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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die Anwendung von Lasern in der Chirurgie ist bereits seit den sechziger Jahren bekannt. Die
damals erstmals im Tierexperiment gelungene blutarme Leberresektion (MULLINS et al.,
1968) war erst der Beginn einer groen Entwicklung in der High-Tech-Medizin, dessen Ende
noch lange nicht abzusehen ist. Seit dieser Zeit ist die Laserchirurgie zu einem
unentbehrlichen Instrument der medizinischen Technologie geworden. Es kamen bislang iiber
100 Laserarten in den verschiedenen Bereichen der medizinischen Forschung zum Einsatz,
die ca. 1000 verschiedene Wellenldngen emittieren. Neben der Tumorchirurgie wird die
Lasertechnologie in der modernen Medizin unter anderem in der Nekroseentfernung nach
Verbrennungen, in der Thorax-, Herz- und Gefiaf3chirurgie, in der plastischen Unfall-, Mund-,
Kiefer- und Gesichtschirurgie, der HNO-Chirurgie bei Stimmband-Operationen sowie bei der
Chirurgie am Mittelohr und in der Ophthalmologie eingesetzt (HORCH, 1983).

In der Knochenchirurgie versucht man seit Anfang der siebziger Jahre Lasersysteme zu
etablieren. Doch trotz der Vielzahl an Vorteilen gegeniiber herkdmmlichen spanabhebenden
Werkzeugen wie Sédge, Bohrer oder Friase hat sich der Laser bis heute noch nicht im
Knochenoperationssaal durchsetzen konnen. Griinde hierfiir sind unter anderem die im
Wundbereich auftretenden starken Verkohlungszonen mit sich anschlieBender Nekrose und
dadurch bedingten Verzogerungen im Heilungsverlauf (KAPLAN und GER, 1973).

Die verwendeten Lasersysteme waren im Rahmen der durchgefiihrten Tierexperimente zwar
anwendbar, aber fiir den chirurgischen Einsatz aufgrund der genannten Nachteile noch nicht
geeignet (DINKELAKER et al., 1989). In Zusammenarbeit mit dem Center of Advanced
Studies in Cranio-Maxillo-Facial Surgery der Technischen Universitit Miinchen und der
Stiftung Caesar (Center of Advanced European Studies and Research) soll in der vorliegenden
Arbeit ein modifiziertes und neu zusammengestelltes Lasersystem im Tierversuch auf seine
chirurgische Einsatzbereitschaft hin untersucht werden. Es basiert auf einem industriellen
CO;-Laser und hat sich in vorausgegangenen In-vitro-Versuchen bereits bewéhrt. In den
eigenen Untersuchungen sollen Osteotomien am Unterkiefer von Beagle-Hunden sowohl mit
einer herkdmmlichen und etablierten Knochensdge als auch mit dem zu testenden Laser
durchgefiihrt werden. In der sich anschlieBenden Auswertung wird aufgrund der klinischen,
radiologischen, fluoreszenzmikroskopischen und histologischen Befunde der Heilungsverlauf
beider Methoden verglichen.

Eine Indikation soll der Laser nach positiv verlaufener Versuchsreihe im Rahmen der

Remodellierung von missgebildeten Gesichtsziigen (z.B. angeborene, schwere maxillédre

1
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Retro-, und/oder Mikrognathie bzw. mandibuldre Prognathie) und im Bereich der Mund-,

Kiefer- und Gesichtschirurgie finden.
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2  GRUNDLAGEN UND SCHRIFTTUM

2.1 Die Mandibula

2.1.1 Histomorphologie der Mandibula des Menschen

Strukturell wird der Unterkieferknochen den Lamellenknochen zugeordnet. Neben der
homogen erscheinenden Kortikalis (Substantia compacta), die den Knochen medial und
lateral nach auBlen hin begrenzt, liegt dazwischen die schwammartig aufgebaute Spongiosa
(Substantia spongiosa). In der Kortikalis sind die kollagenen Fibrillen in festen
Lamellensystemen angeordnet. Auf einem Querschnitt unterscheidet man verschiedene

Lamellenarten (DELLMANN und BROWN, 1987). (Abb. 1 bis 4)

a.) AuBere Grundlamellen (Laminae externae)
b.) Havers-Lamellen
c.) Schaltlamellen

d.) Innere Grundlamellen (Laminae internae)

Kompakta

trabekulires

Osteon mit Endost - Endost

kortikales Endost

Abb. 1: Der Lamellenknochen 1 (modifiziert nach: BANKS, 1981)
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Knochenlamelle

|

Osteon

Resarptions-
Lakune

Osteocklast

Geflechtknaschen Lamellenknochen

Abb. 2: Der Lamellenknochen 2 (modifiziert nach: BANKS, 1981)

Die strukturelle Grundlage des Lamellenknochens ist das Osteon. Es ist umkleidet von 5 bis
20 Havers-Lamellen mit je 5 bis 10 pm Dicke. Die Havers-Lamellen bestehen aus parallel
liegenden, gestreckten Kollagenfaserbiindeln von 2 bis 3 um Dicke. Der Faserverlauf geht
spiralartig am Osteon entlang und lauft entgegengesetzt der Laufrichtung der Kollagenfasern
in der Nachbarlamelle. Im Inneren umschlieBen die Havers-Lamellen den Havers-Kanal mit
BlutgefdBBen und vegetativen Nervenfasern. Osteone konnen zwischen 5 mm und mehreren
Zentimetern lang sein. Sie sind parallel zur Liangsachse des Knochens angeordnet und
horizontal mit Volkmann-Kanélen verbunden. Diese sind jedoch im Unterschied zu den
Havers-Kanilen nicht mit Lamellen umgeben. In oder zwischen den Havers-Lamellen liegen
die spindelformigen Osteozyten in langgestreckten Lakunen. Mit ihren langen Fortsdtzen sind
die Osteozyten liber Knochenkanilchen miteinander in Verbindung, um die Zellerndhrung zu
gewihrleisten, da die Diffusion durch die verkalkte Knochenmatrix nicht moglich ist. Die
Schaltlamellen liegen zwischen den einzelnen Osteonen und stellen Reste alter, abgebauter
Osteone dar. Sogenannte Kittlinien schlieen die Systeme nach auBlen hin ab und nur wenige
Osteozyten konnen diese durchdringen und Kontakt mit dem Nachbarosteon aufnehmen.

Die Spongiosa ist vom lamelldren Aufbau her dhnlich, jedoch weniger regelmifBlig aufgebaut,
was die Gesamtstruktur schwammartig aussehen ldsst. Havers- und Volkmann-Kanéle lassen
sich nicht mehr deutlich unterscheiden. In den Maschenrdumen der Spongiosa befindet sich

vornehmlich rotes, blutbildendes Knochenmark (DELLMANN und BROWN, 1987).
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Havers-Kanal

] suBere
Grundlamelle

Abb. 3: Der Aufbau eines Osteons (modifiziert nach: BANKS, 1981)

innere
Grundlamellen

kortikales
Endost

Kanalikuli
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Kittlinie
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Knochenlamellen
osteonales Endest > 1

Havers-Kanal \

Volkmann-Kanal

faseriges Periost
Osteozyten und Lakunen

zelluldres Periost

Abb. 4: Das Osteon (modifiziert nach: BANKS, 1981)
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Die Festigkeit des Knochens beruht auf der Hartung der organischen Grundsubstanz durch
Mineralsalze, die den kollagenen Fasern als elektronenmikroskopisch sichtbare Kristalle von
der Form des Hydroxyl-Apatits angelagert sind. Die chemische Analyse des Knochengewebes
ergibt fiir einen Menschen mittleren Alters die in Tabelle 1 dargestellte Zusammensetzung in

Gewichtsprozent (SCHOLZ und GROTHUES-SPORK, 1992).

Tab. 1: Knochenzusammensetzung

20 % organische Matrix
95 % Kollagen (Grundsubstanz, bestehend aus Glykoaminoglykanen)
5 % nicht-kollagene Proteine, Lipide, Kohlenhydrate
60 % anorganische Salze
85 % Hydroxyl-Apatit CasOH(POy4);
10 % Kalzium-Karbonat CaCO;
1,5 % Magnesiumphosphat Mg3(PO4),
20 % Wasser

2.1.2 Osteogene Reparation im Bereich der Mandibula

Zu den auf die Knochenheilung Einfluss nehmenden Faktoren gehdrt zum einen die durch den
Grad der Immobilisation bestimmte Stabilitdt der Frakturenden zueinander. Je stabiler der
Bruch rekonstruiert ist, desto schneller schreitet auch die Reparation voran. Zudem spielt das
Alter des Verletzten eine Rolle, da Heilung bei é&lteren Patienten stoffwechselbedingt
langsamer voranschreitet. Des Weiteren haben auch Krankheiten und Infektionen einen
groflen Einfluss, wobei man letztere noch unterteilt in allgemeine und von der Fraktur
ausgehende Infektionen. Zusétzlich spielen noch nutritive und metabolische Faktoren eine
Rolle in dem Voranschreiten der Knochenheilung. Aufgrund dieser Faktoren kann man auch

eine primdre und eine sekundire Knochenheilung unterscheiden (BANKS, 1981):

Die primiire Knochenheilung:

Grundlegender Unterschied zwischen den beiden Arten der Frakturheilung ist, dass bei der
primdren Knochenheilung die Remodellierungsaktivititen groBer sind als die
Resorptionsaktivitdten. Es findet eine direkte Knochenneubildung ohne Kallusformation statt.

Voraussetzung dafiir ist eine durch die Fraktur unbeeintrichtigte Blutzirkulation im gesamten
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betroffenen Bereich. Zudem miissen die Frakturenden bei der Rekonstruktion absolut
liickenlos aufeinandergesetzt sein und eine vollstindige Immobilisation muss gewéhrleistet
sein, was in der Regel nur durch Fixierung durch eine Plattenosteosythese o.4. erreicht werden

kann (PERREN et al., 1969; BANKS, 1981).

Die sekundére Knochenheilung:

Bei der sekundéren Frakturheilung handelt es sich um eine sich wiederholende enchondrale
Ossifikation. Sie tritt vor allem bei fehlender vollstindiger Immobilisation auf durch
Stabilisierungsmethoden wie Verbdnde, Pins o0.4. Es ist eine Knochenneubildung mit
Kallusformation und kann im Folgenden in verschiedene Phasen unterteilt werden (PERREN
et al., 1969):

In der ersten Phase wirkt das schwere Trauma auf den Knochen ein. Dabei wird in den
meisten Fillen auch das umgebende Weichgewebe verletzt, was zu Blutungen aus der
Umgebung und aus den Gefédllen der frakturierten Knochenenden fiihrt. Durch den Thrombus
im Bruchspalt und die Zerstorung der Gefile kommt es zu einer Unterbrechung der
Blutzirkulation im Knochen mit sich anschliefender Devitalisierung und Nekrotisierung der
Umgebung der betroffenen Gefdle. Die entstandene Minderversorgung betrifft auch die
Osteozyten in diesem Bereich, was zu ihrem Absterben fiihrt. Folge der Degeneration der
Osteozyten sind mikroskopisch sichtbare, leere Osteozyten-Lakunen. Diese Zone reicht
zuriick bis zu den nédchsten durch das Trauma nicht geschidigten Blutgefilen (PERREN et
al., 1969).

Die sich anschlieBende inflammatorische Phase wird von einer Reihe Faktoren ausgelost. Die
Entziindungsmediatoren werden sowohl durch die Unterbrechung der Gefallversorgung, als
auch durch die auftretende Blutung und den sich anschlieBenden Thrombus zwischen den
Frakturenden aktiviert. Es kommt zu einem Abbau des abgestorbenen Gewebes durch die
Entziindungszellen und im Anschluss zu einer Reorganisation des Thrombus (PERREN et al.,
1969).

In der Phase der Reparation kommt es im direkten Anschluss durch die Fibrinolyse wéihrend
des Abbaus des Gerinnungsthrombus zu erhohten Zellaktivititen in diesem Bereich, da die
Mediatoren nun verstirkt Phagozyten, Prdosteoblasten, Fibroblasten, Osteoklasten und
Chondroblasten an sich binden. Vom Endost ausgehend entsteht somit der interne Kallus, der
den Frakturspalt von innen her zuerst als Granulationsgewebe, spdter iiber dichtes
Bindegewebe und das abschlieBende Knochengewebe iiberbriickt. Gleichzeitig kommt es

auch im Periost zu starken mitotischen Aktivitdten. Durch eine starke Hyperplasie aufgrund
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vermehrter Proliferation von Priosteoblasten entsteht der externe Kallus, der den Bruchspalt
von aullen her iiberbaut. Von diesem aus sprie3t auch ein neues GefaBgeflecht vom Rand aus
in den Frakturbereich ein. Durch die neuen Gefdle wandern u.a. Osteoklasten in die
abgestorbenen Knochenbereiche ein. Diese lassen durch Abtragen des toten Materials
Resorptions-Ginge entstehen, die im Anschluss durch neu gebildete Osteone wieder
ausgefiillt werden. Weitere, noch undifferenzierte, Mesenchymzellen werden iiber Mediatoren
im Bruchspalt freigesetzt. Thre Differenzierung ist abhéngig von der BlutgefaBBversorgung.
Gefidlnahe Zellen differenzieren sich zu Osteoblasten und wirken an der Trabekelbildung mit,
wiahrend die gefilifernen Zellen (> 2 mm) sich zu Chondroblasten differenzieren und im
Bereich des externen Kallus die vorerst knorpelige Grundstruktur bilden. Diese wird spéter im
Rahmen der enchondralen Ossifikation durch Knochengewebe ersetzt (PERREN et al., 1969).
Die Phase der Remodellierung des Knochens beginnt bereits parallel zur inflammatorischen
Phase und sie beschreibt den Auf-, Um- und Abbau des provisorischen Gewebes bis die
urspriingliche Knochenstruktur wiederhergestellt ist. Durch Resorption wird auch der externe

Kallus wieder abgebaut (PERREN et al., 1969).

2.2 Der Laser

2.2.1 Das Laserprinzip

LASER ist das englischsprachige Akronym von ,Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, also Lichtverstirkung durch stimulierte Strahlungsemission. Es
handelt sich dabei um einen Generator und Verstirker fiir weitgehend kohérente,
monochromatische, elektromagnetische Wellen. Die Frequenzen erstrecken sich dabei v.a.
vom ultravioletten bis zum infraroten Bereich, aber auch dariiber hinaus (HORCH, 1983).

Als Lasermedium kommen zum einen Festkorper in Frage. Dabei werden Kristalle oder
Gliser, die mit Metallatomen und/oder seltenen Erden dotiert sind (z.B. Rubinkristalle oder
Neodym dotierte Kristalle) durch optisches Pumpen, d.h. durch Einstrahlen von Licht in das
aktive Material angeregt. Das Licht wird von Atomen des Lasermediums absorbiert und hebt
die Leuchtelektronen in hohere Energieniveaus. Zu den Lasermedien gehdren neben den
Festkorpern auch Gase wie Kohlendioxid oder Argon, bei denen die Atome bzw. Molekiile
durch Gasentladungen angeregt werden. Dies erfolgt entweder direkt durch Sto3 der
beschleunigten freien Elektronen oder durch Ubertragung der Energie anderer durch
Elektronensto3 angeregter Atome oder Molekiile. Bei einem CO,-Laser miissen

beispielsweise ca. 1000 W elektrische Leistung in der Gasentladung umgesetzt werden, um
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100 W Laserleistung mit einer Wellenldnge von 10,6 um zu erzeugen. Weitere Lasermedien
sind Halbleiterelemente und Fliissigkeiten (z.B. Losungen organischer Farbstoffmolekiile).
Insgesamt ist seit Entwicklung des ersten Rubinlasers (1960) Laseremission aus vielen
Hunderten verschiedenen Substanzen erzielt worden. Die Zufuhr von Energie erfolgt im
Wesentlichen durch Gasentladungen, chemische Reaktionen, elektromagnetische Strahlung
im hochfrequenten und optischen Bereich oder direkt durch elektrischen Strom (HORCH,
1983).

Beim Lasereffekt werden die Atome oder Molekiile des geeigneten Mediums durch
Energiezufuhr in einen angeregten Zustand versetzt. Ubersteigt die Anzahl der Atome im
angeregten Zustand die Zahl derer im Grundzustand (= Inversion), dann ist die Voraussetzung
fiir die angestrebte induzierte Emission gegeben: Trifft nun ein Strahlungsquant auf ein im
angeregten Zustand befindliches Atom, so wird von diesem ein Photon abgegeben und es geht
zuriick in den Grundzustand. Bringt man das aktive Medium zwischen einen
hochreflektierenden und einen teildurchldssigen Spiegel (Laserstrahl-Austrittsoffnung), so
stimulieren die Photonen durch Vielfachreflexionen in dieser als Resonator bezeichneten
optischen Anordnung weitere angeregte Atome bzw. Molekiile zur Emission. Es kommt somit
zu einem Lawineneffekt. Der Austrittsort des Laserstrahls ist einer der beiden
Resonatorspiegel. Dieser ist im Gegensatz zu dem hinteren Spiegel halbdurchléssig und mit
Hilfe einer Linse wird der Strahl dort gebiindelt und zu dem Arbeitsfeld gefiihrt (MULLER
und BERLIEN, 1986).(Abb. 5)

Hochfrequenz-Spannung

\ Riickspiegel
Kiihlung =) L Q::‘é
\ L- 5

el \ Aktive Zone
F’“_}E\ Elektroden

laserstrahl -
aserstrahl .~

Abb. 5: Der schematische Aufbau eines Lasers (CAESAR, 2001)
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2.2.2 Der CO,-Laser

Der COs-Laser hat eine hohe Ausgangsleistung von mehreren 100 W bei einer Wellenlidnge
von 10,6 pm. Der Kohlendioxid-Laser wurde anfangs als ,,Lichtskalpell* bezeichnet und das
erste Gerdt wurde 1964 von PATEL (1964) konstruiert. Damals wurden die Geréte noch mit
reinem CO,-Gas betrieben. Erste experimentelle Arbeiten fiir die Anwendung in der Medizin
fanden Mitte der sechziger Jahre durch POLANYI (MULLER und BERLIEN, 1986) statt und
GOLDMAN et al. (1970) sowie KAPLAN und GER (1973) setzten erste MaBstéibe fiir den
Einsatz an Knochenstrukturen.

Bei der Anwendung in der Knochenchirurgie kdnnen thermische Schadigungen des Gewebes
durch die Wahl einer Wellenldnge, die in hohem Malle absorbiert wird, minimiert werden
(SPENCER et al., 1998). Da Wasser bei der Wellenldnge des CO,-Laserlichtes (10,6 pum)
eine sehr hohe Absorption aufweist, ist der CO,-Laser u.a. flir das Schneiden von Knochen
sehr gut geeignet und die Energie des Lichtstrahls kann bis zu 90% vom Gewebewasser
aufgenommen werden (s. Kap. 2.3.2) (FORTUNE et al., 1998; FRIESEN et al., 1999). Er hat
nur eine geringe Eindringtiefe in das Gewebe und die Warmestrahlung breitet sich so nicht zu
weit in das umliegende Gewebe aus. Eine Schnitttiefe von 5 bis 10 mm ist bei ausreichender
Schnittspalt-Kiihlung ohne signifikante Nekrosegefahr gut erreichbar. Bei Osteotomien
entstehen im Vergleich zu anderen Lasertypen, die in der Medizin verwendet werden, nur sehr
schmale Nekrosezonen an den Schnittrindern (PRESTELE et al., 1975). Die geringe
Tiefenwirkung beim Schneiden bewirkt jedoch auch, dass ihm nur eine geringe
Koagulationswirkung bei Blutgefdf3en zugesprochen wird (BOULNOIS, 1986).

