiert (Abb. 47a).

Abb. 47a Abb.47b

Abb. 47a, b Ubersichtsaufnahmen nach 42 Tagen (Kontrollgruppe). Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x.
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Der Osteotomiespalt ist durch die Degradation des Knochenzylinders sehr grof3
geworden und mit Granulationsgewebe (G) ausgefullt. In ca. 30 % sind die
Knochenzylinder (Kz) nach 42 Tagen fast vollstandig erhalten und an mehreren

Stellen durch eine Uberbrickende Geflechtknochenneubildung mit dem

Lagerknochen (Lk) verbunden (<, Abb. 47b). Die ursprungliche Form eines Zylinders

ist nicht mehr deutlich zu erkennen. Bei den resorbierten Zylindern zeigt sich fast

ausschlieBlich in den spaltnahen Randbereichen des Knochenzylinders und des

Lagerknochens eine sehr aktive Knochenneubildung (—, 47a).

Vor allem an den Arealen, an denen der Osteotomiespalt sehr schmal ist, kann man
eine ausgepragte Osteoneogenese erkennen (—, Abb. 48 a, b). In den von dem
Osteotomiespalt weiter entfernten Bereichen lasst sich kaum eine Osteoneogenese

beobachten

Abb. 48a Abb. 48b

Abb. 48a, b Detailaufnahmen des Osteotomiespaltes nach 42 Tagen (Kontrollgruppe). Lagerknochen
(Lk) Geflechtknochen (Gk), Knochenzylinder (Kz), Granulationsgewebe (G), Toluidinblaufarbung,
Vergr. 25 x, 200 x.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Kontrollgruppe nach 42 Tagen
hinsichtlich der Osteogenese wie nach 21 Tagen weiterhin deutlich vor der
Klebergruppe liegt. In der Kleber- und in der Kontrollgruppe gibt es Praparate, bei
denen der Knochenzylinder nach 42 Tagen deutlich resorbiert worden ist
(Klebergruppe ca. 66 %, Kontrollgruppe ca. 70 %). Andere Praparate beider Gruppen

zeigen im Vergleich dazu vollstandig erhaltene Knochenzylinder.
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Kleber: Wie schon nach 21 Tagen wird der Osteotomiespalt auch nach 42 Tagen
nicht Uberbrickt, wenn sich der Knochenkleber im Osteotomiespalt befindet.
Allerdings kann der Osteotomiespalt an kleberfreien Stellen zwischen dem
Knochenzylinder und dem Lagerknochen Uberbriickt werden, wenn der Spalt eine
Breite von 1 mm nicht Uberschreitet. Ist der Spalt weiter, so ist das in diesen Fallen
durch die Resorption der Zylindertransplantate geschehen. Nach 42 Tagen erkennt
man eine starkere Auspragung des homogenen Saums aus Granulationsgewebe als
nach 21 Tagen. Es findet sich keine Veranderung der bereits nach 21 Tagen

uberwiegend glatten Osteotomierander.

Kontrolle: Sowohl im Lagerknochen als auch im Knochenzylinder erkennt man nach
42 Tagen weiterhin - wie nach 21 Tagen - eine ausgepragte aktive Osteogenese.
Dies zeigt sich auch, wenn der Knochenzylinder teilweise resorbiert wurde
(Abb. 48a, b).

Defekt mit Knochenkleber nach 42 Tagen

Auch nach 42 Tagen Knochenkleberapplikation fullt der Knochenkleber (K) den
Defekt vollstandig aus (Abb. 49).

Abb. 49 Ubersichtsaufnahme nach 42 Tagen Kleberapplikation. Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x.

Resorptionszonen, Hydrolysen oder Degradationen des Knochenklebers sind auch
nach 42 Tagen nicht zu beobachten. Man erkennt wiederum einen breiten,
homogenen Streifen von Granulationsgewebe, der zwischen dem Knochenkleber (K)

und dem Lagerknochen (Lk) liegt (—, Abb.49). Am Rand des Lagerknochens am
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Ubergang zum Bindegewebsstreifen zeigen sich die Knochentrabekel verdickt

(>, Abb.49). Eine aktive Osteogenese kann an diesen Trabekeln beobachtet werden.

In den hoéheren AusschnittsvergroRerungen der Interfaceregion sieht man deutlich,
dass die neu gebildeten Knochentrabekel parallel zu dem Kleber und nicht in
Richtung des Klebers wachsen (Abb. 50, 51). Es entsteht dadurch der Eindruck von

dicken Knochenbalkchen.

Abb. 50 Detailaufnahme des Interfaces nach 42 Tagen Kleberapplikation. Toluidinblaufarbung,
Vergr. 25 x.

Abb. 51 Detailaufnahme der Interfaceregion nach 42 Tagen Kleberapplikation. Toluidinblaufarbung,
Vergr. 200 x.

Man erkennt weiterhin den breiten Granulationssaum aus faserreichem
Bindegewebe (FB, Abb. 50, 52). Zwischen dem Lagerknochen (Lk) und dem
Knochenkleber (K) bzw. den Kleberabschnitten liegen mehrkernige Riesenzellen und

Makrophagen (—, Abb. 51).
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Abb. 52 Ausschnitt aus dem Interface. Van Gieson, Vergr. 200 x.

Die Abbildung 52 zeigt ein mit Van Gieson angefarbtes Praparat. Diese Farbung
differenziert unterschiedlich dichte Strukturen. Lockeres Bindegewebe und Knochen
(Lagerknochen (Lk)) werden rot, Muskulatur, Cytoplasma und faseriges
Bindegewebe (FB) gelb angefarbt.

Leerdefekt nach 42 Tagen

In den Praparaten des Leerdefekts nach 42 Tagen zeigt sich eine zunehmende
Steigerung der Osteogenese am Lagerknochen (Lk) im Vergleich zu der
21-Tagegruppe. Die Knochenneubildung ist deutlich weiter vorangeschritten

(>, Abb. 53).

Abb. 53 Ubersichtsaufnahme nach 42 Tagen (Leerdefekt). Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x.

Die zunehmende Anzahl der neu gebildeten Geflechtknochentrabekel, die in Dichte

und Durchmesser grofder sind als nach 21 Tagen, sind ein Ausdruck fir die hier
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wesentlich  starker ausgepragte Osteogenese. Dadurch erscheint der
Osteotomierand des Lagerknochens unregelmalig aufgeworfen. Ebenso kann bei

der Osteoblastenbildung eine hohe Aktivitat gefunden werden.

| =

Abb. 54 Detailaufnahme nach 42 Tagen (Leerdefekt). Toluidinblaufarbung, Vergr. 100 x.

In den hoheren Vergrollerungen aller Praparate erkennt man, dass der Leerdefekt
mit reich vaskularisiertem Granulationsgewebe ausgefullt ist (G, V, Abb. 54). Das von
Osteoblasten gebildete Osteoid (—) verbindet die Geflechtknochentrabekel (Gk)

miteinander, die zusammen eine netzartige Struktur ergeben.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der mit Kleber aufgeflllte Defekt im
Vergleich zu dem Leerdefekt hinsichtlich der Osteogenese auch nach 42 Tagen

weiterhin deutlich zuruck liegt.

Defekt mit Kleber: Der mit Kleber aufgeftillte Defekt zeigt nach 42 Tagen gegenuber
der Gruppe nach 21 Tagen keine nennenswerte Anderung. Der breite
Granulationssaum um den Kleber besteht immer noch und kapselt diesen ab. Durch
den Kleber entsteht ein ,Platzmangel® fur den neu gebildeten Lagerknochen. Die
Knochenneubildung des Lagerknochens kann sich in Richtung Kleber nicht frei

entfalten, sodass die Knochentrabekel zum Defekt hin dick und vergroRert sind.

Leerdefekt: Der Leerdefekt zeigt gegenlber der 21-Tagegruppe eine deutlich
ausgepragtere Knochenneubildung mit einer starkeren Osteoidbildung und

Osteoblastenaktivitat.
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Klebergruppe nach 84 Tagen

Abb. 55a Abb. 55b

Abb. 55a, b Ubersichtsaufnahmen eines Praparates nach 84 Tagen Kleberapplikation. Verschiedene
Schnittebenen. Toluidinblauférbung, Vergr. 4,8 x.

Nach 84 Tagen gleichen die lichtmikroskopischen Beobachtungen weitgehend denen
nach 21 und 42 Tagen (Abb.55). An den kleberfreien mit Granulationsgewebe
geflllten Arealen kann der Spalt, sofern eine Breite von 1 mm nicht Uberschritten
wird, Uberbrickt werden. Nach 84 Tagen uberbrickt - im Unterschied zu den
Praparaten nach 21 und 42 Tagen - nicht mehr nur Geflechtknochen sondern auch
Lamellenknochen den Osteotomiespalt, so dass nach 84 Tagen eine Umwandlung

von Geflechtknochen in Lamellenknochen stattgefunden hat.

Die Abbildungen 55a und 55b zeigen Ubersichtsaufnahmen eines Praparates in
verschiedenen Schnittebenen. Vergleicht man diese Aufnahmen miteinander, so
stellt man fest, dass in Abbildung 55b die kleberfreien Areale des Spaltes mit
Lamellenknochen kndchern durchbaut worden sind, wahrend in Abbildung 55a an
der gleichen Stelle in einer anderen Schnittebene zwischen dem Lagerknochen (Lk)
und dem Knochenzylinder (Kz) weiterhin der Spalt mit Granulationsgewebe
ausgefullt ist (™). Des Weiteren ist in der Schnittebene von Abbildung 55b trotz
Uberbriickung des Osteotomiespalts deutlich mehr Knochenkleber (K) zuerkennen

als in der Schnittebene von Abbildung 55a.

Die Osteoneogenese, die auf den Trabekeln des randstandigen Lagerknochens
stattfindet, ist nach 84 Tagen immer noch nicht abgeschlossen. Die Umwandlung von
Geflechtknochen zu Lamellenknochen ist noch nicht beendet. Viele Makrophagen

und mehrkernige Riesenzellen sind am Interface anzutreffen.
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Abb. 56a Abb. 56b

Abb. 56a, b Ubersichtsaufnahmen nach 84 Tagen Kleberapplikation, Knochenzylinder (Kz),
Knochenkleber (K), Lagerknochen (Lk). Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x.

In der Klebergruppe gibt es neben den Praparaten mit Uberwiegend intakten
Knochenzylindern (ca. 33 %) und kndcherner Uberbriickung des Knochenspaltes vor
allem Praparate, deren Knochenzylinder (Kz) deutlich sichtbar resorbiert worden
waren (Abb. 56). Eine Knochenneubildung in Richtung auf den Knochenkleber kann

nicht registriert werden (—).

Kontrollgruppe nach 84 Tagen

Im Gegensatz zur Klebergruppe wird in der Kontroligruppe nach 84 Tagen der
Osteotomiespalt an mehreren Stellen mit Lamellenknochen Gberbrtckt (Abb. 57).

Abb. 57 Ubersichtsaufnahme nach 84 Tagen (Kontrollgruppe). Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x.
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Eine Uberbriickung zwischen Knochenzylinder (Kz) und Lagerknochen (LK) findet
statt, wenn der Osteotomiespalt (Os) eine Breite von 0,1 mm nicht Uberschreitet
(—, Abb. 57).

Bei den hdheren VergroRerungen erkennt man in der durchbauten Zone den neu
gebildeten Lamellenknochen (Abb. 58). Die eingezeichneten schwarzen Linien
lassen den ehemaligen Osteotomiespalt (Interface) vermuten. Hohere

VergrélRerungen zeigen eine intakte Osteoneogenese (Abb. 59).

Abb. 59 Detailaufnahme nach 84 Tagen (Kontrollgruppe). Toluidinblaufarbung, Vergr. 200 x.

Im intakten Lamellenknochen (Lk) und Knochenzylinder (Kz) kdénnen in

Grundsubstanz eingemauerte Osteozyten (») um einen Spongiosazwischenraum

beobachtet werden. Zum Lumen hin schliet sich Osteoid an, das von einem

perlschnurartigen Osteoblastensaum (—) begleitet wird.
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Wie in der Klebergruppe gibt es auch in der Kontrollgruppe Praparate, die ebenfalls
resorbierte Knochenzylinder in ca. 60 % aufweisen (Abb. 60a, b). Neben dem
reduzierten Knochenzylinder (Kz) wird Knochen neu vom Lagerknochen (Lk) aus

gebildet (»). Die Uberbriickung zwischen dem Lagerknochen und dem

Knochenzylinder (Kz) besteht aus Lamellenknochen («).

Abb. 60a Abb. 60b

Abb. 60a, b Ubersichtsaufnahmen nach 84 Tagen (Kontroligruppe). Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x.

