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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Entwicklung von Klebstoffen hat gerade in industriellen Bereichen in den letzten
Jahrzehnten  enorme  Fortschritte  gemacht, so dass einige Altere
Verbindungsverfahren, wie Schweil3en oder Schrauben teilweise abgeldst wurden.
Diese Entwicklung konnte in der Chirurgie nicht in gleichem MalRe nachvollzogen
werden. Noch immer fehlen geeignete Klebstoffe, die die Gblichen Verfahren, wie das
Nahen der Haut oder die Osteosynthese mit Hilfe von Metallimplantaten, ersetzen
oder geeignete Alternativen dazu darstellen. Wobei in der Verbindung von
Wundrandern der Haut schon Fibrin- und Cyanoacrylatkleber Einzug in die klinische
Praxis gewonnen haben. Dieser Schritt konnte bei der Osteosynthese noch nicht in
gleichem Mal3e nachvollzogen werden, da geeignete Verbundstoffe fehlen.

Speziell in der osteosynthetischen Versorgung bringen bioresorbierbare Klebstoffe
einige Vorteile gegentber der Metallimplantaton mit. Die Erstoperation ist weniger
traumatisierend, da man nur an den eigentlichen Ort der Fraktur gelangen muss, um
den Klebstoff zu applizieren. Bei der klassischen Osteosynthese muss man zur
Einbringung von Osteosynthesematerial oft grof3e Wundflachen erzeugen. Auf3erdem
entfallen Folgeoperationen zur Entfernung der Metallimplantate, da der Kleber
resorbiert wird und nicht im Koérper verbleibt wie die Ublichen
Osteosynthesematerialen. Auch kleine Knochenfragmente und Trummerfrakturen,
die mit tblichen Osteosyntheseverfahren nicht fixiert werden kénnen, kbnnen geklebt
werden. Ein weiterer grof3er Vorteil von Knochenklebstoffen ist die Mdglichkeit der
Versorgung von osteoporotischem oder tumorésen Knochen, in dem klassische
Osteosynthesematerialien keinen Halt mehr finden. Dieser Vorteil wird heute schon
durch den Knochenzement PMMA genutzt. PMMA findet aulRerdem seine
Anwendung zur Verankerung von Prothesenmaterial, wie kunstlichen Huft- oder
Kniegelenken.

Die zurzeit zur Verfugung stehenden Kleber besitzen jedoch noch einige Nachteile
und konnen damit die bisherigen Osteosyntheseverfahren noch nicht ersetzen oder
alternativ dazu eingesetzt werden. So fehlt einigen die notwendige Klebekraft,
andere zeigen eine schlechte Biokompatibilitat.

Somit ist ein Knochenkleber, der allen Anspriichen gerecht wird und die genannten

Vorteile bietet, noch nicht gefunden worden.
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1.1 Anatomie des Knochens

Jeder Knochen besteht aus einer Substantia compacta und einer Substantia
spongiosa. Die Compacta umgibt den Knochen als feste Schicht von Aul3en,
wohingegen die Spongiosa im Inneren des Knochens ein schwammartiges
Balkenwerk bildet.

Man unterscheidet histologisch zwei Arten von Knochen: Geflecht- und
Lamellenknochen. Diese unterscheiden sich hauptséchlich durch ihre verschiedene

Anordnung der Strukturen.

1.1.1 Geflechtknochen

Der Geflechtknochen ist dadurch gekennzeichnet, dass er in seiner Struktur
ungeordnet ist. Die Kollagenfaserbindel haben keine einheitliche Verlaufsrichtung.
Im Vergleich mit Lamellenknochen hat er weniger Mineralien eingelagert, dafiir aber
mehr Osteozyten und eine hohere Wachstumsrate. Aul3erdem ist er nicht so dicht
wie  Lamellenknochen.  Geflechtknochen entsteht eigentlich bei jeder
Knochenneubildung, sowohl bei der Knochenbruchheilung, abgesehen von der
Primarheilung, als auch wéhrend der Entwicklung (Schiebler et al., 1999). Bis auf
wenige Ausnahmen wird Geflechtknochen immer in Lamellenknochen umgewandelt
(Schenk und Willenegger, 1964).

1.1.2 Lamellenknochen

Kennzeichnend fur den Lamellenknochen ist seine regelmalilige Struktur, die sich
durch die unterschiedlichen Lamellen und Knochenkanalchen auszeichnet. Die
einzelnen Lamellen sind aufgebaut aus Kollagenfasern und Osteozyten. Man
differenziert folgende Lamellenarten. AuRere und innere Generallamelle umfassen
den gesamten Knochen von Auf3en und Innen (zum Markraum hin) und setzen sich
in die Spongiosabalkchen fort (Abb. 1). Die Speziallamellen sind typisch fur die
Diaphysen der langen Rohrenknochen und Bestandteil der Osteone oder Havers-

Systeme (Junqueira und Carneiro, 1996).
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Abb. 1: Dreidimensionale Darstellung des Lamellenknochenaufbaus; 1: Periost; 2: AuRere
Generallamelle; 3: Querschnitt durch ein Haverssches System; 4: Die Lamellen eines Osteons
sind nach Art eines Teleskopfernrohres auseinander gezogen; 5: Haverssches Gefal3; 6: Vasa
nutricia; 7: Querverlaufendes (Volkmannsches) Gefal3 (Rauber und Kopsch, 2003).

Osteone sind gekennzeichnet durch einen zentral gelegenen Havers-Kanal, der von
3-20 Speziallamellen umschlossen wird und in dem BlutgefélRe und Nerven verlaufen
(Abb. 2. Die Osteone verlaufen parallel zur Knochenoberflache in Langsrichtung.
Senkrecht dazu verlaufen die Volkmann-Kanale, die Gefal3e und Nerven vom Periost
oder Endost fuhren. Schaltlamellen (interstitielle Lamellen) sind Lamellenbruchstiicke

von um- oder abgebauten Osteonen und liegen zwischen den noch vollstandigen
Osteonen (Junqueira und Carneiro, 1996).

Diese histologische Beschreibung gilt nicht nur fir die Kompakta, sondern im Prinzip
auch fur den spongiésen Knochen. Hier fehlen jedoch regular gebaute Osteone, und

es herrschen hauptsachlich Lamellenbruchstiicke vor. Der gesamte Aufbau ist
weniger systematisch.
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Abb. 2: Darstellung eines Osteons im Lamellenknochen (Lenz, 2003).

1.2 Frakturheilung

Der Knochen hat die besondere Fahigkeit sich standig neuen Anforderungen durch
An- und Abbau von Knochen anzupassen und Defekte zu schliel3en.

Bei der Frakturheilung des Knochens besteht die Besonderheit, im Vergleich mit der
Defektheilung anderer Gewebe, dass bei vollstandiger Regeneration keine
Narbengewebsbildung bleibt, sondern origindrer Knochen entsteht. Man
unterscheidet zwei verschiedene Knochenheilungsvorgdnge. Einmal gibt es die
direkte Knochenheilung oder auch Priméarheilung genannt, die wiederum auf zwei
unterschiedliche Weisen ablaufen kann, namlich als Kontakt- oder als Spaltheilung.
Zum Anderen besteht die Mdglichkeit der Sekundar- oder indirekten Knochenheilung,
bei der die Heilung tber die Zwischenstufe der Kallusbildung ablauft.

1.2.1 Primarheilung

Bei der Primarheilung erfolgt die Uberbriickung des Frakturspaltes direkt oder primar
Uber Osteone, ohne die Zwischenstufe von Bindegewebe oder Knorpel. Daher ist im
Rontgenbild auch keine Kallusbildung zu erkennen. Die Primarheilung lasst sich
weiter unterteilen in Kontakt- und Spaltheilung. Zur Primérheilung kommt es
grundsatzlich nur bei exakter Reposition der Frakturenden und absoluter Stabilitat
(Abb. 3a). Dies ist z.B. der Fall bei stabiler osteosynthetischer Versorgung von
Frakturen (Niethard und Pfeil, 1997).
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Abb. 3: a: Priméarheilung bei stabiler Osteosynthese; b’+c: Kontaktheilung;
b”+c: Spaltheilung (Reiche, 2003).

Kontaktheilung

Wie aus dem Namen zu ersehen, besteht bei der Kontaktheilung ein direkter Kontakt
zwischen den beiden Kortikalisenden (Abb. 3b’+c). Dies wird meistens nur durch
experimentell erzeugte S&ageschnittosteotomien erreicht (Schenk und Hunziker,
1994, Schenk und Willenegger, 1977). Bei der Kontaktheilung kommt es zu einem
Vorgang, der sich Remodelling nennt. Die jeweiligen Osteone, die den Frakturspalt
begrenzen, bilden Resorptionskandle aus. Diese Resorptionskanale werden nach
Frost (Frost, 1966) als BMU (Basic Multicellular Unit, spater auch Bone Metabolising
Unit) bezeichnet. Sie befolgen bei der Knochenheilung die ARF-Regel: Aktivierung-
Resorption- Formation (Schenk, 1978). Nach der Aktivierung bilden diese
Resorptionskandle eine Spitze (cutting cones) aus, die mit Osteoklasten besetzt ist,
und deren hinteres Ende mit Osteoblasten belegt ist. An der Spitze findet daraufhin
eine Knochenresorption statt, womit sich der Resorptionskanal durch den Knochen
fortbewegen kann. Am Ende des Resorptionskanals erfolgt gleichzeitig die

Knochenneubildung (Formation).
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Spaltheilung

Bei der Spaltheilung sind die Knochenenden nicht exakt aneinandergelegt, es
existiert ein schmaler Spalt zwischen den Frakturenden (Abb. 3b”+c). Dies ist fast
immer der Fall, da es selbst bei makroskopisch exakter Reposition meist nicht
maoglich ist einen absolut kongruenten Flachenkontakt herzustellen. Dieser Spalt darf
allerdings maximal 0,5 mm breit sein und nur eine geringe Verschiebung der Enden
aufweisen, ansonsten kommt es zur Sekundarheilung (Schenk und Willenegger,
1977).

Zunachst sprieRen neue Blutgefal3e und lockeres Bindegewebe in den Spalt ein, so
dass die Blutversorgung nach zwei Wochen abgeschlossen ist. In den Frakturspalt
wandern mesenchymale Stammzellen ein, die sich zu Osteoblasten differenzieren
und beginnen lamellaren Knochen zu bilden. Der neu gebildete Knochen ist jedoch
nicht optimal, also nicht parallel zur Knochenoberflache, im Frakturspalt ausgerichtet,
wie es sonst der Fall ist. Dieser lamellare Knochen folgt dem Verlauf der
einsprossenden Kapillaren. Diese erste Verbindung ist aber noch schwach, und die
Biegefestigkeit betragt nur 30% der normalen Belastbarkeit (Brickner und Hinze,
1991). Doch dann werden nach drei bis vier Wochen von sowohl altem, wie auch
neuem Knochen, Resorptionskanédle gebildet. Sie verbinden den neu gebildeten
Lamellenknochen mit dem bestehenden Knochen der Frakturenden. Nach einiger
Zeit ist dann die urspringliche Anatomie und Stabilitat wieder hergestellt, und der
lamellare Knochen ist langs zu den Frakturenden ausgerichtet. Da die Bildung von
Knochen hier ohne Zwischenstufe ablauft, und die Zellen aus den einsprossenden
BlutgefalRen stammen, wird diese Knochenbildung auch primar angiogene

Knochenbildung genannt (Johner, 1972, Willenegger, 1971).

1.2.2 Sekundarheilung

Charakteristisch fur die indirekte Knochenheilung ist die Bildung von Knochen uber
eine Zwischenstufe aus Bindegewebe und Knorpel, dem sogenannten Kallus
(Willenegger, 1971). Bei der Sekundéarheilung ist die Stabilitat und Spaltbreite, die fir
die Primarheilung erforderlich ist, nicht mehr gegeben. Bereiche im Frakturspalt sind
derart instabil und stehen so unter interfragmentaren Zug, dass keine Anlagerung

von Knochen maglich ist. Ebenfalls ist es moglich, dass die Blutversorgung in dem
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Frakturbereich nicht ausreichend ist. Diese Bedingungen werden meistens bei
konservativ versorgten und teilweise auch bei osteosynthetisch stabilisierten
Frakturen erflllt (Berchtold et al., 1994).

Intact bone
Marrow cavity “ortical bone

Pernostenam Blood vessels

Symmetry line

Fracture healing stages

(a) P (b} Intramembranous
Initial callus OEEeOLS HEsue Chondrous tissue

Fracture gap / Hematoma

(¢} Endochondral ossification {dy

Abb. 4: Verschiedene Stadien der Sekundarheilung; a: Entstehung des initialen Kallus mit Hamatom;
b: Bildung von Ersatzgewebe; c: Geflechtknochenbildung; d: Herstellung der originaren
Struktur durch Lamellenknochen (Lenz, 2003).

Zu Beginn der Sekundarheilung werden die Fragmentenden soweit resorbiert, dass
der interfragmentare Zug verringert, und der Frakturspalt verbreitert wird. Des
Weiteren wird nekrotisches Knochengewebe an den Frakturenden abgebaut
(Bruckner und Hinze, 1991). Es mussen erst Materialien im Frakturspalt abgelagert
werden, die zum einen unter diesen Bedingungen uberleben koénnen und zum
anderen das Wachstum von Knochengewebe ermdoglichen. Deshalb entsteht
zunachst ein Ersatzgewebe, das aus Bindegewebe und Faserknorpelzellen besteht

und spater durch Geflechtknochen ersetzt wird. Die indirekte Knochenbildung
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durchlauft dabei verschiedene Stadien (Frisch und Bartl, 1999). Es beginnt zuerst mit
einer Entzindungsreaktion, ausgeldost durch Blut, nekrotisches Gewebe und
mangelnde Blutzufuhr (Abb. 4a). Es folgt das Eindringen von Granulatiosgewebe
schon am 2. Tag. Daraus bildet sich ein weicher Kallus aus Bindegewebe und
Faserknorpel, der mit der Zeit die Fragmente zunehmend stabilisiert (Abb. 4b).
AnschlieRend beginnt das Wachstum von Geflechtknochen, der den bindegewebigen
Kallus als Leitstruktur nutzt (Schenk und Willenegger, 1964) und durch
appositionelles Wachstum mit der Zeit den ganzen Frakturspalt ausfullt (Abb. 4c).

Mit der nun erzielten ausreichenden Stabilitat erfolgt als letzter Schritt die Bildung
von lamellaren Knochen und damit die Wiederherstellung der originaren Struktur
(Abb. 4d). Resorptionskanale der Osteone verdrdngen mit der Zeit den
Geflechtknochen und ersetzen ihn durch Lamellenknochen nach dem Prinzip der

angiogenen Knochenbildung und der Remodellierung (Bunker, 1992).

1.3 Knochenkleber
1.3.1 Anforderungen

Knochenkleber im Allgemeinen werden zu den Biomaterialien gezahlt. Unter
Biomaterialien versteht man alle Materialien, die mit den menschlichen Zellen,
Geweben oder Korperflussigkeiten in Kontakt treten. Darunter zu zahlen sind z.B.
chirurgische Implantate, Materialien in der Prothetik, aber auch Materialien in
extrakorporalen Kreislaufen (Lee, 1988). Williams fuhrte 1988 eine Definition des
Begriffes Biomaterial ein: Jegliche Substanz oder Kombination von Substanzen, die
synthetischen oder nattrlichen Ursprungs ist und fir jeden méglichen Zeitraum als
Ganzes oder Teil eines Behandlungssystems irgendein Gewebe, ein Organ oder
eine Kaorperflissigkeit behandelt oder ersetzt (Williams, 1988).

Fur Biomaterialien ist jeweils ihre spezielle Funktion entscheidend, aber vor allen
Dingen auch ihre Biokompatibilitat. Das heifl3t, dass Biomaterial darf nicht toxisch,
kanzerogen oder mutagen wirken. Ebenfalls darf es nicht zu einer Sensibilisierung
fuhren und mul3 im Falle von Gewebsimplantaten adhasiv fur Zellen sein (Kawahara,
1985).
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Einige grundlegende Begriffe der Biokompatibilitat sind (Williams, 1988):

- Zellmigration

- Zelladharenz

- Zellproliferation

- Zellwachstum

- Zelldifferenzierung
- Toxizitat

- Kanzerogenitat

- Mutagenitat

Stoffe, die diese Bedingungen erfillen, werden als inert bezeichnet und zeigen im
Korper keine AbstolRungsreaktionen (Hench und Wilson, 1984).

Dabei sind noch zu erwéhnen die bioaktiven Materialien, die kérpereigenen Stoffen
ahneln und sich physiologisch in das Gewebe einfliigen. Mit Knochen kdnnen diese
eine direkte chemische Verbindung eingehen (Verbundosteogenese). Teilweise
kénnen sie auch die Bildung von Knochen induzieren (Osborn, 1985).

Biotolerante Materialien werden meist bindegewebig eingeschlossen, sind jedoch
nicht toxisch (Kamen, 1989).

An einen Knochenkleber werden bestimmte Anforderungen gestellt (Meyer et al.,
1979, Al-Khawam et al., 1983, Claes et al., 1997):

- stabil und sterilisierbar

- einfach aufzutragen

- voll resorbierbar, in der Zeit der Knochenneubildung

- Festigkeit der Verbindung sollte der des urspriinglichen Gewebes entsprechen
- schnelle Aushartungszeit

- keine Barriere fur das Knochenwachstum

- Aushartung maoglichst temperatur- und pH-neutral

- nicht toxisch, kanzerogen oder mutagen

Ein Knochenkleber besitzt viele Vorteile, vor allem im Vergleich mit der Alternative

Metallimplantat. Bei der Operation mit einem Metallimplantat findet immer gleichzeitig
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eine massive Gewebezerstorung in Form von gesundem Knochen und Gefal3en
statt, da zur Einbringung des Osteosynthesematerials oftmals viel gesunder Knochen
freigelegt werden muss. Fiur die Anwendung eines Knochenklebers muss meist nur
das eigentlich frakturierte Knochenstiick freiprapariert werden. Die Kraft \erteilt sich
bei der Knochenklebung tber die gesamte Flache des Kontaktes der Knochenenden
und nicht punktuell, wie bei Metallimplantaten. Gleichzeitig kbnnen Unebenheiten
ausgeglichen werden (Wenz, 1998). Bei der klassischen Osteosynthese ist fast
immer ein Zweiteingriff zur Entfernung des Implantats notwendig. Das Metall ist ein
Fremdkorper im Organismus, und es gibt Hinweise, dass sich z.B. Titan l6st und in
inneren Organen gespeichert wird (Obwegeser, 1998). Kleine Knochenfragmente
oder Trimmerfrakturen kbnnen zwecks exakter Reposition geklebt werden, wenn
hier z.B. eine Schraube viel zu grof3 ware (Perry und Youngson, 1995). Von Nutzen
ist ein Kleber daher z.B. in der HNO bei der Chirurgie an Mittelohrknochen (Tabb,
1968). Ebenfalls ware zu denken an das Verkleben von osteoporotischem Knochen
in dem Metallimplantate keinen Halt mehr finden (Mduller, 1962). Des Weiteren
konnen osteolytisch verénderte Knochen, z.B. durch Metastasen oder Tumore, mit
Knochenklebern behandelt werden, wenn sie frakturieren und @ne herkémmliche
osteosynthetische Versorgung nicht mehr mdoglich ist (Anderson et al.,, 1978,
Cameron et al., 1975, Harrington et al., 1976). AuRerdem werden Knochenkleber
oder -zemente bei der Verankerung von Prothesen angewendet (Charnley und
Kettlewell, 1965).

1.3.2 Klebstoffgruppen

Es sind hauptsachlich funf verschiedene Arten von synthetischen Knochenklebern
oder -zementen bekannt: Cyanoacrylate, Polyurethane, Polymethylmethacrylate,
Epoxydharze, Fibrinkleber. Teilweise finden diese ihre Einsatzgebiete vor allen
Dingen bei der Verankerung von Prothesen oder der Fixierung von Kleinen

Knochendefekten.

Die Cyanoacrylate wurden 1959 von Coover et al. (Giebel und Rimpler, 1981)
entwickelt. Davon ausgehend sind verschiedene Derivate hergestellt worden. Das
einfachste ist Methyl-2-Cyanoacrylat. Weitere Derivate besitzen mehr C-Atome, wie

Ethyl-, Butyl und Isobutyl-2-Cyanoacrylat. Die fliissigen Monomere polymerisieren bei

10
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Zusatz von Wasser zu einem festen Polymer (Al-Khawam et al., 1983). Sie besitzen
eine starke Haftkraft vor allen Dingen auch in feuchter Umgebung (Smith, 1973). lhre
Adhasionskraft lasst jedoch mit ansteigender Zahl von C-Atomen nach, wobei
Elastizitat und Polymerisationszeit zunehmen Bhat et al., 1992, Harris und Tebby,
1986, Brauer et al., 1979). Dafur nimmt die oftmals beobachtete Toxizitat mit langerer
Seitenkette aber auch ab (inden und Shalaby, 1997). Man nimmt an, dass diese
Toxizitat vor allen Dingen von den Abbauprodukten herrtihrt, ndmlich Formaldehyd
und den jeweiligen Alkyl-Cyanoacetaten (Cameron et al., 1965). Auch karzinogene
Wirkungen fir Methyl-Cyanoacrylate werden beschrieben (Donkerwolcke et al.,
1998). Ebenso zeigen zahlreiche Studien Fistelbildungen, Infektionen und die
fehlende Haftfestigkeit (Corn et al., 1972, Heiss und Schnettler, 2003, Hunter, 1976,
Kaufman, 1974, Kerr und Smyth, 1971, Rutskii et al., 1975, Shapiro, 1973, Tiling et
al., 1979).

Der Cyanoacrylatkleber hat zwar den grof3en Vorteil abgebaut werden zu kénnen,
jedoch bildet der Kleber eine Barriere fur die Knochenheilung (Giebel und Rimpler,
1981). Des Weiteren ist eine recht hohe Polymerisationstemperatur als nachteilig
anzusehen, die umliegendes Gewebe zerstdren kann (Meyer et al., 1979).

Der Kleber indet seine Anwendung vor allen Dingen auch in der Verklebung von
Weichteilgewebe, wie Haut, Leber, Lunge oder Niere (Silver, 1976, Matsumoto,
1970).