Essentiell fiir den Einsatz von CO,-Lasern in der Knochenchirurgie ist die ausreichende
Spriihkiihlung der Osteotomiestellen wihrend des Schneidens. Nur so kann eine ausreichende
Absorption der Energie gewdhrleistet werden. Die Anwesenheit von dem im Wasser
enthaltenen Sauerstoff oder dessen Radikale fiihrt weiterhin dazu, dass geringere Mengen von
schidlichen Stoffen wie Kohlenmonoxid, Blausdure oder Benzol entstehen. Hiermit ergibt
sich fiir die Operateure bzw. das medizinische Personal ein vermindertes Gesundheitsrisiko.
Durch diese Radikalfinger werden die Schadstoffe gebunden und es entsteht mit
Kohlendioxid ein stabiles Endprodukt der vollstindigen Verbrennung. Zusétzlich bewirkt das
Wasser ein verbessertes therapeutisches Ergebnis, da die Austrocknung des Schnittkanals
verhindert und gleichzeitig die Absorptionseigenschaften fiir die Laserstrahlung unverandert
bleiben. Ein positiver Nebeneffekt ist, dass es durch das Wasser zu einer Kiihlung des
Gewebes am Schnittrand kommt und die thermische Schidigung weiter minimiert werden

kann. Wird allerdings eine zu grofle Wassermenge eingesetzt, so wird durch den CO,-Laser

10
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hauptsdchlich Wasser und weniger Knochen bzw. anderes Gewebe verdampft. Zudem fiihrt
die tiibermiBige Spiilung des Schnittbereiches zu einer deutlichen Reduzierung der
Schnitttiefe. Die optimale Wassermenge betrdgt etwa 2,5 ml pro Minute und sollte in Form
eines dichten Spriihnebels zugefiihrt werden. Dies hat in Studien die Schnittkanaltiefe in 50%
der Fille sogar verbessern konnen, da die Einkoppelung des CO,-Lasers in die Reaktionszone
verbessert ist (KUBO et al., 1988; TODOROV et al., 1998). Die Pulswiederholungsrate des
Lasers und die Wassermenge muss so gewihlt werden, dass das Wasser, das nach dem
Heraussprengen der ersten Knochenteilchen in den Schnittspalt 1&uft, verdampft werden kann
und die Hohle sich nicht vollstindig fiillt (GERMAN et al., 1997).

Bei dem Einsatz von COj,-Lasern darf nur nicht-reflektierendes Instrumentarium verwendet
werden, da es sonst zu Warmeentwicklungen auf bis zu 53°C im Umkreis der Operationsstelle
kommen kann (NEIBURGER und MISERENDINO, 1988).

Weiter ist es unerldsslich bei dem Gebrauch von CO,-Lasern eine Rauchabsaugung zu
verwenden. Neben der Geruchsverminderung dient sie auch zur Vermeidung von
Kontamination von Operationsfeld, Operationsraum und Atemluft. Dabei werden auch die
abgesprengten Knochenteilchen aufgefangen und dem Operateur wird zudem noch eine klare
Sicht auf das OP-Feld gewihrleistet (GUNTER et al., 1979).

Bei jeglicher Art von Einsatz eines CO,-Lasers in der Medizin ist es auch empfehlenswert,
den Laser iiber einen computergesteuerten Scanner fithren zu lassen. Dadurch wird ungenaues
Arbeiten durch manuell gefiihrte Laserschneidkopfe verhindert und es konnen hochst prizise
Schnitte mit Breiten von bis zu 0,5 mm angefertigt werden (HORCH et al., 1977).

Neben den genannten Anwendungsmdglichkeiten findet der CO,-Laser auch in anderen
Bereichen der Medizin Verwendung. Ein Gebiet dabei ist die Orthopédie. Hier kann der Laser
bei der operativen Verkiirzung bzw. Verldngerung von Extremititen eingesetzt werden. Die
Resektion von Knochentumoren wire eine weitere mogliche Nutzung wie auch die
atraumatische Gewinnung von Knochenbiopsiematerial. Neben der Orthopidie ist auch ein
Einsatz in der Urologie, in der positive Ergebnisse mit dem CO,-Laser bei
Nierenpolresektionen erzielt wurden, moglich wie auch in der Thorax-, Herz und
Gefédlchirurgie. In der oralen Weichteilchirurgie hat sich der Laser ebenfalls fest etabliert.
Zudem werden solche Lasersysteme bei der Nekroseentfernung bei Verbrennungen

eingesetzt, und auch die Entfernung von Rektumtumoren wird diskutiert (HORCH, 1983).
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2.2.3 Andere in der Medizin verwendete Lasertypen:

Der Neodym-Yttrium Aluminium Garnet-Laser (Nd:YAG-Laser)

Der Neodym-YAG-Laser hat mit seiner Wellenldnge von 1,06 pum eine sehr grof3e
Eindringtiefe in biologisches Gewebe. Dies fiihrt zu einer sehr guten Koagulationswirkung
bei Blutgefilen im zu operierenden Bereich. Auch das atraumatische Arbeiten im
Weichgewebe und die Heilung mit geringer Narbenbildung sind als Vorteile zu nennen.
Nachteilig fiir das Arbeiten am Knochen ist die angesprochene Tiefenwirkung, die aufgrund
der guten thermischen Leitungseigenschaften von kndchernem Gewebe durch die starke
Wirmebildung zu ausgepriagten Nekrosezonen im Osteotomiebereich fiihrt. Zur Anwendung
kommt dieser Laser daher vor allem in der Weichteilchirurgie wie z.B. bei der
endoskopischen Zerstorung von Blasentumoren oder bei Leberresektionen, in der

Neurochirurgie und in der Ophthalmologie (PRESTELE et al., 1975; HORCH, 1983).

Der Argon-Laser

Wie der Neodym-YAG-Laser eignet sich der Argon-Laser aufgrund seiner Wellenlidnge
(0,488 und 0,514 pum) sehr gut fiir die Koagulation von Blutgefden. Dies liegt vor allem an
der Ndhe der Wellenldnge zu der Absorptionswellenlinge des Hamoglobins. Anwendung
findet der Argon-Laser daher vor allem in der Weichteilchirurgie u.a. bei der Stillung von
Magenblutungen. Aber Grundlagenuntersuchungen am Innen- und Mittelohr haben gezeigt,
dass der Laser als prézises mikrochirurgisches Instrument an Kochlea und Labyrinth
einsetzbar ist, ohne die Bereiche der Umgebung zu schéddigen. Ein weiterer Einsatzbereich in
der Medizin ist die Ophthalmologie. Hier wird er zur Funduskoagulation und Behandlung von
Netzhautablosungen, Glaukom und diabetischer Retinopathie eingesetzt. In der Dermatologie
kommt er bei der Behandlung von Pigmentmalen, Basaliomen und Melanomen zum Einsatz
und auch bei der Entfernung von Tatowierungen hat er sich bewéhrt (MESTER et al., 1976;
WEIGANT, 1993). In der Neurochirurgie werden Argon-Lasersysteme zur Behandlung
peripherer Nervenldsionen verwendet (RAYAN et al., 1991).

Der Rubin-Laser

Der Rubin-Laser wurde 1961 als erster Laser in der Medizin eingesetzt und bewies bei der
Leber-Teilresektion bei einem Schwein seine hervorragende koagulierende Wirkung.
Aufgrund der Wellenlédnge von 0,694 um erreicht ein solches Lasersystem eine sehr grofB3e

Gewebetiefe und wird neben der Weichteilchirurgie vor allem in der Ophthalmologie
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eingesetzt. Genutzt wird er dort vor allem zur Netzhautschweilung nach Ablésungen und zur

Beseitigung von Netzhautgeschwiiren (WEBER und HERZIGER, 1978).

Der Erbium-YAG-Laser

Der Erbium-YAG-Laser hat eine Wellenldnge von 2,94 pm und weist nur eine geringe
Féhigkeit zur Koagulation von Gefdflen auf. In Gewebe hat er eine mittlere Schneidleistung,
die ein solches Lasersystem in begrenztem Mafle sowohl in der Weichteilchirurgie als auch
zur Ablation in Knochengewebe einsetzbar macht (LEWANDROWSKI et al., 1996). Neben
der Knochenchirurgie werden Erbium-Y AG-Laser heute auch in der Zahnmedizin und in der

Ophthalmologie verwendet (WEIGANT, 1993).

Der Holmium-YAG-Laser

Ahnliche Einsatzgebiete wie der Erbium-YAG-Laser kommen auch fiir den Holmium-YAG-
Laser in Betracht. Seine Wellenldnge ist mit 2,1 um nur geringfiigig niedriger. Dennoch
macht sich das beim direkten Vergleich in Versuchen zur Ablation bemerkbar. Bei
Osteotomie-Studien wiesen Holmium-Y AG-Laser sehr viel groflere Karbonisationszonen auf
und die Knochenheilung war stirker verzogert (NUSS et al., 1988). Neben der mittleren
Schneidleistung zeichnet er sich durch eine sehr gute blutstillende Wirkung aus, die ihn in der

Weichteilchirurgie und in der Ophthalmologie zum Einsatz kommen ldsst (HORCH, 1983).

2.3 Die Knochenablation mit einem Laser

2.3.1 Geschichtlicher Uberblick iiber Laser-Osteotomien

Die Geschichte des Lasers in der Medizin ist die Geschichte des Lasers schlechthin. Nach der
Entdeckung des Lasereffekts 1960 durch MAIMANN wurde ein Rubin-Laser 1961 erstmals
von CAMPBELL und RITTLER (1970) in der Ophthalmologie eingesetzt. Erstmals fiihrten
GOLDMAN et al. (1970) Schnittversuche am Knochen mit dem CO;-Laser durch.
PRESTELE et al. berichteten 1975, dass Schnittqualitidt und Schnittgeschwindigkeit von der
genauen Einstellung von Laserfokus und der Laserausgangsleistung abhingig seien sowie
Spiilungen der Schnittstelle mit einem durch die Austrittsoffnung der Laseroptik geblasenen
Gas geeignet sein sollen, Schnitttiefen von 5 bis 10 mm zu erreichen.

In den folgenden Jahren wurden von mehreren Seiten (KONIGSMANN et al, 1977; HORCH
und KEIDITSCH, 1980) iibereinstimmende Vermutungen geéduBert, dass die verzogerte

Knochenheilung durch die an den Schnittrindern auftretenden Verkohlungszonen verursacht
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wird. Diese Studien wurden groBtenteils mit leistungsstarken Industrielasern vorgenommen,
die tierexperimentell zwar anwendbar, fiir den klinischen Einsatz jedoch nicht geeignet waren.
Anfang der 80er Jahre fanden durch HORCH (1983) erste detaillierte Untersuchungen {iber
Laser-Osteotomien bei winkelverdndernden Operationen mit einem chirurgisch einsetzbaren
COs,-Laser statt. Im Anschluss wurden von gleicher Stelle umfangreiche Studien iiber die
Laserosteotomie und die sich anschlieBenden Knochenheilungsvorgénge durchgefiihrt. Doch
waren bis zum heutigen Zeitpunkt die Resultate der tierexperimentellen Arbeiten trotz
enormer Fortschritte in der Verfeinerung der Methoden nicht ausreichend iiberzeugend fiir

einen Einsatz in der Praxis (HORCH 1984).

2.3.2 Wirkungsmechanismus des Lasers im biologischen Gewebe

Das Absorptionsvermdgen von biologischen Geweben ist von der Wellenlidnge des Lichtes
abhingig. CO,-Laserstrahlung der Wellenlinge 10,6 um wird im Knochen sehr stark
absorbiert und hat so nur eine Eindringtiefe von einigen Mikrometern. Die CO,-
Laserstrahlung wird besonders stark im mineralischen Anteil des Knochens — dem
Hydroxyapatit — absorbiert, aber auch im eingelagerten Wasser des Knochens. Daher ist der
Einsatz von CO,-Lasern fiir Osteotomien besonders gut geeignet. Die Energie des
Laserstrahls wird dabei in unmittelbarer Ndhe der bestrahlten Oberfliche frei und die obersten
Schichten werden punktuell {iber kurze Zeit sehr stark erhitzt und vaporisiert. Die
Eindringtiefe von CO,-Lasern betrdgt etwa 0,1 mm (PARRISH und WALSH, 1985). Ein
Neodym-YAG-Laser hat dazu im Vergleich eine Wellenldnge von 1,06 um und eine deutlich
groBBere Eindringtiefe von 2 mm, was durch eine geringere Absorption im Gewebe bedingt ist
und die Konzentration der Wiarme in den oberen Knochenschichten zur Knochenabtragung
verhindert. Je schlechter die Absorption ist, desto geringer ist die Schnittwirkung und desto
grofler ist der Gewebebereich, der erwdrmt wird. Die geringere Wiarmeentwicklung pro
Volumeneinheit im Knochen fiihrt zu einer ldngeren Zeitspanne bis zum Verkochen des
Materials und die lingere Warmebelastung hat eine groBere Nekrosebreite zur Folge (s. Abb.
6). Aufgrund der hohen Absorption der CO,-Laserstrahlung im Knochen wird nahezu 100%
des Laserlichts vom Gewebe absorbiert und es findet nur eine sehr geringe Reflexion des
Strahls statt. Nach dem Auftreffen und der sich anschlieBenden Absorption wird die
Lichtenergie in Warme umgesetzt und fiihrt so zu einer Erwdrmung des Gewebes. Ist die
Leistungsdichte der Strahlung gering, so kommt es nur zu einer leichten Temperaturerh6hung.
Die Wirme kann jedoch ohne Gewebeschiddigung wieder abgefiihrt werden. Bei hoherer

Leistung fiihrt der hohe Temperaturanstieg, der jedoch nicht mehr schnell genug abgefiihrt
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werden kann, zu einer Proteindenaturierung und sich anschlieBender Koagulationsnekrose im
betroffenen Gewebe (JAMES et al., 1986; HENDRICK und MEYERS, 1995). Bei einer
weiteren Temperaturerhdhung und Uberschreiten der kritischen Grenze kommt es durch die
mangelhafte Wéarmeabfuhr zu einer explosionsartigen Verdampfung des Gewebewassers.
Dies hat zur Folge, dass der Knochen um das Gewebewasser in kleinsten Teilchen
abgesprengt und mit herausgeschleudert wird. Dadurch kann auch die entstandene Wérme
wieder abgefiihrt werden und ein Hitzestau mit thermischer Diffusion im Knochengewebe als
Folge wird vermieden (MEYER et al., 1979; IZATT et al., 1990; PIERCE et al., 2000). Bei
diesem Vorgang, der auch als Knochenablation bezeichnet wird, besteht die Gefahr, dass es in
den angrenzenden Gewebebereichen, in denen diese kritische Temperaturgrenze nicht
tiberschritten wird, zu den oben genannten Koagulationsnekrosen kommt (HORCH, 1983;
IVANENKO und HERING, 1998-b).

Um den Knochen moglichst schonend abzutragen ist es zudem moglich den Schnitt mehrfach
abzufahren. Dabei wird der Laser in hohen Wiederholungssequenzen iiber die gesamte
Schnittstelle und wieder zuriick gefiihrt. Der Vorteil dieser Methode ist die punktuell nur sehr
kurze Bestrahlungszeit mit einer somit nur geringen thermischen Belastung, da die Wirme
sich in der kurzen Zeit kaum ausbreiten kann. Bei dieser Technik steigt die Schnitttiefe jedoch
nicht proportional zur Anzahl der Schnittdurchgénge. Der Strahl erfdhrt bei zunehmender
Schnitttiefe eine Defokussierung und die Energieverluste in der Tiefe nimmt durch

Absorption, Streuung und Wérmeleitung an den grofer werdenden Schnittflichen zu

(SCHOLZ und GROTHUES-SPORK, 1992).
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Abb. 6: Abnahme der Strahlungsintensitét in biologischem Gewebe (modifiziert nach WELLING et al., 1976)
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2.3.3 Die Laserosteotomie: eine Alternative zur herkommlichen Sigeosteotomie?

Ein potentieller Vorteil einer Anwendung von Lasern in der Medizin gegeniiber den
herkdmmlichen, spanabhebenden Werkzeugen wie Sdge, Bohrer oder Frise ist das
verminderte Infektionsrisiko. Dies ist bedingt durch das beriihrungsfreie Arbeiten im
Operationsfeld. Dabei kommt nur der aseptische Laserstrahl mit der Wunde in Kontakt und
die Gefahr von bakteriellen Besiedelungen kann somit reduziert werden (GUNTER et al.,
1979). Aber auch bei Anwendungen in der Tumorchirurgie ist die Verschleppung von
Tumorzellen und die sich anschlieende Metastasierung durch das operative Vorgehen mit
dem Instrumentarium durch das beriihrungslose Arbeiten deutlich reduziert (PRESTELE et
al., 1975).

Des Weiteren ist es moglich Gefile bis 1 mm Durchmesser durch den fokussierten
Laserstrahl zu koagulieren (ALLEN und ADRIAN, 1981; MYERS, 1991). Somit kann die
Gefahr der intraoperativen Infektionen noch weiter verringert werden und durch das blutarme
Operieren kommt es auch zu einem geringeren Verbrauch von Blutkonserven (SCHOLZ und
GROTHUES-SPORK, 1992).

Neben der kompletten Hdmostase bei Blutgefdlen findet ebenfalls eine Koagulation kleiner
Nerven und LymphgefiBe statt und groBeren Belastungen durch Odeme oder Schmerzen kann
entgegengewirkt werden (CLARK und SINIBALDI, 1994).

CLAUSER (1986) gibt in seiner Arbeit an, dass der Kreislauf und die Atmung durch den
Lasereinsatz am Knochen nicht mehr beeintrachtigt werden als es durch herkémmliche
Methoden der Fall ist.

Von grofBer Bedeutung — gerade fiir den Einsatz in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
— ist auch der Punkt, dass eine sichere, computergesteuerte Lasertechnik mit Hilfe eines
Scanners iiber ein Stativ oder einen Haltearm eine deutlich prizisere Schnittfiihrung
ermoglicht als es bei manuell gefilhrten Instrumenten der Fall ist (HORCH, 1984;
IVANENKO und HERING, 1998-a; SIEBERT, 1992).

Der Knochenverlust, der durch jede Osteotomie entsteht, wird durch den Lasereinsatz
minimiert, da sehr feine Schnitte mit ca. 0,15 mm Durchmesser moglich sind. Durch den
geringen Ablationsverlust und die Moglichkeit sehr feine Schnitte durchzufiihren, ermoglicht
es der Lasereinsatz auch diinne Knochen mit grofer Prézision zu durchtrennen (KAPLAN
und SHARON 1976; PAYNE et al., 2001).

Im Vergleich zu herkdmmlichen Instrumenten ist auch ein sehr viel kleineres Operationsfeld

notwendig. Dadurch wird zum einen die OP-Dauer und damit auch die Risiken einer
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Anisthesie reduziert. Zudem verringert sich auch die Wundheilungszeit und die
Gesamtheilung ist weniger beeinflusst (CHEN und SAHA, 1987).

GIRAUD et al. (1991) behaupten sogar, dass der Laser durch eine Fremdkorperreaktion eine
Stimulation des Granulationsgewebes bewirkt und die Heilung beschleunigt.

KAPLAN und GER (1973) haben in ihren Versuchen auch festgestellt, dass Eingriffe mit
dem Laser fiir den Patienten weniger schmerzhaft sind im Vergleich zu solchen mit
herkémmlichen Instrumenten.

Auch die Gefahr karzinogener Effekte ist bei der Anwendung von COs-Lasern sehr viel
geringer als bei anderen Lasersystemen. Die DNS resorbiert bei einer Wellenlédnge von 266
nm und ist damit weit auBerhalb des Bereiches eines CO,-Lasers (10,6 um) (NAKAMURA et
al., 1999).