Der Unterschied zur Klebergruppe zeigt sich darin, dass in der Kontrollgruppe neben
der Resorption des Knochenzylinders eine starke Osteoneogenese im Spaltgebiet
mit neu gebildetem Geflechtknochen, teilweise auch Lamellenknochen, zu finden ist.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich nach 84 Tagen in der
Kontrollgruppe eine wesentlich ausgepragtere Uberbriickung des Osteotomiespaltes
durch eine Osteoneogenese erkennen lasst als in der Klebergruppe. In beiden
Gruppen gibt es Praparate, in denen der Knochenzylinder resorbiert wurde (in der
Klebergruppe ca. 66 %, in der Kontrollgruppe ca. 60 %). Allerdings prasentiert sich
die Osteoneogenese in der Kontrollgruppe pragnanter als in der Klebergruppe. In
beiden Gruppen ist die Osteoneogenese nach 84 Tagen immer noch nicht
abgeschlossen. Eine Aktivitdt der Osteoblasten ist auch zu diesem Zeitpunkt zu

erkennen.
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Kleber: Wie in der 21- und 42-Tagegruppe koénnen kleberfreie Areale des
Osteotomiespalts problemlos Uberbrickt werden. Dies geschieht durch
Geflechtknochen, zum Teil auch durch Lamellenknochen. In den kleberhaltigen
Arealen sind die Osteotomierander immer noch glatt. Neben einer geringen Aktivitat
der Osteoblasten und damit geringer Knochenneubildung ist der Granulationssaum

um den Kleber nach insgesamt 84 Tagen breiter geworden.

Kontrolle: Wie in der 21- und 42-Tagegruppe kann der Osteotomiespalt nach 84
Tagen, wenn er eine gewisse Breite nicht Uberschritten hat, Uberbrickt werden. In
der Kontrollgruppe wie auch in der Klebergruppe steht der Lagerknochen Uber neu

gebildeten Geflechtknochen nach 84 Tagen mit dem Knochenzylinder in Kontakt.

Defekt mit Knochenkleber nach 84 Tagen

In der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 61 fiillt der Kleber den Defekt nach 84
Tagen immer noch homogen und kompakt aus wie in der 21- oder 42-Tagegruppe.
Es sind keine Resorptionszonen am Kleber (K) oder am Lagerknochen (Lk) zu
erkennen. Die Rander des Lagerknochens sind weiterhin glatt. Zwischen dem
Knochenkleber und dem Lagerknochen befindet sich immer noch ein Saum von
faserreichem Bindegewebe (—), der den Lagerknochen von dem Knochenkleber
trennt. Eine auf den Knochenkleber hinfiuhrende Knochenneubildung ist nicht zu

erkennen. Jedoch ist eine Osteoneogenese im Lagerknochen (Lk) parallel zum

Kleber (K) zu erkennen (>, Abb. 61).

Abb. 61 Ubersichtsaufnahme des Kleberdefektes nach 84 Tagen. Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x.
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Leerdefekt nach 84 Tagen

Im Gegensatz zu dem mit Kleber aufgeflllten Defekt sind nach 84 Tagen von allen
Seiten neue Geflechtknochentrabekel vom Lagerknochen (Lk) in das Lumen des
Leerdefektes hineingewachsen (—, Abb. 62). Eine deutliche Zunahme der neu
gebildeten Knochentrabekel gegenuber den Leerdefekten der 21- und 42-
Tagegruppe ist zu erkennen. Des Weiteren findet zu diesem Zeitpunkt eine

Umwandlung von Geflechtknochen in Lamellenknochen statt.

; Leerdefekt"?_ : p
\ : . t. v \

Abb. 62 Ubersichtsaufnahme nach 84 Tagen (Leerdefekt). Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der mit Kleber aufgeflllte Defekt im
Vergleich zu dem Leerdefekt hinsichtlich der Osteogenese auch nach 84 Tagen

weiterhin deutlich zurlck liegt.

Defekt mit Kleber: Der Defekt ist immer noch vollstandig mit Knochenkleber
ausgefullt. Eine Kleberresorption bzw. Degradation ist nicht zu erkennen. Der
Knochenkleber wird immer noch wie in der 21- und 42-Tagegruppe mit einem

Granulationssaum umgeben und trennt somit den Kleber vom Lagerknochen.

Leerdefekt: Nach 84 Tagen ist die Knochenneubildung im Lumen des Leerdefektes
deutlich ausgepragter als in der 21- und 42-Tagegruppe. Von allen Seiten des

Lagerknochens wachst neu gebildeter Knochen in den Leerdefekt hinein.
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3.2.2 Ergebnisse an der Ulna (kortikaler Bereich)

Zur lichtmikroskopischen Auswertung der Ulna standen jeweils 4 Praparate zur
Verfligung, bei denen pro Tétungszeitpunkt eine Perfusion durchgefuhrt wurde. Bei
den Praparaten, die zunachst fur die biomechanischen Messungen verwendet
worden sind, wurde zusatzlich eine lichtmikroskopische Analyse durchgefiihrt. Diese
Praparate wiesen wegen der biomechanischen 4-Punkt-Biegung nur noch einen
intakten Osteotomiespalt auf. Der Kleber war auf fast allen Praparaten kaum
angefarbt und nur in Konglomeraten unterschiedlicher GroRe zu finden. Um den
Kleber trotzdem flir den Betrachter sichtbar machen zu kénnen, bediente man sich,
wie schon bei dem Olecranondefektmodell, der Anwendung der Kondensorblende.
Da bei einigen Praparaten nur am Rand und nicht im Frakturspalt Kleber zu finden
war, wurden diese Praparate nicht fur die Beurteilung und Auswertung
herangezogen. War in einem Osteotomiespalt kein Kleber zu finden, so musste

dieser Spalt wie ein Praparat aus der Kontrollgruppe bewertet werden.

Klebergruppe nach 21 Tagen

Die Abbildung 63 zeigt eine Ubersichtsaufnahme eines geklebten Ulna-Préaparates
nach 21 Tagen. In dieser Vergrdllerung scheinen beide Osteotomiespalten von
glatten Osteotomierander begrenzt zu sein (—). Auf der anterioren Seite des
Osteotomiespaltes lasst sich Knochenneubildung als periostaler Kallus beobachten.

Auf der posterioren Seite befinden sich dagegen gréfRere Kleberansammlungen (K).

Abb. 63 Ubersichtsaufnahme des Osteotomiesegmentes der Ulna nach 21 Tagen Kleberapplikation.
Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,0 x.
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Erst in der hdheren VergrofRerung lassen sich in beiden Osteotomiespalten mehrere
kleinere in Granulationsgewebe eingebettete Klebervakuolen erkennen (K, Abb. 64).
Neben den glatten Frakturrandern fallen mehrere Resorptionszonen am
Ulnasegment (Us) auf. Eine Knochenneubildung oder eine Aktivitat von Osteoblasten
kann im Osteotomiespalt (Os), an den Randern des Osteotomiesegementes (Us)

und als Kallusbildung (Ka) beobachtet werden.

Abb. 64 Detailaufnahme des Osteotomiespaltes nach 21 Tagen Kleberapplikation.
Toluidinblaufarbung, Vergr. 100x.

Kontrollgruppe nach 21 Tagen

Auch in der Kontrollgruppe lassen sich vereinzelte Resorptionszonen an der Ulna (U)
nach 21 Tagen beobachten (Abb. 65). Zum einen lassen sich Resorptionszonen mit
Osteoklasten aulderhalb des Osteotomiespaltes (—, Abb. 65b), zum anderen an den
Osteotomierandern (—, Abb. 65c¢) erkennen. In der Ubersicht sieht man, dass in dem
Osteotomiespalt (Os) ein Frakturhamatom aus Fibrin, Knochenmehl und

Erythrozyten entstanden ist und die Osteotomierander glatt sind (», Abb. 65a).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass im Osteotomiespalt der Ulna nach 21
Tagen bei allen Praparaten der Kleber- und der Kontrollgruppe nur eine geringe
Knochenneubildung beobachtet wurde. Einige Praparate der Kleber- und der
Kontrollgruppe zeigen eine Kallusbildung in den lateralen Arealen des
Osteotomiespaltes. In beiden Gruppen lassen sich Resorptionszonen mit

Osteoklasten an den Knochenfragmenten beobachten.
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Abb. 65a, b, ¢ Ubersichts- und Detailaufnahmen des Osteotomiespaltes nach 21 Tagen (Kontrolle),
Ulna (U). Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x, 100 x.

Kleber: In der Klebergruppe wird Kallus nur an den Stellen vorgefunden, wo kein
Kleber zu finden ist und somit Platz fur eine Kallusbildung ist. Der Osteotomiespalt ist
mit dem Kleber oder mit dem Frakturhdamatom ausgefillt. Neben glatten

Osteotomierander sind vereinzelte Resorptionszonen zu beobachten.

Kontrolle: In der Kontrollgruppe kdénnen nach 21 Tagen glatte Osteotomierander
neben dem Frakturhamatom beobachtet werden. Vereinzelte Resorptionszonen mit

Osteoklasten sind auch hier an den Osteotomierandern zu erkennen.

Klebergruppe nach 42 Tagen

Bei der Betrachtung der Praparate nach 42 Tagen Kleberapplikation ist der
Osteotomiespalt bei allen Praparaten immer noch gut erkennbar. In Abbildung 66
befindet sich der Knochenkleber (K) sowohl im Osteotomiespalt (Os) als auch
aulRerhalb des Osteotomiespaltes auf der posterioren Seite der Ulna (U). An dieser
Stelle kann keine Kallusbildung beobachtet werden. Im vollstadndig klebergefillten
Osteotomiespalt sind die Osteotomierander glatt und es ist keine Knochenneubildung
in Form von Geflechtknochen zu erkennen. Ein Kallus wird sowohl auferhalb des
Osteotomiespalts auf der anterioren kleberfreien Seite der Ulna als auch im
angrenzenden kleberfreien Osteotomiespalt gefunden.
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Abb. 66a Abb. 66b

Abb. 66a, b Ubersichts- und Detailaufnahme des Osteotomiespalts nach 42 Tagen Kleberapplikation.
Toluidinblaufarbung, Vergr. 6,4 x, 25 x.

Der Osteotomiespalt kann an den kleberfreien Arealen und am Rande des
Knochenklebers mit  Geflechtknochentrabekeln  Uberbriickt  werden. Die
Geflechtknochentrabekel liegen topographisch sehr nahe an dem Knochenkleber
(K, —, Abb. 66, 67). Die Geflechtknochentrabekel (Gk) wachsen auf den
Knochenkleber zu und stehen in direktem Kontakt zum Kleber. Das dichte,
faserreiche Granulationsgewebe (G) ist bemerkenswert reich kapillarisiert. Es zeigt

sich ein mit Geflechtknochen durchbauter bzw. Uberbrickter Osteotomiespalt.

Abb. 67a Abb. 67b

Abb. 67a, b Detailaufnahmen des Osteotomiespaltes nach 42 Tagen Kleberapplikation.
Toluidinblaufarbung, Vergr. 200 x.

Im Osteotomiespalt sind nur wenig Klebervakuolen zu erkennen. In keinem der

Praparate sind mit der einfachen Lichtmikroskopie Resorptionsvorgange oder
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Degradationen des Knochenklebers durch Makrophagen oder mehrkernige

Riesenzellen zu erkennen.

Kontrollgruppe nach 42 Tagen

Nach 42 Tagen ist in der Kontrollgruppe an der anterioren und posterioren Seite des
Osteotomiespaltes eine ausgepragte Kallusbildung zu erkennen (Abb. 68). Der
Osteotomiespalt (Os) ist weiterhin deutlich sichtbar. Dieser ist teilweise mit
Geflechtknochen Uberbriickt. Das Uberbriickte Teilstiick des Osteotomiespaltes
besteht Uberwiegend aus einem dichten Netz aus Geflechtknochenbalkchen. In der
héheren AusschnittsvergroRerung kann man erkennen, dass an den aufleren
Randstellen des Frakturspaltes faserknorpeliger Kallus (Fk, Abb. 68b) entstanden ist,
der von Geflechtknochenbalkchen umgeben wird. AuRerdem erkennt man, dass an
manchen Stellen zwischen Ulna (U) und Ulnasegment (Us) ein provisorisch
organisiertes bindegewebiges Knochengerust entstanden ist. An
Geflechtknochentrabekeln  sind  perlschnurartig  aufgereihte ~ Osteoblasten
(Osteoblastenlayer) zu erkennen (—, 68c).

Abb. 68a, b, ¢ Ubersichts- und Detailaufnahmen des Osteotomiespaltes (Os) nach 42 Tagen
(Kontrollgruppe). Toluidinblaufarbung, Vergr. 4,8 x, 100 x.

Zusammenfassend Ilasst sich feststellen, dass sich nach 42 Tagen im
Osteotomiespalt sowohl in der Kleber- als auch in der Kontrollgruppe eine

Kallusbildung zeigt. Im Vergleich zu der 21-Tagegruppe konnte dagegen eine
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Kallusbildung in den lateralen Arealen des Osteotomiespaltes beobachtet werden.
Die Kontrollgruppe liegt in Bezug auf die knoécherne Durchbauung des

Osteotomiespaltes vor der Klebergruppe.