Auch heute noch steht die Verklebung von Weichteilgewebe im Vordergrund bei der
Anwendung von Cyanoacrylatkleber. So wird der Kleber bei Gefaf3fehlbildungen,
Schleimhauttransplantaten oder bronchopleuralen Fisteln nach Lungenoperationen
verwendet (Gallemore et al., 1999, Hirata et al., 2002, Maldonado et al., 2003).
Ebenso gibt es experimentelle Untersuchungen zur Anwendung des Klebers bei
Kraniotomien vonKaninchen (Shermak et al., 1998).

Ostamer ist das bekannteste und am besten untersuchte Polyurethan. Es erschien
als ein hoffnungsvoller Kleber, da er unter Hohlraumbildung polymerisiert, und
Knochen in diese Hohlraume einwachsen konnte. Problematisch erschien jedoch
zum einen die hohe Polymerisationstemperatur von bis zu 70°C, zum anderen die
schlechte Adhasionskraft (Giebel und Rimpler, 1981). AuRRerdem wird der Kleber
nicht resorbiert, sondern bindegewebig abgekapselt (Donkerwolcke et al., 1998). Des

Weiteren zeigten sich bei tierexperimentellen Studien Pseudoarthrosen, Infektionen,
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Wundheilungsstérungen und Nekrosen (Gilmer et al., 1961, Redler, 1960, Miller,
1962).

Polyurethan als Kleber findet heutzutage wenig Verwendung, jedoch nutzt man seine
Hohlraumbildung zum Auffillen von Knochendefekten. Das polymerisierte
Polyurethan dient dabei als Geristmaterial fir den einwachsenden Knochen
(Rozhnova et al., 2002, Spaans et al., 2000).

Als Knochenzement fir Prothesen etablierte sich das Polymethylmethacrylat
(PMMA), auch bekannt unter dem Namen Palacos®. Seit den drei3iger Jahren schon
wurde PMMA in der Zahnmedizin verwendet (Donkerwolcke et al., 1998). Erst spater
wurde PMMA als Knochenzement zur Verankerung von Huftprothesen entdeckt
(Charnley und Kettlewell, 1965, Charnley, 1960) und als solcher ist er auch heute
noch hauptsachlich in Gebrauch. Er wird kaum als Kleber von Frakturen genutzt, da
sich zeigt, dass PMMA nicht resorbiert wird (Muller, 1962). Dafir kann es als
Stabilisator und Raumfiller von osteoporotischem und tumorésen Knochen genutzt
werden (Anderson et al., 1978, Cameron et al., 1975, Harrington et al., 1972,
Harrington et al., 1976, Kennedy, 1978, Lubicky und DeWald, 1982, Schatzker, et al.,
1978). PMMA zeigt keine Toxizitdt, bis auf eine leichte Fremdkdrper-
Riesenzellenreaktion (Albrektsson und Linder, 1981, Cabanela et al., 1972, Charnley
et al., 1968, Linder, 1977, Sherman et al., 1983, Sorensen et al., 1979). Einzig das
Monomer zeigt zytotoxische Eigenschaften, weshalb der Zement vor Einbringung in
den Korper einige Zeit durchgearbeitet werden sollte. PMMA geht keine wirkliche
Adhasion mit dem Knochen ein, sondern verzahnt sich mit dem trabekularen
Knochen (Smith, 1971). So entsteht auch das Problem, dass bei einem
Prothesenwechsel grof3e Teile vonan die Prothese heranreichendem Knochen mit
entfernt werden muss. Ein weiteres Problem ist die Fragmentierung des Zements
nach einiger Zeit, wodurch sich Fremdkorperreaktionen in der Nahe der Prothese
zeigen, und sich die Prothese aul3erdem lockert (Jasty et a., 1986, Lennox et al.,
1987). PMMA zeigt ebenfalls, wie andere Kleber, eine recht hohe
Polymerisationstemperatur (Maller, 1962).

PMMA wird als Knochenzement auch heute noch vor allen Dingen bei der
prothetischen  Versorgung und bei Versorgung von tumorésen oder
osteoporotischem Knochen verwendet. Speziell in den letzten Jahren benutzte man
fur die Vertebroplastie PMMA als Stabilisator von gesinterten Wirbelkérpern (Winking

et al., 2003). AuRerdem setzte man den Knochenzement als Fullstoff bei
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subchondralen Defekten des Femurs ein (Welch et al., 2002). Zusatzlich nutzt man
PMMA als Medikamententrager, vor allen Dingen fur Antibiotika (Breusch und Kuhn,
2003). In der Ophthalmologie nutzt man PMMA als Basis fur Kunstlinsen (Hubaille et
al., 2001).

Epoxydharze wurden ebenfalls als Knochenkleber untersucht. Sie zeigen jedoch eine
mangelnde Verbundfahigkeit, besonders an fettigen oder feuchten Knochen.
AulRerdem entstanden auch hier hohe Polymerisationstemperaturen. Ein weiteres
Problem ergibt sich durch die mangelnde kndcherne Durchbauung des Klebers und
die nicht stattfindende Resorption (Giebel und Rimpler, 1981). Es gibt auch Hinweise
auf chronische Entziindungsreaktionen und Toxizitat des Klebers (Smith, 1973).

Die Anwendung der Epoxydharze beschrankt sich heute hauptsachlich auf den
zahnmedizinischen Bereich. Dort werden sie zur Versiegelung von Wurzelkanélen
benutzt (Britto et al., 2002, Mannocci und Ferrari, 1998).

Die meisten Fibrinkleber sind Mixturen aus Fibrinogen, Thrombin, Calcium und
Faktor XIII (Donkerwolcke et al., 1998). Sie stellen den physiologischsten Kleber dar
und zeigen deshalb auch keine allergischen oder toxischen Reaktionen. Daraus
ergeben sich auch weitere Vorteile. Sie werden innerhalb kurzer Zeit ohne
Gewebereizung abgebaut, wobei diese Zeit zu kurz fur die knécherne Durchbauung
sein kann. Des Weiteren zeigen sie keine hohen Polymerisationstemperaturen, wie
bei den ubrigen Klebern (Giebel und Rimpler, 1981). Dartber hinaus gibt es
Untersuchungen, die eine Beschleunigung der Heilung, Blutstillung und verbesserte
Revaskularisation beschreiben (Donkerwolcke et al.,, 1998; Arbes et al., 1981,
Boehler et al., 1977, Bosch, 1981, Bosch et al., 1977, Bosch et al., 1981). Das grof3te
Problem des Fibrinklebers ist seine mangelnde Klebefestigkeit, die es ihm nicht
ermoglicht eine stabile Fixation zu erreichen, abgesehen von nicht stark belasteten,
kleinen Bruchsticken, Spongiosaplastiken und Knochen-Knorpeltransplantationen
(Giebel und Rimpler, 1981, Schlag und Redl, 1988).

Die Fibrinkleber sind heutzutage in der Medizin weit verbreitet. Jedoch liegt die
Anwendungsmaglichkeit hauptsachlich bei den Weichteilgeweben. So werden vor
allen Dingen Leber- und Milzverletzungen, intestinale und GefalRanastomosen sowie
Hautwunden mit Hilfe von Fibrinklebern versorgt (Park et al., 2002, Pelayo et al.,
2002, Sperling und Hartmann, 2001). Als Knochenkleber im eigentlichen Sinne wird
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der Fibrinkleber kaum verwandt. Eher versucht man seine heilungsbeschleunigende
Wirkung zu nutzen und verwendet ihn zusammen mit mesenchymalen Stammzellen,
periostalen Zellen oder Hydroxylapatitzement (Isogai et al., 2000, Nakamura et al.,
1998, Yamada et al., 2003).

Zusammenfassend kann man sagen, dass derzeit noch kein Knochenkleber
entwickelt wurde, der eine ausreichende Verbundfahigkeit und gleichzeitig eine so
gute Biokompatibilitat besitzt, um die zur Zeit tblichen Osteosyntheseverfahren zu
ersetzen oder eine geeignete Alternative zu ihnen darzustellen.

Als Knochenzement hat sich PMMA zwar etabliert, jedoch ist es ungeeignet fur die
Versorgung von nicht pathologischen Frakturen, da dieser nicht resorbiert wird.
Fibrin als Knochenkleber wird dagegen gut resorbiert, besitzt dafir aber eine

mangelnde Adhasionskratft.

1.4 Histomorphometrie
1.4.1 Allgemeines

Die Histomorphometrie beschéftigt sich mit der Messung von zwei- und
dreidimensionalen  Strukturen in  histologischen  Praparaten. Bei der
Knochenhistomorphometrie werden histologische Strukturen von Knochengewebe
quantitativ beurteilt, z.B. die Oberflache oder der Umfang von Knochentrabekeln.

Mit der Knochenhistomorphometrie ist es mdglich quantitativ Knochenaufbau und
auch Knochenumbau zu beschreiben. Sie kann Informationen liefern, die andere
Messverfahren, wie die Knochendichtemessung oder biologische Marker des
Knochenumbaus nicht erbringen (Compston, 1998). Insbesondere hat man ein zu
grol3en Teilen objektives Verfahren der Knochenstrukturanalyse zur Hand.

Die Grundlage der Histomorphometrie ist die Mdoglichkeit der Bestimmung des
Volumens eines Korpers aus dessen Flachenausdehnung und die Ermittlung der
Oberflache aus der Ladngenausdehnung. Es wird also von einem zweidimensionalen
auf einen dreidimensionalen Parameter geschlossen. Dieses Prinzip von Delesse
von 1866 sagt, dass sich das Verhaltnis zweier Flachen im Querschnitt genauso
darstellt, wie die Relation zweier Volumina im Raum. Voraussetzung dafur ist eine

isotrope Substanz (Schwartz und Recker, 1981).
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Hennig beschrieb als eines der ersten Messverfahren das Punktezahlverfahren, mit
dem die Bestimmung der Flachen- und Langenausdehnung eines Objekts mdglich
war. Dieses Messverfahren gilt jedoch nur flr ungerichtete und zufallig orientierte
(isotrope) Strukturen. Die Trabekelstruktur des Knochens ist jedoch zum gr6i3ten Teill
gerichtet und orientiert (anisotrop) (Henning, 1956).

Speziell fir die Spongiosastruktur entwickelte Merz das Punktezahlverfahren weiter,
indem er statt der geraden Messstrecken halbkreisformige oszillierende Wellenlinien
verwendete. Hierdurch wurde die Messung relativ richtungsunabhangig und gilt somit
auch fir anisotrope Strukturen, wie den trabekuldaren Knochen. Ein Netz mit 100
Punkten und 10 Halbkreiswellenlinien wird in ein Okular eingelegt. Dann werden die
Treffer (Punkte des Netzes) mit dem Knochen ausgezahlt. Hieraus ergibt sich die
Flache. Des Weiteren werden die Schnittpunkte der Halbkreiswellenlinien mit der
Knochenoberflache bestimmt und die Grél3e der Oberflache wird so ermittelt (Merz,
1967).

Eine quantitative Erfassung der zweidimensionalen trabekuldren Mikroarchitektur
wird durch die ,Strut“- Analyse (Compston et al., 1987) ermdoglicht, mit der die
Trabekel topologisch Klassifiziert werden. Mittels Bildverarbeitung erfolgt eine
computerunterstitzte Untersuchung von unentkalkten Knochenschnitten, indem
automatisch Knoten (,nodes") , freie Enden (,free ends®) und eine Anzahl topologisch
definierter Balken (Knochenbéalkchen oder ,struts®) identifiziert und quantifiziert
werden. Die erwdhnten Parameter geben bestimmte Merkmale der Trabekel wieder,
z.B. Knoten, die eine Vereinigung von drei oder mehr Balkchen darstellen, oder freie
Enden (Termini) von einzelnen Knochenbalkchen. Die Balkchen mit einem freien
Ende verhalten sich dabei umgekehrt proportional zur trabekuldren Vernetzung,
wahrend solche, die zwei Knoten verbinden fir eine gute Verknipfung der Trabekel
sprechen (Compston et al., 1993).

Diese Methode wurde durch Benutzung eines durch Mikrocomputer betriebenen
Bildanalysesystems erweitert (Aaron et al., 1992), welches die schnelle Bestimmung
des Knochenvolumens, der Trabekeloberflache und eine Berechnung der
Trabekelbreite ermdéglicht. Nach diesen Messungen wird das Bild in Umrissen
dargestellt und Trabekellange, -anzahl und -eigenschaften, sowie die Anzahl der
trabekularen Verbindungen und Unterbrechungen bestimmit. Die

computerunterstitzten Analysesysteme haben jedoch den Nachteil, dass sie die
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einzelnen Zellarten des Knochens nicht voneinander unterscheiden koénnen. Das
bringt mit sich, dass die interaktive Mitarbeit des Untersuchers erforderlich ist.

Die Parameter werden als area, perimeter oder width beschrieben, wenn es sich um
zweidimensionale Ergebnisse handelt. Dreidimensionale werden als volume, surface
oder thickness ausgedrickt (Parfitt, 1988).

Folgende histomorphometrischen Parameter wurden nach der internationalen
Klassifikation fur die vorliegende Arbeit ermittelt (Delling, 1975, Frost, 1983, Parfitt et
al.,1983, Parfitt, 1983, Vesterby et al.,1989):

TV=Tissue Volume [ mm?3 ] : Gewebevolumen

BV= Bone Volume [ mm3 ] : Knochenvolumen

BS= Bone Surface [ mm?] : Knochenflache, zweidimensionales Gegenstiick zu BV

TBV= Trabecular Bone Volume [ % ]

Als Parameter fur die Knochendichte im Frakturspalt dient das trabekulare
Knochenvolumen (trabecular bone volume). Ausgehend von der Messung der
Knochenflache in Bezug auf die Messfeldflache auf dem Praparat wird das TBV als
Volumenanteil des Knochens (BV) in einem Gewebevolumen (TV) in Prozent

bestimmt.

Das TBV ist der mal3geblichste Parameter bei der Knochenhistomorphometrie.

TBV= BV/TV *100 [%]

S*v= bone surface area per unit volume of tissue [ mmZmms3 ]

Oberflachendichte: Grenzflache der Spongiosa mit dem Markraum (BS) pro
Volumeneinheit Gesamtknochengewebe (TV). Mal3 fur die Grenzflache der

Spongiosa mit dem Markraum pro Volumeneinheit Gesamtknochengewebe. Ist bei
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unvollstandig trabekuliertem Knochen am héchsten. Fallt aber ab einem bestimmten

Punkt, bei starker zunehmender Porositat, wieder ab (Frost, 1983).

S*v=BS/TV [mm2/mm?]

S/V=bone surface area per unit volume of bone [ mm2/mm3 ]
Spezifische Trabekeloberflache: Oberflache der Spongiosa (BS) in Relation zu einer
Volumeneinheit Spongiosa (BV). Steigt bei pordsem Knochen an, z.B. bei

Osteoporose (Frost, 1983).

S/V=(S*v/TBV) *100 = BS/BV [mm?/mm?]

MTPT= mean trabecular plate thickness [ um ]

Mittlere trabekuldare Dicke: Wird ermittelt Uber die spezifische Trabekeloberflache
(S/V). Sie ist ein Indikator fur die Verteilung des trabekularen Knochens (Frost,
1983).

MTPT= 2000/(S/V) [rm]

MTPD= mean trabecular plate density [ mm~-1 ]
Mittlere trabekulére Dichte: Die Berechnung erfolgt Gber die Oberflachendichte (S*v).
Sie korreliert mit der Moglichkeit, dass eine Testlinie, die durch den Knochen gelegt

wird, mit einem Knochenelement zusammentrifft (Parfitt et al., 1983).

MTPD= S*v/2 [mm~"-1] oder TBV*10/MTPT
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MTPS= mean trabecular plate separation [ um ]

Mittlere trabekulare Separation: FiUr die Berechnung werden das trabekulare
Knochenvolumen (TBV) und die mittlere trabekulare Dicke (MTPT) benétigt. Es ist

ein Index fur die Distanz zwischen den Trabekeln (Parfitt et al., 1983).

MTPS= MTPT(100/TBV-1) [nm]

Marrow Space Star Volume [ mm?3 ]

Das durchschnittliche Volumen aller Anteile eines Objektes, welche unverdeckt in
alle Richtungen des Raums von einem zuféllig gewahlten Punkt aus sichtbar sind
(Gundersen et al.,, 1988). Es ist ein Mal3 fur die dreidimensionale trabekulare

Vernetzung.

1.4.2 Anwendungen der Histomorphometrie

Die Histomorphometrie ist eine beliebte Methode in der experimentellen Forschung
zur Untersuchung von Knochenwachstum und -verteilung, da sie weitgehend
untersucherunabh&ngige, objektive und quantitative Ergebnisse liefert. Dazu ist es
eine teilweise zeitsparende Methode.

In zahlreichen Studien wird immer wieder auf die Histomorphometrie zurlickgegriffen,
um subjektive, meist histologisch ermittelte, Ergebnisse zu bestatigen oder zu
bekraftigen. Besonders beliebt ist die Methode bei der Untersuchung der
Osteoporose (Alexandre et al., 1988, Ritzel et al., 1996, Kimmel et al., 1990), der
Analyse von Knochenstoffwechselkrankheiten (Recker, 1994, Eriksen et al., 1989,
Bullough et al.,, 1990). Aulerdem werden damit Auswirkungen verschiedener
Stoffwechselveranderungen oder deren Behandlung auf den Knochen untersucht
(Guichelaar et al., 2002, Pataki et al., 1997, Dobing und Turner, 1997).

AulR3erdem wird die Histomorphometrie zur Beurteilung der Frakturheilung genutzt.

Sowohl der Einfluss von Allgemeinerkrankungen und osteoinduktiver Stoffe, als auch
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die Beurteilung von Knochenklebern oder -zementen wird mit Hilfe dieser Methode
untersucht.

So zeigte man unter anderem mit Hilfe der Histomorphometrie den positiven Einfluss
von verschiedenen beschichteten osteosynthetischen Materialien auf die
Frakturheilung (Raschke et al., 2002, Lewandrowski et al., 2002, Schmidmaier et al.,
2000). Ebenso konnte so die csteoinduktive Wirkung der systemischen, als auch
lokalen Applikation von Wachstumshormonen gezeigt werden (Schmidmaier et al.,
2001, Bail et al., 2002).

Die Histomorphometrie findet seine Anwendung auch bei dem Vergleich
nichtinvasiver Untersuchungsmethoden zur Beurteilung der Frakturheilung, indem es
invasive Vergleichswerte liefert (Rose et al., 1987).

Histomorphometrische Untersuchungen werden auch eingesetzt, um den Einfluss
von Stoffwechselkrankheiten, wie Diabetes Mellitus, oder die Einflussnahme von
Medikamenten auf die Frakturheilung zu zeigen (Alkan et al., 2002, Fini et al., 1999).

Die Beeinflussung der Frakturheilung durch mechanische Faktoren, wie Zug oder
Druck, war Untersuchungsobjekt mehrerer Studien, die die Fragestellung jeweils mit
der Histomorphometrie l6sten. So zeigte sich, dass Zugkrafte im Frakturspalt zu
Beginn einen verminderten Volumenanteil an neuem Knochen bewirken. im Verlauf
jedoch konnten keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden (Durnova et al.,
2002, Welch et al., 1998). Druckkrafte im Bruchspalt durch Plattenfixation, sowie
durch Korpergewicht, zeigten keinen oder einen positiven Effekt auf das
Knochenwachstum (Holmstrom et al., 1986, Meadows et al., 1990).

Die Frakturheilung der Mandibula untersuchten Zheng und Wang. Sie zeigten, dass
das Knochenwachstum am oberen Teil des Frakturspalts im Vergleich zum unteren
Anteil vermehrt war (Zheng und Wang, 1996). Yasuoka und Oka stellten fest, dass
bei frakturierten Kondylen auch der trabekulare Knochen eine wichtige Rolle gielt
(Yasuoka und Oka, 1991). Es wurde ebenfalls mittels histomorphometrischer
Methoden festgestellt, dass bei der Spaltheilung mehr Knochenanteil im Frakturspalt
vorhanden ist, als bei der Kontaktheilung (Uhthoff et al., 1987). Des Weiteren zeigte
sich vermehrtes Wachstum des periostalen verglichen mit dem endostalen Knochen
in Bezug auf den Kallus bei der Frakturheilung (West et al., 1996). Wobei sich bei
dem periostalen Anteil ein zeitlich noch nicht ganz aufgeschlisselter Wechsel

zwischen Knochenaufbau und —resorption prasentierte (Aro et al., 1990).
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Auch bei der Beurteilung von bioresorbierbaren Knochenklebern und deren Einfluss
auf das Knochenwachstum ist die Histomorphometrie ein probates Mittel, wie einige
Studien zeigten.

So wurden die Effekte von mit Knochenklebern oder -zementen beschichteten
Osteosynthesematerialien auf die kndcherne Verankerung dieser Implantate
untersucht (Wimhurst et al., 2001, Vasenius et al., 1990).

Auch die Wirksamkeit, speziell die Resorptions- und Barriereeigenschaften, von
Knochenzementen im Vergleich mit einer Kontrollgruppe wurde mittels
Histomorphometrie getestet. So fuhrte man tierexperimentelle Studien mit
Poly(propylen glycolco-fumaratsaure)zement (Lewandrowski et al., 2000,
Lewandrowski et al., 1999A, Lewandrowski et al., 1999B), Hydroxylapatitzement
(Lew et al., 1997, Lykins et al., 1998) und Calciumphosphatzementen durch (Flautre
et al., 1999, lkenaga et al., 1998, Comuzzi et al., 2002, Blom et al., 2001).

Bei dem Vergleich von Fibrin-, Cyanoacrylat- und Urethanklebstoffen zeigte sich die
bessere knécherne Durchbauung des Fibrinklebers, wobei sich zwischen den beiden
anderen Klebern kein gro3er Unterschied zeigte (Stephan et al., 1989).

Ebenfalls wurden Methacrylatkleber histomorphometrisch beurteilt. So zeigte sich bei
einem pordsen Methacrylatkleber im Vergleich mit zwei Hydroxylapatitzementen
weniger Knochenwachstum im Frakturspalt (Donohue und Mascres, 1993). Getestet
hat man auch unterschiedliche porose Materialien, die zusammen mit Poly(2-
hydroxyethyl methacrylat) eingesetzt wurden (Filmon et al., 2002).