Ein zusitzlicher Vorteil gegeniiber all den anderen Werkzeugen ist die Moglichkeit des
vibrationsfreien Arbeitens. Somit kann den Patienten eine weitere intraoperative Belastung
genommen werden (SCHOLZ und GROTHUES-SPORK, 1992).

Im Vergleich zu herkdémmlichen Methoden ist bei der Anwendung eines Lasers in der
Chirurgie der Kreislauf durch die geringere Traumatisierung wesentlich weniger belastet. Das
héngt zum einen mit dem beriihrungsfreien und kraftarmen Handling, also der mechanischen
Riickwirkungsfreiheit zwischen chirurgischem Instrument und chirurgischem Objekt,
zusammen (COTICCHIA et al., 1993). Besonders wichtig ist das vor allem bei Patienten mit
osteomalazischen und osteoporotischen Knochen. Des Weiteren kommt neben der geringeren
Knochentraumatisierung noch die deutlich reduziertere Verletzung des umliegenden
Weichteilgewebes hinzu (SCHOLZ und GROTHUES-SPORK, 1992).

Ein wichtiger Punkt fiir die Knochenheilung ist auch, dass durch die explosionsartige
Absprengung der Knochenpartikel durch den Laser eine vergleichsweise geringe Menge
Knochenmehl anfillt. Die Resorptionszeit des abzubauenden Gewebes ist somit deutlich
reduziert und die Knochenneubildung kann entsprechend friither einsetzen (SCHOLZ und
GROTHUES-SPORK, 1992).

Durch die technischen Moglichkeiten des Lasers bedingt, gibt es keine Einschrdnkungen in
der Schnittfiihrung durch die Geometrie oder Grole des Werkzeugs. Das bedeutet fiir die
Anwendungsgebiete der Laserchirurgie frei wihlbare Schnitte in allen drei Raumebenen
(SCHOLZ und GROTHUES-SPORK, 1992; MITRA, 2002) und zudem ein Arbeiten in
anatomisch schwer zugénglichen Gebieten (HORCH und McCORD, 1977; CLAYMAN et al.,
1978; SANDERS und REINISCH, 2000).
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Gegen den Einsatz von Laser-Systemen in den Operationssidlen sprachen bislang zum einen
die hohen Anschaffungskosten, die sich nur Lehranstalten und Referenz-Forschungskliniken
leisten konnen. Allerdings wiirden sich die Preise bei zunehmender Nachfrage selbstindig
regulieren, sobald sich das Gesamtkonzept durchgesetzt hat (CLARK und SINIBALDI,
1994).

Des Weiteren kommt eine enorme Verantwortung auf die Laser-Betreiber zu, da zu den
zusitzlichen Sicherheitsvorkehrungen wie besondere Schutzausriistung, laserzugelassene
Réumlichkeiten, spezielles nicht-reflektierendes Instrumentarium, besondere Schulungen und
weitere Aufgaben hinzukommen (WALSH, 1992; SUTTER, 2001).

Spezielle Absaugvorrichtungen miissen ebenfalls installiert werden, da es bei der
Verdampfung von Gewebe zu Schadstoffemissionen durch karzinogene Pyrolyseprodukte
kommt. Diese entstehen durch die unvollstindige Verbrennung des verdampften Knochens
und enthalten u.a. Blausdure und Kohlenmonoxid. Die Absauganlage, die Patienten und
medizinisches Personal vor dieser potentiellen Gefahrdung schiitzt, beeintrichtigt dabei
jedoch die Arbeit der Operateure stark (TODOROV et al., 1998).

Eine wichtige Ursache dafiir, dass sich Laser-Systeme bis heute nicht durchsetzen konnten ist
das Ergebnis aus den bisherigen Versuchen im Vergleich zu herkémmlichen spanabhebenden
Werkzeugen wie Bohrer, Friase oder Sdge. Aufgrund thermischer Schidigung des Knochens
(SPENCER et al., 1999; SWIFT et al., 1995) kommt es zu Karbonisationen im Bereich der
Schnittrander (MYERS, 1991; MITRA, 2002). Diese treten in Form von sehr kleinen weillen
Kalzium-Perlen auf oder nach groferer thermischer Belastung sind sogar groBflachige,
briaunliche bis schwarz verkohlte Randsdume sichtbar (ALLEN und ADRIAN, 1981). Dies
fiihrt zum einen zu einer Koagulationsnekrose (KYZER et al. 1993), zum anderen in den
meisten Fidllen zu einer Verzogerung des Heilungsprozesses von mehreren Wochen
gegeniiber vergleichbaren Instrumenten (HORCH et al., 1977; CLAYMAN et al., 1978).
FRIESEN et al. (1999) konnten in ihren Untersuchungen nachweisen, dass die
Heilungsverzogerung zusdtzlich auch durch inerte Knochensplitter, die vom Bindegewebe
eingekapselt wurden und von mehrkernigen Riesenzellen umgeben sind, mit bedingt sein
kann. PRESTELE et al. (1975) stellten in ihren Untersuchungen dabei fest, dass die
auftretenden thermischen Schédigungen bei einer Knochenschnitttiefe ab 10 mm signifikant
zunehmen.

Bei Untersuchungen von IMHOFF (2001) reichte die thermische Nekrose bis zu 50 pum und
die Zone der gesamten thermischen Schidigung umfasste bis zu 200 um in die Tiefe des

geschnittenen Knochens. In einer Vielzahl von Studien und Experimenten wurde eine
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Verzogerung des Heilungsbeginns von bis zu vier Wochen nachgewiesen (ERIKSSON und
ALBREKSSON, 1983; KRAUSE et al. 1997). Diese ist auf die Beschiddigung des Periosts,
von dem die Knochenheilung ausgeht, oder durch langwierige Resorption des beschéddigten
Knochenmaterials zurlickzufiihren (MITRA, 2002). Im weiteren Verlauf der Heilung konnte
der Laser den Unterschied in den meisten Fillen wieder ausgleichen. Die Resultate der ersten
postoperativen Wochen, in denen eine schnell wiederhergestellte Stabilitdt und Belastbarkeit
der Knochen von enormer Bedeutung ist, lieBen bisher an der Uberlegenheit des Lasers

zweifeln (SMALL et al., 1979; TAUBER et al., 1979; LEWANDROWSKI et al. 1996).

2.3.4 Indikationen und Kontraindikationen von Osteotomien an der Mandibula
SCHOLZ und GROTHUES-SPORK (1992) zeigen ebenso wie HORCH (1984) in ihren
Studien, dass die Anwendung eines supergepulsten CO,-Lasers sich durch das prézise und
kontrollierte Abtragen von Knochen unter schwierigen anatomischen Bedingungen
auszeichnet. Daher ist ein Einsatz in der Mund-, Kiefer- und Gesichts- oder Kraniofazialen
Chirurgie empfehlenswert.

Aufgrund der exakten, bogenférmigen und winkelverdnderten Osteotomien, wie sie durch
CO,-Laser moglich sind, ist ein Einsatz zudem auch in der Unfallchirurgie und in der
Orthopddie moglich. Dabei sind jedoch Weiterentwicklungen, vor allem im

Fiihrungsmechanismus des Laserstrahls notwendig (HORCH und KEIDITSCH, 1980).

2.4 Das Tiermodell

2.4.1 Anforderungen an die Tierart

Fir die experimentelle Erforschung der Knochenregeneration und Priifung neuer
Operationsverfahren der Frakturbehandlung und Endoprothetik kann bis heute nicht
vollstindig auf den Tierversuch verzichtet werden. Die Wahl des geeigneten Tiermodells ist
die Voraussetzung fiir die Brauchbarkeit der gewonnenen tierexperimentellen
Versuchsergebnisse als Grundlage fiir klinische Anwendungen. Das verwendete Versuchstier
muss es aufgrund seiner physiologischen und anatomischen Eigenschaften erlauben, die
experimentell gewonnenen Daten mit hinreichender Wahrscheinlichkeit auf die beim
Menschen zu erwartenden Verhéltnisse zu libertragen (WISSING et al., 1991).

Bei der Wahl der Versuchstiere sind dabei mehrere Kriterien zu beriicksichtigen. Zum einen
muss die GroBe, Form und Festigkeit des Knochens ein beim Menschen {ibliches, analoges

Vorgehen mit gleichen Instrumenten ermdglichen. Ein sehr wichtiger Punkt ist auch, dass die
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Knochenregeneration mit der des Menschen vergleichbar ist und die Reaktionen auf eine
Versuchsbedingung uniform reproduzierbar ist. Zudem muss es auch mdglich sein, die beim
Menschen zu erwartenden Langzeitergebnisse bei der Wahl des Tieres in kurzen
Versuchszeiten zu simulieren. Wichtigstes Kriterium ist jedoch, dass die Wahl des Tieres
unter guten Laborbedingungen die anstehende Fragestellung beantworten kann (WISSING et
al., 1991).

In bezug auf die Knochenregeneration belegen die Resultate verschiedener Studien, dass der
menschliche Knochen zu 75 bis 80% von medulldren Gefden erndhrt wird und das Periost
nur die &duBlere Kortexschicht versorgt (SCHWEIBERER et al.,, 1970). Nach einer
Unterbrechung der Blutversorgung erfolgt die Revaskularisation nur zentrifugal, von der
Markhohle aus. Die Moglichkeit von peripher her zu regenerieren haben nur Knochen mit
einer an die niedriger organisierte primire Osteonenstruktur gebundene plexiforme
GefidBverteilung. Bei einer Blockade der zentralen Arterie erlauben diese Gefille eine
Stromumkehr. Dagegen weisen die Knochen von Mensch und Hund eine ausgeprigte
Sekundirosteonenstruktur mit funktionellem Endarteriensystem auf. Diese ermdglicht nur
eine zentrifugale Revaskularisation (EITEL et al., 1980; 1981).

Im Vergleich der Kortices unter den herkdmmlichen Versuchstierarten ist der Kortex des
Hundes als einziger nahezu vollstidndig in Sekundarosteonen organisiert, der des Kaninchens
zu zwei Dritteln und der des Schafes zur Hélfte. Die zentrifugal sich ausbreitende
Revaskularisation, die auch so beim Menschen vorkommt, tritt dabei nur beim Hund und dem
Kaninchen auf. In seinen Studien vergleichen WISSING et al. (1991) Kaninchen und Hund
auf deren Eignung als Tiermodell mit menschlichen Heilungsvorgdngen am Knochen:

Das Kaninchen weist dabei nur bedingt Ahnlichkeiten auf, da die GroBenverhiltnisse ein
spezielles Instrumentarium erfordern und die experimentellen Manipulationen so erschwert
sind. Generell stellen die Autoren das Fehlen der notwendigen Sicherheit der
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse fest. Die Knochenregenerierungsrate zum Beispiel ist in
einem sehr viel kiirzerem Zeitraum abgeschlossen. Aber auch die Dicke der Knochen, die
Versuche zur Tragfahigkeit und Festigkeit erfordern, spielt dabei eine gro3e Rolle (WISSING
etal., 1991).

Der Hund st aufgrund seiner gleichartigen Knochenfeinstruktur und des
Regenerationsverhaltens seines Knochens als Versuchsmodell fiir die menschliche
Knochenregeneration brauchbar. Die Knochengrofe ist akzeptabel, obwohl auch hier zum
Teil spezielle Instrumente bendtigt werden. Unglinstig erweist sich hier die hohe

Infektionsrate, die bei anderen Tierarten nicht aufgetreten ist (WISSING et al., 1991).
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SCHOLZ und GROTHUES-SPORK (1992) schlieBen andere Versuchstierspezies wie
Hamster, Ratte und Maus ebenfalls fiir einen Einsatz als Tiermodell zur Knochenregeneration
beim Menschen in experimentellen Osteotomien aus. Grund dafiir ist, dass im Gegensatz zum
Kaninchen der fiir den Menschen typische Knochenumbau mit Sekundérosteonen in der
Remodellierungsphase (Haversscher Umbau) nicht ausgeprégt ist. Des Weiteren kommt auch
hier der enorme GroBenunterschied der Knochen hinzu.

Da das Schwein bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht ausreichend auf die Vergleichbarkeit zum
Menschen beziiglich der Knochenheilung untersucht worden war, haben HONIG und
MERTEN (1993) diesbeziiglich Versuche am Gottinger Miniaturschwein durchgefiihrt.
Anhand der histomorphologischen Untersuchungen der Knochenquerschnitte lie sich nur
eine ca. 30%ige sekundire Osteonenstruktur erkennen. Dagegen ist die Knochengrofle und
auch die Knochenappositionsrate vergleichbar mit der des Menschen. Die Autoren stellen
fest, dass das Schwein, mit Abstrichen wegen der unterschiedlichen morphologischen

Struktur des Knochens, bedingt fiir tierexperimentelle Studien bei Osteotomien einsetzbar ist.
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Zielvorstellungen

Alle bisher durchgefiihrten Vergleiche von knochenschneidenden Lasern zeigen bislang keine
deutliche Uberlegenheit des Lasers gegeniiber der herkommlichen Sige. Trotz der Vorteile
beziiglich groBerer Sterilitdt durch beriihrungsloses Arbeiten, geringerer Wundgrof3e oder der
geringeren Gewebetraumata konnte sich der Laser wegen auftretender Karbonisation und
anderer Folgen der hohen Temperatureinwirkung auf den Knochen bislang nicht durchsetzen.
Ziel der vorliegenden experimentellen Studie ist es, einen modifizierten CO,-Laser in vivo zu
testen und die Heilung direkt mit einer herkdmmlichen Knochensége vergleichend zu
untersuchen.

Die Ergebnisse sollen Aufschluss dariiber geben, inwieweit sich die Erwartungen, die an die
Auswirkungen der Knochenablation durch Laseranwendung nach vorausgegangenen In-vitro-
Versuchen gestellt werden, auch bei der Anwendung im lebenden Organismus bestdtigen.
Erhofft wird, dass die Forschung in der Lasertechnologie bis zum heutigen Zeitpunkt so weit
fortgeschritten ist, dass die thermischen Erscheinungen im Rahmen der Knochenablation
reduziert werden konnen und die Heilung durch die Anwendung einer solchen Methode nicht
mehr verzogert ist gegeniiber herkdmmlichen Verfahren.

An einem Hundemodell werden hierzu an der Ventralseite der Unterkieferdste gerade
Osteotomieschnitte sowohl mit dem Laser als auch mit einer Knochensidge durchgefiihrt.
Wihrend des Untersuchungszeitraumes werden rontgenologische Verlaufsuntersuchungen
durchgefiihrt und im Abstand von je sechs Tagen verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe injiziert.
Nach einer Einheilungszeit von 21 Tagen werden die Tiere getdtet und die Unterkiefer mit
den Proben zur Weiterverarbeitung entnommen.

Die Beurteilung der Proben lésst sich in zwei histologische Hauptteile gliedern: Zum einen
die Fluoreszenzmikroskopie und zum anderen die durchlichtmikroskopische Auswertung der
gefarbten Priparate.

Die Tierversuche wurden geméll §8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes in der Fassung der
Bekanntmachung vom 25.05.1998 (BGBI 1 S. 1105) von der Regierung Oberbayern
genehmigt.
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3.2 Material und Methoden
3.2.1 Die Versuchstiere

Verwendete Tierspezies

Als Versuchstiere dienen 7 Beagle-Hunde beiderlei Geschlechts (4 Riiden und 3 Hiindinnen).
Bei Versuchsbeginn sind die Hunde zwischen 2 und 8 Jahre alt. Die Korpergewichte liegen
zwischen 12,5 und 19,0 kg (Tab. 2). Die Tiere stammen aus einer geschlossenen Zuchtanlage

(GSF, Neuherberg).

Tab. 2: Versuchstiere

Tiernummer | Tatowiernummer Alter Geschlecht Gewicht
1 M196 472 6 Jahre ménnlich 19,0 kg
2 M100 523 2 Jahre ménnlich 19,0 kg
3 MI100 521 2 Jahre ménnlich 12,5 kg
4 MI101 588 2 Jahre weiblich 15,5 kg
5 M194 405 8 Jahre weiblich 15,5 kg
6 M100 552 2 Jahre weiblich 15,0 kg
7 M194 409 8 Jahre ménnlich 17,0 kg
Unterbringung

Die Hunde sind wéhrend des Versuchs fiir insgesamt 28 Tage unter artgeméfen Bedingungen
in dem institutseigenen Tierstall untergebracht. Sie sind in Gruppen von bis zu drei Tieren in
12 m* groBen, abteilbaren Doppelboxen eingestallt. AuBerhalb der Untersuchungs- und
Behandlungszeiten wird ihnen auch noch zusitzlich gerdumiger Auslauf gewidhrt. Die
Temperatur in den Rdumen liegt bei 19 bis 23°C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50
bis 70 %. Es besteht eine Zwangsbe- und -entliiftung. Die Beleuchtung wechselt automatisch
gesteuert im 12-Stunden-Rhythmus zwischen Tagphase (von 06.00 Uhr bis 18.00 Uhr bei
einer maximalen Beleuchtungsintensitdt von 600 Lux) und Nachtphase (von 18.00 Uhr bis
06.00 Uhr bei volliger Dunkelheit). Die Tiere sind bei Aufnahme geimpft, entwurmt und frei
von spezifischen Krankheitserregern. Die Flitterung erfolgt einmal tdglich mit
handelsiiblichem Trockenfutter und Frischfleischzusatz sowie Wasser ad libitum. 18 Stunden

vor der Operation werden die Hunde niichtern gehalten.
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3.2.2 Versuchsanordnung

Innerhalb der Versuchsreihe wird an 7 Hunden je eine Osteotomie mit dem Osteoskalpell und
eine mit dem Laser an beiden Mandibula-Asten durchgefiihrt. Dabei werden durch
Randomisierung die Reihenfolge und die Lage der Schnitte zueinander bestimmt. Wahrend
des Beobachtungszeitraumes von 21 Tagen werden den Tieren zu festgelegten Zeitpunkten
(Tab. 3) polychrome Farbstoffe zur Sequenzmarkierung der Knochenumbauvorginge
injiziert. Es werden regelméaBig klinische und rontgenologische Untersuchungen durchgefiihrt.
Nach Ende der Beobachtungszeit werden die Hunde mit einer Uberdosis Pentobarbital

(Narcoren®, Fa. Merial, Hallbergmoos) euthanisiert.

Tab. 3: Versuchsanordnung

Tag 0 Tag 6 Tag 12 Tag 17 Tag 21
Hund 01 |LO/SO/R6 Tn/RO CG/RO XO/Ro Eu/R6
Hund 02 |LO/SO/R6 CG/RS XO/R6 AK/RS Eu/R6
Hund 03 |LO/SO/R6 CG/RO XO/RO AK/RS Eu/R6
Hund 04 |LO/SO/R6 CG/RO XO/RO AK/RO Eu/R6
Hund 05 |LO/SO/R6 CG/RS XO/R6 AK/RS Eu/R6
Hund 06 |LO/SO/R6 CG/RO XO/RO AK/RS Eu/R6
Hund 07 |LO/SO/R6 CG/RO XO/RO AK/RO Eu/R6

LO: Laser-Osteotomie

SO: Sége-Osteotomie

R6: Rontgenuntersuchung zur Kontrolle der Groenverdnderung der Schnittspalten
Tn: Fluoreszenzfarbstoff: Tetrazyclin

CG: Fluoreszenzfarbstoff: Calcein-Griin

XO: Fluoreszenzfarbstoff: Xylenol-Orange

AK: Fluoreszenzfarbstoff: Alizarin-Komplexon

Eu: Totung der Tiere
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3.2.3 Verwendetes Lasersystem

Das verwendete CO,-Lasersystem wurde in der Arbeitsgruppe ,,Lasertechnologie" der
Stiftung Caesar (Center of Advanced European Studies and Research) in Bonn entwickelt. Es
handelt sich um erste In-vivo-Versuche mit diesem Prototyp-Lasersystem. Das System und
die Hilfsgerdte werden von der Stiftung Caesar nach Miinchen gebracht und von dessen
Entwicklern im Operationssaal bedient.