Kleber: Ist der Frakturspalt mit Knochenkleber gefillt, so ist dieses Areal nicht mit
Geflechtknochen durchbaut. Allerdings stehen die Knochenbalkchen topographisch
mit dem Knochenkleber in direktem Kontakt. Im Gegensatz zum spdngiésem Modell
bildet sich zwischen Kleber und neu gebildeten Knochen kein breiter Saum von
faserreichem Bindegewebe. Resorptionsvorgdange am Knochenkleber-Interface

konnen nicht beobachtet werden.

Kontrolle: Stellenweise wird der Osteotomiespalt mit Geflechtknochen durchbaut. An
anderen Stellen befindet sich ein bindegewebiger Kallus als Vorlaufer zum

Geflechtknochen.

Klebergruppe nach 84 Tagen

84 Tage nach der Kleberapplikation ist der Osteotomiespalt weiterhin deutlich zu
erkennen (Abb. 69).

Abb. 69a Abb. 69b

Abb. 69a, b Ubersichts- und Detailaufnanmen des Osteotomiespaltes nach 84 Tagen
Kleberapplikation. Toluidinblaufarbung, Vergr. 6, 4 x, 25 x.

Zwischen Ulna (U) und Ulnasegment (Us) ist der Osteotomiespalt teilweise mit
Geflechtknochen ausgefillt. Eine Umwandlung von Geflechtknochen in
Lamellenknochen ist zu beobachten. Nur in dem Bereich des Osteotomiespaltes, in
dem der Knochenkleber (K) weiterhin zu sehen ist, hat keine Uberbriickung

stattgefunden. Bei einer 200 fachen VergréRerung grenzt der schon teilweise in
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Lamellenknochen umgewandelte Knochen direkt an den Knochenkleber
(Abb. 70, 71). Der Osteoblastensaum (—) und die eingemauerten Osteozyten (>)
weisen auf ein intaktes und vitales Knochengewebe hin. Auf der anderen Seite des

Knochenkleberkonglomerats liegt lockeres Granulationsgewebe zwischen dem

Knochen und dem Knochenkleber (K).

Abb. 70 Detailaufnahme des Osteotomiespaltes nach 84 Tagen Kleberapplikation.
Toluidinblaufarbung, Vergr. 200 x.

Abb. 71 Detailaufnahme des Osteotomiespaltes nach 84 Tagen Kleberapplikation.
Toluidinblaufarbung, Vergr. 200 x.

Der umgebende Knochen wird nicht- wie im spongiosen Modell beobachtet- durch

faseriges Bindegewebe von dem Knochenkleber abgegrenzt (—, Abb. 71).

Allerdings kann man auch das im spongiosen Modell pragende Bild in dem kortikalen
Osteotomiespalt beobachten. Zwischen dem Knochenkleber und dem neugebildeten
Knochen liegt dichtes faserreiches Bindegewebe, das zum Knochen hin in lockeres

Bindegewebe Ubergeht.
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Kontrollgruppe nach 84 Tagen

In der Kontrollgruppe ist der Osteotomiespalt nach 84 Tagen mit teilweise bereits in
Lamellenknochen umgewandelten Geflechtknochen durchbaut (Abb. 72). An die
Ulna (U) und am Ulnasegment (Us) schlielen sich im Osteotomiespalt (Os) neue

Knochentrabekeln mit intaktem Osteoblastensaum an (—, Abb. 72b).

Abb. 72a Abb. 72b

Abb. 72a, b Ubersichts- und Detailaufnahmen des Osteotomiespaltes nach 84 Tagen
(Kontrollgruppe). Toluidinblaufarbung, Vergr. 6,4 x, 100 x.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die kndécherne Durchbauung
(Uberbriickung) des Osteotomiespaltes in der Kontrollgruppe nach 84 Tagen weiter
fortgeschritten ist als in der Klebergruppe. Gegenuber den Ergebnissen der 42-
Tagegruppe beobachtet man in der Kleber- und Kontrollgruppe nach 84 Tagen eine
starkere Osteogenese. In beiden Gruppen sind die Osteogenese und die

physiologische Frakturheilung nach 84 Tagen noch nicht abgeschlossen.

Kleber: Wie nach 42 Tagen wird der Osteotomiespalt nach 84 Tagen an den
kleberfreien Stellen knéchern durchbaut. An den Kleberarealen wird der Kleber von
neugebildetem Knochen umrahmt. Dieser steht im direkten Kontakt zum
Knochenkleber. Stellenweise liegt faseriges Bindegewebe zwischen dem
Knochenkleber und dem Knochen, wie es uberwiegend im spongiosen Modell
vorgefunden worden ist. Mehrkernige Riesenzellen liegen um den Knochenkleber

herum.

78



Ergebnisse

Kontrolle: Der Osteotomiespalt ist im Vergleich zu der 42-Tagegruppe nach 84
Tagen Uberwiegend kndchern durchbaut. Teilweise ist der Geflechtknochen bereits

in Lamellenknochen umgewandelt worden.

3.2.3 Ultrasemidinnschnitte (kortikaler Bereich)

Anhand der nachfolgend ausgewahlten Semidunnschnitte wird auf die zellularen
Prozesse nach der Knochenkleberapplikation im Ulnasegmentmodell eingegangen.
Klebergruppe nach 21 Tagen

In der Ubersichtsaufnahme der Klebergruppe nach 21 Tagen Knochenkleber-
applikation (K) kann man zwischen den Osteotomieenden der Ulna (U, Us)

Granulationsgewebe (G) erkennen (Abb. 73).

Abb. 73 Ubersichtsaufnahme des Osteotomiespaltes nach 21 Tagen Kleberapplikation.
Toluidinblaufarbung, Vergr. 25 x.

GroRere Knochenklebervakuolen (K) lassen sich in dieser VergroRerung nur
aulderhalb des Osteotomiespaltes beobachten. Die Abbildungen 74 und 75 zeigen
jeweils die héheren AusschnittsvergroRerungen aus Abbildung 73. In Abbildung 74
schliet sich dem Ulnasegment (Us) =zellreiches mit Osteoblasten und
Progenitorzellen durchsetztes Granulationsgewebe (zG) an, welches dann in
faserreiches Bindegewebe (fG) Ubergeht. In diesen Bereichen ist kein Knochenkleber

zu finden. Dem faserreichen Bindegewebe schlie3t sich eine Zone an, in der
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Klebervakuolen (K) in Ansammlungen von mehrkernigen Riesenzellen zu finden

sind.

Abb. 74 Detailaufnahme des Osteotomiespaltes nach 21 Tagen Kleberapplikation.
Toluidinblaufarbung, Vergr. 100 x.

In Abbildung 75 lassen sich Osteoidsdume an dem Rand der Ulna (U) erkennen (—).
Danach schlie3t sich dichtes, reich kapillarisiertes Granulationsgewebe (G) an, das
faserreich und zellreich ist und indem einzelne Klebervakuolen (K) eingebettet sind.

Abb. 75 Detailaufnahme des Osteotomiespaltes nach 21 Tagen Kleberapplikation.
Toluidinblaufarbung, Vergr. 100 x.

In der 400 fachen VergroRerung des Rechtseckes aus Abbildung 74 sieht man, dass
bereits nach 21 Tagen mehrkernige Riesenzellen mit dem Kleber (K) in Kontakt
stehen (Abb. 76a, 76b). In Abbildung 76b wurde eine Riesenzelle mit weiler Linie
umrandet. In den mehrkernigen Riesenzellen sind intrazelluldre Einschlisse (E) bzw.
Vakuolen zu erkennen. Diese hellen, wenig elektronendichten Strukturen gleichen in
der Morphologie und Struktur dem Kleber. Das angrenzende Gewebe zeichnet sich

durch Granulationsgewebe aus.
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Abb. 76a Abb. 76b
Abb. 76a, b Detailaufnahme nach 21 Tagen Kleberapplikation. Toluidinblaufarbung, Vergr. 400 x.

Klebergruppe nach 42 Tagen

Bei der Betrachtung der Praparate aus der 42-Tagegruppe mit Knochenkleber-
applikation zeigt sich an den Osteotomierandern der Ulnasegmente eine

ausgepragte Osteoneogenese (Abb. 77).

7 e X0
_ ‘*ﬁ._.\

Abb. 77 Detailaufnahme des Osteotomiespaltes nach 42 Tagen Kleberapplikation.
Toluidinblaufarbung, Vergr. 100 x.

Am Osteotomierand des Ulnasegmentes (Us) wandelt sich der zunachst gebildete
provisorische  Bindegewebskallus in  Geflechtknochentrabekel um  (—).
Granulationsgewebe (G) und einzelne Klebervakuolen fullen den Osteotomiespalt

nach 42 Tagen aus.

Klebergruppe nach 84 Tagen

In der Klebergruppe nach 84 Tagen Knochenkleberapplikation zeigt sich die Bildung
von Geflechtknochentrabekeln in Richtung zum Knochenkleber (Abb. 78). Die

81



Ergebnisse

Geflechtknochentrabekel (Gk) stehen im direkten Kontakt zum Knochenkleber
(K, —). Das umgebende Gewebe ist reich kapillarisiert. Zwischen dem Kleber und
dem umgebenden Knochen bzw. Granulationsgewebe besteht ein artifizieller
Spaltraum (aS), der durch die Fixierung entstanden ist. Es existiert kein breiter
Bindegewebssaum zwischen dem Kleber und dem Knochenbalkchen, wie es im

spongidsen Olecranonmodell grof3tenteils zu beobachten ist.

Abb. 78 Detailaufnahme des Osteotomiespaltes nach 84 Tagen Kleberapplikation.
Toluidinblaufarbung, Vergr. 100 x.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bereits nach 21 Tagen mehrkernige
Riesenzellen mit dem Knochenkleber in Kontakt stehen und sie intrazellulare
Einschlisse aufweisen, die in der Morphologie und Struktur dem Knochenkleber
gleichen. Nach 42 Tagen =zeigt sich an den Osteotomierandern eine
Osteoneogenese mit Osteoidbildung, Osteoblastensdumen und bereits einzelnen
Geflechtknochentrabekeln. Die neugebildeten Geflechtknochentrabekel bilden sich in
direkter Nahe zum Knochenkleber aus. Zwischen dem neugebildeten Knochen und
dem Knochenkleber liegt kein bindegewebiger Saum, wie im spongidsem

Olecranonmodell zu beobachten ist.

3.3 Transmissionselektronenmikroskopie (spongiéser Bereich)

Anhand von ausgewahlten Bildern, die fur jeden Zeitpunkt (nach 21, 42, 84 Tagen)
und fur jede Gruppe kennzeichnend und reprasentativ sind, wurden nachfolgend die
ultrastrukturellen Vorgange anhand der transmissionselektronenmikroskopischen

Untersuchungen des Olecranons beschrieben und analysiert.
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Die Ergebnisse, die in der nachfolgenden Abbildung 79 aus der
42-Tage-Klebergruppe im Olecranonmodell dargestellt werden, lassen sich auch bei

allen anderen Beobachtungszeitpunkten aufzeigen.

Abb. 79 Ultrastruktur der Interfaceregion nach 42 Tagen Kleberapplikation. Vergr. 3118 x.

Der Knochenkleber ist mit einer Substanz durchmischt, die in ihrer
elektronenmikroskopischen Struktur der Interzellularflissigkeit gleicht. Der Kleber
grenzt an die 6dematdse Interzellularsubstanz (Is), in der mehrkernige Riesenzellen
(mR) eingebettet sind. Dabei grenzen die mehrkernigen Riesenzellen nicht direkt an
das Interface (Knochen-Kleber-Grenze), sondern liegen deutlich unterhalb des
Interface. Innerhalb der rund geformten, mehrkernigen Riesenzellen fallen
Einschlisse unterschiedlicher Elektronendichten auf. Elektronendichte Einschlisse
deuten auf Knochenfragmente hin (»), wahrend helle Bereiche wegen ihrer

strukturellen Ubereinstimmung auf die interzelluldre Flissigkeit hinweisen (—). Es
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lassen sich keine zum Knochenkleber strukturgleichen Einschlisse in den
mehrkernigen Riesenzellen erkennen. An der Grenze zum Interface kdnnen einzelne
Kleberfragmente (Kf) als helle, wenig elektronendichte und unregelmalige

Strukturen beobachtet werden.

Auf der nachsten flr alle Beobachtungszeitpunkte reprasentativen Abbildung 80, 84
Tage nach der Kleberapplikation, liegen mehrkernige Riesenzellen (mR) direkt am

Interface zwischen dem Kleber (K) und der Interzellularsubstanz (Is).

Abb. 80 Ultrastruktur der Interfaceregion nach 84 Tagen Kleberapplikation. Vergr. 4544 x.