Die Knochenhistomorphometrie ist eine vielfach genutzte, objektive, quantitative und
zeitsparende Moglichkeit zur Untersuchung der Osteogenese. Sie kommt aul3erdem
bei der Beurteilung von Knochenklebstoffen zum Einsatz.

Die Verwendung von Knochenklebern oder -zementen bietet viele Vorteile
gegenuber konventionellen Osteosyntheseverfahren, wie die Vermeidung einer
zweiten Operation zur Metallentfernung, weniger traumatisierende Eingriffe und das
Fehlen von dauerhaft implantierten Metallen. Jedoch existieren zurzeit kaum
Klebstoffe, die den enormen Ansprichen geniigen. So zeigen einige eine gute
Biokompatibilitat, jedoch schlechte Adhasionskrafte. Andere besitzen diese hohen
Klebekrafte, dabei fehlt ihnen aber die gute Biokompatibilitat.

Ziel ist es einen Knochenkleber zu entwickeln, der alle an einen Knochenkleber

gestellten Anforderungen erfllt.
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist histomorphometrisch die knécherne Durchbauung im
Osteotomiespalt der Femurkondyle des Kaninchens nach Applikation von zwei
Knochenklebervarianten im Vergleich zur Kontrollgruppe zu untersuchen.

Mit der Knochenhistomorphometrie liegt eine besonders objektive Methode zur
Untersuchung von Knochenwachstum und -struktur vor. Hierbei soll untersucht
werden, ob die beiden Klebervarianten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe eine
Barriere fur die Osteogenese bilden. Aul3erdem werden die beiden Klebervarianten
miteinander vergichen.

Die nachfolgenden Fragen sind im Detail mit der vorliegenden Arbeit zu analysieren:

Besteht ein histomorphometrisch messbarer Unterschied der Frakturheilung

zwischen den beiden Klebervarianten und der Kontrollgruppe?

Konnen Unterschiede des kndchernen Wachstums (Osteogenese) in verschiedenen
Zonen des Osteotomiespalts festgestellt werden? Besonderes Augenmerk liegt dabei
im Vergleich des Kondylenbereichs (gelenknaher Bereich) mit dem Markraum

(gelenkferner Bereich).

Gibt es Unterschiede der Osteogenese in ventralen und zentralen Langsschnitten

des Femurs?

Bestehen Unterschiede in der Osteogenese nach 21 und nach 42 Tagen?

Ziel dieser Arbeit ist somit den Einfluss zweier Knochenklebervarianten auf die
Osteogenese im Osteotomiespalt der Femurkondyle des Kaninchens, sowie die

Durchbauung des Osteotomiespaltes in unterschiedlichen Zonen mit Hilfe der

Histomorphometrie zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fur diese Arbeit wurde als Versuchstier das Kaninchen gewahlt, da dieses in der
Haltung nicht sehr anspruchsvoll und widerstandsfahig ist, besonders im Hinblick auf
die Operation. AuBerdem lassen sich an diesem Kleintiermodell die Vorgange der
Knochenbruchheilung gut darstellen. Die Frakturheilung verlauft hier in &hnlicher
Weise wie beim Menschen, nur wesentlich schneller. So sind die meisten Vorgange
der Heilung schon nach 6 Wochen abgeschlossen (Wissing et al., 1990).

Die Versuche wurden an Tieren der Rasse ZiKa vorgenommen. ZiKa bedeutet
LZimmermann-Kaninchen* und ist eine vom Zlchter selbst gezilichtete Rasse.
Vergleichbar sind diese Tiere in Gro3e und Gewicht mit der Rasse "Deutscher
Riese". Gerade auch wegen cer besonders uberproportionalen Grof3e und deren
Gewicht im Vergleich zu anderen Kaninchen wurden diese Tiere ausgewahlt.

Die Versuche erfolgten erst nach einer ausreichenden Eingewdhnungszeit der Tiere
an ihre Umgebung. Im weiteren Versuchsverlauf wurden de Tiere im Tierstall der
Firma BIOMET MERCK Biomaterials, Darmstadt, Deutschland untergebracht. Die
Tiere wurden in Gruppen auf Stroh gehalten, damit sie gentigend Bewegung hatten
und die Beine entsprechend belastet waren. Bei der taglichen Futterung wurde auf
das Allgemeinverhalten geachtet. Zuséatzlich wurden an den im Protokoll
eingetragenen Terminen die Tiere einzeln von einem Veterindrmediziner
nachuntersucht. Hierbei wurde insbesondere der Heilungsverlauf an der
Operationswunde beobachtet und dokumentiert.

Die Bestimmungen des Tierschutzgesetzes (8 8 Abs. 1 in der Fassung vom
18.8.1986, BGB1.l.S. 1319 mit Anderung des Artikels 3 vom 20.8.1990), nach
Genehmigung des Tierversuches im August 2000 durch die Tierschutzkommission,
wurden strikt eingehalten. Die Tiere wurden mit Wasser und standardiblichem

Trockenfutter ad libitum ernahrt.

2.2 Versuchsprotokoll

Bei deser Arbeit fanden 48 Kaninchen Verwendung, die in drei Gruppen aufgeteilt
wurden. Hierbei erfolgte jeweils eine standardisierte Osteotomie an der lateralen

Femurkondyle. Die Fixation der Femurkondylen unterschied sich in den drei Gruppen
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(Tab. 1). Die erste Gruppe bestand aus 12 Tieren und stellte die Kontrollgruppe dar.
Hier erfolgte die Fixation mit zwei Kirschnerdrahten. Bei der zweiten Gruppe wurden
ebenfalls zwei Kirschnerdrahte zur Fixation eingesetzt, jedoch zusatzlich die
Knochenklebervariante 1 appliziert. In dieser Gruppe befanden sich 24 Tiere. Die
erste und zweite Gruppe stellten die erste Serie dar und wurden im September 2000
operiert. Die dritte Gruppe bestand aus 12 Tieren, denen die Knochenklebervariante
2 appliziert wurde. AulRerdem erfolgte die Fixation mit Hilfe eines Kirschnerdrahtes
und einer kandlierten Spongiosazugschraube (Firma SYNTHES, Umkirch,
Deutschland). Diese Gruppe stellte im Dezember 2000 die zweite Serie dar, wobei
man auf die Kontrollgruppe verzichtete, da schon in der ersten Serie eine
Kontrollgruppe angelegt wurde. Der Einsatz der Schraube in der zweiten Serie
erfolgte, um eine héhere Kompression auf den Osteotomiespalt auszuiben und so
eine bessere Heilung zu erzielen.

Die Tiere wurden in der ersten Serie nach 7, 21, 42 und 84 Tagen euthanasiert, in
der zweiten Serie nach 21 und 42 Tagen.

Um fur die Versuchs- und Kontrolltiere den statistischen Regeln entsprechend
gleichméaRige Ausgangssituationen zu schaffen, wurde die Randomisierung in
Kleber- und Kontrollgruppen, sowie rechte oder linke hintere Extremitat erst nach
Beendigung der Osteotomie intraoperativ. vorgenommen. Vor Beginn der
Versuchsreine war eine Randomisierungsliste erstellt worden. Die jeweilige

Zuordnung bestimmte das Losverfahren.

Euthanasie
Gruppe nach OP | Anzahl (n) | Gesamt (n)
(Tage)

7 3

Kontrollgruppe 21 3 12
(1. Serie) 42 3
84 3
7 6

Knochenkleber_variante 1 21 6 o4
(1. Serie) 42 6
84 6

Knochenkleber.variante 2 21 6 12
(2. Serie) 42 6

Tab. 1: Versuchsprotokoll — Gruppeneinteilung.
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2.3 Operationstechnik

Um auf die Humanmedizin Ubertragbare Verhéltnisse zu gewahrleisten, war es
notwendig, ein Fraktur- bzw. Osteotomiemodell zu erstellen, welches in seiner
Aussagekraft der operativen Versorgung und den ablaufenden biologischen
Formations- und Resorptionsvorgédngen des Knochens (Osteogenese) dem des
Menschen bei monokondylaren Femurfrakturen gleichzusetzen war. Da beim
Menschen in Anlehnung an die 3 Typen der monokondylaren Femurfraktur die
laterale am haufigsten auftritt und sich dieses ausgewahlte Frakturmodell als erprobt
und etabliert zeigt, wurde die laterale Femurkondyle der Kaninchen abgesetzt
(Ostermann et al., 1994, Wissing et al., 1990).

Nach Freipraparation und Blutstillung erfolgte die Markierung der Osteotomie durch
einen Kirschnerdraht (1 mm) lateral im Bereich der KnorpetKnochengrenze, um als
Zielpunkt fur die Sagerichtung zu dienen (Abb. 5a). Das Sageblatt der oszillierenden
Sage (Firma SYNTHES, Umkirch, Deutschland) wurde zentral in der
Interkondylarregion angesetzt (Abb. 5b). Als Orientierungspunkt diente hier der

knécherne Ansatz des vorderenKreuzbandes. Auf den die Knorpel Knochengrenze

b . _-‘

Abb. 5: A - Markierung der Osteotomierichtung durch K-Draht.
B - Osteotomie mit oszillierender Sage (Separation der lateralen Femurkondyle).
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markierenden Kirschnerdraht zielend wurde die laterale Femurkondyle, unter
andauernder Kuhlung mit physiologischer Kochsalzldsung (NaCl) sowie Schonung
des Weichteilgewebes und der Bandstrukturen, abgesetzt (Abb. 5a+b).

Im Anschlu3 daran erfolgte bei den beiden Klebergruppen die Applikation des
Knochenklebers in den Osteotomiespalt (Abb. 6a). Bei der Kontrollgruppe fiel dieser
Schritt aus. AnschlieRend wurde die laterale Femurkondyle wieder reponiert (Abb.
6b).

Abb. 6: A - Kleberapplikation in den Osteotomiespalt. B - Anatomische Reposition der

lateralen Femurkondyle mit einer spitzen Repositionsklemme (Fixationsphase).

Abb. 7: Fixation der lateralen Femurkondyle durch zwei 1 mm starke, parallel eingebrachte
Kirschner-Drahte aus Titan (senkrecht zur anatomischen Achse) (Serie 1).
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Bei der Kontrollgruppe und der Klebervariante 1 wurde die laterale Femurkondyle mit
Hilfe zweier Titan-Kirschner-Drahte fixiert (Abb. 7). Bei der Klebervariante 2 erfolgte
die Fixation mit nur einem Titan-Kirschner-Draht und zusatzlich einer 3,5 mm
kanulierten Titan-Schraube mit kurzem Gewinde (Firma SYNTHES, Umkirch,
Deutschland) um eine hohere Kompression auf den Osteotomiespalt auszuiiben
(Abb. 8).

Abb. 8: Einbringen einer 3,5 mm kanlilierten Titan-Schraube (Zugschraube) mit kurzem
Gewinde Uber Fihrungsdraht (Serie 2).

Im Anschlu3 an die Operation wurden die Tiere taglich kontrolliert. Besonders die
Operationswunde wurde hinsichtlich Wundheilung, Serombildung und Infektion in
Augenschein genommen.

Nach 21 beziehungsweise 42 Tagen erfolgte die Euthanasie mit Hilfe einer
intravenosen Injektion von 5,0 ml T61° (Hoechst AG, Frankfurt/Main, Deutschland).
AnschlieRend wurde der operierte Hinterlauf im Huftgelenk exartikuliert und das
Femur proximal der Femurkondyle halbiert. Die Femurkondyle wurde prapariert und
in 70 %igem Alkohol fixiert.
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Nach Eintreffen der fixierten Knochenproben im "Labor fir experimentelle
Unfallchirurgie” der Klinik und Poliklinik fir Unfallchirurgie, Justus-Liebig Universitéat
Giel3en (Kerkraderstr. 9, 35394 Giel3en; Leiter: Univ.- Prof. Dr. Dr. Schnettler), folgte
die feinsauberliche Entfernung des am Knochen verbliebenen Weichteilgewebes und

der Bandstrukturen.

2.4 Probenbearbeitung durch die Trenn-Dinnschliff-Technik

Die Trenn-Dunnschliff-Technik nach DONATH ist eine Methode zur Erstellung von
Schliffen mit Starken bis 10 nm (Donath und Breuner, 1982). Dies gilt insbesondere
fur Gewebe und Praparate, die nicht mit einem Mikrotom schneidbar sind, wie in
diesem Falle die Kaninchenknochen mit K-Drahten und Schrauben. Durch die Trenn-
Dunnschliff-Technik kann man auch mit diesen Geweben histologische,
mikroradiographische, fluoreszenzmikroskopische und eben histomorphometrische
Untersuchungen durchfiihren.

Die Herstellung aller Schnitte und Farbungen erfolgte im "Labor flr experimentelle
Unfallchirurgie” (Kerkraderstr. 9, 35394 Giel3en; Leiter: Univ.- Prof. Dr. Dr.
Schnettler), der Klinik und Poliklinik fir Unfallchirurgie, Justus-Liebig Universitét
Giel3en.

2.4.1 Vorbereitung der Knochenpraparate fur die Fixation

Nach Euthanasie der Kaninchen wurde den Tieren die Femura (Kondyle +
Diaphysenschaft) enthommen, nummeriert und in 70 % Alkohol fixiert. Nach dem
Transport in das "Labor fir experimentelle Unfallchirurgie™ wurde die Knochenprobe
freiprapariert, d.h. Muskelreste und Reste der Kniegelenkskapsel und -b&nder
wurden entfernt. Bei allen Praparaten wurde die Diaphyse kurz nach dem Ubergang
von der Kondyle zur Diaphyse mit der Trenneinheit der Firma EXAKT abgetrennt. Da
die zu bearbeiteten Praparate eine sehr grof3e Dimension aufwiesen, wurden sie
insgesamt 21 Tage zum Entwéassern in der aufsteigenden Alkoholreihe belassen.
Wahrend der gesamten Zeit befanden sich die Proben auf einem

Labormagnetruhrer.
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Somit ergaben sich folgende Einbettzeiten:

70% Alkohol 3 Tage
80% Alkohol 3 Tage ® Alkohol wechseln

80% Alkohol 3 Tage
96 % Alkohol 3 Tage
100 % Alkohol 3 Tage ® Alkohol wechseln
100 % Alkohol 3 Tage ® Alkohol wechseln
100 % Alkohol 3 Tage

Gesamt: 21 Tage

2.4.2 Infiltration

Die ersten drei Stufen der Kunststoffinfiltration wurden mit einem Gemisch aus
reinem Alkohol und Technovit 7200° VLC (Firma KULZER, Friedrichsdorf,
Deutschland) in aufsteigendem Technovitverhaltnis durchgefiihrt. Bei der Technovit
7200° VLC-Infiltrationslosung handelt es sich um einen lichthartenden
Einkomponentenkunststoff auf Methacrylatbasis. Ab der ersten Infiltrationsstufe

befanden sich die Proben in:

30 % Technovit— 70 % Alkohol 3 Tage
50 % Technovit — 50 % Alkohol 3 Tage
70 % Technovit — 30 % Alkohol 3 Tage

Gesamt: 9 Tage

Die nachfolgende Infiltration erfolgte in reinem Technovit. Hierbei wurde fir jede
einzelne Stufe ein Zeitraum von 5 Tagen gewahlt, um eine optimale Durchdringung
des gesamten Knochens mit Technovit zu gewdahrleisten. Zuséatzlich wurde bei den
reinen Technovitstufen mit einer Vakuumpumpe gearbeitet, die in 15 minutigen
Intervallen zwischen Normdruck und Unterdruck wechselt. Die drei reinen
Technovitstufen unterschieden sich nur in der aufsteigenden Qualitat des Technovits.
Stufe | war durch den Alkohol aus den vorhergehenden Technovit-Alkohol Stufen am

meisten verunreinigt.
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100 % Technovit (1) 5 Tage
100 % Technovit (II)  + Dibenzoylperoxid (BPO) 5 Tage
100 % Technovit (Ill)  + Dibenzoylperoxid (BPO) 5 Tage

Gesamt: 15 Tage

2.4.3 Einbettung und Polymerisation

Die mit Technovit infiltrierten Praparate wurden in kleine Plastikschalchen, die
sogenannten ,Einbettmulden” gelegt und komplett mit dem Einbettkunststoff bedeckt.
Das Plastikschéalchen wurde in eine Kammer des Einbettgerates gesetzt.

Die Polymerisation erfolgte durch Exposition der Proben im Lampenlicht

(Wellenlange 400-500 nm). Hierbei wurden zwei Stufen unterschieden:

1. Vorpolymerisieren mit Gelblicht zur langsamen Einleitung der Polymerisation und
zur Vermeidung von Spannungsrissen flr 2 Stunden.

2. Endgiltige Polymerisation mit Blaulicht fir 4 Stunden.

Der gesamte Vorgang erfolgte automatisch durch das wassergekihlte Kulzer-EXAKT

Lichtpolymerisationsgerat bei einer Polymerisationstemperatur von weniger als 40°C.

2.4.4 Einteilung der Schnittebenen

Die Einteilung der Femurkondyle erfolgte in neun Langsschnitte und zweli
Querschnitte (Abb. 9). Zusatzlich zu den Langsschnitten erfolgte die Entnahme eines
Knochenblockes zwischen der dritten und vierten sowie der sechsten und siebten
Schnittebene. Die Querschnitte und die Knochenblécke wurden fir die raster-
elektronenmikroskopischen und microcomputertomographischen Untersuchungen in
einer anderen Dissertationsarbeit (Hahn, in Vorbereitung) verwendet, mit der

Fragestellung der Biokompatibilitat und Degradation der Klebervarianten.
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Abb. 9:  Einteilung der Schnittebenen - 9 Langsschnitte (I-1X), 2 Querschnitte (Quer HI).

2.4.5 Herstellung eines Dunnschliffes

Wie in Abb. 10 sichtbar wurde der eingebettete Knochen nun im Verhaltnis 2:1
geteilt.

- 2/3 Kondylenregion

- 1/3 Ubergang zur Diaphyse

Abb. 10: Auspolymerisierte TECHNOVIT Knochenbldcke.
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Aus dem vorderen Block (Kondylenregion) wurden die Langsschnitte, aus dem
hinteren die beiden Querschnitte erstellt. Nach dem Teilen des Blockes wurden beide
Teile mit Technovit® 4000 (Firma KULZER, Friedrichsdorf, Deutschland) auf einen
angerauten Objekttrager geklebt und zwar auf die Seite des Kunststoffblockes, die
der zu untersuchenden  Seite  gegenuberlag. Hierfir ~ wurde  eine
Préazisionsklebepresse der Firma EXAKT verwendet.

Das Mikroschleifsystem besteht aus einem Grundgerat mit einem rotierenden
Schleifteller fir Sandpapierscheiben (Nassschleifpapier: Kérnung 600 und 1200,
sowie Silikonkarbid). Oberhalb des Schleiftellers befindet sich ein Block, der auf zweli
Metallachsen durch eine Gewindespindel linear bewegt werden kann. Dieser Block
enthalt die Vakuumplatte zur Aufnahme eines Objekttragers und gibt Kuhlflussigkeit
ab. Die Andruckkraft des Blockes auf den rotierenden Schleifteller wird durch
unterschiedliche Gewichte bestimmt.

Nun wurde mit dem EXAKT Mikroschleifsystem der auf dem Objekttrager befestigte
Block so angeschliffen, dass die zu untersuchende Frakturzone sichtbar wurde und
Planparallelitait zum Objekttrager vorlag. Die Planparallelitat wurde anschliel3end
durch eine Mehrpunktdickenmessung kontrolliert und dokumentiert.

Die Oberflache des Blockes wurde nun mit Waschbenzin gereinigt und eine dinne
Schicht Technovit 7210° aufgetragen. Mit Hilfe der Préazisionsklebepresse wurde nun
ein 2. Objekttrager (bekannter Dicke) planparallel aufgebracht. Es folgte die erneute
Messung der Praparatedicke mittels einer Mikrometerschraube und die Berechnung
der Kleberdicke aus den zuvor gemessenen Einzeldicken.

Der 1. Objekttrager wurde auf der Vakuumplatte des Trennsystems befestigt. Ein 160
mm dicker Schnitt wurde am 2. Objekttrager abgetrennt. Das Trennschleifgerat
arbeitet nach dem Prinzip einer Bandsage (Abb. 11). Die Laufgeschwindigkeit des
Sagebandes ist stufenlos einstellbar und zur Vermeidung von Warmeentwicklung ist
eine Kuhlvorrichtung vorhanden, die das Sageblatt standig kuhlt. Die Trennb&ander
bestehen aus einem 200 nm dicken Stahlband, welches mit Diamantkdrnern
beschichtet ist. Die Kérnung richtet sich nach dem zu schneidenden Material.

Benutzt wurde ein Trennband mit der Kérnung D 64. Die Dicke des Schnittes
errechnet sich aus der Gesamtdicke des Praparates abzuglich der vorher
gemessenen Objekttrager- und Kleberstarke. Der auf den Objekttrager aufgeklebte
Schnitt wurde dann mit dem EXAKT-Mikroschleifsystem auf die gewtinschte Dicke

heruntergeschliffen. Es wurden Schliffdicken zwischen 15-25 nm erzielt.
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Abb. 11: Trennsystem mit eingespanntem Knochenblock.

Anschlie3end folgte ein Polieren mit Silikonkarbidpapier, um Schleifspuren zu

beseitigen. Aus dem vorderen distalen Teil wurden neun Schnitte in Langsrichtung
erstellt (Abb. 9).

Die einzelnen Arbeitsschritte sahen hier wie folgt aus:

A A

Querschleifen der Oberflache bis die Frakturzone sichtbar war
Schliff 1, 11, M ® 1. Ebene

Abséagen einer ca. 2-3 mm dicken Scheibe fur Micro-CT Analysen
Schliff IV, V, VI ® 2. Ebene

Wenn der Knochen es von der Dicke erlaubte 2. Scheibe fur
Micro-CT Analysen

Schliff VII, VIII, IX  ® 3. Ebene

(bei dinnen Knochen war teilweise VIl und IX nicht mehr méglich)

In Abb. 9 und 10 ist sichtbar, dass der auspolymerisierte Block geteilt wurde. Im

letzten Arbeitsschritt wurden aus dem proximal zur Diaphyse Ubergehenden Anteil

die beiden Querschnitte entnommen.
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2.4.6 Farbetechniken der unentkalkten Knochenschliffe

Je ein Langsschliff aus allen drei Ebenen wurde mit Toluidinblau und einer nach

Levai-Laczko fur die Auswertung gefarbt. Fur einzelne Langsschliffe wurde

aul3erdem die van Gieson-Bindegewebsfarbung verwendet.