Die Hauptkomponenten des Prototyp-Laserosteotoms sind ein CO,-Slablaser RS SC x30 (Fa.
Rofin-Sinar, SCO-Edinburgh) (Abb. 7), ein 3D-Strahlscanner ,Elefant-20“ (Fa. Arges,
Nabburg), Wasserspray mit steriler Natrium-Chlorid-Losung, Justageeinrichtung
(Pilotstrahlen) und das Gasabsaugsystem ,,LN 100 Derm* (Fa. TBH, Neuenburg). Die
Strahlung des Lasers wird an den Scanner mit Hilfe zweier Spiegelgelenkarme (Aktionsradius

ca. 1,5 m) iibertragen, der es ermdglicht, den Scanner frei zu positionieren.

Technische Daten Laser:
e Wellenlinge: 10,6 um,
e Mittlere Leistung: 10 bis 300 Watt
e Laserpulsdauer: 10 bis 400 pus (abstimmbar)
e Pulswiederholungsfrequenz: 10 bis 10000 Hz
e Strahldurchmesser: 8,5 mm
e Strahldivergenz: 2 mrad
e roter Pilotstrahl (708 nm)
e kein Gasverbrauch

e Gewicht 63 kg.

Um thermische Nebenwirkung zu vermeiden, werden alle Schnitte mit einer Pulsdauer von 80
us durchgefiihrt. Die Pulswiederholfrequenz betrdgt bei den Schnitten 200 Hz, die Leistung
16 Watt.

Der Tisch mit dem gesamten Laser-Equipment ist unmittelbar am Operationstisch aufgestellt.
Der computergesteuerte 3D-Strahlscanner ist bei den Operationen auf einem stabilen Stativ
mit Neigekopf und Feinverschiebevorrichtungen installiert. Er dient dazu den Laserstrahl zu
fokussieren und die ndtigen sehr schnellen Strahlbewegungen auszufiihren.

Die Scanngeschwindigkeit fiir die "Hauptstrahlbewegung" betriagt 487 mm/s.

Um eine hoéhere Schneideeffektivitit zu erzielen, wird der Strahlfokus nicht auf, sondern unter

der Knochenoberflache positioniert. Dadurch werden tiefere Schnitte schneller ermdglicht.
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Der Fokus befindet sich bei den Schnitten ca. 3 bis 4 mm unter der Knochenoberfliche.
Daraus ergibt sich ein Arbeitsabstand von 155 bzw. 159 mm zwischen Scanner und der
Knochenoberfliche (bei einer Fokussierungslinse der nominalen Brennweite von F = 163
mm). Zum Einstellen des Sollabstandes sind zusitzlich zum Pilotstrahl zwei weitere
Laserdioden auf dem Scanner montiert. Die drei roten Pilotstrahlen kreuzen sich an der Stelle
des Sollabstandes.

Ein Wasserspray von oben-frontal verspriiht sterile Kochsalzlosung in feinem Nebel bei
einem Verbrauch von 2,5 ml/min.

Hinter dem Knochen in einem Abstand von 1 bis 3 mm wird immer eine matte

Aluminiumplatine gelegt, um den Laserstrahl an der Austrittstelle zu blockieren.

Abb. 7: Der Laser RS SC x30 von Rofin Sinar (CAESAR, 2001)

3.2.4 Verwendetes Sigesystem

Als Séage wird das Osteoskalpell nach ,,Sachse (Fa. Medicon, Tuttlingen) verwendet (Abb.
8). Das System wird komplettiert durch ein hochdrehendes Dentalhandstiick (Fa. Kavo,
Bieberach) und einer pedalgesteuerten Bohrmaschine (Fa. Bien Air, CH-Biel) (Abb. 9). Die
Leistung ist dabei iiber das Pedal je nach Bedarf fein abstimmbar und reicht bis maximal

20000 U/min.
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Abb. 8: Osteoskalpell (Foto: HOSLE, 2003) Abb. 9: Osteoskalpell mit Handstiick und Bohrer
(Foto: HOSLE, 2003)
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3.2.5 Voruntersuchungen zur Lasertechnik

In den Laserentwicklungs-Laboratorien der Stiftung Caesar in Bonn werden verschiedene In-
vitro-Vorversuche durchgefiihrt. Ziel dieser Untersuchungen ist es die Einstellungen der
einzelnen Parameter des Lasersystems fiir die geplanten Anwendungen am Knochen
anzupassen und zu optimieren.

Hauptaugenmerk wird dabei auf die Leistung des Lasers, die Pulswiederholungsfrequenz und
die Pulsdauer gelegt. Weiterhin spielen die Fokus-Positionierung, der Abstand von Scanner
zum Knochen, die verwendete Wassermenge und die Art der Wassersprithung (Vernebelung,
Sprithen etc.) eine entscheidende Rolle in der exakten Einstellung des Lasers auf die
Knochenpriparate. Nur durch die optimale Abstimmung aller Parameter und der einzelnen
Komponenten des Lasersystems konnen Karbonisationen vermieden und der Knochen in
einer tolerierbaren Zeitspanne durchschnitten werden.

Dabei werden anfangs an frischen Os-ilium-Praparaten von Beagle-Hunden Schnitte mit einer
Vielzahl von Geometrien durchgefiihrt (Abb. 10). Neben verschiedenen Formen und Langen

beziiglich der Schnittfiihrungen werden auch unterschiedliche Schnitttiefen getestet.

In der zweiten Reihe der Vorversuche kommen frische Schidel von Hunden in Beaglegrofle
zum FEinsatz. Unter fiktiven Operationsbedingungen werden die Schidel auf einer Kopf-
Stiitze fixiert, der Wundbereich rasiert und der Zugang zur geplanten Osteotomiestelle am
Unterkieferast hergestellt. Dabei werden alle moglichen Komplikationen, die auch im
spéteren operativen Einsatz auftreten konnten (z.B. ungeniigende Fixierung des Schidels und
somit mangelhafte Darstellung des abzutragenden Knochenstiickes gegeniiber dem Laser,
Blockierung der Austrittstelle des Laserstrahls an der medialen Knochenseite, mangelhafter
Abfluss der Spiilfliissigkeit, starke Blutungen aus dem Knochen etc.), in Betracht gezogen
und durchgespielt. Durch dieses Procedere konnen eine Vielzahl moglicher Stérungen des
Lasereinsatzes bereits im Vorfeld der In-vivo-Versuche erkannt werden und zu deren
Vermeidung mogliche Losungen abgeklédrt werden (Abb. 11).

Ein weiterer wichtiger Punkt im Rahmen der zweiten Reihe der Vorversuche ist die
Ubertragung der Parameter aus den fritheren Versuchen am Hunde-Becken auf den
Unterkiefer. Aufgrund des unterschiedlichen Aufbaus miissen die Einstellungswerte des

Lasers an den neuen Knochen angepasst werden (Abb. 12).
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Abb. 10: Hundbecken mit 5 verschiedenen Dreieckschnitten (Foto: CAESAR, 2001)

Abb. 11: Schnitte am Unterkieferast in der Simulation

Abb. 12: Herausgeschnittenes Knochenfragment (Foto: CAESAR, 2002)
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3.2.6 Operatives Modell

Operationsvorbereitung

Vom Tag der Anlieferung bis zu dem Operationstermin sind die Tiere bereits mindestens eine
Woche zur Eingew6hnung im Tierstall untergebracht. Die Hunde werden ab 18 Stunden vor
dem Operationstermin niichtern gehalten. Nach der Narkoseeinleitung erfolgt die
endotracheale Intubation und das Operationsfeld wird im Bereich des Unterkiefers
groBflichig mit einer elektrischen Schermaschine geschoren und anschlieBend rasiert.
Darauthin werden die Tiere in den Operationstrakt iiberfiihrt und am Beatmungsgerit
angeschlossen. In Riickenlage auf dem Operationstisch ausgebunden wird das Operationsfeld
gereinigt, mit Hautdesinfizienz (Cutasept F, Fa. Bode Chemie, Hamburg) mehrfach behandelt
und mit sterilen Tiichern abgedeckt. Weiter werden die Augen mit Augensalbe (Bepanthen,

Fa. Roche, Sensach-Wiihlen) vor Austrocknung geschiitzt.

Anisthesie

Als Narkosepramedikation wird Atropin 0,02 mg/kg KGW i.m. (Atropinsulfat, Fa. Braun,
Melsungen) verabreicht.

Die Sedation erfolgt durch intramuskuldre Injektion von Acepromazin 0,02 mg/kg KGW
(Vetranquil® 1%, Fa. Albrecht, Aulendorf) im Verhiltnis 1:10 mit NaCl verdinnt und
Levomethadon (L-Polamivet”, Fa. Intervet, UnterschleiBheim) 0,8 mg/kg KGW in einer
Mischspritze. Nach dem Legen eines vendsen Zugangs in der V. cephalica antebrachii wird
die Narkose der Hunde durch eine Initialdosis von 6,0 bis 8,0 mg Propofol (Propofol 2%
Fresenius, Fa. Fresenius, Bad Homburg v.d.H.) intravends eingeleitet.

Im Operationssaal erfolgt der Anschluss an das Beatmungsgerdt. Dabei wird eine
Inhalationsnarkose mit 2,5 Vol % Isofluran (Forene, Fa. Abott GmbH & Co. KG, Wiesbaden)
in einem halboffenen Narkosesystem (Servo-Ventilator 900 D, Fa. Siemens AG, Miinchen)
eingeleitet und ab dem Erreichen des Toleranzstadiums mit 0,6 Vol % Isofluran und
Sauerstoff unter kontrollierter Beatmung aufrechterhalten.

Die perioperative Narkoseliberwachung erfolgt mit einem EKG-Gerdt (Datex-Ohmeda S/5,
Fa. Datex Ohmeda, Duisburg) und einer transkutanen Sauerstoffpartialdruckmessung durch
ein Pulsoximeter (Pulsoximeter, Fa. Datex Ohmeda, Duisburg), dessen Sensor an der Zunge
angebracht ist.

Intraoperativ wird vor den jeweiligen Osteotomien durch den Laser bzw. die Sdge weiter
Propofol nach Wirkung verabreicht, um die Narkosetiefe in jedem Falle garantieren zu

konnen.
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Analgesie

Zur praemptiven Analgesie wird den Tieren ca. eine Stunde vor Operationsbeginn 4,0 mg/kg
KGW Carprofen (Rimadyl®, Fa. Pfizer, Karlsruhe) subkutan injiziert.

Intraoperativ erhalten die Tiere ca. 0,02 mg/kg KGW pro Stunde Fentanylcitrat (Fentanyl, Fa.
Curamed Pharma GmbH, Karlsruhe) in Form eines Dauertropfes.

Unmittelbar postoperativ  wird das Schmerzmanagement bei den Hunden mit
Buprenorphinhydrochlorid (Buprenorphin®, Fa. Essex Pharma GmbH, Miinchen) 0,01 mg/kg
KGW im. und Metamizol-Natrium (Novalminsulfon-ratiopharm® 2,5, Fa. Ratiopharm
GmbH, Ulm) 50 mg/kg KGW durch intravendse Injektion weitergefiihrt.

Im weiteren Verlauf der Heilung erhalten die Tiere iiber weitere drei Tage tdglich Carprofen 4
mg/kg KGW, zweimal tédglich Buprenorphinhydrochlorid 0,01 mg/kg KGW im und bei
schmerzbedingten Unwohlsein Metamizol-Natrium-Tropfen 250mg pro Tier per os.

Ab dem 4. Tag wird kein Préparat mehr bendtigt.

Antibiose

Prioperativ wird eine Antibiose mit Ceftriaxon 1,0 g (Rocephin®, Fa. Roche, Gensach-
Wiihlen) in Form einer intravendsen Infusion durchgefiihrt.

Postoperativ erhalten die Tiere am ersten und dritten Tag Duphamox” (Fa. Fort Dodge

Veterindr, Wiirselen) je 15 mg/kg KGW s.c. verabreicht.

3.2.7 Operationstechniken: Osteotomie durch Laser und Sige

Der Zugang erfolgt {iber eine ca. 4 cm lange Hautinzision unmittelbar ventral der Mandibula
vom Proc. angularis in rostraler Richtung bis etwa zur halben Lénge des Corpus mandibulae.
Platysma und Haut werden in einem Schnitt durchtrennt. Somit liegt lateral die Pars
superficialis des M. masseter und ventromedial des Corpus mandibulae der M. digastricus.
Das diese beiden Muskeln verbindende Septum wird medial von der A. und V. facialis und
Asten des N. facialis durchtrennt. Der periostale Ursprung des M. digastricus wird vom
Corpus mandibulae abgetrennt und nach medial geschoben. Der M. masseter wird lateral
subperiostal von seiner Insertion in der Fossa massenterica abgetrennt und ebenfalls zur

besseren Darstellung zuriickgeschoben.
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Osteotomie durch den CO,-Laser

Nach Auswahl der Schnittstelle durch Randomisierung (caudal bzw. rostral am
Unterkieferast) (Tab. 4) wird der Laser in Position gebracht und justiert. Die Schnittrichtung
sowie die Schnitttiefe von 8 mm wird tiber den Monitor eingestellt und mit dem Pilotstrahl
des Lasers am Knochen zur Uberpriifung dargestellt. Der Strahlengang verl4uft latero-medial.
Als Schutz des Weichgewebes nach Austritt des Strahls wird eine handelsiibliche 150 x 10
mm grofle und 1 mm starke, nichtreflektierende Metallplatine mit Hilfe eines Teleskoparms
an die mediale Seite des Unterkieferastes gehalten. Nach Einschalten des Abzugsgerites zur
Rauchabsaugung und der Sprithdiisen mit steriler NaCl-Losung zur Kiihlung des
Ablationsbereiches wird der CO,-Laser in Betrieb genommen und ein Spalt in angegebener

GroBe in den Knochen geschnitten.

Tab. 4: Schnitt-Anordnung (randomisiert)

Links caudal Links rostral Rechts caudal | Rechts rostral
Hund 1 Sdge-Schnitt Laser-Schnitt Sdge-Schnitt Laser-Schnitt
Hund 2 Laser-Schnitt Sage-Schnitt Laser-Schnitt Sage-Schnitt
Hund 3 Laser-Schnitt Sdge-Schnitt Laser-Schnitt Sage-Schnitt
Hund 4 Laser-Schnitt Sdge-Schnitt Laser-Schnitt Sdge-Schnitt
Hund 5 Laser-Schnitt Sage-Schnitt Laser-Schnitt Sage-Schnitt
Hund 6 Laser-Schnitt Sage-Schnitt Laser-Schnitt Sage-Schnitt
Hund 7 Sdge-Schnitt Laser-Schnitt Laser-Schnitt Sage-Schnitt

Osteotomie durch die Knochensiige

Mit dem Osteoskalpell wird nun ein mit dem Laserschnitt vergleichbarer Spalt herausgeségt.
Dieser wird im Abstand von ca. 20 mm zur ersten OP-Stelle gewihlt. Durch die
Randomisierung der Position des Laserschnittes (caudal bzw. rostral am Unterkieferast) ist
die Lage des Ségeschnittes zum Laserschnitt somit bereits vorgegeben. Wihrend des
gesamten Sdgevorgangs wird der zu bearbeitende Bereich des Knochens mit steriler NaCl-
Losung gekiihlt.

Beide Osteotomiestellen werden durch handelsiibliche Mikroschrauben mit einem
Durchmesser von 0,9 mm markiert, damit sie bei der Praparatentnahme wéhrend der Sektion

lokalisiert und identifiziert werden konnen.
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Im direkten Anschluss erfolgt ein weiterer experimenteller Eingriff mit der Sdge am
Unterkiefer der Tiere. Dieser Teil der Operation ist Bestandteil einer parallel laufenden
Studie. Hierbei wird ventral auf jeder Unterkieferseite ein Knochenstiick in Form eines
gleichseitigen Dreiecks mit einer Seitenléinge von ca. 8§ mm herausgesdgt. Die Fragmente
werden mit je einer Autokompressionsklammer wieder fixiert. Dabei wird randomisiert pro
Hund je eine unbeschichtete und eine mit einer neuentwickelten Beschichtung iiberzogenen

Klammer an den Unterkieferdsten eingesetzt (KELLER, in Vorbereitung).

Der Wundverschluss erfolgt durch Vernéhen des intermuskuldren Septums zwischen den Mm.
digastricus und masseter unter Schonung von V. und N. facialis mit resorbierbarem
Nahtmaterial (Vicryl 2 metric, Fa. Ethicon, Norderstedt). In einem weiteren Schritt werden
Platysma und subkutane Faszie mit nichtresorbierbarem Faden (Prolene 2 metric, Fa. Ethicon,

Norderstedt) in Einzelheften adaptiert.

3.2.8 Untersuchungstechniken und Verlauf

3.2.8.1 Klinischer Verlauf

Wiéhrend des dreiwdchigen Beobachtungszeitraumes werden die Hunde tiglich untersucht
und es findet dabei eine klinische Beurteilung des Heilungsverlaufes iiber folgende,
allgemeine Parameter statt:

1. Der Allgemeinzustand der Tiere wird anhand ihrer Haltung und ihres Verhaltens
beurteilt. Somit konnen bei Bedarf z.B. Verdnderungen des Analgesiemanagements
oder weitergehende Untersuchungen eingeleitet werden.

2. Es findet eine Kontrolle der Futter- und Wasseraufnahme statt. So konnen neben
Riickschliissen auf das Allgemeinbefinden auch evtl. Anzeichen von unzureichendem
Schmerzmanagement {ibermittelt werden.

3. Der regelmiBige und unauffillige Kotabsatz wird zum Zweck der allgemeinen
Beurteilung der normalen Stoffwechselvorgénge iiberwacht.

4. Bestimmung der Korper-Innentemperatur zur Erkennung von Entziindungen oder
Infektionen.

5. Beurteilung der Wunde beziiglich Nahtkontrolle, Entziindungssymptome,
Schwellungen, Rotungen, vermehrte Wairme, Schmerzhaftigkeit und anderen
Auffilligkeiten im Wundheilungsverlauf.

6. Am 12. postoperativen Tag werden die Fiden der Hautndhte entfernt.
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3.2.8.2 Rontgenologische Verlaufsuntersuchungen
Unmittelbar postoperativ und zu vorgegeben Zeitpunkten (Tab. 3) werden jeweils von beiden
operierten Unterkieferhélften aller Hunde Rontgenaufnahmen mit latero-medialem

Strahlengang angefertigt und die Umbaureaktionen und die SpaltgroBe quantitativ beurteilt.

Technische Daten:
- Rontgengerit: C-Bogen Exposcop 7000 (Fa. Ziehm, Niirnberg)
- Belichtung: 52 kV /3,4 mA /0,2 sek.

3.2.8.3 Polychrome Sequenzmarkierung (PSM)

Zur dynamischen Darstellung der Umbauvorginge im Zuge der Knochenheilung wird
intravital eine polychrome Sequenzmarkierung nach RAHN und PERREN (1971)
durchgefiihrt. Sie gibt Riickschliisse auf Ort, Richtung und Geschwindigkeit der
Knochenregeneration (KNOFLER et al., 1990).

Die sequenzielle Gabe von drei Fluorochromen im Abstand von je 6 Tagen (s. Tab. 3)
gestattet es die Topographie des Knochenumbaus zu verfolgen (KNOFLER et al., 1990). Der
zeitliche Abstand verhindert auch die Uberlagerung der einzelnen Vitalfarbstoffe (RAHN und
PERREN, 1975).