Diese mehrkernigen Riesenzellen zeigen einige Unterschiede in Form und Lage zu
den mehrkernigen Riesenzellen, die in der Tiefe des Gewebes zu beobachten sind.
Sie besitzen abgeflachte und lang gestreckte Zellkdrper und keinerlei Einschlisse.
Diese mehrkernigen Riesenzellen stellen polarisierte Zellen dar, weil sie auf der
basalen Seite einen Mikrovilli-Saum zeigen (—), wahrend sie auf der apikalen Seite

in dieser VergréRerung glatt erscheinen (»).
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In  hdéheren Vergroflerungen der Interfaceregion lasst sich eine maRig
elektronendichte Schicht zwischen der Zellmembran (Plasmalemm) und dem
Knochenkleber beobachten (<, Abb. 81).

Kleine Invaginationen der Zellmembran sind zu erkennen (»). Es handelt sich
hierbei um Exozytosevesikel. Mittels Exozytose wird der Inhalt der Vesikel auf das
Plasmalemm gebracht. Der Vesikelinhalt gleicht in der Elektronendichte und in der

Morphologie der dem Plasmalemm aufliegenden Schicht.

Abb. 81 Ultrastruktur der Interfaceregion nach 84 Tagen Kleberapplikation. Vergr. 31280 x.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass im spongiésen Modell mehrkernige
Riesenzellen entweder am oder unterhalb des Interface zu finden sind. Die in der
Interzellularsubstanz liegenden mehrkernigen Riesenzellen weisen Einschlisse auf,
die in der Elektronendichte und in der Struktur den Knochenfragmenten und der
Interzellularsubstanz gleichen, nicht aber dem Knochenkleber. Die an den
Knochenkleber angrenzenden, mehrkernigen Riesenzellen weisen dagegen keine
Einschlisse auf. Allerdings zeigen sie kleine Invaginationen in der Zellmembran,
deren Inhalt in der Elektronendichte und in der Struktur der dem Plasmalemm

aufliegenden Schicht gleicht.

3.4 Semiquantitatives Bewertungssystem (spongidser Bereich)

Die folgende Tabelle 6 zeigt die durchschnittlich erreichte Anzahl von Punkten, die
bei der kritischen Durchsicht der Praparate der Kleber- und der Kontrollgruppe fur die

funf in der Tabelle genannten Kategorien vergeben worden sind. Die maximale
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Punktzahl von 18 wurde dabei weder in der Kleber- noch in der Kontrollgruppe

erreicht.
Kategorie Score- Beobachtungszeitpunkt/Gruppe
Punkte 21d/ 21d/ 42d/ 42d/ 84d/ 84d/
Kleber | Kontr. | Kleber | Kontr. | Kleber | Kontr.
1. GroRe des Knochenzylinders 2 1,66 | 2,00 { 1,33 | 1,00 | 1,00 | 1,40
2. Bonding: Apposition beider 4 0,33 | 160 | 0,83 | 1,80 | 1,66 | 3,20
Kontaktflachen
3. Knécherne Uberbriickung des 4 0,16 | 0,40 | 0,33 | 0,80 | 0,33 | 1,00
Interfaces
4. Knochenneubildung im Lager- 4 1,66 | 3,00 | 1,66 | 3,60 | 1,33 | 1,80
knochen
5. Knochenneubildung im 4 0,00 | 0,60 | 0,16 | 1,60 | 0,83 | 2,00
Knochenzylinder
Gesamtscore 18 3,83 | 7,60 | 4,33 | 8,80 | 5,16 | 9,40

Tab. 6 Ergebnisse des semiquantitativen Scores des spongiésen Olecranonmodells. Durchschnittlich
erreichte Punktzahl der Kleber- und Kontrollgruppe nach 21, 42 und 84 Tagen. Maximal erreichbare
Score-Punke sind 18.

Vergleicht man die Gesamtscores der Kleber- mit der Kontrollgruppe, so fallt auf,
dass zu jedem Beobachtungszeitpunkt der Gesamtscore in der Kontrollgruppe fast

doppelt so grol} ist wie in der Klebergruppe.

Betrachtet man den Gesamtscore nur innerhalb der Kleber- bzw. der Kontrollgruppe,
so findet man jeweils einen mit dem Beobachtungszeitraum korrelierenden
ansteigenden Verlauf des Gesamtscores. Aullerdem fallt auf, dass in beiden
Gruppen zu allen Beobachtungszeitpunkten die maximale Anzahl der Score-Punkte
von 18 weit unterschritten wurde. Gerade einmal die Halfte- und damit die héchste
Anzahl- der Score-Punkte mit 9,40 konnte nach 84 Tagen an die Kontrollgruppe
vergeben werden. Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Kategorien
nacheinander besprochen. In der ersten Kategorie, der GroRe des Knochenzylinders,
nimmt der Knochenzylinder in der Klebergruppe kontinuierlich nach 21, 42 und 84
Tagen in seiner durchschnittlichen GréRe ab. In der Kontrollgruppe ist dagegen die
GroRe des Knochenzylinders nach 21 Tagen noch vollstandig erhalten. Erst nach 42

Tagen zeigt sich hier eine Abnahme der Knochenzylindergrofie um etwa die Halfte.
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Nach 84 Tagen ist eine weniger starke Reduktion des Knochenzylinders als nach 42

Tagen zu beobachten.

In der zweiten Kategorie, dem Bonding (Apposition beider Kontaktflachen), zeigt sich
in beiden Gruppen, dass die Qualitdt der Uberbriickung des Osteotomiespaltes mit
dem Beobachtungszeitraum zunimmt. In der Kontrollgruppe wurde der
Osteotomiespalt mit verkndchertem  Geflechtknochen und teilweise mit
verkndchertem Faserknochen nach 84 Tagen Uberbrickt. Die Klebergruppe dagegen
ist nach 84 Tagen mit 1,66 Punkten auf demselben Niveau, wie die Kontrollgruppe

mit 1,60 Punkten bereits nach 21 Tagen war.

In der dritten Kategorie, der kndchernen Uberbriickung des Osteotomiespaltes
zwischen dem Lagerknochen und dem Knochenzylinder, nimmt in der Kleber- und in
der Kontrollgruppe die prozentuelle Uberbriickung mit steigendem Beobachtungs-
zeitpunkt zu. Allerdings findet eine Uberbriickung in beiden Gruppen durchschnittlich
nur in einem Ausmalf von bis zu 25 % des Osteotomiespaltes statt. Aus der Tabelle
lasst sich erkennen, dass die Klebergruppe erst nach 84 Tagen mit 0,33 Punkten das
Niveau erreicht, das die Kontrollgruppe mit 0,40 Punkten bereits nach 21 Tagen

erlangt hat.

In der nachsten Kategorie, der Knochenneubildung im Lagerknochen, zeigt sich in
der Kleber- und in der Kontrollgruppe, dass die Knochenneubildung im Zeitraum von
21 bis 42 Tagen fast konstant bleibt bzw. geringfugig zunimmt. Nach 84 Tagen ist die
Knochenneubildung in beiden Gruppen deutlich geringer, in der Kontrollgruppe mit
1,80 Punkten sogar um die Halfte weniger stark, als nach 21 und 42 Tagen mit bis zu
3,60 Punkten. Vergleicht man die beiden Gruppen miteinander, so fallt auf, dass in
der Kontrollgruppe die Knochenneubildung nach 21 bzw. 42 Tagen mit 3,00 bzw.
3,60 Punkten fast doppelt so stark ist wie in der Klebergruppe mit jeweils 1,66
Punkten. Nach 84 Tagen haben sich die Knochenneubildungsraten der beiden

Gruppen nahezu angenahert.

In Tabelle 6 ist fur die Kategorien vier und funf, Knochenneubildung im
Lagerknochen und Knochenneubildung im Knochenzylinder, die Knochenneubildung
in spaltnahem und in spaltfernem Gebiet zusammengefasst worden. In der
Kontrollgruppe ist die Knochenneubildung im Lagerknochen zu jedem

Beobachtungszeitpunkt in der Spaltnahe deutlich starker ausgepragt als im
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spaltfernen Bereich. In der Klebergruppe zeigt sich nach 21 und 42 Tagen eine
starkere Knochenneubildung im spaltfernen Lagerknochen. Nach 84 Tagen andert
sich das Bild. Die Knochenneubildung im spaltnahen Gebiet ist schwacher als im

spaltfernen Gebiet.

In der flinften Kategorie ist die Knochenneubildung im Knochenzylinder insgesamt
weniger intensiv als im Lagerknochen. Hier kommt es sowohl in der Kleber- als auch
in der Kontrollgruppe mit Zunahme des Beobachtungszeitpunkts zu einer Steigerung
der Osteoneogenese, wobei die Knochenneubildung der Klebergruppe deutlich
schwacher ist als die der Kontrollgruppe. In der Kontrollgruppe zeigt sich das gleiche
Bild wie in der vierten Kategorie. Zu jedem Beobachtungszeitpunkt ist die
Osteoneogenese im spaltnahen Gebiet des Knochenzylinders intensiver als im

spaltfernen Gebiet.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in allen Kategorien die Klebergruppe
schlechtere Ergebnisse aufweist als die Kontrollgruppe. Tabelle 6 unterstreicht
quantitativ die lichtmikroskopischen und transmissionselektronenmikroskopischen
Ergebnisse des spongidsen Modells am Olecranon. Die Kontrollgruppe besitzt aber
auch Schwachen, denn die von ihr nach 84 Tagen erreichte Punktzahl von 9,40

entspricht in etwa nur der Halfte der mdglichen erreichbaren 18 Punkte.

3.5. Spiralcomputertomographie (spongioser Bereich)

Die Spiralcomputertomographie wurde als erganzende Untersuchung ausschlieBlich
fur das Olecranondefektmodell durchgefihrt. Die Praparate wurden nach dem
Zufallsprinzip ausgewahlt, und sind daher nicht reprasentativ fur das
Praparatekollektiv. Sie unterstreichen die bereits durch die Histologie gewonnenen
Erkenntnisse. Die Computertomographie ermdglicht die gesamte Ausdehnung des
Defektes zu beurteilen und knécherne Uberbriickungen, die in der Lichtmikroskopie
wegen der begrenzten Aussagekraft der 2-dimensionalen Darstellung nicht zu sehen
waren, zu erkennen. Die folgenden Abbildungen zeigen eine Auswahl von

Schichtbildern der durch Zufall ausgewahlten Praparate.
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Klebergruppe nach 21 Tagen

Abb. 82 Langsschnitt durch das Olecranon nach 21 Tagen Kleberapplikation. Zwischen Lager-
knochen (Lk) und Knochenzylinder (Kz) ist ein Osteotomiespalt (—) zu erkennen. Der
Knochenzylinder ist optimal repositioniert.

Abb. 83 Querschnitt durch das Olecranon nach 21 Tagen Kleberapplikation. Lagerknochen (Lk),
Knochenzylinder (Kz), Osteotomiespalt (—).

Kontrollgruppe nach 21 Tagen

Abb. 84 Langsschnitt durch das Olecranon nach 21 Tagen (Kontrollgruppe). Schlechte Reposition des
Knochen-zylinders. Zwischen Lagerknochen (Lk) und Knochenzylinder (Kz) ist der Osteotomiespalt
(—) verschieden weit.
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Abb. 85 Querschnitt durch das Olecranon nach 21 Tagen (Kontrollgruppe). Der Osteotomiespalt (—)
zwischen Lagerknochen (Lk) und Knochenzylinder (Kz) ist verschieden weit.

Klebergruppe nach 42 Tagen

Abb. 86 Langsschnitt durch das Olecranon nach 42 Tagen Kleberapplitkation. Der Osteotomiespalt ist
weiterhin zwischen Lagerknochen (Lk) und Knochenzylinder (Kz) deutlich zu sehen (—).

Abb. 87 Querschnitt durch das Olecranon nach 42 Tagen Kleberapplikation. Zwischen Knochen-
zylinder (Kz) und Lagerknochen (Lk) I&sst sich ein sehr breiter Osteotomiespalt erkennen, der durch
die erkennbare Resorption des Zylinders bedingt ist.
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Kontrollgruppe nach 42 Tagen

Abb. 88 Langsschnitt durch das Olecranon nach 42 Tagen (Kontrollgruppe). Der Osteotomiespalt
zwischen Lagerknochen (Lk) und Knochenzylinder (Kz) ist durch die Zylinderresorption
unterschiedlich weit (—).

Abb. 89 Querschnitt durch das Olecranon nach 42 Tagen (Kontrollgruppe). Zwischen Lagerknochen
(Lk) und Knochenzylinder (Kz) zeigen sich deutlich unterschiedliche Weiten des Osteotomiespalts
(—), die durch die Resorption des Zylinders entstanden sind.

Klebergruppe nach 84 Tagen

Abb. 90 Langsschnitt durch das Olecranon nach 84 Tagen Kleberapplikation. Zwischen Lager-
knochen (Lk) und Knochenzylinder (Kz) besteht immer noch ein weiter Osteotomiespalt. Der
Knochenzylinder ist minimal resorbiert worden. Einige Kontakte (Bridging) sind zwischen
Knochenzylinder und Lagerknochen erkennbar (—).
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Kontrollgruppe nach 84 Tagen

Abb. 91 Langsschnitt durch das Olecranon nach 84 Tagen (Kontrollgruppe). Zwischen Lagerknochen
(Lk) und Knochenzylinder (Kz) gibt es zahlreiche knocherne Kontakte (Bridging) (—). Areale mit
weitem Osteotomiespalt sind ebenfalls erkennbar.