Toluidinblau-Farbung:

=

Schliff abwischen mit Aceton-Alkohol (1:1)

15 Minuten einlegen in 10 % H,O»

Abspulen mit Leitungswasser

15 Minuten farben in Toluidinblau

Abspilen in Leitungswasser

Schliff trocknen und differenzieren mit Aceton-Alkohol. Kurz abwischen!

Eindecken mit Deckglas

Levai-Laczko:

Schliff abwischen mit Aceton-Alkohol (1:1)
15 Minuten einlegen in 10 % H,0»
Abspulen in Leitungswasser

Losung "A" (doppelt filtrieren) 20 Minuten

Abspilen in Leitungswasser

. Pararosanilin 15 Sekunden

Abspilen in Leitungswasser
Schliff trocknen und differenzieren mit Aceton-Alkohol. Kurz abwischen!

Eindecken mit Deckglas

Ldsung "A" besteht aus:
1 Teil Azur IlI, 1 Teil Methylenblau und 2 Teile Na>,COs3 (1 %)

Van Gieson-Bindegewebsfarbung:
1. Abwischen des Schliffs mit AcetonrAlkohol (1:1)

2. 15 Min. farben in Weigerts Eisenhaematoxylin

3. 5 Min. in flieRendem Leitungswasser wassern

4. 4 Min. farben in van Gieson-Gemisch (Pikrofuchsin)
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5. Abspllen in Leitungswasser
6. Abtrocknen

7. Eindecken mit Deckglas

Herstellung des van Gieson-Gemisches:

100 ml filtrierte, gesattigte, wassrige Pikrinsdurelosung + 10 ml 1 %ige
Saurefuc hsinlésung

2.5 Knochenkleber

2.5.1 Chemische Zusammensetzung

Ausgangspunkt fur die Entwicklung eines degradierbaren Polymers fur das Kleben
von Knochenfragmenten waren Adhasivsysteme auf der Basis von Alkylen
bis(oligolactoyl)methacrylaten. Die Monomere werden dabei aus einem Diol (z.B.
Ethylenglykol), einer Hydroxycarbonsaure (z.B. Milchséure, eingesetzt in Form von
Lactid) und Methacrylsdure (MAS) aufgebaut (Abb. 12). Das Monomer Ethylenglycol
oligolactid-dimethacrylat (ELAMA) wird hieraus in zwei Syntheseschritten erhalten
und kann in seiner Struktur durch Variationen der Alkoholkomponente und der
Hydroxycarbonsaure modifiziert werden. Synthesebedingt erhalten die Monomere 1

Masse-% Methacrylsaure (MAS) als hydrophiles Comonomer.

Fur die durchgefuhrte n Kleintierversuche (Serie 1 und 2) wurden zur Einstellung der
Ausharte- und Abbaueigenschaften (Abbaugeschwindigkeit) verschiedene weitere
Comonomere dem oben beschriebenen Hauptmonomeren zugesetzt.

Als Comonomer kdnnen verwendet werden:

- Methacrylsédure (MAS)

- Methylmethacrylat (MMA)

- Cyclohexylmethacrylat (CHMA)

- Hydroxyethylmethacrylat (HEMA)

- Hydroxyethylmethacrylat-oligolactid (HEMALA)
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Abb. 12: Zweistufige Synthese von Ethylenglycol-oligolactid-dimethacrylat (ELAMA), ausgehend von
Ethylenglykol (A), Lactid/Milchsaure (B) und Methacrylsaure (C).

Da sich bei den Operationen der ersten Serie im September 2000 herausstellte, dass
das verwendete Material fir eine gute Applikation zu dunnflissig war, wurde fur die
zweite Serie im Dezember 2000 ein Comonomer mit einer héheren Viskositéat
verwendet. Hierzu wurde MMA durch HEMALA-1,3 (3 Mol Lactid, d.h. 6
Milchsaureeinheiten pro Hydroxylethylmethacrylat) ersetzt. Alle weiteren Inhaltsstoffe
blieben unveradndert. Zuséatzlich zu 1 Masse-% Methacrylsdure enthielten die

verwendeten Abmischungen somit folgende weiteren Verbindungen (Abb. 13):

Knochenklebervariante 1 (September 2000) ELAMA + 4 Masse-% Methyl-
methacrylat (MMA)

Knochenklebervariante 2 (Dezember 2000) ELAMA + 5 Masse-% Hydroxyethyl-

methacrylat-oligomilchséureester
(HEMALA-1,3)

e senaanant

MMA HEMALA-1,3

e

O

Abb. 13: Die Comonomere der Knochenklebervariante 1: MMA und der Knochenklebervariante
2: HEMALA-1,3.
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In allen Versuchen diente eine 3 Masse-%ige L6sung von 9-Borabicyclononan (9-
BBN) gelost in einem Trager von Polyethylenglycol-400 (PEG-400) als

Starterkomponente.

Als Polymerisationsbeschleuniger enthielten alle Monomermischungen 2 Masse-%
tert.-Butylperoxybenzoat. Startertrdgerkomponente und Monomer (ELAMA +
Comonomer) wurden im Verhéltnis 1:10 durch ein 2-Kammermischsystem mit einem
aufgesetzten Statikmischer appliziert.

Der aus dem Statikmischer kommende Knochenkleber wies eine pastdse Konsistenz
auf und beginnt nach ca. 1 Minute auszuharten. Nach 5 Minuten war die
mechanische Festigkeit erreicht und nach 24 Stunden war das Polymer komplett
ausgehartet.

Das ausgehartete Polymer bestand dabei aus ca. 65 Masse-% Milchsaure, zu 25
Masse-% aus wasserloslichen Polymethacrylsduren und zu 10 Masse-% aus
Ethylenglycol (Abb. 14).

I <_hydrolysis
@® Polymerknot

=== Oligo-/Polymethacrylic acid
 Lactic acid
Diole

Abb. 14: Polymeres Netzwerk des Knochenklebers.
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2.5.2 Degradation

Der Abbau des polymeren Klebernetzwerkes beginnt mit der Hydrolyse der Ester-
Verbindungen. Es entstehen Ethylenglykol, Milchsaure und Oligomere/Polymere der
Methacrylsdure. Ethylenglykol und Milchsaure sind Metabolite des menschlichen
Stoffwechsels. Sie fliel3en in den "Zitrone nsaurezyklus” ein, werden verstoffwechselt
und verlassen den Korper als Kohlendioxid und Wasser. Die verbleibenden
Oligomere/Polymere der Methacrylsdure, welche hoch wasserléslich sind, kénnen
vom Korper Uber die Niere ausgeschieden werden. Voraussetzung hierflr ist ein
Molekulargewicht kleiner 8000 g/mol. Bei den Methacrylatoligomeren im Kleber kann
davon ausgegangen werden, dass sie durch stereometrische Hemmung wéahrend der
Polymerisation dieses Molekulargewicht nicht erreichen.

Die Abbaugeschwindigkeit der beiden Knochenklebervarianten wurde in vitro an
ausgeharteten Knochenkleberzylindern in Soerensen Puffer (pH = 7,4) bei 37°C nach
ISO 15814 (Implants for surgery - Copolymers and based on polylactide - In vitro
degradation testing) gemessen. Dabei zeigte sich, dass durch Hydrolyse die Zylinder

nach 30 Wochen abgebaut waren (Heiss et al., 2004).

2.6 Histomorphometrische Auswertung

Um eine moglichst objektive und quantitative Analyse der Frakturheilung beim
Kaninchen  vorzunehmen, kommt bei der vorliegenden Arbeit die
Knochenhistomorphometrie zum Einsatz. Hiermit ist eine weitestgehend
untersucherunabhangige  Beurteilung der knochernen  Bestandteile des
Osteotomiespaltes mdoglich. Es sollen die in der Einleitung naher erlauterten
Parameter TBV, S*v, S/V, MTPT, MTPD, MTPS und Marrow Space Star Volume
bestimmt werden. Damit kdbnnen Aussagen hinsichtlich der trabekuléren Vernetzung

und des Volumens des Knochens getroffen werden.

Zur histomorphometrischen  Auswertung konnten nicht alle vorhandenen
Knochenschliffpraparate verwendet werden (Tab. 2). Bei den nach 7 Tagen
euthanisierten Tieren war keinerlei Knochenwachstum im Osteotomiespalt
feststellbar, so dass eine histomorphometrische Analyse keinen Sinn gemacht héatte

(Abb. 15). Ebenso konnten die 84-Tage Tiere nicht verwendet werden, da sich hier
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kein Osteotomiespalt mehr klar abgrenzen liel3 und somit der Auswertungsbereich
nicht genau festzulegen war (Abb. 16). Aber auch bei den 21- und 42-Tage Tieren
fielen einzelne Praparate heraus, da der Osteotomiespalt hier zu schmal war, um

einen Auswertungsbereich festzusetzen (Abb. 17).

Anzahl
Beobachtungstag Tiere (n)
21 3
Kontrollgruppe
grupp 42 3
Kleber- 21 -
variante 1 42 °
Kleber- 21 -
variante 2 42 3

Tab. 2: Anzahl der ausgewerteten Tiere pro Versuchsgruppe.

Abb. 15: 7-Tage Praparat der Klebergruppe ohne kndéchernes Wachstum im Frakturspalt.
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Abb. 16: 84-Tage Praparat der Klebervariante 1 mit kompletter Durchbauung des

Frakturspaltes.

Abb. 17: 21-Tage Praparat der Kontrollgruppe mit zu schmalem Frakturspalt fur die

Auswertung.

39



2. Material und Methoden

Von jedem Tier fanden jeweils zwei Langsschnitte des Femurs Verwend ung (Abb. 9).

Abb. 9:  Einteilung der Schnittebenen - 9 Langsschnitte (I-1X), 2 Querschnitte (Quer HI).

Es wurde jeweils ein Schnitt aus der zentralen (1.Schnitt: Schliffe 4-6) und einer aus
der ventralen (2.Schnitt: Schliffe 7-9) Ebene verwendet. Aus der dorsalen Ebene
waren nicht genugend Schliffe vorhanden, um auf eine statistisch verwertbare Anzahl

zu kommen.

Die histomorphometrischen Untersuchungen erfolgten im "Labor fir experimentelle
Unfallchirurgie” (Kerkraderstr. 9, 35394 Giel3en; Leiter: Univ.- Prof. Dr. Dr.
Schnettler), der Klinik und Poliklinik fir Unfallchirurgie, Justus-Liebig Universitéat
Giel3en.

Zur histomorphometrischen Auswertung der Praparate kam das
computerunterstiitzte Bildanalysesystem KS400° (Firma Carl Zeiss, Jena,
Deutschland) zur Anwendung (Abb. 18). Dieses Bildverarbeitungssystem verflgt
Uber eine hohe Anzahl von Mess- und Analysefunktionen. Es kbnnen geometrische
Objektmerkmale wie Flachen, Umfange oder Formen, aber auch densitometrische
Informationen wie mittlerer Grauwert oder optische Dichte bestimmt werden. So ist

es, je nach Programmierung des Systems, nicht nur moglich knécherne Praparate zu

40



2. Material und Methoden

Abb. 18: Computerunterstitztes Bildanalysesystem KS400° (Firma Carl Zeiss, Jena,
Deutschland) im Labor fiir experimentelle Unfallchirurgie.

untersuchen, sondern z.B. auch GefaBwandstarken, Zellanzahl oder Zellkerne.
Vorteil des Systems ist es, dass der eigentliche Bildanalysevorgang, bei dem die
histomorphometrischen Parameter ermittelt werden, voll automatisiert ablauft und
untersucherunabhéangig ist. Dies bedeutet einen erheblichen Zeitgewinn bei
gleichzeitig guter Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Jedoch unterliegt der
Bildbearbeitungsprozess, bei dem Kontrast, Helligkeit und Bildscharfe eingestellt
werden, in vielen Teilen dem Untersucher. Dabei ist jedoch eine Fehlerminimierung
durch ein und denselben Untersucher zu erreichen.

Das Programm wurde speziell programmiert um die histomorphometrischen
Parameter des Knochens zu ermitteln. Damit ist es nun méglich die kndchernen
Anteile aufgrund ihrer unterschiedlichen Anfarbung, Kontrastierung und Helligkeit
voneinander zu diskriminieren. Das Programm kann so entweder direkt oder indirekt
die weiter oben genannten histomorphometrischen Parameter messen. Ebenso ist es
dem Programm mdglich von den gemessenen zweidimensionalen Werten auf
dreidimensionale Parameter zu schlie3en.

Damit die computerunterstitzte Auswertung mdoglich wurde, mussten die gefarbten

histologischen Préaparate mit einem Stereomikroskop Stemi SV 11° (Firma Carl

Zeiss, Jena, Deutschland) und einer CCD-Videokamera XC-007P (Firma Sony,
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Tokyo, Japan) aufgenommen wund in die Computereinheit mit dem
Bildanalyseprogramm Ubertragen werden. Im Computer erfolgte dann die
Digitalisierung der Bilddaten in ein binares Schwarz-Wei(3-Bild.

Auf einem Mikroskoptisch erfolgte die Fixierung der Objekttrager mit den Praparaten,
so dass ein gleichmafiges Abfahren des Frakturspaltes mit dem Mikroskop mdglich
war.

Um den Frakturspalt spater zur Auswertung in einer verwendbaren Grof3e und
Auflosung vorliegen zu haben, wurden die Praparate mit einer 44-fachen
VergroRerung eingelesen. Bei dieser Vergrof3erung konnte jeweils nicht das gesamte
Praparat auf einmal eingelesen werden, sondern es waren zwischen 7-20
Einzelbilder notwendig (Abb. 19). Dabei wurde ein Startpunkt innerhalb des
Praparats festgelegt von dem aus der Osteotomiespalt durch Bewegen des
Mikroskopiertisches abgefahren wurde. Die Einzelbilder wurden spater von dem
Computerprogramm wieder zu einem Gesamtbild zusammengesetzt, an dem die

Analyse vorgenommen werden konnte.

“u‘\- ‘.1)
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Abb. 19: Aus Einzelbildern zusammengesetztes 42-Tage Praparat aus der Kontrollgruppe.

Nach dem Einlesen der Praparate wurden die Einzelbilder interaktiv im Vergleich mit
dem lichtmikroskopischen Originalbild am Bildschirm nachbearbeitet. Es konnten so

Artefakte, wie Luftblasen oder zurtickgebliebenes Bindegewebe, entfernt und der
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Kontrast der oftmals schwach gefarbten Préaparate mit Hilfe des Programms verstarkt

werden.

Bei der eigentlichen Auswertung mit Hilfe der Histomorphometrie erfolgte zunachst
die Ausrichtung des in den Computer eingelesenen Praparates anhand des
Osteotomiespaltes. Der jeweilige Messbereich in dem Osteotomiespalt wurde dann
mit einem in der GroRe beliebig einzustellenden Rechteck festgelegt. Dieses
Auswertungsrechteck wurde in den kompletten Osteotomiespalt eingelegt und
dessen Lange mit Hilfe eines Koordinatensystems ermittelt. Bei Einbringen des
Rechtecks in den Spalt musste darauf geachtet werden, dass kein schon vor der
Osteotomie vorhandener originarer Knochen, neben den neu gebildeten knéchernen
Anteilen, in den Auswertungsbereich mit aufgenommen wurde. Hierzu erfolgte
wiederum die lichtmikroskopische Kontrolle am Originalpraparat, bei dem die
Differenzierung des neuen vom urspriinglichen Knochen durch unterschiedlich starke
Anfarbung maoglich war (Abb. 20).

Abb. 20: Nach van Gieson gefarbtes Originalpraparat eines 42-Tage Praparates der

Kontrollgruppe zur lichtmikroskopischen Kontrolle der Nachbearbeitung und der

korrekten Einlage der Messfeldquadranten.
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Der jeweilige Osteotomiespalt wurde mittels Koordinatensystem in drei gleich groR3e
Quadranten (Felder) eingeteilt in denen die Auswertung vorgenommen wurde, einen
gelenknahen kondylenwarts gerichteten Quadranten (1), einen zentralen (2) und
einen im gelenkfernen Markraum (3) (Abb. 21).

Oftmals schlossen die kondylenwarts gerichteten, gelenknahen
Osteotomiespaltenden nicht parallel ab, was fiur die Festlegung des
Messfeldquadraten problematisch war. Hier wurde der Auswertungsbereich nur bis
zu dem Punkt gezogen an dem noch an beiden Seiten des Osteotomiespalts eine

seitliche Begrenzung durch origindren Knochen bestand (Abb. 21).

Abb. 21: Einteilung der Messfeldquadranten bei einem 42-Tage Préaparat der
Kontrollgruppe.

Bei Vorhandensein eines Kirschnerdrahtes im Praparat wurde der jeweilige
Quadrant, in dem sich der Draht befand, so verkleinert, dass nur knocherne Bereiche
in die Auswertung einflossen (Abb. 22). Da die Messwerte jeweils prozentual
berechnet oder in Relation zur Flache bestimmt wurden, gab es hier kaum
Fehlbestimmungen.

Wenn, wie in der Abbildung 22, ein Messfeldquadrant durch den Kirschnerdraht
geteilt wurde, so wurden zu beiden Seiten des Kirschnerdrahtes die Anteile des

Quadranten jeweils fur sich gemessen. Anschlie3end wurde aus den Ergebnissen
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der beiden Anteile der Mittelwert berechnet. Dieser Mittelwert ging dann auch in die

statistische Auswertung mit ein.

Abb. 22: Einteilung der Messfeldquadranten bei Anwesenheit eines Kirschner-Drahtes in

einem 21-Tage Praparat der Kontrollgruppe.

2.7 Statistik

Die histomorphometrisch erhobenen Daten wurden zur weiteren Analyse in dem
Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Firma Microsoft, Seattle, USA) gespeichert.
Die weitere statistische Datenauswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS
fur Windows 11.5 (Firma SPSS Software GmbH, Minchen, Deutschland).

Die Datenanalyse wurde mittels der mehrfaktoriellen Varianzanalyse mit
Messwiederholung durchgefiihrt. Mit der Varianzanalyse wird, &hnlich wie beim t
Test fur unabhangige Stichproben, die Hypothese geprift, nach der die Mittelwerte
einer Variablen in verschiedenen Gruppen in der Grundgesamtheit gleich grof3 sind.
Im Unterschied zum tTest kann man mit der Varianzanalyse jedoch auch mehr als
zwei verschiedene Gruppen auf Mittelwertunterschiede hin vergleichen. Es ist

maoglich nicht nur eine, sondern mehrere nominalskalierte, unabhéangige Variablen
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auf ihre Einflisse bezogen auf die metrische, abhéngige Variable zu tGberprufen. In
letzterem Fall spricht man von mehrfaktorieller Varianzanalyse.

Die Varianzanalyse ist an ahnliche Voraussetzungen gebunden wie der tTest. So
muss es sich um eine Zufallsstichprobe aus einer normalverteilten Grundgesamtheit
handeln. Im Unterschied zum t-Test missen die Stichproben immer unabhéangig

sein.

Hierbei wurden Signifikanzniveaus von

p> 0,05 als nicht signifikant
p< 0,05 als signifikant *

p< 0,01 als hoch signifikant bezeichnet. ~ **
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3. Ergebnisse

3.1 21-und 42-Tage Kontroll- und Klebergruppen

Zunachst wurde das TBV (Trabecular Bone Volume) der Kontroll- und der beiden
Klebergruppen nach 21 und 42 Tagen miteinander verglichen. Mit diesem Parameter
soll die Knochendichte, also der Knochenvolumenanteil in Bezug auf das
Gewebevolumen, analysiert werden. Es ist der mal3geblichste Parameter bei der
Knochenhistomorphometrie.

Bei dem direkten Vergleich der 21- mit der 42-Tage Gruppe zeigte sich bei der
Klebervariante 1 nach 21 Tagen mit einem Wert von 36,68% ein 1,4fach hdéherer
Wert als nach 42 Tagen mit 26,44%, wobei kein signifikanter Unterschied feststellbar
war (p=0,199) (Abb. 23). Die Unterschiede bei der Klebervariante 2 waren ebenfalls
nicht signifikant (p=0,89). Die Mittelwerte waren nach beiden Tagen fast identisch.
Nach 21 Tagen betrug der Wert 21,76%, nach 42 Tagen 24,22%.

Innerhalb der Kontrollgruppe ergaben sich ebenso keine signifikanten Unterschiede
(p=0,941), wobei die Mittelwerte auch kaum differierten. So zeigte sich nach
21 Tagen ein durchschnittlicher Wert von 34,56%, nach 42 Tagen einer von 34,10%.

45
40
35 A
30 A
25 - @21.Tag
20 ~ W42.Tag
15 ~
10 A

TBV [%]

0 T T
Klebervariantel Klebervariante2  Kontrollgruppe

Abb. 23: TBV der 21- und 42-Tage Kontroll- und Klebergruppen.
Es folgte der Vergleich fur den Parameter S*v (Oberflachendichte), welcher eine
Aussage Uber die Oberflachendichte des Knochens, also der Grenzflache der

Spongiosa mit dem Markraum, erlaubt.
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Hierbei zeigte sich bei der Klebervariante 1 ein signifikant hdéherer Wert nach
21 Tagen im Vergleich mit den Ergebnissen nach 42 Tagen (p=0,013) (Abb. 24). Mit
4,34 mm"2/mm~3 lag dieser nach 21 Tagen auf3erdem mehr als doppelt so hoch, wie
nach 42 Tagen mit 1,97 mm”2/mm~3.

Mehr als 1,4fach héher lag der Mittelwert fur die 21-Tage Gruppe im Vergleich mit
den Ergebnissen nach 42 Tagen bei der Klebervariante 2. Doch konnten diese nicht
als signifikant bezeichnet werden (p=0,5). Dabei lag der Wert nach 21 Tagen bei
3,03 mm~2/mm~3, nach 42 Tagen bei 2,11 mm”~2/mm"3.