Folgende Voraussetzungen miissen von den Fluoreszenzfarbstoffen vor deren Auswabhl erfiillt
sein:
- Markierung des gleichen Stadiums der Knochenbildung,
- gute Vertrdglichkeit und geringstmogliche Toxizitdt (RAHN und PERREN, 1972),
- minimalste Hemmung der Knochenbildung durch deren Anwendung (RAHN et al.,
1970),
- Fluoreszenz muss klar begrenzt sein und sich von anderen Substanzen klar
unterscheiden (RAHN, 1976),
- ausreichend lange Haltbarkeit der fluoreszierenden Eigenschaften ohne
Beeintrachtigung durch die Pridparation der Knochenproben und anderer

Untersuchungsprozesse.
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Aufgrund dieser Kriterien kommen folgende Fluoreszenzfarbstoffe zur Anwendung:

1.) Tetrazyclin (Oxytetracyclin-Hydrochlorid, Terramycin 100, Fa. Pfizer, Karlsruhe)
Zubereitung: gebrauchsfertige Losung
Dosierung: 30 mg/kg KGW

Applikation: subkutan an drei verschieden Stellen lateral am Thorax

2.) Calcein-Griin (Calcein-Griin-Natrium-Salz, Fa. Synopharm, Barsbiittel)
Zubereitung: 3%ige wissrige Losung mit 2% Na(COs), (LENTRODT und
BULL, 1976)
Dosierung: 15 mg/kg KGW (LENTRODT und BULL, 1976)

Applikation: intravends iiber Zugang in der V. cephalica antebrachii

3.) Xylenol-Orange (Xylenol-Orange-Natrium-Salz, Fa. Synopharm, Barsbiittel)
Zubereitung: 3%ige wissrige Losung mit 2% NaCO; (LENTRODT und
BULL, 1976)
Dosierung: 90 mg/kg KGW (LENTRODT und BULL, 1976)

Applikation: intravends iiber Zugang in der V. cephalica antebrachii

4.) Alizarin-Komplexon (Alizarin-Complexone, Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim)
Zubereitung: 3%ige wissrige Losung mit 2% NaCO; (RAHN und PERREN,
1972)
Dosierung: 30 mg/kg KGW (RAHN und PERREN, 1972)

Applikation: intravends iiber Zugang in der V. cephalica antebrachii

Die intravendsen Applikationen werden iiber Sterilfilter (Minisart® 0,20 um, Fa. Sartorius,

Gottingen) verabreicht, da die Losungen keine Hitzesterilisation tolerieren (ROMEIS, 1989).

Tetrazyclin kommt nur bei Hund 1 zur Anwendung, da sich nach der Applikation starke
anaphylaktische Reaktionen einstellt (s. Kap. 3.3.1.1). Bei den Hunden 2 bis 7 wird daher als

dritter Fluoreszenzfarbstoff Alizarin-Komplexon verwendet.

Die Farbstoffe werden nach dem Schema der Tabelle 5 appliziert und ergeben in der

histologischen Auswertung die angegebenen Farbbanden:
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Tab. 5: Fluoreszenz-Schema

Tag p.op. Tag p.op. | Fluorochrom Applikationsart Histol.
Hund 1 Hunde 2-7 Farbung
06 - Tetrazyclin s.C. gelb
12 06 Calcein-Griin Lv. griin
17 12 Xylenol-Orange V. orange
- 17 Alizarin-Komplexon L.v. rot

3.2.8.4 Sektion und Probengewinnung

Am 22. postoperativen Tag werden die Tiere durch eine intravendse Injektion mit einer
Uberdosis Pentobarbital (Narcoren®, Fa. Merial, Hallbergmoos) und Kaliumchlorid (KCI
7,45%, Fa. Braun, Melsungen) euthanisiert.

Die Sektion und Probengewinnung finden im Institut fiir Tieranatomie der tiermedizinischen
Fakultdt der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen statt. Hierbei wird die Mandibula der
Hunde entnommen und von umgebenden Gewebe freiprépariert.

Im Anschluss wird fiir jeden Sége- und Laserschnitt getrennt mit Hilfe einer Bandsidge (Fa.

Exakt, Norderstedt) ein Praparat in der GréBe von ca. 1,5 cm?® hergestellt.

3.2.8.5 Probenaufbereitung

Fixierung und Kennzeichnung

Fiir die Weiterverarbeitung in der Histologie werden die einzelnen Préparate zur spiteren
Identifizierung gekennzeichnet und anschlieend tliber 72 Stunden in Schaffersche Losung
fixiert (ROMEIS, 1989). Im Anschluss werden sie in 70 %igem Alkohol bis zu ihrer
Weiterverarbeitung gelagert. Fiir das weitere Vorgehen wird eine histologische Verarbeitung
als unentkalkte Hartschnitte gewéhlt, da nur so eine Auswaschung der Fluorochrome

verhindert werden kann (TONNA, 1984).

Entwisserung und Entfettung

Die Entwisserung der Préparate erfolgt iiber eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%,
90%, 100%), die alle drei Tage gewechselt wird. Im 100%igen Alkohol verbleiben die
Knochenstiicke iiber 6 Tage, wobei der Alkohol téglich erneuert wird. Die sich anschlieBende

Entfettung erfolgt durch Aceton tiber 2 x 3 Tage.
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Durch Lagerung in einem Aceton-Methanol-Gemisch (1:1) und in reinem Methanol fiir

jeweils drei Tage werden die Praparate wieder von dem entfettenden Aceton gereinigt.

Kunststoffeinbettung

Das Einbetten der Préparate wird durch schrittweise Infiltration mit monomerem Methyl-
Metacrylat (MMA) iiber vier Wochen durchgefiihrt. Dabei liegen die Praparate zunéchst liber
je 2 x 3 Tage in 100%igem Methyl-Metacrylat (Fa. Merck, Darmstadt) und zum besseren
Eindringen findet nach jedem Uberfiihren in das Gemisch eine Vakuumbehandlung iiber je 60
min statt. Im Anschluss kommen die Proben zur Lagerung und Schutz gegen Polymerisation
in den Kiihlschrank.

Im néchsten Schritt werden die Proben in das Einbett-Gemisch iiberfiihrt. Dies besteht aus
1000 ml Methyl-Metacrylat (Fa. Merck, Darmstadt), 220 ml
Nonylphenylpolyethylenglycolacetat (Fa. Fluka, CH-Buchs) als Weichmacher und 30 g
getrocknetem Benzoylperoxid (Fa. Merck, Darmstadt) als Katalysator. Nach erneuter 60 min.
Vakuum-Behandlung findet eine einwdchige Lagerung im Kiihlschrank zum Schutz gegen
vorzeitiges Aushérten statt.

In der letzten Phase werden die Priparate getrennt in eigene Glasr6hrchen (3 cm
Durchmesser) iiberfiihrt, die bereits mit auspolymerisiertem MMA ca. 5 mm angefiillt sind.
Nach Erneuerung des Einbettgemischs und einer erneuten Vakuum-Behandlung kommen die
Proben zur entgiiltigen Aushértung fiir 15 bis 20 Tage in einen Brutschrank bei 28°C. Dabei
stehen die fest verschlossenen Gldschen in einer mit Wasser angefiillten Petrischale um eine
gleichmiBige Warmeableitung des exothermen Polymerisationsprozess zu gewéhrleisten.
Nach beendeter Polymerisation werden die Gléschen zerschlagen und man erhalt

zylinderformige Kunststoftblocke mit eingeschlossenem Knochenpréparat.

Herstellung der histologischen Schnitte

Bei der Herstellung der histologischen Schnitte wird zuerst am eingebetteten Priparat die
geplante Schnittebene festgestellt und mit einem wasserunloslichen Stift markiert. Es sollen
Schnitte entstehen, die horizontal zum Laser- bzw. Ségeschnitt verlaufen. Entlang der
angezeichneten Linie wird der Kunststoffblock nun mit einer Bandsidge (Fa. Jevo, Milzberg)
bis zu dem Probekdrper planparallel geségt.

Die Blocke werden nun mit der so vorbereiteten Fldche auf die Halterung der Sidge geklebt.
Fiir diese Schnitte kommt das Sidgemikrotom Leika SP 1600 (Fa. Leika, Bensheim) mit

Innenloch-Ségeblatt zum Einsatz. Die damit angefertigten Schnitte haben eine Dicke von 150
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um. Der Schnittverlust betrdgt ca. 300 pm. Durch den grof8en Materialverlust sind maximal

neun Schnitte pro Praparat moglich.

Vor der histologischen Weiterverarbeitung muss bereits die fluoreszenzmikroskopische
Auswertung durchgefiihrt werden, da Férbungen die Intensitit der Fluorochrome stark
herabsetzen bzw. liberdecken. Zur histologischen Auswertung wird bei den Priparaten eine
Paragon-Féarbung durchgefiihrt. Hierbei farbt sich mineralisiertes Hartgewebe zartrosa bis rot

und Zellkerne und basophiles Zytoplasma blassblau bis blau an (ROMEIS, 1989).

3.2.8.6 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung polychromsequenzmarkierter
Hartschnitte

Hierzu wird als Fluoreszenzmikroskop das Modell ,,Axiophot* mit einem Okular (2,5 S), den

Objektiven 2,5, 5, und 10, der Kamera ,,Axio-Cam HRc* und den Fluoreszenzfiltern Nr. 9, 15

und 18 (alles Fa. Zeiss, Jena) verwendet. Fiir die Auswertung dient ein handelsiiblicher PC

mit der Software ,,Axio Vision 3.1“ (Fa. Zeiss, Jena).

Die Beurteilung der einzelnen Schnitte erfolgt nach folgenden Kriterien:
1.) Quantitative Auswertung:
- Umfang des neumineralisierten Knochenmaterials im  gesamten
Schnittspaltbereich nach den verschiedenen Fluorochromen getrennt
- Ermittlung der durch den Laser und durch die Sdge erzeugten Spaltgrofle
- Durchschnittliche Kallusdicke an beiden Schnittkanten
- Durchschnittliche Schnittspaltfiillung durch neues Knochengewebe

- Linge des Bereiches im Spalt, von dem Fluoreszenz ausgeht (= Grundlinie)

2.) Qualitative Auswertung:
- Auftreten von Resorptionsgruben
- Auftreten von Karbonisationen
- Bewertung des Umfangs der Fluoreszenz

- periostale Fluoreszenz
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3.2.8.7 Durchlichtmikroskopische Auswertung
Die Auswertung der gefarbten Schnitte erfolgt wiederum mit dem Fluoreszenzmikroskop mit
den Objektiven 2,5, 5, 10 und 20 und der bereits fiir die fluoreszenzmikroskopischen
Auswertung verwendeten Kamera und dem Computer mit ,,Axio Vision 3.1 im
Durchlichtverfahren, d.h. ohne den Aufsatz der Fluoreszenzfilter.
Dabei findet eine Bewertung der einzelnen Schnitte nach dem Vorhandensein folgender
qualitativer Parameter statt:

- Osteoklasten

- Osteoblasten

- frisch eingesprosste Blutgefia3e im Osteotomiespalt

- neu gebildeter Geflechtknochen

- Karbonisationen

- sonstige Auftilligkeiten

3.2.8.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgt getrennt nach quantitativen und qualitativen Parametern.
Die Bewertung der quantitativen Messwerte findet getrennt nach Methode (Laser/Sége) statt.
Fiir die Messwerte der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung werden der Mittelwert x, die
Standardabweichung (SA) und die Minimal- und Maximalwerte berechnet und in Tabellen
dargestellt.

Fiir die Auswertung der qualitativen Parameter wird die Haufigkeitsverteilung bestimmt.

AbschlieBend wird noch ein Methodenvergleich ,,Sédge-Laser durchgefiihrt.
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3.3 Ergebnisse

3.3.1 Fallbeschreibung

3.3.1.1 Hund1

Klinischer Verlauf post operationem

In den ersten zwei postoperativen Tagen kommt es auf der rechten Seite des Unterkiefers zu
einer mittelgradigen Schwellung im Bereich der Operationsstelle. Im Kehlbereich entsteht auf
der Hohe des NI. retropharyngeum medialis auf beiden Seiten in den ersten fiinf Tagen p.op.
zu einer Schwellung. Wie auch im Wundbereich sind diese nicht schmerzhaft und nicht
vermehrt warm. Die Wunden sind ab dem ersten Tag trocken und sauber und die Nihte sind
unauffillig. Das Allgemeinbefinden des Hundes ist vom ersten postoperativen Tag an

ungestort und lebhaft und die Nahrungsaufnahme und der Kotabsatz sind normal.

Rontgenologische Verlaufsuntersuchungen

In den Rontgenaufnahmen, die von den Osteotomiestellen am Tag der Operation und an den
postoperativen Tagen 6, 12, 17 und 22 angefertigt werden, ist bis zur letzten Aufnahmen-
Serie der kiinstlich angelegte Knochenspalt deutlich sichtbar. Im direkten Vergleich der

Bilder erscheint der Osteotomiespalt zu allen Zeitpunkten gleich grof3.

Polychrome Sequenzmarkierung

Am 6., 12 und 17. postoperativen Tag wird dem Tier je ein Fluoreszenz-Farbstoff verabreicht
(Kap. 3.2.8.3). Bei der ersten Gabe wird dem Hund Tetrazyclin subkutan an drei Stellen
seitlich am Thorax appliziert. Unmittelbar nach Applikation treten stark ansteigende Unruhe
und Schmerzreaktionen auf. Nach ca. 30 min kommt es zusitzlich zu einer mittel- bis
hochgradiger Hautr6tung im Maul- und Nasenbereich und zu einer starken Schwellung im
Schnauzenbereich. Des Weiteren entsteht starker Juckreiz im gesamten Kopfbereich. Auf
diese Verinderungen hin wird dem Hund 250 mg Prednisolon (Solu-Decortin® H 250 mg, Fa.
Merck, Darmstadt) und 2 mg Dimetindenmaleat (Fenistil®, Fa. Zyma, Miinchen) intravends
verabreicht. Flinf Minuten nach Applikation sind sdmtliche Symptome wieder abgeklungen.
Am 12. Tag post OP erfolgt die Gabe des zweiten Fluorochroms, Calcein-Griin. Die
Applikation erfolgt intravends iiber einen Sterilfilter. Im Anschluss wird das Tier iiber 60
Minuten iiberwacht und es kann keine sichtbare Reaktion auf den Farbstoff festgestellt
werden.

Als dritter Farbstoff wird am Tag 17 p.op. Xylenol-Orange intravends appliziert und wie auch

unter Calcein-Griin kommt es zu keinen Komplikationen.
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Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Laserschnitt

Der Laserschnitt aus der rechten Unterkieferseite weist mit 1698 pum den grofiten
Durchmesser des Schnittspaltes im Vergleich zu dem bei allen anderen Hunden auf. Der
zuerst applizierte Farbstoff, das Tetrazyklin, das den Haversschen Umbau zwischen den
postoperativen Tagen 6 und 10 wiedergeben soll, ist fluoreszenzmikroskopisch auch in
Spuren nicht nachweisbar. Calcein-Griin und Xylenol-Orange geben die Umbaurate ab dem
zwolften Tag p.op. wieder. Beide Fluorochrome sind ausschlieSlich im inneren Drittel und
auch nur auf einer Seite des Spaltes in geringen Mengen angelagert.

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung sind keine Anzeichen von einer
Karbonisation erkennbar und auch eine periostale Fluoreszenz ist nicht zu erkennen.

Im proximalen Drittel des Spaltes ist einseitig eine deutliche Resorptionsgrube vorhanden.

Bei Hund 1 liegt kein auswertbares Prdparat aus dem linken Unterkiefer vor, da bei der
Entnahme durch einen Riss des Sdgeblattes der Block mit dem Laserschnitt eingeklemmt und

zerstort wurde.

Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Sigeschnitt

Der Ségeschnitt im linken Unterkieferast von Hund 1 zeigt nur eine geringe griinliche
Fluoreszenz im Spaltlumen. An keinem der beiden Rinder ist einer der drei Farbstoffe
feststellbar. Weder das erste Fluorochrom, Tetrazyklin, das zwischen dem siebten und
zehnten postoperativen Tag sich an die freien Bindungsstellen der Kalzium-Ionen an der
Oberfliche der neugebildeten Hydroxyl-Apatit-Kristalle bindet ist erkennbar, noch Xylenol-
Orange, der zuletzt injizierte Farbstoff. Der Schnittspalt selbst ist von einem dichten, jedoch

nicht fluoreszierenden Gewebe vollstindig ausgefiillt.

Der rechte Sdgeschnitt weist ebenfalls nur eine sehr geringe Fluoreszenz auf. Diese ist
ausschlieBlich bei dem Filter fiir Calcein-Griin erkennbar und ist daher im Zeitraum Tag 7 bis
Tag 10 entstanden. Die farbliche Bande ist nur an einem der beiden Schnittrdnder vorhanden
und zieht sich in Form eines schmalen Streifens von der Basis des Spaltes bis hin zum Periost.
Auf der gegeniiberliegenden Seite fallt die sehr unebene Oberfliche mit einer groflen

Resorptionsgrube auf.
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Histologische Auswertung: Laserschnitt

Der rechte Laserschnitt zeigt den vom Periost aus bis in die Tiefe einen bindegewebig
aufgefiillten Osteotomiespalt, dessen beide Rédnder durch zahlreiche kleine Resorptionsgruben
unterbrochen sind und sich sehr wellig darstellen. In den kraterartigen Vertiefungen lassen
sich vereinzelt Osteoklasten nachweisen. Im Bereich des Spaltbodens ist eine schwarze
Karbonisationsschicht erkennbar in dessen direkter Umgebung weder Anzeichen fiir
Resorption noch fiir Apposition vorhanden sind. Im Spaltlumen sind im dichten Bindegewebe
bereits erste neugebildete Gefdfle erkennbar. In dem den Schnittrindern angrenzenden
Knochengewebe sind in einer Tiefe von bis zu 100 um vom Schnittkanal entfernt leere
Osteozyten-Lakunen zu erkennen. Im weiteren Verlauf (ca. 75 um) kommen pyknotische

Zellen in den Osteozytenh6hlen vor und erst dann erscheinen die Osteozyten unverdndert.

Histologische Auswertung: Sigeschnitt

Der linke Ségeschnitt weist nur einseitig im lateralen Drittel eine Auflosung der Randstruktur
durch Resorption auf. Der iibrige Randbereich des Spaltes ist glatt und eben. Ab einer 10-
fachen VergroBerung ist die gesamte Ubergangszone zwischen altem Knochen und
Schnittspalt in einer Breite von ca. 50 um deutlich schwarz verfirbt und bei einer
Vergroferung auf Zellebene ist eine deutliche Karbonisationszone mit abgestorbenem
Zellmaterial erkennbar (Abb. 50). Leere Osteozyten-Lakunen sind bis zu einem Abstand von
100 pm feststellbar. Das Bindegewebe im Lumen ist von mehreren Gefdflen durchsprosst und

die Zellanordnung ist im Randbereich bereits organisiert.

Bei dem Préparat aus der rechten Unterkieferhilfte sind beide origindren Schnittrdnder bereits
in Resorption und es ist nur noch eine wellige Struktur wahrzunehmen. Einseitig sind die
Resorptionsgruben bis zu 200 pm tief und enthalten vereinzelt Osteoklasten. Im Lumen ist
noch keine Einsprossung von Gefdflen feststellbar und auch vom Periost her ist noch kein

Anzeichen einer beginnenden Apposition erkennbar.
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3.3.1.2 Hund 2

Klinischer Verlauf post operationem

Der Wundbereich ist beidseits am ersten postoperativen Tag geringgradig geschwollen und
auch im Bereich der Kiefergelenke ist wihrend der ersten drei Tage eine leichte Schwellung
feststellbar. Diese Verdnderungen sind nicht schmerzhaft und weisen auch keine vermehrte
Wirme auf. Die Wunden sind trocken und sauber und die Néhte unauffillig. Das
Allgemeinbefinden ist ungestort und sehr lebhaft. Kotabsatz und Futteraufnahme sind normal.