Defekt mit Kleber nach 42 und 84 Tagen

Die folgenden beiden Abbildungen 92 und 93 stehen reprasentativ fur alle
Beobachtungszeitpunkte, da sich keine Unterschiede zwischen den Euthanasie-

zeitpunkten in den computertomographischen Untersuchungen erkennen lie3en.

Abb. 92 Langsschnitt durch das Olecranon nach 84 Tagen Kleberapplikation, der Defekt ist vollstandig

mit Kleber (K) ausgefiillt. Keine Osteogenese am Lagerknochen (Lk) oder Defektmitte erkennbar. Die
Osteotomierander sind glatt (—).

Abb. 93 Querschnitt durch das Olecranon nach 42 Tagen Kleberapplikation, der Defekt ist vollstandig
mit Kleber (K) aufgefullt. Die Osteotomierander des Lagerknochens (Lk) sind glatt (—).
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der Knochenkleber auf den
Aufnahmen nicht von dem umliegenden Weichgewebe zu differenzieren ist. Die

Aufnahmen zeigen:

e Der Osteotomiespalt ist Uberwiegend unterschiedlich weit.

e Nach 42 Tagen sind die Knochenzylinder in der Kleber- und in der
Kontrollgruppe teilweise resorbiert (Klebergruppe in ca. 66%, Kontrollgruppe in
ca. 70%). Es gibt keine kndchernen Verbindungen zwischen dem

Lagerknochen und dem Knochenzylinder.

e Nach 84 Tagen zeigen sich zahlreiche kndcherne Uberbriickungen in der
Kontrollgruppe, wahrend es in der Klebergruppe nur zwei Kontaktstellen

zwischen Lagerknochen und Knochenzylinder gibt.

e Nach 42 und 84 Tagen zeigt der mit Knochenkleber aufgefillte Defekt keine
Osteoneogense an dem Osteotomiespalt. Der Defekt ist immer noch

vollstandig mit Knochenkleber aufgefullt.

Da nur Stichproben der mikrocomputertomographischen Untersuchung unterzogen
worden sind, kdnnen die oben gezeigten Aufnahmen die lichtmikroskopischen und
transmissionselektronenmikroskopischen Ergebnisse nur erganzen und in ihrer

Aussage untermauern helfen.
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4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden tierexperimentellen Untersuchung war es - unter den
Gesichtspunkten der Voraussetzungen und Anforderungen an einen Knochenkleber -
den neuartigen bioresorbierbaren Knochenkleber kritisch zu priufen. Vor allem die
Biokompatibilitat und die Degradation des Knochenklebers sowie die physiologische
Frakturheilung nach Kleberapplikation wurden im Detail Uberprift. Dabei konnte die
knocherne Integration, die Bioaktivitat und die Wiederherstellung der
Knochenstruktur unter Anwendung des Knochenklebers am Bohrlochdefekt- und
Segmentmodell des Schafsolecranons und der Schafsulna untersucht werden.
Beurteilt wurden darlber hinaus die Knochenformation und die Knochenresorption
nach Applikation des Knochenklebers in den Osteotomiespalt. Dabei wurde
besonders auf die Zelltoxizitdt und die Entzundungsreaktionen nach
Kleberapplikation geachtet. Die oben genannten Aspekte wurden mittels licht- und
transmissionselektronenmikroskopischen, radiologischen sowie computertomo-

graphischen Untersuchungen gepruft.

Biokompatibilitat wird definiert als die Fahigkeit eines Materials, eine angemessene
Gewebsreaktion des Empfangers bei spezifischer Applikation zu erzeugen [66]. Die
Biokompatibilitat beinhaltet in einem Zellkulturverfahren folgende Grundbegriffe:
Zellmigration, Zelladharenz, Zellproliferation, Zellwachstum, Zelldifferenzierung,
Toxizitat, Kanzerogenitat, Mutagenitat und metabolische Leistung, die in Zellkulturen

z. B. durch die Bildung von extrazellularer Matrix ausgedruckt werden konnen.

An alle Materialien, die im Menschen verwendet werden oder mit ihm in
unmittelbarem Kontakt stehen, mussen strenge Kriterien gestellt werden. Die
Biokompatibilitat von Materialien hangt zum einen von ihren physio-chemischen
Eigenschaften ab und zum anderen auch von ihrem biologischen Verhalten. Dabei ist
es unausweichlich, dass zusatzliche Untersuchungen durchgeflihrt werden mussen,
die den biomechanischen Aspekt als wichtigen Bestandteil erfassen. Im Rahmen
dieser tierexperimentellen Untersuchungen wurden die biomechanischen
Untersuchungen am Osteotomiesegmentmodell im kortikalen Bereich der Schafsulna

gesondert erarbeitet.
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Als biokompatibel wird ein Material bezeichnet, welches weder toxische noch
kanzerogene oder mutagene Wirkung zeigt. Es darf zu keiner Sensibilisierung
kommen und es soll im Falle einer Implantation fur Zellen adhasiv bleiben [34].

Geht von einem Material keine schadigende Wirkung aus und erflllt es die oben
genannten Kriterien in idealer Weise, dann spricht man von bioinert [25]. Zwischen
dem Implantatwerkstoff und dem ihn umgebenden Gewebe kommt es bei direktem

Kontakt zu keinerlei chemischer Reaktion (Kontaktosteogenese).

Biotolerant werden Materialien genannt, die als Reaktion auf ihre geringere
Biokompatibilitat meist bindegewebig vom eigentlichen Knochengewebe getrennt
werden ohne toxisch zu wirken [33], wie z. B. PMMA fir die Anwendung von
Huftgelenksendoprothesen. Es kommt lediglich zu einer sogenannten
Distanzosteogenese. Die Dicke dieser Bindegewebsschicht sowie deren

Zusammensetzung sind von der Art des Werkstoffes abhangig [62].

Bioaktive Materialien haben die Eigenschaft, dass der Knochen mit ihnen eine
direkte chemische Verbindung eingehen kann (Verbundosteogenese) [41]. Sie sind
den korpereigenen Substanzen chemisch sehr ahnlich und kdnnen so in ein Gewebe
integriert werden [61]. AuRerdem sollen sie Gewebeneubildungen induzieren kdnnen
[46].

Die Antwort des umliegenden Gewebes auf die Implantation eines Biomaterials ist
weitgehend von der Art und Menge der von dem Implantatstoff in seine
physiologische Umgebung freigesetzten Bestandteile und damit weitgehend von der

chemischen und physikalischen Beschaffenheit seiner Oberflache abhangig [41].

Hinsichtlich des hier zur Anwendung gekommenen Klebstoffes wurden anderweitig
umfangreiche experimentelle, laborchemische Untersuchungen bezlglich der
Mutagenitat und Kanzerogenitat — die beide ausgeschlossen werden konnten —
durchgefuihrt. Neben der koérpereigenen Substanz Milchsdure und dem im
menschlichen Korper zu findenden Ethylenglykol ist Polymethylmethacrylat (PMMA)
bzw. Methylmethacrylat (MMA) bereits 1960 von CHARNLEY in dem menschlichen

Organismus als Palacos-Knochenzement implantiert worden [8].

In den Serien 1 und 2 der Kleintierversuche am Kaninchen wurde bereits eine
Prufung der Biokompatibilitat dieses Klebers durchgefuhrt. Gegenuber dem im

Groldtierversuch verwendeten Knochenkleber wurde in den Kleintierversuchen dem
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in Kapitel 2.3 beschriebenen Hauptmonomeren jedoch verschiedene Comonomere
zugesetzt. In Serie 1 wurde dem Knochenkleber eine gute Biokompatibilitat,
Degradation und Osteointegration zugeschrieben. In Serie 2 zeigte sich der
Knochenkleber biotolerant. Eine Osteointegration wurde nur in den kleberfreien

Bereichen beobachtet.

4.1 Diskussion der Methode

Wie in Kapitel 2.1 (Versuchsmodell Schaf) bereits beschrieben wurde, kommen die
Grolenverhaltnisse der Schafsknochen denen der menschlichen Knochen sehr
nahe. Die Haltungskosten beim Schaf stehen in einem gunstigen Zusammenhang zu
der erwarteten Aussagekraft der Ergebnisse [39]. Das Schaf erlaubt am ehesten
reproduzierbare Rulckschlusse auf die bei der menschlichen Frakturheilung
ablaufenden  Regenerationsvorgange zu ziehen [68], auch wenn der
Knochenstoffwechsel beim Schaf insgesamt schneller ablauft als beim Menschen
[56]. Nach den Serien 1 und 2 der Knochenkleberversuche an dem Kleintiermodell
Kaninchen erscheint das Schaf fur das Grofdtiermodell nach den oben genannten

Kriterien am besten geeignet.

Spongioses Bohrlochdefektmodell

Bis heute wurde eine Vielzahl von Modellen zur Erforschung von
Knochenersatzmaterialien und Knochenklebern in der Literatur beschrieben. Obwonhl
es sich hierbei um einen neuartigen bioresorbierbaren Knochenkleber und nicht um
einen Knochenersatzstoff handelt, werden die angewandten Modelle aus der

Literatur miteinander verglichen.

In dem hier gewahlten spongiosen Modell wurde ein Bohrlochdefekt mit einem
Durchmesser von 8,35 mm am Schafsolecranon gesetzt. Der Knochenzylinder wurde
mit oder ohne Knochenkleber repositioniert, sodass eine Spaltbreite von ca. 0,9 mm
entstand. Ein experimentell erzeugter Bohrlochdefekt ist gekennzeichnet durch eine
exakte Einpassung, eine relative Ruhe des Implantatlagers sowie durch eine
fehlende mechanische Belastung [67]. Durch den ,Presssitz“, d. h. durch ein so
genaues Einpassen und Einpressen, dass mit einer Uber einige Wochen anhaltenden

mechanischen Ruhe im Implantatbett gerechnet werden kann, werden Formschluss
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und Primarstabilitdt herbeigefihrt [51]. Da im vorgestellten Modell Raum fir die
Applikation des Knochenklebers gewahrleistet werden musste, wurde ein genaues
Anpassen im Sinne eines Presssitzes nicht angestrebt. Zwischen dem Bohrloch und
dem Knochenzylinder lag daher eine Spaltbreite von 0,9 mm vor, bedingt durch das
DBC-System mit der Frase, die einen Au’endurchmesser von 8,35 mm und einen
Innendurchmesser von 7,45 mm besitzt. In dieser Studie wird die Klebergruppe als
mehr oder weniger stabiles Defektmodell - vorausgesetzt es wurde ausreichend
Kleber in den Defektspalt appliziet und somit flr einen festen Sitz des
Knochenzylinders gesorgt - mit der Kontrollgruppe als ein instabiles Defektmodell -
hervorgerufen durch den Spielraum zwischen dem Knochenzylinder und dem
Lagerknochen - verglichen. Stabile Defektmodelle, wie ,Press-fit-Implantate”, zeigen
stets gleichartige Verankerungen. Instabile Defektmodelle haben den Nachteil
sowohl die spontane Knochenneubildung zu hemmen als auch die
instabilitdtsbedingte Reizkallusbildung zu férdern und damit das Versuchsergebnis
hinsichtlich der knochernen Integration zu verfalschen [54]. Wie in der
lichtmikroskopischen Auswertung zu erkennen war, befinden sich im Frakturspalt
unterschiedliche Mengen an Knochenkleber, was zu unterschiedlichen
Stabilitatsstadien gefuhrt haben koénnte. Allerdings kann man anhand der zu
erkennenden Knochenklebermenge keine Ruckschlisse auf die Stabilitat zwischen
dem Knochenzylinder und dem Lagerknochen machen. Damit nimmt das Modell der
Klebergruppe eine Sonderstellung ein, da man es nicht eindeutig als stabiles oder

instabiles Defektmodell einordnen kann.