Als hoch signifikant konnten die Unterschiede in der Kontrollgruppe bezeichnet
werden (p=0,007). Dabei waren die Ergebnisse mit 4,62 mm”~2/mm”3 in der 21-Tage

Gruppe ungefahr doppelt so hochwie nach 42 Tagen mit 2,61 mm”2/mm~3.

6 *%
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Abb. 24: S*v der 21- und 42-Tage Kontroll- und Klebergruppen.

Als nachster Parameter wurde S/V, die spezifische Trabekeloberflache, untersucht.
Dieser Wert gibt Auskunft Gber die Porositat des Knochens.

Hierbei liel3 sich bei der Klebervariante 1 ein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Tagen nachweisen (p=0,022) (Abb. 25). So war ein ca. 1,4fach hdherer
Mittelwert von 12,86 mm”"2/mm”"3 nach 21 Tagen feststellbar, im Vergleich mit dem
Ergebnis von 8,94 mm”~2/mm”3 nach 42 Tagen.

Fir die Klebervariante 2 konnte keine signifikante Differenz der beiden Tage ermittelt
werden (p=0,31). Dabei war ein deutlicher Unterschied vorhanden. Mit einem Wert
von 24,43 mm”~2/mm~3 lag die 21-Tage Gruppe ungefahr 1,6 mal Uber der 42-Tage
Gruppe mit 15,33 mm”2/mm~"3.
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Fast doppelt so hoch waren die Ergebnisse nach 21 Tagen bei der Kontrollgruppe im
Vergleich mit der 42-Tage Gruppe. Dieser Unterschied konnte auch als signifikant
bezeichnet werden (p=0,03). Nach 21 Tagen betrug der Mittelwert
14,86mm"2/mm”3, nach 42 Tagen 8,14mm”2/mm"3.

30

25 A

20 A *

O21.
15 - /o 21.Tag
W42.Tag
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SIV [mm~2/mm~ 3]

Klebervariantel Klebervariante2 Kontrollgruppe

Abb. 25: S/V der 21- und 42-Tage Kontroll- und Klebergruppen.

Um Informationen Uber die Verteilung des trabekularen Knochens zu bekommen,
wurde der Parameter MTPT (mittlere trabekulare Dicke) untersucht.

Bei der Klebervariante 1 war der Unterschied zwischen dem 21. und 42. Tag hoch
signifikant (p=0,001) (Abb. 26). So zeigte sich nach 42 Tagen mit 247,89 um ein
1,5fach hdherer Wert im Vergleich zu 166,31 um nach 21 Tagen.

Fast 1,6mal hthere Werte nach 42 Tagen zeigten sich bei der Klebervariante 2. So
betrug der Mittelwert in der 42-Tage Gruppe 190,82 um und in der 21-Tage Gruppe
119,30 um. Jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant (p=0,23).

Einen wiederum hoch signifikanten Unterschied fand man in der Kontroligruppe
(p=0,005). Hierbei war der Mittelwert nach 42 Tagen nicht ganz doppelt so grol3 wie
nach 21 Tagen. Es ergab sich fir die 42-Tage Gruppe ein Ergebnis von 253,88 um

und nach 21 Tagen eines von 144,21 um.

Die mittlere trabekulare Dichte, MTPD, gibt Auskunft Gber die trabekulare Verteilung
innerhalb des Osteotomiespaltes.
Mehr als doppelt so grof3 war der Unterschied bei der Klebervariante 1. Mit einem

Mittelwert von 2,17 mm”-1 war der hohere Wert nach 21 Tagen feststellbar im
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Abb. 26: MTPT der 21- und 42-Tage Kontroll- und Klebergruppen.

Vergleich mit 0,99 mm”-1 nach 42 Tagen. Diese Differenz konnte als signifikant
bezeichnet werden (p=0,013) (Abb. 27).

Die Differenz der Ergebnisse der beiden Tage kann bei der Klebervariante 2 nicht als
signifikant bezeichnet werden (p=0,5), obwohl die Werte nach 21 Tagen 1,5mal Gber
denen nach 42 Tagen lagen. Am 21. Tag ergab sich ein Mittelwert von 1,51 mm”-1
im Unterschied zu 1,05 mm”-1 nach 42 Tagen.

Ein hoch signifikanter Unterschied zeigte sich in der Kontrollgruppe (p=0,007). Dabei
waren die Unterschiede nach 21 Tagen nicht ganz doppelt so grof3 wie nach
42 Tagen. So betrug das Ergebnis in der 21-Tage Gruppe 2,31 mm”-1 und in der
42-Tage Gruppe 1,30 mm~-1.
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Abb. 27: MTPD der 21- und 42-Tage Kontroll- und Klebergruppen.
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Es folgte die Untersuchung des Parameters MTPS (mittlere trabekulare Separation).
Dieser Parameter ist ein Indikator fur die Distanz zwischen den Trabekeln.

Keine signifikante Differenz ergab sich bei der Klebervariante 1 (p=0,299), obwohl
hier nach 42 Tagen ein funffach hoherer Mittelwert im Vergleich mit der 21-Tage
Gruppe ermittelt wurde (Abb. 28). Dabei betrug der Mittelwert nach 21 Tagen
442,00 um und nach 42 Tagen 2274,11 um.

Ein fast doppelt so hohes Ergebnis war am 42. Tag bei der Klebervariante 2
feststellbar. Doch auch diese Differenz konnte nicht als signifikant bezeichnet werden
(p=0,64). Der Mittelwert am 21. Tag betrug 1870,62 um im Vergleich zu 3336,90 pum
nach 42 Tagen.

In der Kontrollgruppe waren die Ergebnisse nach 42 Tagen ebenfalls doppelt so
hoch wie nach 21 Tagen. Aber auch dieser Unterschied stellte sich als nicht
signifikant heraus (p=0,098). Dabei ergab sich ein Mittelwert von 373,57 um nach
21 Tagen und einer von 727,55 um in der 42-Tage Gruppe.
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Abb. 28: MTPS der 21- und 42-Tage Kontroll- und Klebergruppen.

Als letzter knochenhistomorphometrischer Parameter wurde das Marrow Space Star
Volume analysiert. Dabei werden Informationen Uber die dreidimensionale
Vernetzung der Trabekel geliefert.

Die Klebervariante 1 zeigte hoch signifikante Unterschiede zwischen den
Ergebnissen der beiden Tage (p=0,001) (Abb. 29). Dabei ergaben sich fast dreimal
so hohe Werte fur die 42-Tage Gruppe im Vergleich mit der 21-Tage Gruppe. Nach
21 Tagen lag der Mittelwert bei 0,12 mm”3 und am 42. Tag bei 0,34 mm”3.
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Sogar 3,5mal hohere Werte ergaben sich fir die 42-Tage Gruppe bei der
Klebervariante 2. Jedoch konnte diese Differenz nicht als signifikant bezeichnet
werden (p=0,18). Es ergab sich fur die 21-Tage Gruppe ein Wert von 0,08 mm”3, im
Vergleich dazu lag dieser nach 42 Tagen bei 0,29 mm”3.

Ein ganz &hnliches Ergebnis zeigte sich in der Kontrollgruppe, jedoch war der
Unterschied hier hoch signifikant (p=0,008). Der Mittelwert nach 42 Tagen lag mehr
als 3,5fach Uber dem in der 21-Tage Gruppe. So betrug dieser am 21. Tag
0,09 mm”3 und am 42. Tag 0,34 mm~3.
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Abb. 29: Marrow Space Star Volume der 21- und 42-Tage Kontroll- und Klebergruppen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich die Parameter nach 21 und
42 Tagen bei der Klebervariante 1 groftenteils signifikant, teilweise sogar hoch
signifikant, unterschieden. Das gleiche gilt fur die Kontrollgruppe. Ausnahmen bilden
dabei nur die Parameter TBV und MTPS, die keine signifikanten Unterschiede
aufwiesen.

Bei der Klebervariante 2 waren keine signifikanten Unterschiede der Parameter nach
21 und 42 Tagen zu beobachten, obwohl sich die Mittelwerte fast in gleicher Weise

unterschieden, wie bei den beiden anderen Gruppen.

3.2 Klebervariante 1 und Kontrollgruppe nach 21 und 42 Tagen

Bei dem Vergleich der Klebervariante 1 mit der Kontrollgruppe zeigten sich nach
21 Tagen keine signifikanten Unterschiede fir das TBV (p=0,83) (Abb. 30). Dabei
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ergaben sich fast identische Mittelwerte. Fir die Klebervariante 1 betrug dieser
Mittelwert 36,68% und fur die Kontrollgruppe 34,56%.

Ein fast 1,3fach hoherer Mittelwert konnte fir die Kontrollgruppe im Vergleich mit der
Klebervariante 1 nach 42 Tagen gefunden werden. Das Ergebnis betrug fur die
Klebervariante 1 26,44% und fur die Kontrollgruppe 34,09%. Dieser Unterschied war
jedoch nicht signifikant (p=0,232).
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Abb. 30: TBV der Klebervariante 1 und der Kontrollgruppe nach 21 und 42 Tagen.

Auch fur S*v differierten die Ergebnisse nach 21 Tagen nicht signifikant (p=0,782)
(Abb. 31). Dabei zeigten sich mit einem Mittelwert von 4,34 mm”2/mm~"3 fir die
Klebervariante 1 und einem von 4,62 mm”*2/mm”3 in der Kontrollgruppe fast
identische Ergebnisse.

Ungefahr 1,3fach gré3ere Werte zeigten sich fur die Kontrollgruppe nach 42 Tagen.
Dabei zeigte sich ein Mittelwert von 1,97 mm”2/mm~”3 fur die Klebervariante 1 und
einer von 2,61 mm"2/mm”3 in der Kontrollgruppe. Jedoch waren die Unterschiede

auch hier nicht als signifikant zu bezeichnen (p=0,229).

Nach 21 Tagen zeigten sich keine grof3en Unterschiede zwischen den Ergebnissen
der beiden Gruppen fur S/V. FiUr die Klebervariante 1 betrug der Mittelwert
12,86 mm”2/mm~3 und fur die Kontrollgruppe 14,86 mm”~2/mm”3 (Abb. 32). Diese
Ergebnisse wiesen keine signifikanten Differenzen auf (p=0,387).

Ebenfalls nicht signifikant differierten die Ergebnisse nach 42 Tagen (p=0,556). Die
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Abb. 31: S*v der Klebervariante 1 und der Kontrollgruppe nach 21 und 42 Tagen.

Werte bewegten sich dabei auf anndahernd gleicher Hohe. So betrug der Mittelwert

fir die Klebervariante 1 8,94 mm*"2/mm”3

8,14 mm”"2/mm~3.

und

fur die Kontrollgruppe
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Abb. 32: S/V der Klebervariante 1 und der Kontrollgruppe nach 21 und 42 Tagen.

Bei der Untersuchung des Parameters MTPT liel3 sich kein signifikanter Unterschied

zwischen der Klebergruppe 1 und der Kontrollgruppe nach 21 Tagen feststellen

(p=0,237) (Abb. 33). So lagen auch die Mittelwerte eng zusammen mit 166,31 um fur

die Klebervariante 1 und 144,21 um fur die Kontrollgruppe.

Auch nach 42 Tagen lagen die Mittelwerte der beiden Gruppen dicht beieinander.

Fur die Klebervariante 1 zeigte sich ein Ergebnis von 247,89 um und fur die
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Kontrollgruppe von 253,88 um. Diese geringe Differenz konnte auch nicht als

signifikant bezeichnet werden (p=0,766).
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Abb. 33: MTPT der Klebervariante 1 und der Kontrollgruppe nach 21 und 42 Tagen.

Dicht zusammen liegende Mittelwerte ergaben sich nach 21 Tagen fir den
Parameter MTPD. Dabei zeigten sich Werte von 2,17 mm~-1 fir die Klebervariante 1
und von 2,31 mm~”-1 fur die Kontrollgruppe (Abb. 34). Fir diesen Unterschied
konnten keine Signifikanzen ermittelt werden (p=0,781).

Nach 42 Tagen konnte man zwar eine leicht grol3ere Differenz der Mittelwerte
beobachten, jedoch war diese ebenfalls nicht signifikant (p=0,229). Bei der
Klebervariante 1 wurde ein Ergebnis von 0,99 mm”-1 ermittelt, fir die Kontrollgruppe

eines von 1,30 mm”-1.
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Abb. 34: MTPD der Klebervariante 1 und der Kontrollgruppe nach 21 und 42 Tagen.
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3. Ergebnisse

Fur MTPS zeigten sich nach 21 Tagen erkennbar hohere Werte fur die
Klebervariante 1 im Vergleich mit der Kontrollgruppe. Doch waren diese
Unterschiede nicht signifikant (p=0,767) (Abb. 35). Es lie3 sich ein Mittelwert von
442,00 um fir die Klebervariante 1 und von 373,57 um fur die Kontrollgruppe
beobachten.

Dreimal so hohe Werte waren nach 42 Tagen fir die Klebervariante 1 zu
beobachten. Dabei betrug der Mittelwert fir die Klebervariante 1 2274,11 pum und fur
die Kontrollgruppe 727,55 um. Doch trotz dieser grof3en Differenz waren keine

Signifikanzen feststellbar (p=0,448).
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Abb. 35: MTPS der Klebervariante 1 und der Kontrollgruppe nach 21 und 42 Tagen.

Nach 21 Tagen waren fur den Parameter Marrow Space Star Volume keine
Signifikanzen zu beobachten (p=0,297) (Abb. 36). Die Ergebnisse lagen dabei auch
dicht beieinander, mit dem leicht héheren Wert fur die Klebervariante 1. Der
Mittelwert fir die Klebervariante 1 betrug dabei 0,12 mm”3 und der fiur die
Kontrollgruppe 0,09 mm~3.

Sogar identische Mittelwert fand man bei dem Vergleich der beiden Gruppen nach
42 Tagen. Dabei konnten dann auch keine Signifikanzen gefunden werden

(p=0,970). Das Ergebnis bei beiden Gruppen lautete 0,34 mm”3.
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Abb. 36: Marrow Space Star Volume der Klebervariante 1 und der Kontrollgruppe nach
21 und 42 Tagen.

Bei dem Vergleich der Klebervariante 1 mit der Kontrollgruppe konnte man nach 21
Tagen fur keinen der gemessenen Parametern einen signifikanten Unterschied
beobachten. Auch die Mittelwerte differierten nur in geringem Ausmal3.

Nach 42 Tagen waren die Unterschiede ebenfalls nicht als signifikant zu bezeichnen,

jedoch traten deutlichere Unterschiede der Mittelwerte auf.

3.3 Ergebnisse innerhalb eines Osteotomiespalts nach 21 und
42 Tagen

Bei dem Vergleich der histomorphometrischen Ergebnisse innerhalb eines
Osteotomiespalts wurden die drei Messfeldquadranten innerhalb  des
Osteotomiespalts nach 21 und 42 Tagen miteinander verglichen. Dabei lag der 1.
Quadrant im gelenknahen Bereich, der 2. Quadrant zentral und der 3. Quadrant im
gelenkfernen Bereich. Die Daten wurden Uber die Klebervariante 1 und die
Kontrollgruppe gemittelt, da sich zwischen beiden keine signifikanten Unterschiede
zeigten und auf diese Weise eine grolBere Zahl von Tieren zum Vergleich
herangezogen werden konnte.

Die Ergebnisse fir TBV nach 21 Tagen zeigten zwischen den einzelnen Messfeldern
keine grolRen Unterschiede. Dabei konnten auch keine Signifikanzen festgestellt
werden (p=0,86) (Abb. 37). Die Mittelwerte betrugen fur das 1. Feld 33,42%, fur das
2. Feld 37,07% und fur das 3. Feld 36,37%.
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3. Ergebnisse

Ein anderes Bild zeigte sich nach 42 Tagen. Hier war der Mittelwert fur das 1. Feld
mit 45,83% rund doppelt so hoch wie fiir die Felder 2 und 3 mit 23,62% und 21,36%.
Die Unterschiede waren hier sogar hoch signifikant (p1+2=0,001; p1+3=0,004).
Zwischen den Feldern 2 und 3 konnte dabei keine signifikante Differenz beobachtet

werden (p2+3=0,9).
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Abb. 37: TBV der drei Messfelder innerhalb des Osteotomiespaltes nach 21 und 42 Tagen.

Bei der Betrachtung des Parameters S*v nach 21 Tagen lieRen sich keine
signifikanten Unterschiede der Felder feststellen (p=0,64) (Abb. 38). Auch waren die
Differenzen zwischen den Feldern nicht sehr grol3. Dabei wurde fur das 1. Feld
4,27 mm"2/mm~3, fur das 2. Feld 4,79 mm"2/mm~3 und fur das 3. Feld
4,39 mm”~2/mm”3 gemessen.

Nach 42 Tagen konnten wiederum hoch signifikante Unterschiede zwischen dem
1. Feld und den Feldern 2 und 3 beobachtet werden (p1+2=0,002; p1+3=0,005). Der
Mittelwert des 1. Feldes mit 3,22 mm”~2/mm”3 war dabei fast doppelt so hoch wie in
den beiden anderen Feldern. Deren Mittelwerte mit 1,93 mm”2/mm”3 fiur das 2. Feld
und 1,72 mm"2/mm”3 fur das 3. Feld unterschieden sich dabei nicht signifikant

(p2+3=0,6).
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Abb. 38: S*v der drei Felder innerhalb des Osteotomiespaltes nach 21 und 42 Tagen.

Nach 21 Tagen lagen fur S/V die Mittelwerte der einzelnen Felder relativ dicht
beieinander. Mit einem Ergebnis von 14,56 mm”2/mm"3 beim 1. Feld, von
13,74 mm”~2/mm”3 beim 2. Feld und von 13,29 mm”2/mm”3 beim 3. Feld waren
keine signifikanten Unterschiede feststellbar (p=0,9) (Abb. 39).

Signifikante Unterschiede wurden nach 42 Tagen bei dem Vergleich des 1. Feldes
mit den beiden anderen gemessen (p1+2=0,03; p1+3=0,011). Dabei lagen die Werte
der Felder 2 und 3 ca. 1,3fach tUber dem des 1. Feldes mit 7,07 mm”2/mm”3. Die
Mittelwerte fur die Felder 2 und 3 lagen mit 9,36 mm”2/mm”3 und 9,19 mm”"2/mm~"3

dicht zusammen und wiesen auch keine signifikante Differenz auf (p2+3=0,7).
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Abb. 39: S/V der drei Felder innerhalb des Osteotomiespaltes nach 21 und 42 Tagen.
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Wenig differierende Mittelwerte wiesen die drei Felder nach 21 Tagen fur den
Parameter MTPT auf, wobei auch keine Signifikanzen gefunden werden konnten
(p=0,7) (Abb. 40). Das Ergebnis fur das 1. Feld betrug 149,86 um, fir das 2. Feld
151,58 um und fur das 3. Feld 164,33 pum.

Nach 42 Tagen waren die Unterschiede zwischen dem 1. Feld und den Feldern
2 und 3 als hoch signifikant zu bezeichnen (p1+2=0,009; p+3=0,01). Dabei lag der
Mittelwert von 287,77 um fur das 1. Feld ungefahr um den Faktor 1,25 tber denen
der Felder 2 und 3 mit 227,57 um und 237,31 um. Die Felder 2 und 3 unterschieden
sich ihrerseits nicht signifikant (p2+3=0,38).
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Abb. 40: MTPT der drei Felder innerhalb des Osteotomiespaltes nach 21 und 42 Tagen.

Nach 21 Tagen gab es fur MTPD keine bedeutenden Unterschiede zwischen den
drei Feldern. Dabei zeigten sich Mittelwerte von 2,13 mm”-1 fur das 1. Feld,
2,40 mm~-1 fur das 2. Feld und von 2,19 mm*-1 fur das 3. Feld (Abb. 41). Diese
Unterschiede waren nicht signifikant (p=0,64).

Hoch signifikante Unterschiede lieBen sich am 42. Tag finden (p1+2=0,002;
p1+3=0,005). Dabei lag der Mittelwert des 1. Feldes, verglichen mit den beiden
anderen Feldern, fast doppelt so hoch. Keine signifikanten Differenzen konnten fir
die Felder 2 und 3 festgelegt werden (p2+3=0,6). Es ergab sich fir das 1. Feld ein
Wert von 1,61 mmA-1, fur das 2. Feld einer von 0,96 mm”-1 und fur das 3. Feld einer

von 0,86 mm~-1.
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Abb. 41: MTPD der drei Felder innerhalb des Osteotomiespaltes nach 21 und 42 Tagen.

Fir den Parameter MTPS lie3en sich am 21. Tag keine signifikanten Unterschiede
zwischen den drei Feldern finden (p=0,6), wobei die Mittelwerte der Felder 1 und 3
mit 449,34 pm und 470,89 um ungefdahr 1,5mal Uber denen des 2. Feldes mit
303,13 um lagen (Abb. 42).

Signifikante Unterschiede liel3en sich wieder nach 42 Tagen zwischen den Feldern
1 und 3 beobachten (p1+3=0,023). Dabei lag der Mittelwert des 3. Feldes mit
2745,97 um 7mal so hoch wie der des 1. Feldes mit 400,97 um. Die Unterschiede
zwischen den Felder 1 und 2 waren sogar hoch signifikant (p1+2=0,006), wobei die
Ergebnisse des 2. Feldes mit 1355,56 um 3,5fach Uber denen des 1. Feldes lagen.
Obwohl die Ergebnisse des 3. Feldes doppelt so hoch waren wie die des 2. Feldes,

konnte dieser Unterschied nicht als signifikant bezeichnet werden (p2+3=0,35).
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Abb. 42: MTPS der drei Felder innerhalb des Osteotomiespaltes nach 21 und 42 Tagen.
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3. Ergebnisse

Fur das Marrow Space Star Volume konnten nach 21 Tagen zwischen den drei
Feldern keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (p=0,2) (Abb. 43). Die
Mittelwerte differierten dabei nur geringfligig. Das Ergebnis des 1. Feldes war
0,10 mm”3, das des 2. Feldes 0,08 mm”3 und das des 3. Feldes 0,13 mm"3.
Ungefahr doppelt so grol3 war der Mittelwert des 1. Feldes im Vergleich mit den
Feldern 2 und 3 nach 42 Tagen. Zwischen dem 1. und dem 3. Feld konnte eine
signifikante Differenz beobachtet werden (p1+3=0,013). Der Unterschied zwischen
den Feldern 1 und 2 war sogar hoch signifikant (p1+2=0,005). Dabei wies das 1. Feld
ein Ergebnis von 0,48 mm”3, das 2. Feld eines von 0,25 mm”3 und das 3. Feld eines
von 0,30 mm”3 auf. Der Vergleich der Felder 2 und 3 ergab dabei keine signifikanten
Unterschiede (p2+3=0,22).
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Abb. 43: Marrow Space Star Volume der drei Felder innerhalb des Osteotomiespaltes nach
21 und 42 Tagen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass nach 21 Tagen bei keinem der
gemessenen Parameter ein signifikanter Unterschied zwischen den drei Messfeldern
beobachtet werden konnte. Auch anhand der Mittelwerte lieRen sich keine grol3en
Unterschiede zwischen den drei Messfeldern ableiten.