Am vierten Tag p.op. wird beidseitig eine leichte Otitis externa diagnostiziert und behandelt.

Rontgenologische Verlaufsuntersuchungen

Die in den postoperativen Tagen 6, 12, 17 und 22 angefertigten Rontgenautnahmen zeigen bis
zuletzt keine Verdanderungen am kiinstlich angelegten Knochenspalt gegeniiber der Aufnahme
unmittelbar nach der Operation. Im direkten Vergleich der Bilder erscheint der

Osteotomiespalt zu allen Zeitpunkten gleich grof.

Polychrome Sequenzmarkierung

Hund 2 erhidlt ebenfalls an den postoperativen Tagen 6, 12 und 17 je einen
Fluoreszenzfarbstoff verabreicht (Kap. 3.2.8.3). Als Fluorochrome werden Calcein-Griin,
Xylenol-Orange und am letzten Applikationstag Alizarin-Komplexon injiziert. Alle Farbstoffe
werden intravends tiber Sterilfilter in die V. cephalica antebrachii gegeben.

In der darauffolgenden Uberwachungsphase von 60 Minuten kommt es unmittelbar nach der
Applikation von Xylenol-Orange fiir ca. drei Minuten zu einer zunechmenden Unruhe des
Tieres, die sich jedoch kurze Zeit spiter von selbst wieder legt. Unter den iibrigen

Fluorochromen kommt es zu keiner sichtbaren Reaktion auf die Farbstoffgabe.

Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Laserschnitt

Das Préiparat aus dem linken Unterkiefer von Hund 2 weist eine Besonderheit auf.
Unmittelbar benachbart zu dem kegelférmigen Laserschnitt liegt ein weiterer Schnittspalt.
Dieser weist eine langgestreckte, konische Form auf und ist im Winkel von ca. 45° gegeniiber
dem anderen versetzt.

Bei dem spitzkegelformigen Schnitt liegt eine geringe griine Fluoreszenz im Bereich des
Lumens im Spalteingang vor. Calcein-Griin, das bei Hund 2 am 6. postoperativen Tag
injiziert wird und die Aktivitit des Haversschen Umbaus zwischen dem 7. und 10. Tag

wiedergibt, ist bei diesem Schnitt nicht weiter vorhanden. Der gesamte Randbereich um den
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Schnittkanal ist intensiv orange angefirbt und die durchschnittliche Kallusdicke betrigt tiber
52 pum.

Im zweiten, benachbarten und konusformigen Schnitt ist ebenfalls im proximalen Bereich
eine leichte griine Fluoreszenz feststellbar. In der unteren Hélfte des Spaltes ist das Lumen bis
zu 80% mit orange angefiarbtem Gewebe durchbaut. Xylenol-Orange ist in diesem Bereich
vorherrschend und tritt im Gegensatz zum spitzkegeligen Spalt nicht im Randbereich des
Schnittkanals auf. Dort liegt eine sehr intensive, ca. 60 pm dicke Calcein-Griin geférbte
Bande vor. Diese umgibt das gesamte Spaltlumen fast vollstindig.

In keinem der beiden Schnitte ist das dritte Fluorochrom, Alizarin-Komplexon, feststellbar

(Abb. 43).

Das Priparat des rechten Laserschnittes ist praparationsbedingt nicht vollstidndig erhalten und

ist daher nicht auswertbar.

Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Sageschnitt

Bei dem Priparat des Sdgeschnittes an der linken Unterkieferseite ist Calcein-Griin nur als
schmale Bande an beiden Réndern des Spaltes erkennbar. Diese Bande zieht sich von medial
bis zum Beginn des lateralen Drittels des Schnittkanals hin. An der lateralen Seite des Spaltes
tritt eine vermehrte Verfarbung durch Calcein-Griin und Xylenol-Orange in der direkten
Umgebung der Osteosyntheseschraube auf. Diese wird wiéhrend der Operation zur
Markierung der Osteotomiestelle fiir die spidtere Pridparatentnahme angebracht. Xylenol-
Orange tritt in geringer Menge zudem noch am medialen Schnittrand einseitig im Bereich des
Periosts auf. Im gesamten Schnittkanal ist dagegen kein Anzeichen auf eine Aktivitdt des
Haversschen Umbaus in der dritten postoperativen Woche feststellbar. Auch Alizarin-

Komplexon kann nicht nachgewiesen werden.

Der rechte Sdgeschnitt weist eine fast durchgédngige Calcein-Griin fluoreszierende Bande auf
beiden Seiten des Schnittspaltes auf. Auf einer Seite wird diese durch eine deutliche
Resorptionsgrube unterbrochen, wihrend auf der anderen Seite mehrfach sehr kurze Strecken
fehlen. Im Lumen des Spaltes selbst tritt keine Fluoreszenz auf. Xylenol-Orange ist sowohl
medial als auch lateral jeweils auf einer Seite des Spaltrandes im Bereich des Periosts deutlich
erkennbar und weist somit auf eine vermehrte Aktivitit kurz nach der Applikation am 12.
postoperativen Tag hin. Auch hier ist Alizarin-Komplexon fluoreszenzmikroskopisch nicht

feststellbar (Abb. 40).
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Histologische Auswertung: Laserschnitt

Der spitzkegelige Schnitt zeigt im Randbereich beider Seiten verstirkte Resorptionstétigkeit
mit Auflésung der urspriinglichen Schnittflichen. Der Spaltboden ist schwarz verfarbt und im
Umkreis dieser etwa 130 um dicken Zone karbonisierten Materials ist keine Zellaktivitat
mehr feststellbar. Im Lumen sind zahlreiche Blutgefdfie in das Bindegewebe eingesprosst und
erste Inseln neu gebildeten Geflechtknochens treten auf. Neben zahlreichen Osteoblasten sind
hier auch erste Osteozyten zu finden. Der Schnittrand weist mehrere grofBere
Resorptionsgruben auf, in denen neben einigen Osteoklasten vermehrt Entziindungszellen
auftreten.

Im benachbarten, konusformigen Schnitt ist bereits der Schnittkanal in weiten Teilen
vollstindig mit Geflechtknochen durchbaut. Nur im lateralen Drittel findet sich im Lumen
noch ein Rest bindegewebigen Materials. Im Randbereich ist keine Karbonisationsschicht
feststellbar und auch die Zellen des alten Knochengewebes lassen keine Verdnderungen
erkennen. Nur farblich ist der neugebildete Knochen noch vom umliegenden Gewebe zu

unterscheiden.

Histologische Auswertung: Sigeschnitt

Der Ségeschnitt aus dem linken Unterkiefer zeigt auf beiden Seiten des Schnittspaltes eine
schwarze karbonisierte Bande, die bis zu 30 um dick ist. Auf einer Seite des Schnittkanals ist
diese Schicht mehrfach durch Resorptionsaktivitdten unterbrochen und ein 80 um breiter
Streifen im Bereich des angrenzenden Knochengewebes wird resorbiert. Im Lumen finden
sich neben vereinzelten, kleinen Gefdllen eine grole Anzahl von Fettzellen, die vor allem im
periostalen und im weiteren Eingangsbereich auftreten. Im medialen Drittel des Schnittkanals
ist die gerade Schnittfliche, die durch die Séige erzeugt wird, bereits durch
Resorptionsaktivititen aufgelost und es entstethen mehrere kleine kraterformige
Ausbuchtungen. In der kndochernen Umgebung dieser Krater finden sich vermehrt leere

Hohlen und Osteozyten-Lakunen mit pyknotischen Zellkernen.

Der Sageschnitt des Priparates der rechten Seite weist ebenfalls beidseitig eine Zone
karbonisierten Materials auf. Dieser Bereich ist mehrfach durch Resorptionsgruben
unterbrochen, die vielfach Osteoklasten aufweisen. In der Umgebung dieser Krater sind
zahlreiche leere Osteozyten-Lakunen in einer Entfernung von ca. 100 bis 150 pm zu
erkennen. Im Schnittkanal liegt zum Teil organisiertes Bindegewebe vor, das keine Anzeichen

neugebildeter Gefdlle aufweist. Im periostalen Bereich sind jedoch Fettzellen erkennbar.
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3.3.1.3 Hund3

Klinischer Verlauf post operationem

In den ersten beiden postoperativen Tagen liegt im Wundbereich auf beiden Seiten und im
Kehlbereich eine mittelgradige Schwellung vor. Am fiinften Tag p.op. tritt fiir ca. 24 Stunden
erneut eine deutliche Schwellung im Bereich der Wunde auf der linken Unterkieferseite auf.
Alle Umfangsvermehrungen sind nicht vermehrt warm und nicht schmerzhaft. Die Wunden
sind ab dem ersten Tag p.op. trocken und sauber und die Nidhte unauffillig. Das
Allgemeinbefinden ist von Beginn an ungestort und das Verhalten dem Charakter
entsprechend. Futteraufnahme und Kotabsatz sind normal. Ab dem vierten postoperativen Tag

wird eine mittelgradige Otitis externa diagnostiziert und bis zum Tag 16 p.op. behandelt.

Rontgenologische Verlaufsuntersuchungen

In allen Rontgenaufnahmen, die von diesem Hund im Rahmen der Rontgen-
Kontrolluntersuchungen von den Osteotomiestellen angefertigt worden sind, kann man bis zur
letzten Aufnahmen-Serie die kiinstlich angelegten Knochenspalten deutlich sehen. Im

direkten Vergleich der Bilder erscheint der Osteotomiespalt zu allen Zeitpunkten gleich grof3.

Polychrome Sequenzmarkierung

Wie bei Hund 2 erhidlt auch Hund 3 an den postoperativen Tagen 6, 12 und 17 die
Fluorochrome Calcein-Griin, Xylenol-Orange und zuletzt Alizarin-Komplexon intravends
injiziert (Kap. 3.2.8.3).

Auch hier zeigt das Tier im Anschluss auf die Applikation von Xylenol-Orange kurzzeitig
erhohte Unruhe, die sich nach etwa 3-4 Minuten wieder legte. Die iibrigen Fluorochrom-

Gaben toleriert der Hund ohne erkennbare Reaktionen auf die Applikation.

Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Laserschnitt

Das Préparat des linken Laserschnittes zeigt eine schmale fluoreszierende Bande an einer der
beiden Winde des Spaltes. Diese reicht durchgéingig von der medialen bis zur lateralen Seite
des Osteotomiespaltes. Im mittleren Drittel setzt sich der fluoreszierende Bereich sowohl aus
Calcein-Griin als auch aus Xylenol-Orange zusammen. Dagegen ist die Fluoreszenz im
medialen Drittel ausschlieBlich durch Calcein-Griin gepréigt. Der Applikationszeitpunkt fiir
Calcein-Griin bei Hund 3 ist der Tag 6 p.op. und fiir Xylenol-Orange ist es Tag 12. Zusétzlich

ist nahe der erwihnten Bande noch eine groflere fluoreszierende Fliche von iiber 80000 um?,
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die im Lumen des Spaltes liegt. Alizarin-Komplexon kann bei diesem Priparat nicht

nachgewiesen werden (Abb. 46).

Bei der Auswertung des rechten Laserschnittes ist lateral der gesamte Bereich von einer sehr
starken Fluoreszenz gepriagt. Sowohl Calcein-Griin als auch Xylenol-Orange kommen in dem
trichterformigen  Anfangsbereich des Osteotomiespaltes gleichermallen vor. Die
fluoreszierende Fldche hat auf der einen Seite einen durchschnittlichen Durchmesser von ca.
375 pm und auf der zweiten Seite noch ca. 90 um. nach auflen hin wird der leuchtende
Bereich von einer nicht-fluoreszierenden, schwarzen Karbonisationsschicht abgegrenzt. Im
weiteren Verlauf des Schnittspaltes ist einseitig eine schmale griinfluoreszierende Bande

erkennbar, die sich bis zum medialen Ende des Spaltes zieht.

Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Sigeschnitt

Der Sageschnitt im linken Unterkiefer zeigt eine beidseitige, schmale griin-fluoreszierende
Bande im mittleren Bereich des Osteotomiespaltes. An der medialen Seite tritt zusédtzlich noch
eine mittelgradige periostale Fluoreszenz durch Xylenol-Orange auf. Im Bereich des Lumens
ist kein Anzeichen fiir einen Beginn der Spaltiiberbriickung durch Haversschen Umbau

feststellbar.

Das Préparat aus dem rechten Unterkieferast weist nur im lateralen Drittel des Schnittspaltes
eine geringe griine Fluoreszenz auf, die von einzelnen Resorptionsstellen unterbrochen ist.
Weder Alizarin-Komplexon noch Xylenol-Orange ist fluoreszenzmikroskopisch in diesem

Schnitt nachweisbar.

Histologische Auswertung: Laserschnitt

Im Laserschnitt der linken Unterkieferhilfte ist eine dichte, ockerfarbene Masse im
Schnittspalt zu sehen. Dabei handelt es sich um Reste des intraoperativ eingesetzten
Knochenwachses, das zur Blutungsstillung nach der Osteotomie verwendet worden ist. Diese
Reste fiillen den Spalt zwischen 50 und 75% in der Breite. In der gesamten Umgebung sind
keine Anzeichen fiir eine beginnende Knochenheilung erkennbar. An den beiden
Schnittrandern sind vereinzelt kleine Resorptionsgruben mit einigen Osteoklasten zu finden.
Der Schnitt der rechten Laserosteotomie zeigt sehr ausgeprédgte Karbonisationen auf beiden
Seiten des lateralen Drittels des Schnittkanals. Im spaltnahen Zentrum der

Verbrennungsreaktion ist eine schwarz verfiarbte Bande, die eine Dicke von 800 um auf der
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einen Spaltseite und ca. 1000 pm auf der anderen Seite aufweist. Daran schlieB3t sich jeweils
spaltfern eine gelblich verfarbte Schicht von ca. 300 um und eine rosafarbene mit ca. 150 pm
an. In keiner dieser Zonen im Karbonisationsbereich ist eine Zellaktivitit feststellbar. Die
Zone der gelben Verfirbung weist zahlreiche leere Osteozyten-Lakunen auf. In der
rosafarbenen sind neben den ebenfalls vorhandenen leeren Hohlen vereinzelt auch solche mit
pyknotischen Kernen zu finden. Erst aullerhalb des gesamten, verdnderten Bereiches konnen
unverdnderte Knochenverhéltnisse festgestellt werden. Im weiteren Verlauf des Schnittkanals
ist auf beiden Seiten eine schwarze Bande mit einer Stirke von ca. 20 pm, die das Lumen von
den angrenzenden Knochenstrukturen abgrenzt. In diesem Bereich sind neben einigen
Osteozyten auch eine Vielzahl leerer Osteozyten-Lakunen erkennbar. Im Lumen selbst sind

im medialen Drittel des Spaltes einige neugebildeten Blutgefi3e erkennbar.

Histologische Auswertung: Sigeschnitt

Der linke Schnitt zeigt im lateralen Drittel des Osteotomiespaltes eine vollstindige Auflosung
der durch die Sédge erzeugten Schnittfliche. In diesem Bereich ist diese wellig und an einer
Vielzahl von Stellen durch unterschiedlich grofle Resorptionsgruben auf beiden Seiten
unterbrochen. In dem zum kndchernen Gewebe angrenzenden Gebiet finden sich zahlreiche
Osteoklasten (Abb. 54). Im weiteren Verlauf des Schnittkanals ist die urspriingliche
Schnittfliche noch erhalten. Der Grenzbereich zum alten Knochengewebe ist durch eine
schmale, ca. 25 pm breite schwarze Bande vom Spaltlumen getrennt. Es schlie3t sich eine
gleichgrof3e rosafarben verfarbte Schicht an, in der zahlreiche leere Osteozyten-Lakunen und

nur vereinzelte, vitale Osteozyten anzutreffen sind.

Im rechten Séageschnitt ist einseitig die gesamte kndcherne Begrenzungslinie des
Schnittspaltes durch Resorption aufgelost und durch eine Vielzahl an kraterartigen
Einstiilpungen in den Knochen wellig verformt. In diesen Resorptionsgruben ist ein grof3e
Osteoklastenaktivitit feststellbar. Die gegeniiberliegende Seite erscheint mikroskopisch
unverdndert und ist nur an zwei sichtbaren Stellen durch Resorptionsgruben unterbrochen. Im
Lumen befindet sich ein ca. 3500 pm? grofes abgelostes Knochenfragment, das der Form

nach im mittleren Drittel des Schnittspaltes abgeldst worden ist.
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3.3.14 Hund 4

Klinischer Verlauf post operationem

Im Bereich der Wunden tritt in den ersten zwei postoperativen Tagen eine geringgradige
Schwellung auf. Am fiinften Tag p.op. ist die linke Wundseite hochgradig geschwollen und
vermehrt warm. Eine Rontgenaufnahme des betroffenen Bereiches zeigt ein gelostes
Knochenfragment mit Implantat aus der parallel laufenden experimentellen Studie (KELLER,
in Vorbereitung). Im Rahmen einer Kurznarkose werden im Anschluss operativ Fragment und
Implantat entfernt und die Schwellung ist am darauffolgenden Tag vollstindig abgeklungen.
Die Antibiose wird fiir weitere drei Tage wieder aufgenommen. Die Wundheilung verlauft
wihrend der gesamten Zeit normal und die Nahte sind unauffillig. Das Allgemeinbefinden ist
nur am flinften Tag beeintrachtigt und es liegt eine Erhohung der Korperinnentemperatur auf
39,1° Celsius vor. Am Tag nach der Implantatentfernung sind alle Parameter wieder im
Normbereich. Futteraufnahme und Kotabsatz sind ab dem sechsten Tag — wie auch in den

ersten vier Tagen — normal.

Rontgenologische Verlaufsuntersuchungen

Bei den Rontgenaufnahmen von Hund 4 ist in bezug auf die Osteotomiestellen im Verlauf der
Beobachtungs- und Uberwachungsphase kein Unterschied in der GroBe und Form der
Knochenspalten feststellbar. In den Aufnahmen vom Tag 6 ist ein Fremdkorper mit
Knochendichte und ein weiterer sehr kontraststarker in unmittelbarer Nidhe der
Osteotomiespalten sichtbar. Es handelt sich dabei um ein gelostes Knochenfragment und der
zu dessen Fixierung eingebrachten Autokompressionsklammer aus der parallel laufenden
Studie von KELLER (in Vorbereitung). Nach der operativen Entfernung beider Fremdkorper

waren die urspriinglichen Verhiltnisse wieder hergestellt.

Polychrome Sequenzmarkierung

Hund 4 erhilt an den postoperativen Tagen 6, 12 und 17 ebenfalls die Fluorochrome Calcein-
Griin, Xylenol-Orange und Alizarin-Komplexon intravends verabreicht (Kap. 3.2.8.3).
Wihrend die Applikation von Calcein-Griin und Xylenol-Orange ohne sichtbare Reaktionen
toleriert wird, kommt es bei der intravendsen Injektion von Alizarin-Komplexon nach ca. 5
Minuten zum Vomitus. Die Konsistenz des Erbrochenen ist wissrig und die Farbe ist leicht
gelblich-klar. Da es nur zu einem einmaligen Erbrechen kommt und die Menge sehr gering

(ca. 30 ml) ist, wird auf weitere MaBBnahmen verzichtet.
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Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Laserschnitt

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung des linken Laserschnittes von Hund 4 ist
eine schmale, aber durchgingige Bande auf beiden Seiten des Schnittes erkennbar. Im
lateralen und medialen Drittel ist die Fluoreszenz ausschlieBlich auf Calcein-Griin
zuriickzufithren. Im mittleren Drittel ist Xylenol-Orange in gleichem Maf3e aktiv. Weiter sind
in diesem Bereich zwei groflere fluoreszierende Flichen mit ca. 26000 bzw. 44000 pm?
auffillig. Beide liegen an selben Randseite des Schnittspaltes. Sowohl Calcein-Griin als auch
Xylenol-Orange sind daran beteiligt, wobei der Farb-Anteil von Griin dominiert wird. Das

Lumen selbst ist von einer dichten, nicht-fluoreszierenden Substanz aufgefiillt.