Daruber hinaus ist die Problematik der in vielen tierexperimentellen Studien
benutzten Bohrlochmodelle, sei es im Bereich der Tibiakortikalis oder in der
metaphysaren Spongiosa, zu bertcksichtigen. Das haufig benutzte Bohrlochmodell
lasst nach Erachten von SCHNETTLER und DINGELDEIN (1997) eine
Standardisierung aufgrund der Operationstechnik nur bedingt zu, da ein Drillbohrer
als spanabhebendes Verfahren zur Traumatisierung des Defekts fuhrt, es hierbei zu
Hitzenekrosen und Mikrotraumatisierungen kommen kann und man demzufolge in
der Regel keine reproduzierbaren Ergebnisse erhalt [54]. Deshalb ist es schwer, die
durch einen Drillbohrer entstandenen Bohrlochdefekte mit dem hier vorliegenden

Modell, das mit dem DBC-System erzeugt wurde, zu vergleichen.
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Bedenken und Beflrchtungen Uber Operationstraumen, wie Hitzenekrosen und
Weichgewebeschaden, die durch das DBC-System bedingt sein konnten, wurden
durch Draenert widerlegt. Das Instrumentarium des ,diamond bone cutting system®
(DBCS) besteht aus Diamanthohlschleifinstrumenten, die von innen gespult werden,
und die dazu in der GroRe passenden Extraktoren. Die Entwicklung der
Diamanthohlschleifen geht auf die Arbeitsgemeinschaft fur Osteosynthese (AO)
zurick und basiert auf experimentellen Untersuchungen zur Knochenheilung
[12,27]. Somit konnte ein nicht geschadigter, vitaler, repositionierbarer
Knochenzylinder geschaffen werden. Der Defektrand und der Biopsiezylinder sind in
gleichem Male vollstandig intakt, sie sind wie ,geschliffen“. Weichgewebe kann mit
diamantbesetzten Hohlschleifen nicht getrennt werden:

Sie kdnnen das ausweichende Weichteilgewebe nicht fassen und verletzen es aus
diesem Grund auch nicht. Die hohe Prazision und die Reproduzierbarkeit des
Defektes lassen dieses Modell flr das Studium der Defektheilung und der Wirkung

von Pharmazeutika auf die Knochenheilung geeignet erscheinen [12].

Kortikales Segmentmodell

In dem zweiten hier vorgestellten kortikalen Modell wurde an der Ulna des Schafes
ein 2 cm langes Segment erzeugt. Bei der Schafsulna handelt es sich um einen
rudimentaren Knochen lateral des vollbelasteten Schafsradius. In diesem Modell
konnen nicht nur die Qualitdt und die Quantitat der im Beobachtungszeitraum
erfolgten Knochenneubildung und Knochenkleberresorption erfasst werden, sondern
auch gleichzeitig die mechanische Wirksamkeit der Knochenneubildung nach der
Knochenkleberapplikation, wie sie in der Promotionsarbeit von N. Schettler
untersucht wurde. Der Vorteil des hier gewahlten Modells an der Schafsulna ist die
Nutzung der Praparate sowohl fur die histologischen Auswertungen als auch fur die
biomechanischen Messungen. Fur die histologischen Auswertungen und Analysen
stand nach der biomechanischen Prufung der jeweils nichtgebrochene intakte
Osteotomiespalt zur Verfugung. Die durch die biomechanische Messung
verursachten Gewebeveranderungen lieRen eine nachfolgende Beurteilung der
histologischen Praparate uneingeschrankt zu. Damit konnte verhindert werden, dass
zusatzliche Tiere fur die histologische Auswertung bzw. biomechanische Prufung im

kortikalen Bereich operiert werden mussten. Zusatzlich wird durch die zeitlich
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nacheinander durchgeflihrten histologischen und biomechanischen Auswertungen an
denselben Praparaten erreicht, dass Ruckschlisse bzw. Korrelationen dieser

Beobachtungen untereinander gemacht werden koénnen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass das gewahlte spongidse und kortikale
Modell trotz der oben genannten Kritik fir die in der Zielsetzung aufgezeigten

Problem- und Fragestellungen geeignet erscheint.

Die Operationen wurden von zwei Operationsteams durchgefuhrt. Daher sind
Unterschiede bei den Operationen anzunehmen. So kam es zu Abweichungen
zwischen den Operateuren, aber auch zu Abweichungen bei jedem einzelnen

Operateur bezuglich

e der Menge des Knochenklebers, die im spongidsen und im kortikalen Modell
verwendet worden war,

e der Reposition des Knochenzylinders in das Bohrloch trotz vorheriger
Markierung,

e der GroRRe des Segmentes an der Ulna,

e der Nachapplikation von Knochenkleber, nachdem das Knochenstuck bereits

in Position war.

Da man aber auch in der Klinik mit verschiedenen Operateuren rechnen muss,
mussen diese Unterschiede und Abweichungen bei der Knochenkleberherstellung
einkalkuliert werden. Denn eine leichte Anwendung des Knochenklebers soll fir den

Operateur ohne zusatzliche Lehrgange durchfuhrbar und reproduzierbar sein.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Spongioses Bohrlochdefektmodell

Die histologischen Untersuchungen des spongiosen Modells in der Kleber- und in
der Kontrollgruppe nach 21 Tagen zeigen das Bild einer frischen Fraktur mit einem
Frakturhdmatom, Knochenbruchsticken und der Einwanderung von Granulations-
gewebe. Wahrend die Kontrollgruppe beweist, dass eine Durchbauung des
Osteotomiespaltes schon nach 21 Tagen mdglich ist, weisen die an die Kleberareale

angrenzenden Osteotomierander in der Klebergruppe glatte Rander und keinerlei
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Anzeichen einer Osteogenese auf. Durch die transmissionselektronen-
mikroskopischen Untersuchungen steht fest, dass der Kleber nach 21 Tagen nicht
resorbiert worden ist.

Es ist zu klaren, wie und wodurch der Knochenkleber einer Osteogenese
entgegenwirkt. Der Knochenkleber scheint eine mechanische Barriere darzustellen
und durch seine Anwesenheit keinen Raum fur eine Knochenneubildung zuzulassen.
Toxische oder andere schadigende Wirkungen sind nicht zu erkennen. Der in
Klebernahe liegende Knochen wirkt intakt, so dass der Knochenkleber mit dem
umgebenden Knochengewebe kompatibel zu sein scheint. Die mehrkernigen
Riesenzellen konnen den Knochenkleber nicht abbauen, obwohl sie teilweise direkt
an diesem liegen. Vielleicht erhalten die mehrkernigen Riesenzellen kein Signal fur
eine Phagozytose des Knochenklebers. Oder aber es wird dem Organismus
signalisiert, dass er sich vor dem Knochenkleber schiitzen soll. Dies zeigt sich nach
21 Tagen vor allem in dem mit Knochenkleber aufgefillten Defekt. Zwischen dem
Knochenkleber und dem Lagerknochen liegt ein bindegewebiger Saum. Der Kleber
wird also bindegewebig abgeschieden und vom eigentlichen Knochengewebe
getrennt ohne dabei toxisch zu wirken. Der Knochenkleber ist damit als biotolerant

Zu bezeichnen; es entsteht eine Distanzosteogenese.

Bei den histologischen Untersuchungen der Praparate nach 42 Tagen wurden in der
Kleber- und in der Kontrollgruppe stark reduzierte und resorbierte Knochenzylinder
neben vollstandig erhaltenen Knochenzylindern beobachtet.

Weder Kapillaren noch mehrkernige Riesenzellen konnen die massive homogene
Schicht des Knochenklebers durchbrechen oder angreifen. Dadurch ist der
Knochenzylinder von dem Lagerknochen isoliert und kann von diesem nicht mehr mit
Nahrstoffen versorgt werden. Jeder von der arteriellen oder vendsen
Gefalversorgung abgetrennte Knochen stirbt ab [2, 30]. Dies konnte man anhand

der reduzierten Knochenzylinder an einigen Kleberpraparaten erkennen.

Neben dem Knochenkleber ist auch die Spaltbreite ein entscheidender Faktor, der
Uber das Einwachsverhalten des Knochenzylinders in den Lagerknochen
entscheidet. Wird der Knochenzylinder optimal repositioniert liegt eine Spaltbreite
von 0,9 mm vor, bedingt durch das DBC-System mit der Frase, die einen

AulRendurchmesser von 8,35 mm und einen Innendurchmesser von 7,45 mm besitzt.
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Die lichtmikroskopischen Schliffe haben gezeigt, dass, bis auf einzelne Ausnahmen,
kaum eine optimale Reposition erreicht wurde. Die dadurch entstandenen
Differenzen in der Spaltbreite variierten erheblich von der Spaltbreite von 0,9 mm.
Von der Lage des in das Bohrloch zurlickgesetzten Knochenzylinders hangt es ab,
ob es zu einer Uberbriickung zwischen dem Lagerknochen und dem
Knochenzylinder kommt. Wenn der Zylinder zuruckgesetzt wurde, konnte der
Osteotomiespalt an einigen Stellen sehr schmal sein, also kleiner als 0,9 mm, oder
die Osteotomierander berlihrten sich sogar. Somit konnte es zu einer Uberbriickung
kommen. In manchen Praparaten ist der Spalt so grol3, dass es zu keiner
Uberbriickung bzw. zu keinem Kontakt zwischen den Osteotomierandern gekommen
ist. Der Knochenzylinder konnte nicht durch neueinsprieRende Kapillaren versorgt

werden und ist daher resorbiert und deutlich reduziert worden.

Wie aus experimentellen Untersuchungen an Huftpfannen [23], stabil fixierten
Frakturspalten [52] und aus der Heilung von Kortikalisdefekten [31, 53] bekannt ist,
spielt die Spaltbreite eine maRgebliche Rolle bei der Uberbriickung von Defekten
sowohl im spongidosen wie auch im kortikalen Bereich. So kdnnen Distanzen von
mehr als 1 mm durch Knochenneubildung nicht mehr mit einem Sprung Uberbrickt
werden (osteologic jumping distance [23]). Damit vermindert sich auch die Chance,
dass der Knochenzylinder innerhalb kurzester Zeit vom Knochenanbau erreicht wird.
Da in der vorliegenden Untersuchung die SpaltgroRe stark von der optimalen Grolie
von 0,9 mm sowohl zum Positiven, also geringer, als auch zum Negativen, also
groRer, variiert, liegen unterschiedliche Bedingungen fiir die Uberbriickung des

Defektspaltes vor.

Nach 42 Tagen kommt es in der Kleber- und in der Kontrollgruppe zu
Uberbriickungen des Osteotomiespaltes. Allerdings ist nur in den kleberfreien
Arealen eine Uberbriickung zwischen dem Lagerknochen und dem Knochenzylinder
zu beobachten.

FUr den kndchernen Durchbau spielen die Prasenz und der Durchmesser der
interpordsen Verbindungen eine entscheidende Rolle. Bei einem nicht resorbierbaren
Material, wie sich der Knochenkleber in unserem spongiésen Defektmodell darstellt,
werden diese Kriterien tatsachlich zu begrenzenden Faktoren [35]. Da der

Osteotomiespalt bei keinem Praparat vollstandig mit Knochenkleber ausgefillt ist,
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konnen die kleberfreien Stellen mit neuem, vitalem Knochen tberbriickt werden, Uber
den der Knochenzylinder wieder an die lebenswichtige Versorgung angeschlossen
wird und somit weiter besteht. Anhand der histologischen Untersuchungen sieht
man, dass der Knochenkleber nach 42 Tagen nicht von mehrkernigen Riesenzellen
oder anderen Zellen phagozytiert wird. Wenn der Knochenkleber resorbiert wirde, so
mussten entsprechend Resorptionszonen und Abbauvorgange an den
Kleberkonglomeraten zu finden sein.

Man kann daraus schlieRen, dass an den Stellen, an denen eine Uberbriickung
zwischen dem Lagerknochen und dem Knochenzylinder stattgefunden hat, keine
oder nur geringe Anteile an Knochenkleber existiert haben. Deshalb muss man in der
Klebergruppe die kleberfreien Areale des Osteotomiespaltes, die durch den
neugebildeten Knochen Uberbrickt worden sind, wie Areale der Kontrollgruppe

bewerten und darf diese nicht als einen Erfolg bei der Kleberapplikation verbuchen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass eine Uberbriickung des Osteotomiespaltes
zwischen dem Lagerknochen und dem Knochenzylinder durch die Anwesenheit des
Knochenklebers und durch die GroRe der Spaltbreite verhindert werden kann. Die
Versorgung des Knochenzylinders mit Nahrstoffen Uber Kapillaren kann somit in der
Kleber- und in der Kontrollgruppe behindert werden und zu einer Resorption des
Knochenzylinders fuhren. Ein stark reduzierter Knochenzylinder ist somit kein
knochenkleberspezifisches Merkmal. AuRerdem scheint es, dass in den kleberfreien
Arealen der Klebergruppe, in denen eine Uberbriickung zwischen dem
Lagerknochen und dem Knochenzylinder stattgefunden hat, zu keinem Zeitpunkt

Knochenkleber gewesen ist.