Ein anderes Bild zeigte sich am 42. Tag. Hier liel3en sich zwischen dem 1. Feld und
den beiden anderen Feldern signifikante bis hoch signifikante Unterschiede
feststellen. Die Mittelwerte differierten teilweise um den Faktor 2 und hoher. Die
Felder 2 und 3 differierten ihrerseits fur keinen Parameter signifikant. Ebenfalls lagen

die Mittelwerte dicht beieinander.
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3. Ergebnisse

3.4 Vergleich der Schnittebenen nach 21 und 42 Tagen

Hierbei wurden die histomorphometrischen Ergebnisse des 1. Schnittes, aus der
zentralen Etage, mit denen des 2. Schnittes, aus der ventralen Etage, nach 21 und
42 Tagen verglichen. Die Daten wurden Uber die Ergebnisse der Klebervariante 1
und der Kontrollgruppe gemittelt, da sich die Ergebnisse der beiden Gruppen nicht
signifikant voneinander unterschieden. Hiermit erreichte man eine grof3ere Anzahl
von vergleichbaren Préaparaten.

Fur den Parameter TBV zeigten sich nach 21 Tagen nur leicht differierende
Ergebnisse zwischen den beiden Schnitten. Der leicht hohere Wert lag bei dem
1. Schnitt mit 37,42%, wobei der 2. Schnitt einen Mittelwert von 33,82% aufwies
(Abb. 44). Diese geringe Differenz konnte nicht als signifikant bezeichnet werden
(p=0,06).

Ein signifikanter Unterschied konnte dafur nach 42 Tagen beobachtet werden
(p=0,02). Hierbei lag der Mittelwert des 2. Schnittes 1,3fach Uber dem des
1. Schnittes. So betrug der Wert des 1. Schnittes 26,31% und im Vergleich dazu der
des 2. Schnittes 34,23%.
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Abb. 44: TBV der Schnittebenen nach 21 und 42 Tagen.

Keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Schnitten konnte man nach
21 Tagen fur den Parameter S*v beobachten (p=0,1) (Abb. 45). Auch die Ergebnisse
lagen dicht zusammen. Der 1. Schnitt wies dabei einen Mittelwert von

4,75 mm"2/mm”3 auf, der 2. Schnitt von 4,21 mm”"2/mm~3.
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3. Ergebnisse

Nach 42 Tagen sah dieser Unterschied nicht viel anders aus. Auch hier war keine
signifikante Differenz festzustellen (p=0,09). Der 1. Schnitt wies das leicht geringere
Ergebnis mit 2,08 mm"2/mm"3 auf im Vergleich mit 2,50 mm”"2/mm"3 beim
2. Schnitt.
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Abb. 45: S*v der Schnittebenen nach 21 und 42 Tagen.

Die Mittelwerte der beiden Schnitte fur S/V differierten nach 21 Tagen kaum. So
ergab sich fur den 1. Schnitt ein Wert von 14,01 mm”2/mm”3, der sich nicht
signifikant von dem Wert des 2. Schnittes mit 13,72 mm”2/mm”3 unterschied (p=0,8)
(Abb. 46).

Gleiches qilt fur die Ergebnisse nach 42 Tagen. Dabei konnten ebenfalls keine
Signifikanzen festgelegt werden (p=0,41). Die Mittelwerte von 8,82 mm"2/mm~3 flr
den 1. Schnitt und von 8,26 mm”2/mm~”3 fur den 2. Schnitt unterschieden sich nur

wenig.

Nach 21 Tagen lagen die Ergebnisse der beiden Schnitte fur den Parameter MTPT
relativ dicht beieinander. Der 1. Schnitt wies dabei einen Mittelwert von 151,22 pm
auf, der 2. Schnitt von 159,30 um (Abb. 47). Signifikanzen konnten nicht festgestellt
werden (p=0,18).

Ein signifikanter Unterschied konnte jedoch nach 42 Tagen beobachtet werden
(p=0,02). Hierbei wies der 2. Schnitt einen leicht h6heren Wert im Vergleich mit dem
1. Schnitt auf. Der 1. Schnitt ergab einen Mittelwert von 238,81 um und der 2. Schnitt

einen von 262,96 um.

64



3. Ergebnisse

16
14 ~
12 ~
10 A

@1. Schnitt
W 2. Schnitt

6_

SIV [mm~2/mm~ 3]
(o]

4 -

2_

Tag21 Tag42

Abb. 46: S/V der Schnittebenen nach 21 und 42 Tagen.
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Abb. 47: MTPT der Schnittebenen nach 21 und 42 Tagen.

Bei der Untersuchung des Parameters MTPD konnten fur den 21. Tag keine
Signifikanzen bei dem Vergleich der beiden Schnittebenen gefunden werden (p=0,1)
(Abb. 48). Die Mittelwerte unterschieden sich nur in geringem Ausmal3. Fir den
1. Schnitt wurde ein leicht héheres Ergebnis von 2,38 mm”-1 im Vergleich mit dem
2. Schnitt mit 2,11 mm”-1 beobachtet

Ebenfalls nicht signifikant differierten die Ergebnisse nach 42 Tagen (p=0,09). Auch
lagen die Mittelwerte hier dicht zusammen. Dabei betrug der Wert fiir den 1. Schnitt
1,04 mm”-1 und fir den 2. Schnitt 1,25 mm~-1.
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Abb. 48: MTPD der Schnittebenen nach 21 und 42 Tagen.

Fir MTPS unterschieden sich die Ergebnisse nach 21 Tagen ungefahr um den
Faktor 1,25. Dabei lag der hohere Wert bei dem 2. Schnitt mit 459,09 um (Abb. 49).
Der Mittelwert fur den 1. Schnitt betrug 356,48 um. Jedoch war keine signifikante

Differenz zu beobachten (p=0,4).

Der Unterschied der beiden Schnittebenen war nach 42 Tagen noch groR3er, jedoch

war hier ebenfalls keine Signifikanz festzustellen (p=0,46). Der Mittelwert von

1885,55 um des 2. Schnittes lag dabei ungefahr 1,7fach tber dem des 1. Schnittes

mit 1116,12 pm.
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Abb. 49: MTPS der Schnittebenen nach 21 und 42 Tagen.
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Am 21. Tag konnten fur Marrow Space Star Volume keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Schnitten gefunden werden (p=0,15) (Abb. 50). Dabei fand sich
der leicht hohere Mittelwert mit 0,12 mm”3 bei dem 2. Schnitt. Das Ergebnis des
1. Schnittes betrug 0,09 mm”3.

Ein signifikanter Unterschied lieR sich nach 42 Tagen beobachten, obwohl die
Ergebnisse recht dicht beieinander lagen (p=0,04). Der hohere Mittelwert von
0,38 mm”3 konnte fur den 2. Schnitt ermittelt werden, der fir den 1. Schnitt lag bei
0,30 mm”"3.
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Abb. 50: Marrow Space Star Volume der Schnittebenen nach 21 und 42 Tagen.

Abschliel3end kann man sagen, dass sich kaum signifikante Unterschiede zwischen
den beiden Schnittebenen finden lieRen. Nach 21 Tagen bestanden nur geringe
Differenzen der Mittelwerte zwischen den beiden Schnitten, die nicht signifikant
waren.

Deutlicher traten diese Unterschiede nach 42 Tagen hervor. Hierbei lie3en sich auch
bei einzelnen Parametern, vor allen Dingen TBV, MTPT und Marrow Space Star

Volume, signifikante Unterschiede feststellen.

3.5 Vergleich der Klebervarianten nach 21 und 42 Tagen

Fur den Parameter TBV liel3en sich nach 21 Tagen keine signifikanten Unterschiede

zwischen den beiden Klebervarianten feststellen (p=0,28) (Abb. 51). Dabei lag der
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Mittelwert der Klebervariante 1 mit 36,68% anndhernd 1,7fach tUber dem der
Klebervariante 2 mit 21,76%.

Die Mittelwerte der beiden Klebervarianten nach 42 Tagen differierten kaum und
unterschieden sich auch nicht signifikant (p=0,83). Dabei lag das Ergebnis der

Klebervariante 1 mit 26,44% leicht Uber dem der Klebervariante 2 mit 24,22%.
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Abb. 51: TBV der Klebervarianten nach 21 und 42 Tagen.

Nach 21 Tagen lieR sich fur S*v ein mehr als 1,4fach hoherer Wert der
Klebervariante 1 im Vergleich mit der Klebervariante 2 beobachten. Jedoch war
dieser Unterschied nicht signifikant (p=0,33) (Abb. 52). Das Ergebnis der
Klebervariante 1 betrug 4,34 mm"2/mm”3, das der Klebervariante 2
3,03 mm~2/mm~3.

Auch nach 42 Tagen konnte man keine signifikante Differenz zwischen den beiden
Klebervarianten feststellen (p=0,85). Dabei lagen die Mittelwerte mit
1,97 mm”"2/mm~"3 fir die Klebervariante 1 und 2,11 mm”*2/mm~”3 fir die

Klebervariante 2 dicht zusammen.

Doppelt so hohe Mittelwerte wies die Klebervariante 2 im Vergleich mit der
Klebervariante 1 fur den Parameter S/V auf. Der Wert fur die Klebervariante 1 betrug
dabei 12,86 mm"2/mm~3, der fur die Klebervariante 2 24,43 mm”2/mm”3 (Abb. 53).

Trotz dieses grol3en Unterschiedes war keine Signifikanz feststellbar (p=0,09).
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Abb. 52: S*v der Klebervarianten nach 21 und 42 Tagen.

Ebenfalls nicht signifikant war der Unterschied der beiden Klebervarianten nach
42 Tagen (p=0,09), obwohl auch hier der Mittelwert der Klebervariante 2 doppelt so
gro3 war wie der der Klebervariante 1. Dabei konnte man ein Ergebnis von
8,94 mm”"2/mm~3 fur die Klebervariante 1 und eines von 15,33 mm”2/mm~3 fir die

Klebervariante 2 beobachten.
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Abb. 53: S/V der Klebervarianten nach 21 und 42 Tagen.

Fur den Parameter MTPT lie3en sich am 21. Tag keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Klebervarianten feststellen (p=0,13) (Abb. 54). Dabei wies die
Klebervariante 1 mit 166,31 um einen fast 1,4fach héheren Mittelwert auf als die

Klebervariante 2 mit 119,30 pm.
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Die Ergebnisse nach 42 Tagen differierten ebenso nicht signifikant (p=0,12). Die
Mittelwerte der beiden Klebervarianten unterschieden sich um den Faktor 1,3. Dabei
betrug das Ergebnis fiur die Klebervariante 1 247,89 um und fur die
Klebervariante 2 190,82 pm.
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Abb. 54: MTPT der Klebervarianten nach 21 und 42 Tagen.

Am 21. Tag betrug der Mittelwert des Parameters MTPD fir die Klebervariante 1
2,17 mm~-1 und lag damit 1,5fach tGber dem fur die Klebervariante 2 mit 1,51 mm”-1
(Abb. 55). Diese Differenz war jedoch nicht signifikant (p=0,34).

Fast identische Mittelwerte der beiden Klebervarianten konnten nach 42 Tagen
gefunden werden. Der Mittelwert der Klebervariante 1 lag bei 0,99 mm~-1, der der
Klebervariante 2 bei 1,05 mm»-1. Es konnten dabei keine Signifikanzen ermittelt
werden (p=0,85).

Trotz viermal so hohen Werten fir MTPS bei der Klebervariante 2 im Vergleich mit
der Klebervariante 1, konnten diese Unterschiede nicht als signifikant bezeichnet
werden (p=0,25) (Abb. 56). Dabei wies die Klebervariante 1 ein Ergebnis von
442,00 um auf und die Klebervariante 2 eines von 1870,62 um.

Auch nach 42 Tagen konnte man keine signifikanten Unterschiede finden (p=0,69).
Der Mittelwert fur die Klebervariante 2 von 3336,90 um lag dabei fast 1,5fach tber
dem der Klebervariante 1 mit 2274,11 pm.

70



3. Ergebnisse

w

N
al
1

N
1

O Klebervariantel

=
a1
1

® Klebervariante2

MTPD [mmA-1]

=
1

o
a1
1

o

Tag21 Tag42

Abb. 55: MTPD der Klebervarianten nach 21 und 42 Tagen.
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Abb. 56: MTPS der Klebervarianten nach 21 und 42 Tagen.

Fur Marrow Space Star Volume lag das Ergebnis am 21. Tag fir die Klebervariante 1
mit 0,12 mm"3 1,5mal héher als das der Klebervariante 2 mit 0,08 mm”3 (Abb. 57).

Doch war diese Differenz nicht als signifikant zu werten (p=0,34).
Relativ dicht beieinander lagen die Mittelwerte der beiden Klebervarianten nach

42 Tagen. Dabei liel3 sich auch kein signifikanter Unterschied beobachten (p=0,62).
Es konnte ein Ergebnis von 0,34 mm”3 bei der Klebervariante 1 und eines von

0,27 mm”3 bei der Klebervariante 2 festgestellt werden.
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Abb. 57: Marrow Space Star Volume der Klebervarianten nach 21 und 42 Tagen.

AbschlieRend kann man feststellen, dass es keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Klebervarianten zu verzeichnen gab. Vor allen Dingen nach
42 Tagen lagen auch die Mittelwerte der beiden Klebervarianten groftenteils dicht
beieinander.

Nach 21 Tagen sind die Unterschiede der Mittelwerte doch etwas deutlicher. Die
Parameter der Klebervarianten differieren hier um den Faktor 1,5 bis 2, bei dem

Parameter MTPS sogar um Faktor 4.
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4. Diskussion

Knochen hat als einziges Gewebe im menschlichen Korper die besondere Fahigkeit
Defekte ohne Narbengewebe und mit Herstellung der originéren Struktur zu heilen.
Man unterscheidet zwei Arten von Knochen, die sich durch den unterschiedlichen
Aufbau ihrer Struktur unterscheiden: Lamellenknochen, der im erwachsenen Korper
fast ausschlieBlich zu finden ist, und Geflechtknochen, der meist bei der
Knochenneubildung anfallt und gréf3tenteils in Lamellenknochen umgewandelt wird.
Auch bei der Frakturheilung gibt es zwei Formen, die Primar- und die
Sekundarheilung. Dabei findet sich die Primérheilung bei stabiler osteosynthetischer
Versorgung mit weitgehend exakter Reposition der Frakturenden. Die
Sekundarheilung verlauft tber die Zwischenstufe eines Kallus, der aus Bindegewebe
und Knorpel besteht. Diese Art der Frakturheilung lauft bei nicht ausreichender
Stabilitat und Reposition der Fraktur ab.

Zur Vereinfachung und schonenden Versorgung von Frakturen versucht man schon
seit einiger Zeit einen bioresorbierbaren Knochenkleber zu entwickeln, der eine
Alternative zu klassischen osteosynthetischen Verfahren sein kénnte. Interessant ist
der Einsatz eines solchen Klebers vor allen Dingen bei der osteosynthetischen
Versorgung von Kleinfragmenten oder Trimmerfrakturen. Ein Knochenkleber bietet
den Vorteil, dass eine Zweitoperation Uberflissig wird, und die Erstoperation
schonender ablauft. AuRerdem koénnen kleine Knochenfragmente und osteolytische
oder osteoporotische Knochenfrakturen besser versorgt werden. Des Weiteren
verbleibt nach der Degradation des Knochenklebers kein Fremdmaterial im Korper.
Es konnte jedoch bisher kein Knochenkleber gefunden werden, der eine Alternative
zu Kklassischen osteosynthetischen Verfahren darstell, da er entweder nicht
genugend Adhéasionskrafte oder keine ausreichende Biokompatibilitdt besafd. Nur
PMMA als Knochenzement und vereinzelt andere Kleber werden im klinischen Alltag
verwendet. PMMA findet vor allen Dingen bei der Verankerung von Prothesen und
der Versorgung von osteolytischen oder osteoporotischen Knochen Verwendung.

Bei der experimentellen Untersuchung von Knochenwachstum und -struktur wird
oftmals die Knochenhistomorphometrie eingesetzt. Hiermit ist es moglich, mdglichst
objektiv und quantitativ an histologischen Praparaten den Knochenaufbau und
-umbau zu untersuchen. Es kdnnen sowohl zu zwei-, als auch zu dreidimensionalen

Strukturparametern Aussagen getroffen werden. Mit Hilfe der
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Knochenhistomorphometrie kann somit auch die knécherne Durchbauung neuartiger
Knochenkleber mit geringem Zeitaufwand objektiv und quantitativ beurteilt werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte histomorphometrisch die Osteogenese im
Osteotomiespalt der Femurkondyle des Kaninchens nach Applikation von zwei
neuen resorbierbaren und degradierbaren Knochenklebervarianten im Vergleich zur
Kontrollgruppe  untersucht werden. Dabei wurde ein standardisiertes
Osteotomiemodell am Kaninchen gewahlt, wobei die Tiere nach 7, 21, 42 und 84
Tagen euthanasiert wurden. Die beiden Knochenklebervarianten basierten auf einer
Ethylenglykol-oligolactid-dimethacrylat (ELAMA)-Verbindung und unterschieden sich
durch die zugesetzten Comonomere.

Zur Untersuchung der knéchernen Durchbauung des Osteotomiespalts nach 21 und
42 Tagen kam die Knochenhistomorphometrie zum Einsatz. Damit sollte eine
besonders untersucherunabhdngige und zeitsparende quantitative Beurteilung der

knéchernen Durchbauung des Osteotomiespalts mdglich sein.

4.1 Material und Methoden

Bei der Operation wurde unifemoral eine standardisierte Osteotomie an der lateralen
Femurkondyle eines Kaninchens durchgefuhrt. Die Frakturheilung verlauft beim
Kaninchen in &hnlicher Weise wie beim Menschen, nur wesentlich schneller. So sind
die meisten Vorgange der Heilung schon nach 6 Wochen abgeschlossen (Wissing et
al., 1990). Da beim Menschen in Anlehnung an die 3 Typen der monokondyléaren
Femurfraktur die laterale am haufigsten auftritt und sich dieses ausgewéhlte
Osteotomiemodell als erprobt und etabliert zeigt, wurde die laterale Femurkondyle
der Kaninchen abgesetzt (Ostermann et al., 1994, Wissing et al.,, 1990). Der
abgesetzte Teil der Kondyle wurde in der Kontrollgruppe und bei der Klebervariante
1 mit zwei Kirschnerdrahten wieder refixiert. Da die Tiere nach der Operation die
Beine sofort wieder belasteten, die Fixationsmethode aber nur Ubungsstabile
Verhéaltnisse gewahrleistete, zeigte sich, dass mit den beiden Kirschnerdrahten keine
ausreichende Stabilitat gegeben war. Zudem war die erzielte Kompression auf den
Osteotomiespalt unzureichend. Somit entschloss man sich fur die Klebervariante 2
nur noch einen Kirschnerdraht, dafir aber zusatzlich eine kanulierte Titan-Schraube
als Zugschraube zu verwenden. Damit sollte eine hdéhere Kompression auf den

Osteotomiespalt ausgelbt werden. Jedoch wurden auch hierbei keine
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belastungsstabilen Verhaltnisse erzielt. Zwar wurde bei der Klebervariante 2 durch
die Zugschraube eine starkere Kompression auf den Osteotomiespalt erreicht, doch
durch die Verwendung einer anderen Fixationsmethode, ist die Vergleichbarkeit der
Klebervariante 2 zu der Kontrollgruppe und der Klebervariante 1 gemindert worden.
Ein wesentlicher Faktor, der die Ergebnisse beeinflusste, war das unterschiedliche
Ausmal} der Osteotomiezone, deren Breite doch von Praparat zu Préparat und auch
innerhalb eines Tieres stark variierte. Im Besonderen unterschied sich die Breite des
Osteotomiespaltes zwischen den nach 21 Tagen und den nach 42 Tagen
euthanisierten Tieren. Bei den Letzteren war ein deutlich breiterer Spalt zu erkennen
und auch quantifizierbar im Vergleich zu der 21-Tage Gruppe.

Die Tiere belasteten die operierten Beine sofort wieder nach der Operation, obwohl
keine belastungsstabilen Verhéaltnisse durch die Operation erzielt wurden. Die
Unterschiede scheinen durch die doppelt so lange Belastungszeit der 42-Tage Tiere
im Vergleich mit den 21-Tage Tieren hervorgerufen zu werden. Bei der
Kontrollgruppe und der Klebervariante 1 spielt sicherlich zusatzlich auch die alleinige
Fixation mit zwei Kirschnerdrdhten eine Rolle. Jedoch zeigten auch die
Osteotomiespaltbreiten der Klebervariante 2, die zusatzlich mit einer Zugschraube
fixiert wurde, nach 42 Tagen deutlich gro3ere Spaltmalde als nach 21 Tagen. Durch
die bei der histomorphometrischen Auswertung in den Osteotomiespalt eingelegten
Quadranten konnte die Breite des Osteotomiespaltes gemessen werden, wobei hier
keine Einheit hinsichtlich der Breite vorhanden war, sondern die Relationen
betrachtet werden mussten. So lag die Breite des Osteotomiespaltes in der
Kontrollgruppe bei der 42-Tage Gruppe im Mittel fast doppelt so hoch wie in der
21-Tage Gruppe. Ein &hnliches Bild ergab sich bei der Gruppe der Klebervariante 2.
Auch hier waren die Spaltmal3e nach 42 Tagen durchschnittlich doppelt so hoch wie
nach 21 Tagen. Bei der Gruppe der Klebervariante 1 war der Unterschied noch
extremer. Hier lag der Mittelwert der Osteotomiespaltbreite fast dreimal so hoch in
der 42-Tage Gruppe im Vergleich zu der 21-Tage Gruppe. Bei diesen Differenzen
liegt ein grof3es Problem in der Vergleichbarkeit der zu unterschiedlichen Zeitpunkten
euthanisierten Tiere. Genauso problematisch zeigte sich damit die Vergleichbarkeit
der Klebervariante 1 mit der Kontrollgruppe nach 42 Tagen. Wo die Spaltbreite nach
21 Tagen in beiden Gruppen noch fast gleich waren, differierten die Breiten nach 42
Tagen doch eindeutig. So war der Osteotomiespalt bei der Klebervariante 1

durchschnittlich fast doppelt so breit wie in der Kontrollgruppe.
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Das gleiche Problem stellt sich bei dem Vergleich der beiden Kleber. So ist der
Vergleich der beiden 21-Tage Gruppen noch ganz gut moglich, da sich hier die
Spaltbreiten nur gering unterschieden. Anders sieht das bei dem Vergleich der
beiden Gruppen nach 42 Tagen aus. Dabei war die Spaltbreite bei der
Klebervariante 1 im Durchschnitt fast doppelt so breit wie bei der Klebervariante 2.