Der Osteotomiespalt im rechten Unterkiefer weist eine sehr stark ausgeprdgte Fluoreszenz
auf. Sowohl medial als auch lateral ist der Spalt von griin- und orange-fluoreszierendem
Gewebe vollstindig tiberbaut. Diese so gebildete Briicke wird spaltnah durch eine iiber 100
um starke Schicht, die durch Calcein-Griin markiert wird, gebildet, wihrend der spaltferne
Anteil deutlich orange fluoresziert. Dieser Bereich hat eine Dicke von iiber 400 um. Der
Schnittspalt selbst ist beidseits durchgehend von einer breiten griinfluoreszierenden Bande
begrenzt. Diese ist ca. 90 pm dick. Xylenol-Orange ist vornehmlich im medialen Drittel des
Spaltinneren vorherrschend und iiberbriickt das Lumen dort an mehreren Stellen vollstindig

(Abb. 48).

Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Sigeschnitt

Der Sageschnitt an der linken Unterkieferseite weist nur im periostalen Bereich eine geringe
griine Fluoreszenz auf. Im Spaltlumen treten einige kleine, fluoreszierenden Inseln mit einer
Flache von ca. 20.000 pm? Umfang auf, die auf eine Markierung durch Calcein-Griin
zurlickzufiihren sind. Im Randbereich des Lumens sind vereinzelt Spuren von Xylenol-
Orange nachweisbar. An der medialen Seite des Osteotomiespaltes tritt im Bereich des
Periosts beidseits eine starke Reaktion der Fluorochrome auf. Diese iiberbriickt den Spalt
jedoch nicht und setzt sich zu gleichen Teilen aus dem knochennah angelagerten Calcein-
Griin und dem knochenfern gebundenen Xylenol-Orange zusammen. Beide Fluorochrome

iiberlappen sich im mittleren Drittel der reaktiven Fléache.

Der rechte Ségeschnitt weist lateral kein Anzeichen fluorochromer Aktivitit auf. Im mittleren
Drittel des Spaltes ist einseitig eine diinne griinfluoreszierende Bande feststellbar. Das

mediale Drittel wird durch eine ausgeprigte orangefarbene Fluoreszenz dominiert. Diese tritt
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in Form einer bis zu 220 um dicken Bande auf, die beidseits den Schnittspalt flankiert. Es
kommt dabei aber zu keiner Uberbriickung des Schnittkanals. Zusitzlich ist eine durch
Calcein-Griin begriindete Fluoreszenz im Bereich des spaltnahen Periosts erkennbar, die den

Spalt von auBlen hin ebenfalls nicht iiberbaut (Abb. 38).

Histologische Auswertung: Laserschnitt

Der linke Laserschnitt von Hund 4 weist auf beiden Seiten des Osteotomiespaltes eine 35-50
um dicke schwarze Verbrennungszone auf. Diese befindet sich im Ubergangsbereich
zwischen der bindegewebigen Struktur im Spalt und dem angrenzenden Knochengewebe
aufBBerhalb. In einem Umkreis von ca. 80 um von der karbonisierten Bande sind keine aktiven
Knochenzellen mehr feststellbar. Neben leeren Osteozyten-Lakunen kommen vereinzelt
pyknotische Zellkernreste vor. Im Lumen des Schnittspaltes sind vereinzelt neugebildete
BlutgefidBe erkennbar und nahe dem schwarzen Zone der Karbonisation am Rand sind
einzelne Osteoklasten zu sehen. Der Randbereich ist nicht durch Resorptionsgruben

unterbrochen und die urspriingliche Schnittlinie ist beiderseits noch deutlich erkennbar.

Der rechte Laserspalt ist dagegen in weiten Teilen bereits kndchern durchbaut. Im Lumen
sind zehn Inseln mit einem Durchmesser von ca. 100 um zu erkennen, die vollstindig von
Bone-Lining-Cells umgeben sind und neben den zahlreichen Osteoblasten auch einige
Osteozyten enthalten. Das die knochernen Inseln umgebende Gewebe weist nicht mehr die
blaue Féarbung des ersten Bindegewebes auf, sondern erreicht mit dem zartrosafarbenen Ton
fast die Farbe des umgebenen, alten Knochengewebes. Hier finden sich auch zahlreiche neu
angelegte Blutgefid3e. An der lateralen Seite des Schnittes ist ein Kallushiigel mit einer Lénge
von 2000 pm und einer Hohe von 600 pm zu sehen. Das mediale Ende des Osteotomiespaltes

dagegen ist flach und der Spalt bereits vollstindig verkndchert (Abb. 52).

Histologische Auswertung: Sigeschnitt

Der linke Ségeschnitt zeigt auf beiden Seiten des Osteotomiespaltes eine deutliche
karbonisierte, schwarze Bande mit einer Breite von 15 um, die sich in der gesamten Léange
von medial nach lateral zieht. In den Randbereichen sind keine Verdnderungen oder
Unterbrechungen durch Resorption des benachbarten Knochengewebes feststellbar. Im
Lumen sind vereinzelte, neugebildete Blutgefdlle zu sehen und im medialen Drittel auch Reste

des eingesetzten Knochenwachses.
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Bei dem Schnitt auf der rechten Unterkieferseite dagegen sind deutliche Verdnderungen an
beiden Schnittrdndern zu erkennen. Auf der gesamten Lange des Spaltes ist die durch die
Sdge entstandene, gerade Schnittfliche durch Resorptionsvorgénge auf beiden Seiten vollig
aufgelost. Es liegt eine wellige, ungleichmifBlige Spaltform vor, die von zahlreichen
Resorptionsgruben unterbrochen sind. In diesen Knochen-Einstiilpungen sind vermehrt
Osteoklasten angesiedelt. Im Lumen sind neben mehreren neu angelegten Blutgefdflen im
lateralen Drittel des Spaltes auch einige Inseln mit neugebildeten Geflechtknochen zu finden
(Abb. 53). Geflechtknochen findet sich zudem auch in den Randbereichen um die mediale
Schnittspaltoffnung herum. So kann der Osteotomiekanal dort an manchen Stellen fast zur

Halfte tiberbriickt werden.

3.3.1.5 Hund5

Klinischer Verlauf post operationem

In den ersten zwei postoperativen Tagen tritt eine gering- bis mittelgradige Schwellung im
Bereich beider Operationsseiten auf. Diese ist weder vermehrt warm noch schmerzhaft. Das
Allgemeinbefinden ist wihrend der gesamten Uberwachungsphase ungestort und das Tier

kann als lebhaft bezeichnet werden. Futteraufhahme und Kotabsatz sind normal.

Rontgenologische Verlaufsuntersuchungen

In den Rontgenaufnahmen, die von den Osteotomiestellen am Tag der Operation und an den
postoperativen Tagen 6, 12, 17 und 22 angefertigt werden, ist bis zur letzten Aufnahmen-
Serie der kiinstlich angelegte Knochenspalt deutlich sichtbar. Im direkten Vergleich der

Bilder erscheint der Osteotomiespalt zu allen Zeitpunkten gleich gro8.

Polychrome Sequenzmarkierung

Die an den postoperativen Tagen 6, 12 und 17 verabreichten Farbstoffe Calcein-Griin,
Xylenol-Orange und Alizarin-Komplexon (Kap. 3.2.8.3) werden von Hund 5 in dem sich
anschlieBenden Kontrollzeitraum von 60 Minuten ohne erkennbare Reaktionen auf den

applizierten Farbstoff toleriert.

Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Laserschnitt
Das fluoreszenzmikroskopische Bild des linken Laserschnittes bei Hund 5 zeigt eine

hochgradige Fluoreszenz im medialen Ende des Schnittkanals. Der Ubergangsbereich vom
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Schnittkanal zum Periost ist trichterformig verbreitert und weist zahlreiche, kraterdhnliche
Vertiefungen auf. Die Fluoreszenz tritt nicht direkt am Schnittrand auf, sondern sie liegt
hinter einer schwarzen karbonisierten Gewebeschicht, die ca. 200 um dick ist. Sowohl
Calcein-Griin als auch Xylenol-Orange ist in gleichem Mafle in diesen Flachen feststellbar.
Die fluoreszierenden Fliachen sind ca. 375.000 und 440.000 um? groB3. Im Schnittspalt selbst
ist die gerade, knocherne Randstruktur fast vollstindig aufgelost und es liegt eine unebene,
von Kratern durchsetzte Oberflache vor. Auf der einen Seite des Schnittkanals ist dabei eine
geringe Spur von durch Calcein-Griin markierter Knochensubstanz erkennbar, wihrend die
andere Seite eine groBe Fliche mit sehr ausgeprigter Fluoreszenz aufweist. Diese ist sowohl
auf die Anwesenheit von Calcein-Griin als auch von Xylenol-Orange zuriickzufiihren (Abb.

45).

Der rechte Laserschnitt weist am lateralen Rand eine Xylenol-Orange bedingte Fluoreszenz
am Ende des Schnittkanals auf, die den Spalt vollstindig {liberbriickt. Der Osteotomiespalt
selbst wird, mit Ausnahme von mehreren Unterbrechungen durch Kraterartige Vertiefungen
des Spaltrandes, fast vollstdndig von einer ca. 150 um dicken, griin fluoreszierenden Bande
beidseitig durchzogen. Im mittleren Drittel ist Xylenol-Orange an der Farbgebung
mitbeteiligt.

Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Séigeschnitt

Das Priparat der linken Unterkieferseite zeigt auf beiden Seiten des Schnittkanals eine diinne,
griin-fluoreszierende Bande. Zur medialen Seite des Schnittes hin endet die Bande jeweils in
einer tiefen, kraterartigen Unterbrechung der geraden Knochenlinie. Im Schnittlumen sind
vereinzelte kleine, fluoreszierende Inseln erkennbar. Samtliche feststellbare Fluoreszenz ist
auf Calcein-Griin zuriickzufiihren. Die Anwesenheit von Alizarin-Komplexon und Xylenol-

Orange kann bei diesem Préparat nicht nachgewiesen werden (Abb. 39).

Bei der Auswertung des rechten Ségeschnittes kann eine deutliche periostale Fluoreszenz im
Bereich des medialen Spaltendes festgestellt werden. Farblich ist sie alleine dem Fluorochrom
Xylenol-Orange zuzuordnen. Calcein-Griin kann nur in Form einer kleinen Insel (ca. 25.000
um?) im medialen Drittel des Schnittkanals nachgewiesen werden. Weitere Anzeichen fiir

eine Fluoreszenz kdnnen bei der diesem Schnitt nicht festgestellt werden (Abb. 37).
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Histologische Auswertung: Laserschnitt

Das Priparat aus der linken Unterkieferseite zeigt am medialen Ende des Osteotomiespaltes
eine sehr starke Karbonisationszone (Abb. 51). Dieser tiefschwarze Bereich hat eine Dicke
von bis zu 300 pm und ihm folgt eine gelblich verfarbte Zone mit einer Stirke von etwa
weiteren 150 um. In der schwarzen Karbonisationsschicht sind keine Zellen oder andere
Gewebestrukturen mehr differenzierbar. In der angrenzenden, gelbgefdrbten Zone sind
zahlreiche leere Osteozyten-Lakunen erkennbar, jedoch keine Anzeichen von lebendem
Zellmaterial. Erst ca. 300 um vom schwarzen Karbonisationszentrum entfernt kommen erste
Osteozyten und andere Zellen vor. Im weiteren Verlauf des Schnittspaltes ist der Randbereich
des Osteotomiespaltes auf einer Seite fast vollstindig erhalten. Nur an drei Stellen sind grof3e
Resorptionsgruben erkennbar. Auf der anderen Seite ist der urspriingliche Randverlauf durch
Resorptionsvorginge vollig aufgelost und es liegt eine wellige Ubergangszone zum

angrenzenden Knochengewebe vor.

Bei dem rechten Laserschnitt ist der Schnittrand einseitig vollstindig resorbiert in einem
Bereich von ca. 110 um Breite. Hier liegen vermehrt Osteoklasten und Lymphozyten vor. Der
andere Rand des Schnittspaltes ist fast vollstandig erhalten und nur an wenigen Stellen durch
kleinere Resorptionsgruben unterbrochen. Im Spaltlumen sind keine Anzeichen einer

beginnenden Verkndcherung feststellbar.

Histologische Auswertung: Sigeschnitt

Im linken Ségeschnitt ist in der lateralen Hélfte einseitig eine deutliche schwarze
karbonisierte Schicht erkennbar, die den alten Knochen von dem Spalt trennt. Diese schwarze
Bande ist ca. 25 um dick und im benachbarten Knochengewebe sind vereinzelt leere
Osteozyten-Lakunen zu finden. In diesem Bereich ist das Ersatzgewebe im Spalt zellarm und
bis zu diesem Zeitpunkt ohne neu eingesprosste BlutgefiBle. Im mittleren Bereich des
Schnittes treten beidseits des Osteotomiekanals groBere Resorptionsgruben auf und es sind
vereinzelt Osteoklasten erkennbar. Im medialen Bereich des Schnittes dagegen ist eine
fortgeschrittene Knochenheilung feststellbar. Das Lumen des Spaltes ist dabei zu etwa einem
Drittel mit neugebildeten Geflechtknochen durchwachsen. Der iibrige Teil ist angefiillt mit
einer Vielzahl von kleinen Inseln, die unmittelbar vor der Verknocherung stehen. Sie sind
umrandet von vielen Bone-Lining-Cells und im Zentrum sind bereits einige Osteozyten

erkennbar.
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Der rechte Siageschnitt weist auf beiden Seiten des Spaltlumens eine Auflosung der
kndchernen Begrenzung. Durch Resorption wird das Gewebe vollstindig abgetragen. In
diesem bereich sind vereinzelt Osteoklasten nachweisbar. Im Spaltlumen selbst sind keine neu

eingesprossten BlutgefdBe oder andere Merkmale fiir einen beginnenden Umbau festzustellen.

3.3.1.6 Hund 6

Klinischer Verlauf post operationem

Am zweiten postoperativen Tag hat sich der Hund durch Eigenmanipulation an der linken
Wundseite einen und an der rechten Seite zwei der Hautnidhte herausgerissen. Die Wunden
sind beidseits offen und bluten. In Narkose werden die Wunden mit Klammern wieder
verschlossen und die Antibiose fiir weitere drei Tage wieder aufgenommen. Im weiteren
Verlauf bleibt bis zum vierten Tag p.op. eine deutliche Schwellung an der rechten Wundseite
bestehen, die nicht vermehrt warm und auch nicht schmerzhaft ist. Aus der Wunde tritt in
dieser Zeit wéssrige Fliissigkeit aus. Ab dem fiinften Tag ist die Wunde unauffillig. Das
Allgemeinbefinden ist wihrend der gesamten Uberwachungsphase ungestort. Futteraufnahme

und Kotabsatz sind normal.

Rontgenologische Verlaufsuntersuchungen

In den Rontgenaufnahmen, die von den Osteotomiestellen am Tag der Operation und an den
postoperativen Tagen 6, 12, 17 und 22 angefertigt werden, ist bis zur letzten Aufnahmen-
Serie der kiinstlich angelegte Knochenspalt deutlich sichtbar. Im direkten Vergleich der

Bilder erscheint der Osteotomiespalt zu allen Zeitpunkten gleich grof3.

Polychrome Sequenzmarkierung

Hund 6 erhidlt ebenfalls an den postoperativen Tagen 6, 12 und 17 je einen
Fluoreszenzfarbstoff gespritzt (Kap. 3.2.8.3). Als Fluorochrome werden Calcein-Griin,
Xylenol-Orange und am letzten Applikationstag Alizarin-Komplexon injiziert. Alle Farbstoffe
werden intravends iiber Sterilfilter in die V. cephalica antebrachii gegeben.

In der darauffolgenden Uberwachungsphase von 60 Minuten kommt es bei keinem der

applizierten Fluorochromen zu einer sichtbaren Reaktion.
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Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Laserschnitt

Der linke Laserschnitt weist im gesamten Verlauf des Osteotomiekanals eine beidseitige ca.
75 um starke Fluoreszenz, die nur vereinzelt durch kraterartige Vertiefungen in das
Knochengewebe hinein unterbrochen werden. Mit Ausnahme einer ca. 5.000 pm? grof3en
Flache im mittleren Drittel des Schnittkanals, die orange fluoresziert, sind alle iibrigen
Banden Calcein-Griin zuzuordnen. Im Spongiosa-Bereich ist eine sehr ausgeprigte, durch
Xylenol-Orange bedingte, Fluoreszenz feststellbar, die sich beidseitig, pilzkopfahnlich in das

Gewebe ausbreitet und den spongidsen Bereich zu etwa einem Drittel ausfiillt (Abb. 47).

Das rechte Priparat weist eine sehr deutliche Fluoreszenz im gesamten Schnittbereich auf.
Auf beiden Seiten des Osteotomiekanals ist eine durchgehende, griine Bande zu sehen, die in
medialer Richtung an Dicke zunimmt und in unmittelbarer Nihe zum Spaltausgang diesen
von innen her vollstdndig iiberbriickt. Das Lumen ist im medialen Hilfte komplett mit orange-
fluoreszierendem Gewebe durchbaut, wihrend in dem lateralen Teil eine unvollstindige,
schwammartige Struktur erkennbar ist und der Spalt nur ungleichmiflig tiberbriickt ist.
Wihrend an der lateralen Ende des Schnittes keine periostale Fluoreszenz feststellbar ist,
kommt es medial zu einer sehr deutlichen Reaktion von Calcein-Griin und Xylenol-Orange.
Die Dicke der griinen Schicht betrigt etwa 200 pm und die durch Xylenol-Orange bedingte
ca. 350 pm.

Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Sigeschnitt

Der Ségeschnitt des linken Unterkiefers weist im Lumen einseitig eine schmale Spur griiner
Fluoreszenz auf, die von Ilateral bis medial nur vereinzelt von kraterartigen
Knochenvertiefungen unterbrochen ist. Im Bereich des medialen Ende des Spaltes kommt es
im Randbereich zu einer verstérkten orangefarbenen Fluoreszenz, die mit einer Dicke von ca.
150 pm deutlich stérker ist als die von Calcein-Griin zuvor (ca. 45 pm). An der medialen
Seite des Schnittes ist im Gegensatz zur lateralen Seite eine deutliche periostale Fluoreszenz

feststellbar, die ausschlieBlich von Xylenol-Orange bedingt ist (Abb. 42).

Das Praparat auf der rechten Unterkieferseite weist im lateralen Drittel des Schnittkanals an
beiden Seiten eine diinne griinfluoreszierende Spur auf. Im Bereich des medialen Spaltendes
ist eine deutliche orangefarbene Bande vorherrschend, die am Spaltrand endet und nach einer
Unterbrechung in die periostale Fluoreszenz iibergeht. Diese ist vornehmlich durch Xylenol-

Orange geprégt und Calcein-Griin ist hier nur in Spuren nachweisbar.
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Histologische Auswertung: Laserschnitt

Bei dem linken Laserschnitt ist auf der einen Seite des Spaltlumens eine deutliche schwarze
Karbonisationsbande erkennbar. Sie reicht komplett von der lateralen zur medialen Seite des
Schnittes und hat eine Breite von ca. 50 pm. Auf der anderen Seite des Spaltlumens ist der
gesamte Randbereich durch eine Vielzahl von Resorptionsgruben aufgelost. Durch die
grof3flichigen Resorptionsvorginge hat die Breite des Osteotomiekanals an manchen Stellen
um das Doppelte zugenommen und den Spalt deutlich vergrofert. In einigen der
Resorptionsgruben koénnen bereits neugebildete kndcherne Inseln mit Osteoblasten,
Osteozyten und BlutgefaBBen nachgewiesen werden. Ebenfalls neuer Geflechtknochen kommt
am medialen Schnittende vor. Hier ist der Spalt sichtbar durch &uBlere Kallusbildung

uberbriickt.