Nach 84 Tagen in der Kontrollgruppe und an den kleberfreien Arealen in der
Klebergruppe bestehen die knéchernen Uberbriickungen zwischen dem
Lagerknochen und dem Knochenzylinder aus Geflechtknochen, der teilweise in
Lamellenknochen umgewandelt worden ist. Die Osteogenese ist noch nicht
abgeschlossen. Im Beobachtungszeitraum von insgesamt 84 Tagen (= 3 Monate)
konnte keine Phagozytose oder Resorption des Knochenklebers im spongidsen
Bohrlochdefektmodell durch Makrophagen oder mehrkernigen Riesenzellen in den
transmissionselektronenmikroskopischen oder lichtmikroskopischen Untersuchungen

entdeckt werden.
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Obwohl es sich in meiner Arbeit nicht um einen Knochenersatzstoff handelt, treffen
die im Bezug auf Knochenersatzstoffe gemachten Aussagen auch auf den
vorliegenden Knochenkleber zu. Entscheidend fur den Erfolg einer knochernen
Durchbauung ist schlieRBlich die Resorbierbarkeit oder Phagozytose der
Knochenersatzstoffe. Das Ausmall der Substitution bestimmt, wie gut das
angebotene Material in das Knochengewebe integriert wird. Die Schlusselrolle spielt
dabei die Resorbierbarkeit. Dabei ist es wichtig, dass diese Resorptionsvorgange
bereits in den ersten 2 postoperativen Monaten in Gang kommen, d. h. in der
Periode, in der die durch den Eingriff ausgeldste Aktivierung der Knochenbildung am
intensivsten ist. Eine zu leichte Resorbierbarkeit wird in der Umbauphase die
Integritat des Leitgerustes gefahrden, eine schlechte Resorbierbarkeit bedeutet die
Persistenz des eingebrachten Materials und beeintrachtigt den Aufbau einer
kontinuierlichen Knochenstruktur [51]. In der vorliegenden Untersuchung konnte in
der Kontrollgruppe nach 84 Tagen beobachtet werden, dass bei einigen Praparaten
der Knochenzylinder weitgehend mit dem Lagerknochen zusammengewachsen war.
Nach randschlissiger Implantation von autogener Spongiosa zeigte sich auch bei
MANDELKOW 1990 eine weitgehende Uberbriickung des Defektes [42].

Die lichtmikroskopischen Ergebnisse am spongidsen Modell lassen den Schluss zu,
dass es auch bei einer Verlangerung der Beobachtungszeit zu keiner Resorption des
Knochenklebers sowie zu keinem Ersatz des Knochenklebers durch neugebildeten

Knochen gekommen ware.

Nach einem Beobachtungszeitraum von 21 Tagen sieht man deutlich, dass durch
den Reiz der Defektsetzung eine starke lokale Aktivierung der Knochenneubildung
stattfindet. Nach 42 bzw. 84 Tagen geht diese Reaktion des Lagerknochens deutlich
zuruck. Aulderdem lasst sich zu Beginn des Beobachtungszeitraums nur eine geringe
Osteoklasten-Tatigkeit feststellen. Unsere Beobachtungen unterstitzen die
folgenden von SCHENK gemachten Aussagen. Jede Traumatisierung des
Knochengewebes, sei es durch eine Defektsetzung, eine Fraktur oder durch das
Einbringen von Implantaten oder Transplantaten, I6st eine lokale Aktivierung der
Knochenbildung aus. Diese wird im Gegensatz zu den Umbauvorgangen nicht von

einer osteoklastischen Resorptionsphase eingeleitet. Sie setzt bereits nach Stunden,
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spatestens nach Tagen ein und weist wahrend der ersten 2 Monate ihre hochste

Intensitat auf [51].

In den Praparaten mit dem mit Knochenkleber aufgefiillten Defekt konnte man zu
jedem Beobachtungszeitpunkt sehen, dass der umgebende Lagerknochen zur
Formation von neuem Knochengewebe bereit war. Durch die fehlende Resorption
und den damit zusammenhangenden Platzmangel konnte ein Knochenaufbau nicht
durchgefuhrt werden. Infolge der ausbleibenden Resorption kommt es im Verlauf der
Untersuchung zu einer relativ hohen Volumendichte des Verbunds aus Prufkorper
und neugebildeter Spongiosa [22]. Das kann erklaren, dass in der
lichtmikroskopischen Betrachtung der Praparate des mit Knochenkleber ausgefillten
Defektes die Knochentrabekel des Lagerknochens in Anzahl und Durchmesser

erhoht waren.

Befindet sich an einer Stelle sehr viel Knochenkleber, wird besonders deutlich, dass
der Knochenkleber nicht abgebaut wird. Es kommt zu einer benignen
Fremdkorperreaktion, die in dessen Abkapselung muindet. Wenn das
Implantatmaterial vom Organismus nicht aufgelost werden kann, wird es in der Regel
durch eine Bindegewebsschicht abgekapselt. Die Dicke dieser Schicht ist von der
Hohe der Reaktivitat des Implantates und dessen Relativbewegung zum
umliegenden Gewebe abhangig. Reaktionen, wie das Absterben einzelner Zellen
oder auch ganzer Zellverbande, werden nicht beobachtet, so dass der
Knochenkleber nicht toxisch zu sein scheint. Da der Knochenkleber meist vom
eigentlichen Knochengewebe durch eine Bindegewebsschicht getrennt wird ohne

toxisch zu wirken, kann man ihn als biotolerant bezeichnen.

Bei den Leerdefekten zeigte sich mit zunehmendem Beobachtungszeitraum eine
Zunahme der Trabekelbildung. Nach 84 Tagen kam es fast zu einer Uberbriickung
des Defektes. 1990 setzten MANDELKOW et al. in ihrer Arbeit Uber die
Knochenneubildung nach der Implantation von verschiedenen Hydroxylapatit-
keramiken Bohrlochdefekte mit 6 mm Durchmesser an der Schafstibia. Bei ihrer
Leerbohrung zeigte sich nach 6 Wochen, wie in der hier vorliegenden Untersuchung,
dass neuer Geflechtknochen vom Bohrlochrand in das Lumen einspross ohne eine

Defektuberbrickung zu erreichen [42]. In der vorliegenden Untersuchung nimmt im
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Leerdefekt mit steigendem Beobachtungszeitpunkt das Ausmald des neugebildeten

Knochens zu und damit die GroRe des Lumens ab.

In  dem Bohrlochmodell der Schafstibia als Kleindefektmodell — mit
6-mm-Bohrlochdefekten von STUTZLE et al. 1997 zeigten die Leerdefekte die
spontane Regenerationsfahigkeit des Lagerknochens auf. In keinem Fall war es hier
innerhalb von 6 Wochen zu einer Uberbriickung gekommen, wohl aber zu einer
Knochenneubildung an dem Defektrand [58]. Diese Beobachtung stimmt auch mit
den hier durchgeflhrten Untersuchungen an den groReren Leerdefekten von 8,35

mm Durchmesser Uberein.

In den Transmissionselektronischen Untersuchungen (TEM) des spongidsen
Bohrlochmodells erkennt man zu jedem Beobachtungszeitpunkt lang gestreckte, an
den Knochenkleber angrenzende, mehrkernige Riesenzellen. Unter bestimmten
Umstanden, z. B. bei andauernder Stimulierung, kénnen sich Makrophagen zu
epitheloiden Zellen umwandeln, die in einer geschlossenen Formation
zusammenliegen. Die epitheloiden Zellen konnen verschmelzen und grof3e Zellen mit
100 oder mehr Kernen bilden, die als Fremdkorperriesenzellen bezeichnet werden
[32]. Auf dem Plasmalemm der an den Knochenkleber angrenzenden mehrkernigen
Riesenzellen erkennt man eine maRig elektronendichte Schicht. Mittels Exozytose
wird der Inhalt von Vesikeln, die im endoplasmatischen Retikulum gebildet werden,
auf das Plasmalemm gebracht. Der Vesikelinhalt gleicht in der Elektronendichte und
in der Struktur der dem Plasmalemm aufliegenden Schicht. Dies weist darauf hin,
dass die Schicht ein Produkt der mehrkernigen Riesenzellen zu sein scheint. Somit
gleichen die mehrkernigen Riesenzellen in ihrer Form, Aufbau und durch die
Produktion dieser Schutzschicht (surface code) den Epithelzellen. Die Epithelzellen
produzieren eine Schutzschicht, die Glykokalyx. Es handelt sich um einen
unterschiedlich breiten Saum an der Oberflache der Zelle, der im Wesentlichen von
den Oligosaccharidseitenketten der Glykolipide und Glykoproteine der Zellmembran
gebildet wird. Stets wird die Glykokalyx von den Zellen selbst gebildet und standig
regeneriert [33], wie auch die mehrkernigen Riesenzellen auf den TEM-Bildern diese
Eigenschaft bestatigen. Die Glykokalyx sorgt daflr, dass sich gleichartige Zellen
erkennen, sodass sie sich zu Verbanden zusammenschlieRen konnen, von denen

eine Antigen-(Fremdkorper-) Wirkung ausgeht. Epithelzellen sind hinsichtlich ihrer
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Oberflache polar gebaut. Auch bei den mehrkernigen Riesenzellen kann man diese
Polaritat beobachten. Hier lasst sich auf der basalen, dem Knochenkleber
abgewandten Seite ein Mikrovillisaum erkennen, wahrend die apikale, dem

Knochenkleber zugewandte Seite glatt erscheint.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich der Organismus mit der Anordnung
der Fremdkoperriesenzellen entlang des Knochenklebers zu schitzen versucht. Die
mehrkernigen Riesenzellen verschlieBen sich gegenuber dem Knochenkleber
zusatzlich mit einer Schicht, die der Glykokalix der Epithelzellen ahnelt. Somit kann
man diese Reaktion auf den Knochenkleber als eine benigne Fremdkdrperreaktion

verstehen.

FUir den semiquantitativen Score des spongidosen Bohrlochmodells wurde das
Computerprogramm Image Pro Plus herangezogen, mit dem der Knochenzuwachs
bzw. der Knochenschwund an dem Lagerknochen und dem Knochenzylinder
gemessen wurde. Einige Defizite des Computerprogramms sind wahrend dessen
Anwendung fur die vorliegende Auswertung aufgefallen. Bei der Berechnung der
Zylindergrolle wurden die einzelnen Farbpixel der Knochenbalkchen der mit
Toluidinblau angefarbten Praparate rot angefarbt und deren Flache ausgerechnet.
Dabei kam es vor, bedingt durch die Toluidinblaufarbung, dass durch die ahnliche
blauliche Anfarbung der Knochenbalkchen und des Knochenklebers einige Farbpixel
des Knochenklebers auch rot eingefarbt wurden und somit in die Berechnung des
Knochenzylinders miteingegangen sind. Dies konnte nicht verhindert werden, da,
wenn man auf diese Farbpixel, die sich auch im Knochenzylinder wiederfinden
lieRen, verzichtet hatte, die Flache des Knochenzylinders dadurch kleiner
ausgefallen ware.

Des Weiteren konnte nicht berlcksichtigt werden, dass in den Praparaten die
Knochentrabekel der Knochenzylinder in ihrer Anzahl und ihrer Dicke teilweise stark
variierten. Das bedeutet, dass die Flache eines vollstandig erhaltenen
Knochenzylinders der Flache eines zur Halfte reduzierten Knochenzylinders
entsprechen konnte. Bei einem solchen Praparat war der Knochenzylinder zwar zur
Halfte reduziert, da aber die Knochentrabekel sehr dicht und dick waren, war auch
die Flache groRBer als bei einem mit dunnmaschigen Knochentrabekeln

ausgestatteten Knochenzylinder.
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Da nicht alle Praparate so senkrecht geschnitten worden sind, dass man bei der
Aufsicht auf das Praparat den Knochenzylinder als Kreis erkennt, gibt es viele
Praparate, die einen in der Aufsicht ovalen Knochenzylinder aufweisen. Somit ergab
sich das Problem, dass man keinen einheitlichen Kreis Uber den Knochenzylinder
legen konnte, um die Zylinderflache zu bestimmen. Deshalb musste teilweise ein
individueller Kreis gelegt werden, dessen Flache aber immer gleich grol} blieb.

Die anderen Kategorien des Scores wurden subjektiv von dem Betrachter bewertet.
Das bedeutet, dass jeder andere Betrachter eine vielleicht andere Bewertung
vorgenommen hatte. Da aber jeweils derselbe Betrachter die Wertungen abgegeben
hat, ist der Fehler bzw. die Abweichung immer gleich grof3.

Die Schwachen des Computerprogramms und die individuelle subjektive Betrachtung
und Bewertung des Autors bei der Erstellung des semiquantitativen Scores zeigen
deutlich, dass der Score vorsichtig interpretiert werden muss und demnach nur eine
grobe Tendenz vorgibt. Aus diesem Grund wurde auf eine statistische Auswertung
des Scores verzichtet. Zusammenfassend lasst sich ausfuhren, dass der Score die
Ergebnisse, die sich in den histologischen Untersuchungen ergeben haben,

quantitativ aufzeichnet.