Diese Problematik der Osteotomiespaltbreite ergab sich bei dem Vergleich der
Schnitte und Felder miteinander nicht. Die miteinander verglichenen Messfelder
hatten, da sie in ein und demselben Praparat lagen und bedingt durch das Einlegen
der gleich grof3en Messfeldquadranten, immer die gleichen Breiten. Die miteinander
verglichenen Langsschnitte stammten jeweils von dem gleichen Tier, lagen aber
nicht im gleichen Praparat. Trotzdem hielten sich die Unterschiede im minimalen

Bereich, sowohl nach 21 Tagen, als auch nach 42 Tagen.

Bei den verwendeten Préaparaten ergab sich das Problem, dass die
Farbungsmethoden, Toluidinblau, Levai-Laczko und van Gieson, fur die
histomorphometrische Auswertung nicht als die optimalen Methoden anzusehen
sind. Als die Standardfarbung fir die Histomorphometrie bei knéchernen Strukturen
hat sich die von Kossa- Féarbung erwiesen. Die verwendeten Praparate wurden
jedoch urspriinglich fur eine qualitative Bewertung der Femurkondylen unter dem
Lichtmikroskop hergestellt und deshalb mit den genannten Farbungen bearbeitet.
Durch die nachtragliche Kontrastverscharfung am Computer konnten jedoch
vermeintliche Unterschiede der verschiedenen Farbungen ausgeglichen und eine
Kontrastierung wie bei vergleichbaren von Kossa- gefarbten Praparaten erreicht
werden.

Als problematisch konnte diese Nachbearbeitung der Praparate am Computer
angesehen werden, doch ist hierzu zu sagen, dass es sich um eine interaktive
Nachbearbeitung handelt. Der Untersucher kann unter lichtmikroskopischer Kontrolle
am Originalpraparat die Artefakte ohne Schwierigkeiten erkennen (Abb. 20). Eine
signifikante Beeinflussung der Ergebnisse ist hiermit nahezu ausgeschlossen. Des
Weiteren gilt es zu bedenken, dass dieser Bearbeitungsschritt immer von derselben
Person durchgefuhrt wurde.

Werden die Untersuchungen an ein und demselben Praparat von unterschiedlichen
Untersuchern vorgenommen, so kann sich ein signifikanter Unterschied der

Ergebnisse einstellen. Wird diese Untersuchung jedoch von derselben Person
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durchgefiihrt, so entstehen reproduzierbare Ergebnisse ohne signifikante

Abweichungen (Compston et al., 1986).

Abb. 20: Nach van Gieson gefarbtes Originalpréparat eines 42-Tage Praparates der
Kontrollgruppe zur lichtmikroskopischen Kontrolle der Nachbearbeitung und der

korrekten Einlage der Messfeldquadranten.

Als ebenfalls untersucherabhdngig erweist sich das Einlegen der
Messfeldquadranten in den Osteotomiespalt, da hierbei oftmals keine eindeutige
Begrenzung des Osteotomiespaltes auszumachen war. Doch wurde auch hier unter
lichtmikroskopischer Kontrolle am Originalpraparat gearbeitet. AuRerdem wurden,
ebenso wie bei der Nachbearbeitung, alle Arbeiten von ein und demselben
Untersucher unternommen. Dadurch sind die Fehler so weit wie méglich reduziert
worden.

Der rechteckige Auswertungsbereich erwies sich oftmals als problematisch, wenn
das distale oder proximale Ende des Osteotomiespaltes nicht gerade abschloss,
sondern gekrimmt war. Befand sich ein Kirschnerdraht im Praparat ergab sich ein
ahnliches Problem, da dieser ebenfalls eine Krimmung aufwies. Daher wurden
entweder, bei kleiner gewéahltem Messfeldquadranten, kndcherne Anteile
vernachlassigt, oder es ging, bei groRerem Quadranten, knochenleere Flache in die

Auswertung mit ein. In der vorliegenden Arbeit wurde der kleinere
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Auswertungsbereich verwendet. Hierdurch ging der auflerhalb des Quadrates
liegende Knochen verloren (Abb. 21).

Weiterhin lagen die Osteotomiespaltenden im gelenknahen Kondylenbereich nicht
genau parallel, was ebenfalls zu der Frage der Begrenzung des
Auswertungsbereiches flihrte. Hier wurde der jeweils tiefer liegende Teil des
Osteotomiespaltes als Grenze gewahlt, da nur bis dorthin an beide Seiten der
Osteotomiezone origindrer Knochen heranreicht. Dadurch ging auch hier teilweise

der dartber liegende Knochen verloren (Abb. 21).

Abb. 21: Einteilung der Messfeldquadranten bei einem 42-Tage Praparat der
Kontrollgruppe.

Far die histomorphometrische Auswertung konnten nicht alle vorhandenen Praparate
genutzt werden. So fielen die 7- und 84-Tage Praparate aus der Untersuchung
heraus und wurden auch fir die 2. Serie mit der Klebervariante 2 gar nicht mehr
angefertigt.

Bei der 7-Tage Gruppe zeigten sich schon lichtmikroskopisch keinerlei kndcherne
Bestandteile im Osteotomiespalt, sowohl bei der Kontrollgruppe, als auch bei der
Klebervariante 1, so dass eine histomorphometrische Auswertung keinen Sinn
gemacht hatte (Abb. 15).
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Abb. 15: 7-Tage Préparat der Klebergruppe ohne kndchernes Wachstum im Frakturspalt.

Auch die 84-Tage Gruppe wurde nicht fur die histomorphometrische Auswertung
herangezogen. Hier zeigte sich lichtmikroskopisch eine komplette kndcherne
Durchbauung des Osteotomiespalts, womit eine Kklare Abgrenzung des
Osteotomiespaltes und damit auch die Festlegung eines Auswertungsbereiches nicht
mehr moglich war (Abb. 16).

Es konnten von den 21- und 42-Tage Praparaten ebenfalls nicht alle untersucht
werden, da sich bei einigen Praparaten ein zu schmaler Frakturspalt zeigte (Abb.
17). Dabei war es nicht moglich den rechteckigen Auswertungsbereich so innerhalb
des Osteotomiespalts zu platzieren, dass keine urspriinglichen kndchernen
Strukturen mit in die Auswertung einflossen. Somit ist es auch zu erklaren, dass bei
den Langsschnitten nicht genlgend Praparate fir die Auswertung der dorsalen
Schnittebene zur Verfigung standen.

Darin liegt auch ein grol3es Problem fir die statistische Analyse, da nur eine geringe
Anzahl von Praparaten (Beobachtungsobjekte) zur Verfigung stand, die fur die
Auswertung genutzt werden konnten. Jedoch kann man davon ausgehen, dass wenn
bei einer geringen Praparatanzahl ein signifikanter Unterschied zu ermitteln ist, so ist
dieser Unterschied meist Uberzeugend und lasst sich auch mit einer gréReren Anzahl
von Praparaten bestatigen. Umgekehrt kann man nicht davon ausgehen, dass

Ergebnisse, die nicht signifikant differieren, dies auch bei einer gréf3eren Anzahl von
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Abb. 16: 84-Tage Préaparat der Klebervariante 1 mit kompletter Durchbauung des

Frakturspaltes.

Abb. 17: 21-Tage Préaparat der Kontrollgruppe mit zu schmalem Frakturspalt fir die

Auswertung.

Praparaten nicht tun. Man muss eher davon ausgehen, dass grél3ere Unterschiede

der Mittelwerte, die bei einer geringen Praparatanzahl nicht signifikant sind, bei einer
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groReren Praparatanzahl signifikant werden. Somit besteht bei einer geringen Anzahl
von Beobachtungsobjekten die grof3e Gefahr von falsch negativen Ergebnissen, so
dass man einen vorhandenen Unterschied unter Umstanden nicht erkennt (Stapff,
2004).

Auf Grund der histologischen Ergebnisse der Dissertationsarbeit von Hahn (in
Vorbereitung) wurde der Vergleich der Klebervariante 2 mit der Kontrollgruppe nicht
mehr unternommen. Die rein qualitative lichtmikroskopische Betrachtung zeigte, dass
die Klebervariante 2 eine starke Barriere fur das kndcherne Wachstum im
Osteotomiespalt bildet und teilweise sogar zelltoxisch ist. In vielen Praparaten zeigte
sich keinerlei kndcherne Struktur, sondern nur Knochenkleber in dem

Osteotomiespalt (Abb. 58).

Abb. 58: 42-Tage Praparat der Klebervariante 2 ohne kndcherne Elemente im Frakturspalt.

Somit waren bei einem histomorphometrischen Vergleich der Klebervariante 2 mt
der Kontrollgruppe keine sinnvollen Ergebnisse zu erwarten gewesen. Deshalb
wurde der alleinige Vergleich der Klebervariante 1 mit der Kontrollgruppe

unternommen.

Die Methode der Histomorphometrie bietet selber auch einige Nachteile. So lassen

sich mittels Histomorphometrie nur statische Zustédnde beschreiben, jedoch keine
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dynamischen Vorgange beobachten. Es ist lediglich mdglich, wie in der vorliegenden
Arbeit geschehen, durch unterschiedliche Beobachtungszeitpunkte dynamische
Vorgéange teilweise zu beschreiben. Des Weiteren ist nach der Kontrastierung keine
Differenzierung unterschiedlicher Zelltypen moglich. Somit fallt die Unterscheidung
zwischen origindrem und neu gebildetem Knochen schwer und ist nur durch die
Kontrolle am Originalpraparat mdoglich (Abb. 20). Innerhalb der einzelnen
Messfeldquadranten erfolgt keine Differenzierung der Osteogenese in verschiedenen
Bereichen, sondern es werden Durchschnittswerte Uber das ganze Messfeld
gebildet. So kénnen eventuell histologisch erkennbare Unterschiede innerhalb eines

Messfeldquadranten histomorphometrisch nicht bestétigt werden.

4.2 Ergebnisse

Mit dieser Arbeit sollte die kndcherne Durchbauung in verschiedenen Abschnitten im
Osteotomiespalt des Kaninchens nach Kleberapplikation histomorphometrisch
untersucht werden. AulRerdem wurden die beiden Knochenklebervarianten
miteinander und die Klebervariante 1 zusatzlich mit der unbehandelten

Kontrollgruppe verglichen.

Es wurde zuerst der Unterschied zwischen dem 21. und 42. Tag der Kontrollgruppe
histomorphometrisch untersucht. Zu erwarten gewesen ware hier ein starkeres
knéchernes Wachstum nach 42 Tagen im Vergleich zur 21-Tage Gruppe.
Erstaunlicherweise zeigten sich jedoch beim Volumenanteil keine Differenzen
zwischen den beiden Tagen. Dafir stellten sich aber bei anderen Parametern
signifikante bis hoch signifikante Unterschiede heraus. So stellte sich der Knochen
im Osteotomiespalt nach 21 Tagen wesentlich weniger trabekuliert dar als am 42.
Tag. Er zeigte sich aul3erdem deutlich pordser.

Diese Aussagen lassen sich fast vollstandig auf den Vergleich der beiden
Beobachtungstage bei den mit Knochenkleber behandelten Kaninchen Ubertragen.
Bei der Klebervariante 1 war der Knochen auch hier nach 21 Tagen signifikant
poréser und weniger trabekuliert, als bei den nach 42 Tagen euthanasierten Tieren.
Als Unterschied stellte sich aber heraus, dass nach 21 Tagen sogar mehr knécherne

Anteile im Osteotomiespalt vorhanden warenals in der Gruppe nach 42 Tagen.
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In &ahnlicher Weise verhélt es sich bei der Klebervariante 2. Der Knochen im
Osteotomiespalt zeigte auch hier nach 21 Tagen eine erhéhte Porositat im Vergleich
zu dem Knochen nach 42 Tagen. Ebenfalls konnte eine nicht so starke trabekulare
Vernetzung nach 21 wie nach 42 Tagen gesehen werden. Dagegen war hier jedoch
das kntcherne Volumen nach 42 Tagen hoher als nach 21 Tagen. Allerdings lag
dieser Unterschied im minimalen Bereich und kann gerade bei der geringen
Praparatanzahl (n=3) nicht als aussagekraftig gelten. Allgemein ist fur die
Klebervariante 2 zu sagen, dass fur alle gemessenen Werte keine signifikanten
Differenzen zwischen den beiden Tagen aufgezeigt werden konnten.

Dieses Ergebnis war so vorher nicht zu erwarten gewesen. Als Erklarung kann man
sich vorstellen, dass am 21. Tag Geflechtknochen im Osteotomiespalt gebildet
wurde, der sich zum 42. Tag hin immer mehr zu Lamellenknochen umgewandelt hat
(Willenegger et al., 1971, Frisch und Bartl, 1999). Die Struktur von Geflechtknochen
stellt sich im Vergleich zu Lamellenknochen weit weniger dicht und daflr pordser dar
(Junqueira und Carneiro, 1996).

Eine weitere Erklarung fur die Ergebnisse ist die Breite des Osteotomiespaltes.
Dieser war nach 42 Tagen deutlich breiter. Das gilt sowohl ftr die Kontrollgruppe, wie
auch fur die mit der Klebervariante 1 behandelten Tiere. So war der Osteotomiespalt
bei der Klebervariante 1 nach 42 Tagen durchschnittlich fast dreimal so breit wie
nach 21 Tagen. In der Kontrollgruppe war der Osteotomiespalt im Mittel immerhin
noch doppelt so breit. In der Gruppe der Tiere, die mit der Klebervariante 2 behandelt
wurden, zeigte sich dieses Problem in gleicher Weise. Auch hier war der
Osteotomiespalt nach 42 Tagen durchschnittlich doppelt so breit wie nach 21 Tagen.
Es zeigt sich bei einem Dbreiteren Osteotomiespalt eine verzdgerte
Osteotomieheilung, da die knécherne Durchbauung einer gréf3eren Osteotomiezone
langer dauert (Claes et al., 1998). AulRerdem sind in einem breiteren
Osteotomiespalt, bei gleichem absoluten Knochenwachstum, in Relation zur Flache
relativ weniger knécherne Bestandteile zu finden, als in einem schmalen Spalt.

Die histomorphometrisch nicht eindeutig festzustellenden Unterschiede zwischen
den beiden Beobachtungstagen sind hdochstwahrscheinlich auf die stark
differierenden Osteotomiespaltbreiten zuriickzufihren. An gleich grof3en Spaltmalen

konnte sicher eine starkere Osteogenese nach 42 Tagen verifiziert werden.
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Zur Beurteilung der Klebervariante 1 wurde die Osteogenese im Osteotomiespalt mit
der unbehandelten Kontrollgruppe verglichen. Nach vorangegangenen Studien, die
in den meisten Klebern eher eine Barriere fir die Frakturheilung sehen, konnte auch
hier eine ahnliche Situation erwartet werden (Giebel und Rimpler, 1981, Mduller,
1962).

Jedoch konnte nach 21 Tagen keine signifikante Differenz zwischen der
Klebervariante 1 und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Dies gilt fur alle
gemessenen Parameter. Auch zeigten die Ergebnisse kein vermehrtes Wachstum
bei den unbehandelten Tieren. Es konnte im Gegenteil eher ein minimal starkeres
Wachstum bei den mit der Klebervariante 1 behandelten Tieren festgestellt werden.
Aus diesen kleinen Differenzen sind aber sicherlich keine weiteren Schlisse zu
ziehen, hinsichtlich einer osteoinduktiven Wirkung der Klebervariante 1. Auf jeden
Fall kann nach 21 Tagen nicht von einer Barriere fir die Osteogenese durch die
Klebervariante 1 gesprochen werden.

Diese Barriere kann eher nach 42 Tagen gesehen werden. Auch am 42. Tag kann
fur keinen Messwert ein signifikanter Unterschied zwischen behandelten und
unbehandelten Tieren aufgezeigt werden. Es lassen sich aber deutliche Differenzen
finden, die eben nicht signifikant sind, aber klare Tendenzen zeigen. Mit einer
héheren Anzahl von Praparaten kénnte n diese vielleicht noch deutlicher werden. Bei
der unbehandelten Kontrollgruppe stellt sich eine eindeutig starkere Osteogenese ein
als bei den mit der Knochenklebervariante 1 fixierten Osteotomien. Diese
Beobachtung bestatigt in gewisser Weise die in anderen Studien gemachten
Aussagen, dass der Kleber die Osteogenese behindert (Giebel und Rimpler, 1981,
Mdller, 1962).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Klebervariante 1 keine Barriere fir die
knécherne Durchbauung des Osteotomiespalts darstellt, was an den Daten vom 21.
Tag abgelesen werden kann, die keine Unterschiede zu den Werten der
Kontrollgruppe zeigen. Nachdem der knoécherne Wachstumsprozess sich dann in
den Kleber fortgesetzt hat, wird das weitere Voranschreiten der kndchernen
Bestandteile durch die langsame Degradation des Klebers behindert. Dieses kdnnte
man dann an den Werten nach 42 Tagen festmachen, die zeigen, dass die
Osteotomieheilung der mit Kleber fixierten Kondylen hinter der Osteogenese der
Kontrollgruppe zurtckbleibt. Die Degradation des Klebers benétigt in vitro 30

Wochen (Hahn, in Vorbereitung). Die Durchbauung des Osteotomiespalts ist jedoch,

84



4. Diskussion

wie die histologischen Untersuchungen zeigen nach 84 Tagen weitestgehend
abgeschlossen. Somit bendtigt die Degradation zumindest in vitro langer als die
Osteogenese des Osteotomiesplats in vivo.

Eine ganz andere und auch einleuchtender erscheinende Erklarung bietet wieder die
Breite des Osteotomiespaltes. Wahrend nach 21 Tagen die Spaltbreiten der
Klebervariante 1 und der Kontrollgruppe noch fast identisch sind, stellt sich die
Situation nach 42 Tagen stark veréandert dar. Hier ist der Osteotomiespalt in der
Klebergruppe durchschnittlich fast doppelt so breit wie bei der Kontrollgruppe. Somit
muss ein wesentlich gréRerer Spalt kndchern tberbruckt werden, was langer dauert
(Claes et al., 1998). AuBerdem finden sich pro Flacheneinheit weniger kndcherne

Bestandteile.

Mit Hilfe der histomorphometrischen Analyse der Osteogenese wurden drei
Messfeldquadranten (1. gelenknah; 2. zentral, 3. gelenkfern) innerhalb eines
Osteotomiespaltes miteinander verglichen.

Nach 21 Tagen zeigte sich kein signifikanter Unterschied bei dem Vergleich der
einzelnen Felder miteinander. Auch sonst gab es keine besonderen Auffalligkeiten,
die bedeutungsvoll oder naher zu interpretieren waren. Somit kann auch nicht auf
bestimmte Tendenzen geschlossen werden. Dies gilt fiir alle hier untersuchten
Parameter. Es zeigte sich also keine besondere Lokalisation im Osteotomiespalt an
der das Wachstum vermehrt voranschreitet, auch wenn West (West et al., 1996)
mittels Histomorphometrie zeigte, dass der periostale Bereich eine grof3ere
Wachstumspotenz besitzt als der endostale Bereich. Dieses miusste in der
vorliegenden Arbeit heil3en, dass das Wachstum im 1. Feld im Vergleich mit den
Feldern 2 und 3 gesteigert ist. Dafur gibt es aber keine Anzeichen.

Ein anderes Bild ergibt sich am 42. Tag. Hier zeigte sich bei dem Vergleich der
Felder 2 und 3 kein signifikanter Unterschied bei allen vorliegenden Parametern. Es
scheint jedoch das Wachstum im 2. Feld leicht vermehrt, doch liegt dieses Ergebnis
im Zufallsbereich. Anders sieht es aus bei der Gegeniberstellung vom 1. Feld gegen
die Felder 2 und 3. Es zeigten sich jeweils signifikante bis hochsignifikante
Unterschiede. Das Wachstum ist also im gelenknahen Kondylenbereich, verglichen
mit dem gelenkfernen trabekularen Teil, stark vermehrt. Es zeigten sich bei den
Parametern, die fur die trabekuldre Vernetzung und das kndcherne Wachstum

stehen, fast doppelt so hohe Werte im gelenknahen Kortikalisbereich. Der
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Kortikalisbereich ist auRerdem dichter und weniger pords, dafir aber nicht so stark
trabekuliert.

Dieses Ergebnis bestatigt die Ergebnisse von West (West et al., 1996). Dort ergaben
sich in Bezug auf die Kallusbildung im periostalen Teil stéarkere
Wachstumstendenzen als im endostalen Bereich. Denkbar ware auch eine
Lamellenknochenbildung im Kondylenbereich Uber die Zwischenstufe von
Geflechtknochen (Willenegger et al., 1971, Frisch und Bartl, 1999). Geflechtknochen
ist im Vergleich mit lamellaren Knochen pordser und weit weniger dicht Junqueira
und Carneiro, 1996). Dies wirde die unterschiedlichen Ergebnisse nach 21 Tagen
(Geflechtknochen im Kondylenbereich) und 42 Tagen (Lamellenknochen im
Kondylenbereich) erklaren. Aul3erdem wére eine Erklarung, dass nach 21 Tagen die
Frakturheilung noch nicht in vollem Gange gewesen ist. Schenk sagt, dass bei der
Kontaktheilung erst eine Latenzphase auftritt, bevor die eigentlichen
Wachstumsvorgange anlaufen (Schenk, 1978). Die Latenzphase ware dann nach 42
Tagen Uberwunden und das zeigt sich im vermehrten Wachstum der
Kondylenregion. Jedoch gelten diese Vorgénge fir die Kontaktheilung und nicht, wie
in diesem Fall, fur die Spaltheilung.

Am wahrscheinlichsten ist, dass ganz einfach ein Normalisierungszustand, also die
Herstellung der urspriinglichen, physiologischen Struktur vor der Fraktur, eintritt.
Parfitt vergleicht das TBV (Knochenvolumen) der Kondylenregion mit dem Markraum
im Normalzustand. Hier zeigt sich, dass der Knochen im Kaorticalisbereich 80% und
im Markraum nur 20% einnimmt (Parfitt, 1983).

Der Vergleich der einzelnen Felder zeigte nach 21 Tagen keinerlei Tendenzen oder
Unterschiede, um dartber eine wesentliche Aussage zu treffen. Es scheint anhand
der vorliegenden Daten keine Vorzugsrichtung zu geben in der die kndcherne
Durchbauung des Osteotomiespalts voranschreitet.

Die Ergebnisse nach 42 Tagen sind wohl am ehesten zu deuten als allmé&hliche
Wiederherstellung des urspringlichen, physiologischen Knochenaufbaus mit dichter
Korticalis im gelenknahen Kondylenbereich und trabekuliertem Knochen im

gelenkfernen Spongiosabereich.

Teil der Untersuchung der Osteotomieheilung war auch festzustellen, ob es

Unterschiede im Wachstum zwischen zwei Langsschnitten durch die Kondyle gibt.
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Der 2. Schnitt lag dabei immer weiter ventral am Femur als der zentral gelegene
1. Schnitt.

Am 21. Tag zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Schnitten bei allen Parametern. Es konnten nur leicht erhohte Wachstumsparameter
bei dem dorsalen Schnitt festgestellt werden, wobei diese nicht Uber zu bewerten
sind und eher im Zufallsbereich lagen.

Fur die Schnitte nach 42 Tagen gestaltete sich das Bild etwas anders. Hier fanden
sich bei den ventralen Schnitten eindeutig erhdhte Werte, die flr ein verstarktes
Wachstum und eine bessere trabekulare Vernetzung sprechen. Fir einige
Parameter, vor allen Dingen TBV, Marrow Space Star Volume und MTPT, waren die
Werte sogar signifikant verandert.

Bei dem Blick auf die Lage der Schnittebenen zeigt sich, dass die ventralen Schnitte
die Kortikalis zweimal schneiden, die zentralen dagegen nur einmal. Zwar &llt der
proximale Schnittpunkt aus der Messung heraus, doch sind sicherlich Anteile der
Kortikalis noch in die Messung mit eingeflossen. Aul3erdem liegt der ventrale Schnitt
im Ganzen nah an der ventralen Kortikalis der Femurkondyle, wohingegen sich der

zentrale Schnitt mitten in dem spongitsen Teil des Femurs befindet (Abb. 9).

Abb. 9:  Einteilung der Schnittebenen - 9 Langsschnitte (I-1X), 2 Querschnitte (Quer HI).

Wie schon bei der Untersuchung der einzelnen Messfeldquadranten im

Osteotomiespalt, bei der sich nach 42 Tagen ein vermehrtes Wachstum im
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Kortikalisbereich zeigte, ist die Osteogenese in den kortikalisnahen Bereichen
verstarkt (Parfitt, 1983).

Eine weitere mdogliche Erklarung fir das verstarkte Wachstum in den ventralen
Schnitten kdnnte eine mechanische Mehrbelastung durch den Druck der Patella im
ventralen Anteil der Femurkondyle sein (Endler, 1980). Durch diese erhéhten
Druckkrafte wird die Frakturheilung gefordert (Meadows et al., 1990).

Die Unterschiede zwischen den beiden Langsschnitten sind am wahrscheinlichsten
auf die unterschiedliche Lage und Nahe zur Kortikalis zurtckzuftuhren. Es lagen hier
leider nicht geniigend Praparate der dorsalen Langsschnitte vor, um diese mit in die
Auswertung einzubeziehen. Hier ware dann ein ahnliches Ergebnis wie in den
ventralen Schnitten zu erwarten gewesen. Durch die dorsalen Langsschnitte und
ebenfalls durch eine gréRere Anzahl von Praparaten kénnten diese Ergebnisse

genauer beurteilt werden.

Als letztes wurde noch ein Vergleich der beiden Klebervarianten unternommen. Und
zwar wurden die Kleber jeweils zu identischen Beobachtungstagen miteinander
verglichen.

Am 21. Tag zeigte sich bei der Klebervariante 1 im Vergleich mit der Klebervariante 2
ein 1,5fach erhohter kndcherner Anteil, was fur ein erhdhtes Wachstum spricht.
AuRRerdem stellte sich eine wesentlich starkere Trabekulierung bei der Klebervariante
1 heraus. Dazu war der Knochen der Klebervariante 2 erheblich poréser. Dabei ist zu
sagen, dass diese Unterschiede bei keinem der gemessenen Parameter signifikant
verandert waren, auch wenn die Mittelwerte deutlich differierten.

Dieses Bild zeigte sich in fast gleicher Weise auch nach 42 Tagen. Auch hier war die
Klebervariante 1, verglichen mit der Klebervariante 2, eindeutig starker trabekuliert.
Ebenfalls zeigte die Klebervariante 2 eine wesentlich hohere Porositat als die
Klebervariante 1. Doch ergab sich bei dem knéchernen Anteil im Osteotomiespalt nur
noch eine geringe Differenz zwischen den Klebervarianten, wobei das Wachstum der
Klebervariante 1 immer noch leicht erhéht war. Bei allen Messwerten konnten
keinerlei signifikante Unterschiede festgestellt werden.

Dass bei den Messwerten die Unterschiede nicht signifikant waren, ist erstaunlich, da
bei der rein histologischen Betrachtung die Unterschiede zwischen den beiden
Klebern deutlich erkennbar waren. Diese deutlichen histologischen Unterschiede

werden auch durch die Dissertationsarbeit von Hahn (in Vorbereitung), die
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signifikante Differenzen zwischen beiden Klebervarianten feststellt, bestatigt. Die
Klebervariante 1 liefert dabei die wesentlich besseren Ergebnisse. Wohingegen sich
die Klebervariante 2 teilweise sogar zelltoxisch verhélt und eine starke Barriere fir
die Osteogenese bildet. Bei histologischer Betrachtung der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Praparate kommt man ebenfalls zu diesem Ergebnis. Wo die
Klebervariante 1 noch a&hnliche histomorphometrische Ergebnisse wie die
Kontrollgruppe liefert, und auch histologisch keine offensichtlichen Unterschiede
erkennbar sind, sieht das bei der Klebervariante 2 anders aus. Es zeigt sich bei zwei
der drei Praparate nach 21 Tagen fast keine Frakturheilung. Der Kleber bildet eine
eindeutige Wachstumsbarriere. Nur bei einem Praparat ist ein deutliches Wachstum
erkennbar. Uber alle Praparate gemittelt, ergibt sich ein Mittelwert, der dann,
verglichen mit der Klebervariante 1, keine signifikanten Unterschiede bestatigen
kann. Das ist durch die geringe Praparatanzahl zu erklaren. Dass sich keine
signifikanten Unterschiede bei der geringen Anzahl von Praparaten herausstellten,
kann kein Zeichen daflr sein, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Dbeiden Klebervarianten gibt. Bei einer geringen Anzahl von
Beobachtungsobjekten besteht die grof3e Gefahr von falsch negativen Ergebnissen,
so dass man einen vorhandenen Unterschied nicht erkennt (Stapff, 2004). Bei mehr
Praparaten sollte sich der Unterschied zwischen den Klebervarianten weit deutlicher
herauskristallisieren.

Ganz ahnlich verhalt es sich nach 42 Tagen. Hier zeigt eines der drei Praparate bei
der histologischen Betrachtung nur minimales Knochenwachstum im Frakturspalt.
Die beiden anderen Praparate sind histologisch kaum von den Praparaten, die mit
der Klebervariante 1 behandelt wurden, zu unterscheiden. Uber alle Praparate
gemittelt ergeben sich wiederum keine signifikanten Differenzen. Auch hier misste
sich bei einer hoheren Anzahl von Praparaten ein starkerer Unterschied
herausstellen.

Bei dem Vergleich der beiden Klebervarianten ist auRerdem zu bedenken, dass sich
die Fixationsmethoden der Femurkondyle unterscheiden. So sind bei der
Klebervariante 1 zwei Kirschnerdrahte, bei der Klebervariante 2 jedoch ein
Kirschnerdraht und eine Zugschraube verwendet worden. Mit der Zugschraube bei
der Klebervariante 2 lasst sich eine gro3ere Kompression auf den Osteotomiespalt
ausuben. Durch diese erhohten Druckkrafte wird die Frakturheilung gefordert
(Meadows et al., 1990).
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In diesem Zusammenhang ist auch wieder die Breite des Osteotomiespaltes zu
erwahnen. Er zeigt sich nach 21 Tagen bei der Klebervariante 1 durchschnittlich fast
1,5mal breiter, als bei der Klebervariante 2. Noch stérker ist der Unterschied nach 42
Tagen. Der Osteotomiespalt ist bei der Klebervariante 1 im Durchschnitt annahrend
doppelt so breit. Diese Unterschiede relativieren die Messwerte, da die
Osteotomieheilung fur den breiteren Osteotomiespalt langer braucht und pro
Flacheneinheit weniger Knochen zu finden ist als in einem schmalen Spalt (Claes et
al.,, 1998). Es miusste so bei gleicher Spaltbreite und Operationstechnik die
Uberlegenheit der Klebervariante 1 deutlicher hervortreten.

Die Klebervariante 2 ist vor allen Dingen auf Grund der histologischen Betrachtung
sicher nicht zu empfehlen, obwohl die histomorphometrischen Untersuchungen
keinen signifikanten Unterschied zu der Klebervariante 1 feststellen konnten. Die
Klebervariante 1 vermittelt dabei, sowohl bei den histologischen, als auch bei den
histomorphometrischen Ergebnissen einen wesentlich besseren Eindruck. Die
histomorphometrische Betrachtung misste noch an einer gré3eren Pr&paratanzahl
durchgefiihrt werden, um diesen Eindruck eindeutig zu bestatigen. Anhand der
hierbei ermittelten histomorphometrischen Daten ist die Klebervariante 1 sicherlich
zu empfehlen. Die Osteogenese zeigt dabei fast identische Wachstumstendenzen

verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser tierexperimentellen Arbeit war der direkte Vergleich zweier Varianten
eines neuentwickelten resorbierbaren und degradierbaren Knochenklebers in einem
standardisierten Osteotomiemodell am Kaninchen. Durch knochen-
histomorphometrische Analysen sollten die Unterschiede der Frakturheilung
zwischen den beiden Knochenklebervarianten und zwischen verschiedenen
Abschnitten innerhalb des Osteotomiespaltes herausgearbeitet werden.

Die beiden Knochenklebervarianten bestehen als Grundlage aus einer Ethylenglykok
oligolactid-dimethacrylat (ELAMA)-Verbindung, die als Comonomere in der
Klebervariante 1 4% Methylmetacrylat (MMA) und in der Klebervariante 2 5%
Hydroxyethylmethacrylat-oligolactid (HEMALA) enthalten. Sie polymerisieren zu
hochverzweigten, hydrolysierbaren Netzwerken. Bei jedem Tier wurde eine
monokondylare laterale Femurosteotomie durchgefuhrt und die laterale
Femurkondyle mit oder ohne Knochenkleber refixiert. Insgesamt wurden 22 Tiere
untersucht und in 3 Gruppen (Kontrolle, Knochenklebervariante 1+2) eingeteilt. Die
Gruppen wurden nach 21 und 42 Tagen nachbeobachtet. Die histomorphometrische
Auswertung erfolgte mit dem computerunterstitzten Bildanalysesystem KS 400°
(Firma Carl Zeiss, Jena, Deutschland). Als histomorphometrische Parameter wurden
TBV, S*v, S/V, MTPT, MTPD, MTPS und Marrow Space Star Volume bestimmt.

Die Klebervariante 1 zeigte anhand der histomorphometrischen Auswertung keine
Barriere fur die physiologische Frakturheilung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei
dem Vergleich der beiden Klebervarianten konnten keine signifikanten Unterschiede
aufgezeigt werden, wobei sich bei den meisten Parametern nach 21 Tagen eine teils
doppelt so starke Osteogenese der Klebervariante 1 feststellen liel3.

Der Vergleich verschiedener Abschnitte des Osteotomiespaltes zeigte eine
signifikant bis hoch signifikant vermehrte Osteogenese im gelenknahen Bereich nach
42 Tagen. Ebenso war die Osteogenese nach 42 Tagen teilweise signifikant
verstarkt in den ventralen Abschnitten der Femurkondyle. Nach 21 Tagen liel3en sich
dagegen keine signifikanten Unterschiede feststellen.

Die histomorphometrischen Ergebnisse zeigten zwar keine signifikanten
Unterschiede zwischen beiden Klebervarianten, jedoch stellte sich bei dem Vergleich

der Mittelwerte eine deutliche Uberlegenheit der Klebervariante 1 mit MMA als
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Comonomer, gegenuber der Klebervariante 2 mit HEMALA als Comonomer heraus.
Diese Uberlegenheit wurde durch histologische Beobachtungen untermauert.
Weiterhin zeigte sich eine vermehrte Osteogenese in gelenknahen und in ventralen

Abschnitten der Femurkondyle.
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6. Summary

The aim of this experimental study was the direct comparison of two new resorbable
and degradable types of bone adhesive in a standardized fracture model in rabbits.
With bone histomorphometric analyses the differences in fracture healing between
the two types of bone glue and between different parts of the fracture gap should be
analyzed.

Both types of bone adhesive are based on Ethylenglycololigolactid-dimethacrylat
(ELAMA) monomers. Type 1 contents 4% methylmetacrylat (MMA) as comonomers,
type 2 5% hydroxyethyl-methacrylat-oligolactid (HEMALA). They polymerize into
high branched, hydrolysable networks. A unifemoral osteotomy of the lateral femur
was practiced on every animal. After that the lateral condyle of the femur was refixed
with or without bone glue. Altogether 22 animals were examined and separated into
three groups (control, bone glue type 1+2). The groups were observed on days 21
and 42. The histomorphometric analyses were made with the computer supported
image analyzing system KS400° (Carl Zeiss, Jena, Germany). The
histomorphometric parameters that were determined are TBV, S*v, S/V, MTPT,
MTPD, MTPS and Marrow Space Star Volume.

The bone adhesive type 1 showed by means of the histomorphometric evaluation no
barrier for the physiological bone formation in comparison to the control group. The
comparison of the two types of bone glue demonstrated no significant differences,
although most of the parameters after 21 days showed almost twice as much bone
formation of the bone adhesive type 1.

The comparison of different parts of the fracture gap presented significant as to high
significant increased bone formation in the area close to the joint after 42 days. After
42 days also the ventral parts of the femoral condyle showed a partly significant
increased bone formation. However there were no significant differences after 21
days.

Although there were no significant differences between the two types of bone glue,
the differences of the average data showed the superiority of the bone adhesive type
1 with the comonomer MMA in comparison to the bone adhesive type 2 with
HEMALA as comonomer. This superiority was confirmed by histological observation.

Furthermore there was an increased bone formation in the area close to the joint and

in ventral parts of the femoral condyle.
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Tab.1: Vergleich der beiden Tétungstage in der 1. Klebergruppe

Parameter TBV S*V SIV MTPT MTPD MTPS Ma-Sp-Star
TotTag21(n=4) 365’%37* " | 4,34+-0,49 12175,316:_ 16162'%1;' 2,17+-0,24 41%242%’;' 0,12+-0,03
TétTaga2(n=6) 265‘14:‘ 1,07+-0,40 | 8,94+-0,93 2413295*‘ 0,99+-1,20 2282‘;,141; * | 0,34+-0,03

Tab.2: Vergleich der beiden Tétungstage in der Kontrollgruppe

Parameter TBV S*V SIV MTPT MTPD MTPS Ma-Sp-Star
TotTag21(n=3) 34!_;’5865" © | 4,62+-0,56 141’2,33?5 - 1411241;' 2,31+-0.28 3172%2% 0,09+-0,04
TotTag42(n=3) 341_;’1;; © | 2,61+-0,56 | 8,14+-1,31 25134%*' 1,30+-0,28 712270;’5;1; 0,34+-0,04

Tab.3: Vergleich der Kleber- und der Kontrollgruppe am 21. Tétungstag

Parameter TBV S*V SIV MTPT MTPD MTPS Ma-Sp-Star

Kleber(n=4) 366:"518:' 4.34+-0,64 121’?:2;' - 161%%*' 217+-0,32 |442,00+-143,31| 0,12+-0,02
Kontrolle(n=3) 347’?(%“ © | 4,62+-074 141’?6?6“ - 14142”24?' 2.31+-0,37 |373,57+-165,48| 0,09+-0,02

Tab.4: Vergleich der Kleber- und der Kontrollgruppe am 42. Tétungstag

Parameter TBV S*V SIV MTPT MTPD MTPS Ma-Sp-Star

_ 26,44+ - ] ] 247,89+- ] 2274,11+- ]
Kleber(n=6) 338 1,97+-0,28 | 8,94+-0,75 11.16 0,99+-0,14 111167 0,34+-0,03

_ 34,10+- ] ] 253,88+- ] 727,55+- ]
Kontrolle(n=3) 478 2,61+-0,40 | 8,14+-1,07 15.78 1,30+-0,20 1572.14 0,34+-0,05

Tab.5: Vergleich der beiden Langsschnitte am 21. Tétungstag

Parameter TBV S*V SIV MTPT MTPD MTPS Ma-Sp-Star
Schnitt1(n=7) 374432; | 4,75+-0.41 1460;; " |151,22+-7,74 | 2,38+-0,20 |356,48+-227,26| 0,09+-0,03

o 33,82+- ] 13,72+- 159,30+- ] 459,09+- ]
Schnitt2(n=7) 381 4,21+-0,38 120 12.89 2,11+-0,19 142605 0,12+-0,04
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Tab.6: Vergleich der beiden Langsschnitte am 42. Tétungstag

Parameter

TBV S*V S/V MTPT MTPD MTPS Ma-Sp-Star
Schnitt1(n=9) 2643011* © | 2,08+-0,38 | 8,82+-0,58 | 238,81+-7,17 | 1,04+-0.19 |1116,12+-210,41 | 0,30+-0,02
. ~ 34,23+- ] ] 262,96+- ] 1885,55+- ]
Schnitt2(n=9) 353 2,50+-0,35 | 8,26+-1,11 11,04 1,25+-0,17 1320.27 0,38+-0,03
Tab.7: Vergleich der drei Felder am 21. Totungstag
Parameter TBV SV SIV MTPT MTPD MTPS Ma-Sp-Star
_ 33,42+- i 14,56+ - 149,86+- ) B )
Feld1(n=7) A 54 4,27+-0,49 071 1182 2,13+-0,24 | 449,34+-111,49| 0,10+-0,05
_ 37,07+- ] 13,74+- 151,58+- ] ] ]
Feld2(n=7) 8 20 4,79+-0,45 109 14 42 2,40+-0,22 | 303,13+-458,62| 0,08+-0,03
_ 36,37+- ] 13,29+- 164,33+- ] 470,89+- ]
Feld3(n=7) A48 4,39+-0,41 167 20.27 2.19+-0,21 108577 0,13+-0,06
Tab.8: Vergleich der drei Felder am 42. Totungstag
Parameter TBV S*V SV MTPT MTPD MTPS Ma-Sp-Star
Feld1(n=9) 4548;3“ " | 3,22+-0,45 | 7,07+-0,66 2%274“”' 1,61+-0,23 | 400,97+-103,22 | 0,48+-0,05
Feld2(n=9) 234682; © | 1,93+-0,41 | 9,36+-1,01 221735375““ 0,96+-0,21 | 1355,56+-424,60 | 0,25+-0,03
_ 21,36+ - ] ] 237,31+- ] 2745,97+- ]
Feld3(n=9) 415 1,72+-0,38 | 9,19+-1,54 1877 0,86+-0,19 1838.45 0,30+-0,05
Tab.9: Vergleich der beiden Kleber am 21. Tétungstag
Parameter TBV SV SIV MTPT MTPD MTPS Ma-Sp-Star
_ 36,68+ - ] 12,86+ - 166,31+- ] ] ]
Kleberl(n=4) o a8 4,34+-0,64 503 20.57 2,17+-0,32 |442,00+-1470,94 | 0,12+-0,05
_ 21,76+- ] 24,43+- 119,30+- ] 1870,62+- ]
Kleber2(n=3) 864 3,03+-0,74 339 23.77 1,51+-0,37 1698 50 0,08+-0,06
Tab.10: Vergleich der beiden Kleber am 42. Tétungstag
Parameter TBV S*V SIV MTPT MTPD MTPS Ma-Sp-Star
- 26,44+ - . i 247,89+- i 2274,11+- i
Kleber1(n=6) 611 1,97+-0,52 | 8,94+-2,39 16.81 0,99+-0,26 1201.02 0,34+-0,04
_ 24,22+ - ] 15,33+- 190,82+- ] 3336,90+- ]
Kleber2(n=3) 8 64 2,11+-0,74 339 23,77 1,05+-0,37 168,50 0,29+-0,06
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Tab.11: Vergleich der beiden Totungstage in der 2. Klebergruppe

Parameter TBV S*V SIV MTPT MTPD MTPS Mgtif’

. _ 21,76+- ) 24 43+- 119,30+- ) 1870,62+- )
TotTag21(n=3) .61 3,03+-0,74 330 23,77 1,51+-0,37 1698 50 0,08+-0,06

. _ 24.20+- ) 15,33+- 190,82+- ) 3336,90+- )
TotTag42(n=3) o 2,11+-0,74 359 2377 1,05+-0,37 169550 0,29+-0,06
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