Kortikales Segmentmodell

In dem kortikalen Segmentmodell der Ulna zeigt sich nach 21 Tagen in der Kleber-
und in der Kontrollgruppe das Bild einer frischen Fraktur mit Fragmenten,
Einsprossung von Granulationsgewebe und einer beginnenden Kallusbildung. In
beiden Gruppen lassen sich Resorptionszonen an den Knochenfragmenten finden. In
der Klebergruppe wurde der Frakturkallus nur an den kleberfreien Stellen
beobachtet. Dies lasst den Schluss zu, dass trotz der Anwesenheit des
Knochenklebers im Osteotomiespalt eine gewisse Instabilitdt in der Klebergruppe
vorherrscht, wie sie auch in der Kontrollgruppe angetroffen wird, und es in beiden
Gruppen zu einer ,indirekten Knochenheilung® kommt. Jeder Verletzungsreiz des
Knochens 16st einen Heilungsreiz aus. Die Bewegung der Fragmente gegeneinander
und die damit zusammenhangende Dehnung des interfragmentaren Gewebes
scheint der entscheidende Triggermechanismus fur die Heilung zu sein. Nur bei
absoluter Ruhe im Frakturspalt tritt eine Kunstform der Knochenheilung auf, die

,direkte Knochenheilung® [57]. Befindet sich der Knochenkleber an einer Stelle im
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Spalt, so wurde der Kallusreiz an dieser Stelle unterdriickt. Ob es von der lokalen
Stabilitat oder von dem physio-chemischen Milieu, das von dem Knochenkleber
ausgeht, abhangt oder durch die Anwesenheit des Knochenklebers und die damit
verbundene mechanische Barriere, konnte durch die lichtmikroskopischen

Untersuchungen nicht geklart werden.

Nach 42 Tagen lassen sich eine fortschreitende Kallusbildung und damit eine
teilweise Uberbriickung des Frakturspaltes sowohl in der Kontrollgruppe als auch in
den kleberfreien Arealen der Klebergruppe feststellen. Mit der Lichtmikroskopie
konnten keine Resorptionsvorgange am Knochenkleber aufgedeckt werden. In der
Klebergruppe konnte nach 84 Tagen beobachtet werden, dass sich der neugebildete
Knochen dem Knochenkleber sehr stark angenahert hat. Bei direktem Kontakt
zwischen dem Knochen und dem Knochenkleber kam es zu keinen pathologischen
Reaktionen, die z.B. mit Nekrosen oder Fremdkorperreaktionen einhergehen. Der
Knochenkleber kann somit als bioinert bezeichnet werden, da von ihm weder
toxische noch andere schadigende Wirkungen auszugehen scheinen und die
Voraussetzungen der Kompatibilitat gegeben sind. Es entsteht eine

Kontaktosteogenese.

Daneben finden sich einige Bereiche im Osteotomiespalt des kortikalen Modells, die
denen des spongiosen Modells ahneln. Faseriges Bindegewebe trennt den
Knochenkleber von dem umliegenden Knochen. Der Knochenkleber zeigt sich hier
als biotolerant und wird bindegewebig vom eigentlichen Knochengewebe getrennt.
Es entsteht eine Distanzosteogenese, wie sie schon im spongiésen Modell

beobachtet wurde.

In den Semidunnschnitten der Ulna erkennt man deutlich, dass mehrkernige
Riesenzellen sich in unmittelbarer Nahe zu dem Knochenkleber befinden und bereits
nach 21 Tagen intrazellulare Einschlisse aufweisen. Diese hellen und wenig
elektronendichten Einschlisse gleichen in der Elektronendichte und Struktur dem
Knochenkleber. Daraus kann man folgern, dass der Knochenkleber von den
mehrkernigen Riesenzellen bereits nach 21 Tagen phagozytiert worden ist. Der
Knochenkleber wird phagozytiert und degradiert und nicht, wie im spongiésen Modell
und an einigen wenigen Arealen des kortikalen Modells, bindegewebig, als

Distanzosteogenese, abgetrennt.
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass das Gewebe im kortikalen Modell
gegenuber dem Kleber uberwiegend im Sinne einer Kontaktosteogenese reagiert.
Daneben kann selten eine Distanzosteogenese beobachtet werden, wie sie im
spongidésen Modell vorherrscht. Warum der Knochenkleber im kortikalen Modell
phagozytiert und degradiert wird und im spongidésen Modell nicht, konnte durch die
vorliegenden Untersuchungen nicht geklart werden. Moglicherweise liegt es an der
kortikalen Knochenstruktur, die sich von der spongidsen Knochenstruktur deutlich
unterscheidet. Die Substancia spongiosa besteht aus einem schwammartigen
Netzwerk aus feinen Balkchen, deren Hohlraume mit Knochenmark ausgeflllt sind.
Die Substancia corticalis erscheint dagegen als dichte Masse ohne sichtbare
Zwischenraume [18]. Eventuell ist das spongiose Lager gegenuber korperfremden
Materialien sensibler und reagiert dadurch mit einer Distanzosteogenese. Es konnte
aber auch mit der Menge des im Osteotomiespalt applizierten Knochenklebers in
Verbindung gebracht werden. Im kortikalen Modell beobachtet man insgesamt
weniger Knochenkleber im Osteotomiespalt als im spongidosem Defektmodell.
Interessanter Weise konnte der Knochen bei weniger Kleber im Osteosynthesespalt
diesen in den ’“kleberfreien® Arealen muhelos Uberbricken. An den Arealen mit
Knochenkleber kommt es zu keiner Uberbriickung. Daher misste ein netz- oder
schwammartiger (pordser) Knochenkleber entwickelt werden, der neugebildeten
Knochen durch kleine Zwischenraume wachsen lielke und somit nicht, wie der hier
vorgestellte  Knochenkleber, als Barriere fungiert. Auch musste seine
Resorptionsfahigkeit im spongidésen Lager verbessert werden, dass er so lang wie
notig und so kurz wie moglich den Defektspalt ausfullt, damit nicht die oben bereits

genannten Probleme auftreten.

Insgesamt zeigte die Applikation des neuartigen Knochenklebers im kortikalen
Bereich deutlich bessere Ergebnisse als die Anwendung im spongidsen Lager. Der
Grund fur die unterschiedliche Reaktion des Knochens auf die Applikation des
Knochenklebers im spongidsen Defektmodell, bei dem der Knochenkleber nicht
resorbiert wird, und im kortikalen Defektmodelll, bei dem offensichtlich eine
frihzeitige Resorption und Degradation des Knochenklebers stattfindet, kann mit

Hilfe dieser experimentellen Untersuchung nicht geklart werden.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden tierexperimentellen Arbeit war einen neuentwickelten
Knochenkleber in einem standardisierten spongiosen Bohrlochdefekt- und in einem
kortikalen Osteotomiemodell am Schaf auf dessen Biokompatibilitat zu prufen. Zur
Analyse der Frakturheilung, der knéchernen Integration und der Biokompatiblitat des
Klebers wurden die radiologischen Untersuchungen durch histologische und

transmissionselektronenmikroskopische erganzt.

Der Knochenkleber basiert auf einer Alkylen-bis(oligolactoyl)methacrylat-Verbindung.
Aus dem Monomer Ethylenglycol-oligolactid-dimethacrylat (ELAMA) entsteht der
Kleber durch Polymerisation zu hochverzweigten hydrolysierbaren Netzwerken. Bei
insgesamt 48 Schafen wurden ein Bohrlochdefekt am Olecranon und ein
Osteotomiesegment an der Ulna gesetzt. Anschlielend wurden Knochenzylinder und
Knochensegment mit oder ohne Kleber refixiert. Beim Bohrlochdefektmodell wurden
die Tiere in 4 Gruppen unterteilt (Kontrolle, Kleber, Leerdefekt, Defekt mit Kleber);
beim Osteotomiemodell wurden die Tiere in 2 Gruppen eingeteilt (Kontrolle, Kleber).

Die Tiere wurden Uber einen Zeitraum von 21, 42 und 84 Tagen nachbeobachtet.

Im spongiésen Defektmodell ist der Knochenkleber als biotolerant zu bezeichnen. Er
stellt eine Barriere fur die Knochenneubildung dar und wird bindegewebig

eingescheidet. Es entsteht eine Distanzosteogenese.

Die Osteointegration ist nur in den kleberfreien Bereichen des Osteotomiespaltes
erkennbar. An den mit Knochenkleber ausgefillten Arealen des Osteotomiespaltes

kommt es zu keiner Zellmigration (Osteoblasten) in den Osteotomiespalt.

Im spongidésen Modell erscheinen die Osteotomierander (Interfaceregion) in den mit
Kleber ausgefullten Spaltarealen glatt. An den kleberfreien Stellen sind die

Osteotomierander durch Knocheneinsprossung unregelmafiig aufgeworfen.

Es lassen sich weder Degradation noch Abbauvorgdnge am Knochenkleber
beobachten. Die mehrkernigen Riesenzellen produzieren eine der Glykokalix von
Endothelzellen ahnliche Substanz als Schutzschicht gegentuber dem Knochenkleber
und kapseln damit den Knochenkleber von dem umliegenden Knochengewebe ab.

Es wird keine Verminderung der Kleberdichte im Osteotomiespalt beobachtet.
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Im Kkortikalen Osteotomiemodell ist der Knochenkleber eher als bioinert zu
bezeichnen. Bei einem direkten Kontakt zwischen dem Knochen und dem
Knochenkleber kommt es zu keiner Reaktion. Es entsteht eine Kontaktosteogenese.
Daneben wird auch die Distanzosteogenese, wie im spongidsen Modell, beobachtet.
Daher kann man dem Kleber im kortikalen Bereich eine Mischung aus biotoleranten

und bioinerten Eigenschaften zuschreiben.

Es scheint eine intakte Osteointegration an den Osteotomiearealen, die mit
Kleberkonglomeraten ausgefullt sind, zu bestehen. Im Osteotomiespalt kommt es zu
einer Zellmigration von Osteoblasten, die vitalen Knochen produzieren, der direkt in

Kontakt zu den Kleberkonglomeraten steht.

Im kortikalen Modell sind die Interfaceregionen durch eine gleichmalige
Knocheneinsprossung nicht plan. Der Knochenkleber wird durch mehrkernige

Riesenzellen abgebaut.

In beiden Osteotomiemodellen lassen sich Resorptionszonen am Knochen erkennen.
Dabei konnen keine Unterschiede zwischen der Kleber- und der Kontrollgruppe
festgestellt werden. Eine vollstandige Wiederherstellung der Knochenstruktur ist in
beiden Osteotomiemodellen nach 84 Tagen nicht erreicht und die Osteogenese noch
nicht abgeschlossen.

In beiden Osteotomiemodellen zeigen sich weder akute noch chronische
Entzindungsreaktionen oder Zelltoxizitaten. Die vorhandenen Makrophagen und
mehrkernigen Riesenzellen deuten auf eine benigne Fremdkdrperreaktion hin,

welche im kortikalen Osteotomiemodell von einem Kleberabbau gefolgt wird.

Durch die vorliegende experimentelle Untersuchung konnte kein konkretes
Einsatzgebiet herausgearbeitet werden. Die guten Ergebnisse im kortikalen Bereich
lassen eine Anwendung bei kleinen kortikalen Fragmenten in Betracht kommen. Die
negativen Ergebnisse im spongiosen Bereich raten von einer Anwendung des
Knochenklebers ab. Bei dem derzeitigen Stand der Erkenntnisse ist eine humane
Anwendung abzulehnen. So bleiben die unter 1.4 beschriebenen Einsatzgebiete

weiterhin erstrebenswert, jedoch zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht realisierbar.
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Summary

6 Summary

The aim of this experimental study was to investigate a new form of bone adhesive in
a standardized spongy cylinder hole and in a cortical osteotomy model in sheep. The
fracture healing after glue application, the resorption and the bone integration of the

glue was analysed by histological and radiological examinations.

The new bone glue is based on alkylen-bis(oligolactoyl)methacrylats. From the
monomer ethyleneglycol-oligolactid-dimethacrylat (ELAMA) arise the glue by
polymerizing into high branched, hydrolysable networks. 48 sheep were operated by
drilling a hole in the olecranon and by placing an artificial fracture in the ulna. The
bone cylinder/ fragment were refixed with or without bone glue. At the cylinder hole
model the animals were separated into 4 groups (control, glue, vacuum defect, hole
filled with glue); at the osteotomy model the animals were divided into two groups

(control, glue). The animals were observed over a period of 21, 42 and 84 days.

The analysis of the spongy cylinder hole model showed that the osteogenesis of the
fracture gap in the control group left behind the group with bone glue at every
investigation moment. The control group proved that the fracture gap can be bridged
by new bone formation after 21 days, if the gap fracture is not broader than 1 mm. At
the spongy model any resorptions or decompositions of the bone glue were not
found. Multinucleated giant cells secrete a layer at the interface to the bone glue,
which seem to be like the glykokalyx. Consequently the bone glue was enclosed with
connective tissue.

In the cortical osteotomy model the bone glue was in direct contact with new bone
trabeculas. Multinucleated giant cells were found, which were in contact to the bone
glue. These giant cells showed intracellular vesicles, which were like the bone glue

with regards to morphology and structure.

Altogether the application of the bone glue showed better results in the cortical model
than in the spongy model. In the spongy model not occurs any resorption, while in
the cortical model resorptions and degradations of the bone glue early take place.
The reason of this different reaction to the application of the bone glue could not be

solved and therefore remain open for further investigations and speculations.
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