Der rechte Laserschnitt zeigt einen fast vollstindig kndchern durchbauten Schnittspalt. Das
gesamte Gewebe ist durch Geflechtknochen ersetzt und mit vielen neu eingesprossten
BlutgefdaBen durchsetzt. Zum Teil sind noch Reste erster Knocheninseln mit Bone-Lining-
Cells umgeben erkennbar. Im ehemaligen Schnittspalt sind in allen Bereichen Osteozyten

nachweisbar.

Histologische Auswertung: Sigeschnitt

Im Priparat des linken Sdgeschnittes von Hund 6 sind die Knochenstrukturen, die das
Spaltlumen seitlich begrenzen, fast vollstindig aufgelost. Durch eine Vielzahl von
Resorptionsgruben, die zum Teil bis zu 160 um in das Knochengewebe hineinreichen, hat
sich die Spaltbreite an manchen Stellen um fast die Hilfte vergrofert. In dem Bereich um
diese kraterartigen Einstiilpungen sind kaum Osteozyten, sondern nur leere Osteozytenh6hlen
feststellbar. Erst in einer Entfernung von ca. 275 pum vom urspriinglichen Schnittspaltrand
konnen Osteozyten nachgewiesen werden. Im Spaltlumen sind einige neu eingesprosste

Blutgefille erkennbar.

Der rechte Sdgeschnitt zeigt im lateralen Bereich auf beiden Seiten des Spaltlumens eine
deutliche Neubildung von Geflechtknochen. Dieser entspringt periostnah und kann den Spalt
insgesamt zu etwa 50% iiberbriicken. In dem neugebildeten Geflechtknochen sind bereits
viele Osteozyten und Blutgefdle und nur noch vereinzelte Inseln mit einigen Bone-Lining-
Cells zu erkennen. Das mediale Schnittende ist ebenfalls fast zur Hélfte mit neugebildeten

Geflechtknochen durchbaut und es ist auch eine deutliche dulere Kallusbildung feststellbar.
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Im mittleren Bereich des Spaltlumens finden sich neben mehreren verknocherten Inseln mit
Blutgefafen und Osteoblasten auch vereinzelt groBBere Bereiche mit abgeschlossenem Umbau

zum Geflechtknochen.

3.3.1.7 Hund7

Klinischer Verlauf post operationem

Hund 7 weist in den ersten zwei postoperativen Tagen eine geringgradige Schwellung im
Bereich der Wunden an den beiden Unterkieferseiten auf. Wunde und Néhte sind wéhrend der
gesamten Uberwachungszeit unauffillig und das Allgemeinbefinden des Tieres ist ungestort.

Futteraufnahme und Kotabsatz sind normal.

Rontgenologische Verlaufsuntersuchungen

Die Rontgenbilder, die in den postoperativen Tagen 0, 6, 12, 17 und 22 von den
Osteotomiestellen angefertigt werden, weisen bis zur letzten Aufnahmen-Serie keine sichtbare
Verdnderung der kiinstlich angelegten Knochenspalten auf. Im direkten Vergleich der Bilder

erscheint der Osteotomiespalt zu allen Zeitpunkten gleich groB3.

Polychrome Sequenzmarkierung
Analog zu den Hunden 2-6 erhélt auch Hund 7 die Farbstoffe Calcein-Griin, Xylenol-Orange
und Alizarin-Komplexon intravends injiziert. Alle drei Fluorochrome werden von dem Tier

ohne sichtbare Reaktionen im Verlauf der Uberwachungsphase toleriert.

Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Laserschnitt

Bei Hund 7 weist der Laserschnitt der linken Unterkieferseite sehr gut ausgeprigte
fluoreszenzmikroskopische Banden auf. Der gesamte, den Schnittspalt umgebende
Randbereich weist eine durchgehende Zone griiner Verfarbung auf. Am medialen blinden
Ende dieses Schnittes kommt es sogar zur vollstindigen Uberbriickung des Spaltes vom
Randbereich aus. Im Lumen selbst sind einzelne kleine Inseln erkennbar, die entweder durch
Calcein-Griin oder durch Xylenol-Orange fluoreszierend angeregt werden. Im lateralen Teil
des Osteotomiespaltes ist eine groBere flichige Anhdufung von orangefarben markiertem
Gewebe feststellbar die den Schnittbereich fast vollstindig iiberbriickt. Eine periostale

Fluoreszenz ist in diesem Préparat nicht feststellbar (Abb. 44).
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Ahnliche Verhiltnisse liegen auch beim rechten Laserschnitt vor. Auch hier ist die kndcherne
Umrandung des Schnittkanals von einer fast durchgehenden Calcein-Griin-Bande umgeben,
die nur im lateralen Bereich durch mehrere kraterférmige Vertiefungen in den Knochen
unterbrochen ist. Das Spaltlumen ist im mittleren Drittel mehrfach von einer orange-
fluoreszierenden, netzartigen Gewebestruktur durchbaut. Im periostalen Bereich auf der
lateralen Seite des Schnittspaltes ist eine deutliche Markierung durch das Fluorochrom
Calcein-Griin feststellbar. Diese beginnt direkt am Osteotomiespalt und zieht sich in eine

Dicke von ca. 200 pm tiber die gesamte sichtbare Strecke der Knochenoberfldche.

Fluoreszenzmikroskopische Auswertung: Sageschnitt

Der Sidgeschnitt auf der linken Seite des Unterkiefers zeigt einseitig eine schwache
Fluoreszenz an einer der kndchernen Begrenzungsseiten des Schnittspaltes. Diese schmale
griine Bande zieht sich, mit einer Unterbrechung durch eine kraterféormige Einbuchtung des
Knochens ausgenommen, vollstindig von der lateralen bis zur medialen Seite des
Osteotomiespaltes. Der andere den Schnittkanal begrenzende Rand ist von einer unebenen
Oberflache und fluoreszenzmikroskopisch unauffillig. Am medialen Ende des Spaltes ist eine
auffillige Calcein-Griin markierte Flache, die im Lumen liegt, mit diesem jedoch keine
direkte Verbindung hat. Diese beschriebene Fliache geht im Anschluss in die periostale
Fluoreszenz iiber. Die periostale Fluoreszenz ist sehr ungleichmédfig an der
Knochenoberfldche verteilt und ldsst die Gewebestruktur netzartig erscheinen. Sdmtliche
erkennbare Fluoreszenz in diesem Préparat ist auf Calcein-Griin zuriickzufiihren. Weder

Xylenol-Orange noch Alizarin-Komplexon kann hier nachgewiesen werden.

Der Schnitt aus der rechten Seite des Unterkiefers weist lateral nur eine sehr geringe
fluoreszenzmikroskopische Aktivitit auf. Eine schmale griin- und orange-fluoreszierende
Bande zieht sich auf der einen Seite des Schnittkanals vom Ende des lateralen Drittels bis zum
medialen Spaltende hin. Auf der anderen Seite des Kanals ist nur im medialen Drittel eine
ungleichméfige und hdufig unterbrochene Calcein-Griin markierte Spur feststellbar. Das
mediale Spaltende selbst wird von einer deutlichen periostalen Fluoreszenz bestimmt, die bis
in den Schnittspalt hineinreicht. Diese wird ausschlieBlich von Xylenol-Orange markiert. Im
Lumen liegen neben mehreren kleinen griinfluoreszierenden Inseln zwei auffallend grof3e mit
einer Fliche von 42.000 bzw. 155.000 um?. Die Form dieser Inseln ist unregelméfig (Abb.
41).
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Histologische Auswertung: Laserschnitt

Im linken Laserschnitt ist eine der beiden an das Spaltlumen angrenzenden Knochenlinie im
lateralen Hélfte durch Resorption aufgeldst und das Gewebe ist so stark bereits abgebaut, dass
die Spaltbreite in diesem Bereich um ein Drittel zugenommen hat. Die Resorptionsgruben
(Abb. 55) laufen zum Knochen hin spitz zu und enthalten zum Teil Osteoklasten. In allen
Teilen des Spaltes ist eine Vielzahl neu eingesprosster BlutgefiBle verschiedenen
Durchmessers anzutreffen. Weitere Anzeichen auf eine beginnende Knochenheilung kénnen

nicht festgestellt werden.

Bei dem rechten Laserschnitt ist auf beiden Seiten des Schnittkanals eine deutliche, schwarze
Bande als Folge von einer Karbonisation des betroffenen Gewebes erkennbar. Wihrend auf
der einen Seite keine Resorption als Folge dieser thermischen Schiddigung erkennbar ist,
kommt es auf der gegeniiberliegenden Seite zu massiven Verdnderungen. Ausgehend von
einer Resorptionsstelle in der Mitte und einer am medialen Ende des Spaltes findet eine
grof3flichige Auflosung des benachbarten Knochengewebes statt. Die Flidche in der die
Resorptionsvorgénge stattfinden reicht vollstindig vom lateralen zum medialen Schnittende
und verlduft parallel zum urspriinglichen Schnittkanal. Der Schnitt verbreitert sich dadurch

auf das Vierfache der normalen Breite (Abb. 56).

Histologische Auswertung: Sigeschnitt

Der Sédgeschnitt der linken Unterkieferseite weist keine Verdnderungen des umliegenden
Gewebes durch Resorptionsvorginge auf (Abb. 57). Im Lumen kann eine beginnende
Knochenheilung festgestellt werden. Neu eingesprosste Blutgefifle sind dabei ebenso

feststellbar wie erste Organisation von Osteoblasten zu unregelméfigen Inseln.
Bei dem rechten Sdgeschnitt sind beide den Schnittspalt begrenzenden Randfldchen ohne

Anzeichen von beginnenden oder fortschreitenden Resorptionsprozessen. Im Lumen selbst

liegen auch keine Hinweise auf eine beginnende Knochenheilung vor.
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3.3.2 Gesamtiibersicht der Ergebnisse

3.3.2.1 Operationsverlauf

Die durchschnittliche Dauer der Operationen betrdgt 155 Minuten (120-225 min). Die
Osteotomiestelle der beiden Verfahren zueinander wird durch Randomisierung festgelegt (s.
Tab. 4). Im Verlauf der Operationen kommt es bei den Hunden 1, 2 und 4 zu starken
Blutungen aus dem Osteotomiespalt wahrend des Laser- bzw. Sdgeeinsatzes. Diese werden
mit Knochenwachs gestillt. Unmittelbar vor dem Beginn jeder Osteotomie erhdlt der Patient
zusitzlich 2 bis 3 ml Propofol, um eine optimalen Narkosetiefe zu gewéhrleisten. Alle Hunde
iiberstehen die Narkose und die Operationen ohne groflere Zwischenfille. 20 Minuten nach
Ausleitung der Narkose sind alle Hunde bereits vollstindig bei Bewusstsein und laufen

umbher.

3.3.2.2 Laser-Schnitte
Die Schnitttiefe wird iiber die Lasersoftware auf 8 mm eingestellt. Die Dauer der
Laserschnitte liegt im Schnitt bei ca. 100 Sekunden. Im einzelnen ist die Schnittzeit des

Lasers fiir jeden einzelnen Hund in der Tabelle 6 zusammengefasst.

Tab. 6: Laser-Dauer in Sekunden

Hund1 | Hund2 | Hund3 | Hund4 | Hund5 | Hund 6 | Hund 7
Links 180 90 75 75 90 135 155
Rechts 150 90 45 120 120 120 140

3.3.2.3 Sige-Schnitte
Die Sageschnitte werden unmittelbar im Anschluss zum Laserschnitt analog zu diesem an der

vorgegebenen Stelle durchgefiihrt.

3.3.2.4 Klinischer Verlauf

In den ersten zwei bis postoperativen Tagen liegt bei allen Hunden eine gering- bis
mittelgradige Schwellung auf einer oder auf beiden Wundseiten vor. Die
Umfangsvermehrungen sind bei Palpation nicht schmerzhaft und auch nicht vermehrt warm.
In einem Fall (Hund 4) kommt es am fiinften Tag p.op. zu einer hochgradigen Schwellung im
Bereich der Operationsstelle an der linken Unterkieferseite und es wird operativ ein

losgelostes Knochenfragment und ein Implantat aus einer parallel laufenden Studie
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(KELLER, in Vorbereitung) aus der Wunde entfernt. Der weitere Wundheilungsverlauf ist
ungestort. Ein weiteres Tier (Hund 6) eroffnet sich die Nihte auf beiden Seiten durch Kratzen.
Die Wunden werden durch Klammern wieder verschlossen. Bei allen Tieren ist das
Allgemeinbefinden im Verlauf der 21-tigigen Uberwachungsphase nicht gestért und ab dem
ersten postoperativen Tag findet eine normale Futteraufnahme in normalem Umfang ohne
Probleme statt. Das Verhalten der Tiere ist unveridndert und reicht von sehr lebhaft bis
vorsichtig. Die Hunde spielen in gewohnter Weise mit Softbillen, die auch ohne sichtbare

Beeintrachtigung im Maul getragen werden.

3.3.2.5 Rontgenologische Kontrolluntersuchungen

Bei der Auswertung der Rontgenbilder ist bei allen Tieren keine sichtbare Verdnderung im
Verlauf der dreiwdchigen Kontrollperiode an der Grofe des Osteotomiespaltes erkennbar.
Auch die farblichen Schattierungen des Gewebes im angrenzenden Spaltbereich heben sich

bis zuletzt deutlich von denen im Schnittspalt ab (Abb. 13-20).
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Abb. 13: Hund 2 - Rontgenaufnahme postoperativ - Abb. 14: Hund 2 - Rontgenaufnahme Tag 12 p.op.
linke Unterkieferseite: linke Unterkieferseite:
1: Laserschnittspalt 1: Ségeschnittspalt (iiberlagert)
2: Klammer von KELLER 2: Laserschnittspalt
(in Vorbereitung) 3: Klammer von KELLER

(in Vorbereitung)

Abb. 15: Hund 2 - Réntgenaufnahme Tag 22 - Abb. 16: Hund 3 - Rontgenaufnahme postoperativ -
linke Unterkieferseite: linke Unterkieferseite:
1: Ségeschnittspalt (leicht iiberlagert) 1: Ségeschnittspalt (iiberlagert)
2: Laserschnittspalt 2: Laserschnittspalt
3: Klammer von KELLER 3: Klammer von KELLER
(in Vorbereitung) (in Vorbereitung)
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Abb. 17: Hund 3 - Rontgenaufnahme Tag 6 - Abb. 18: Hund 3 - Rontgenaufnahme Tag 12 -
linke Unterkieferseite: linke Unterkieferseite:
1: Klammer von KELLER 1: Klammer von KELLER
(in Vorbereitung) (in Vorbereitung)
2: Laserschnittspalt 2: Laserschnittspalt
3: Sageschnittspalt 3: Sageschnittspalt

Abb. 19: Hund 3 - Réntgenaufnahme Tag 17 - Abb. 20: Hund 3 - Rontgenaufnahme Tag 22 -
linke Unterkieferseite linke Unterkieferseite
1: Klammer von KELLER 1: Klammer von KELLER
(in Vorbereitung) (in Vorbereitung)
2: Laserschnittspalt 2: Laserschnittspalt
3: Sageschnittspalt 3: Sageschnittspalt
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3.3.2.6 Sektionsbefunde

Unmittelbar nach der Totung der Tiere am 22. postoperativen Tag werden die Tiere seziert
und die Unterkiefer entnommen. Bei der Sektion sind keine auffilligen Verdanderungen am
Tierkorper oder an der Mandibula feststellbar, die auf eine Beeintrdchtigung der Knochen-

oder Wundheilung schlieBen lassen.

3.3.2.7 Polychrome Sequenzmarkierung

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der Priparate féllt zundchst auf, dass
unabhingig der Methode Laser/Sdge bei allen Schnitten nur die beiden Fluorochrome
Xylenol-Orange und Calcein-Griin nachweisbar sind (Abb. 21+22). Weder das bei Hund 1
eingesetzte Tetrazyklin noch Alizarin-Komplexon, das bei den Tieren 2 bis 7 verwendet
wurde, kann anhand von farblichen Banden unter den entsprechenden Filtern festgestellt

werden.

3.3.2.7.1 Auswertung: Sigeschnitt

Die Auswertung der Sdgeschnitte gibt ein sehr gleichméfBiges Bild wieder. Die Priparate
weisen alle eine nur sehr geringe Fluoreszenz auf. Die Banden sind unregelméfig an den
beiden Seiten des Osteotomiekanals verteilt und selten von groBerer Dicke. Im Lumen selbst
ist kaum durch die Fluorochrome markiertes Gewebe nachweisbar. Der Schnittspalt wird in
keinem der Félle knochern durchbaut. Sowohl auf der medialen als auch auf der lateralen
Seite des Schnittspaltes tritt bei der Mehrzahl der Priparate periostale Fluoreszenz auf, die
jedoch von geringem Umfang ist (Abb. 25). Neben vereinzelten kleinen bis mittelgrof3en,
kraterartigen Resorptionsgruben kommt es zu keinen groBeren optisch feststellbaren

Verdnderungen von Grofle oder Form des Osteotomiespaltes.

3.3.2.7.2 Auswertung: Laserschnitt

Im Vergleich zu den Sdgeschnitten fehlt bei den Laserpréparate diese Kontinuitdt. Das
Volumen der Fluoreszenz weist von Hund 1 bis Hund 7 sehr unterschiedliche Werte auf.
Wihrend bei Hund 1 noch eine sehr geringe Menge an markiertem Gewebe nachgewiesen
werden kann sind bei den Hunden 4 bis 6 die Hélfte der Praparate zum Teil kndchern
durchbaut und bei Hund 7 schlieBlich alle Schnitte von neuem Knochengewebe iiberbriickt.
Die Schadigungen des Knochens sind gegeniiber den Sdgeschnitten deutlich grofer und bei

zweil Tieren (Hund 3 und Hund 5) liegen sehr ausgeprigte Karbonisationen vor. Auch treten
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bei fast allen Schnitten eine oder mehrere Resorptionsgruben auf und grof3e Teile der an den

Spalt angrenzenden Knochenrénder weisen eine aufgeloste Randstruktur auf.
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Fluoreszenzflache Laserschnitte
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300 - Obeide
200 =—1 M [ Farben
1ooﬂ:|: N uberlagert

0 Hund 1 Hund 2‘Hund 3 Hund 4 Hund 5 Hund 6 Hund 7

Abb. 21: Fluoreszenzflache Laserschnitte
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Abb. 22: Fluoreszenzfldche Sdgeschnitte
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Tab. 7: Daten Spaltbreite

Hund Nr. 1 2 3 4 5 6 7

Seite 1 r 1 r 1 r 1 r 1 r 1 r 1 r

Spaltbreite:
- 1698 | 882 | - |1176|1190| 818 | 212 | 650 | 394 | 218 | 226 | 246 | 202

Laser

Spaltbreite:
964 | 1150 | 588 | 466 | 476 | 526 | 388 | 508 | 426 | 524 | 462 | 572 | 465 | 436

Sége

= links

r= rechts

Spaltbreite
Hm Osage M Laser

Abb. 23 Daten Spaltbreite
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um
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Knochenneubildung

OlLaser M Sage

200 |

150

100

Abb. 24: Fluoreszenz: Durchschnittliche Knochenneubildung im Schnittspalt im Methodenvergleich
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ohne perost.
Fluoresz.
58%

Periostale Fluoreszenz Sage

ohne perost.
Fluoresz.
36%

mit periost.
Fluoresz.
64%

Abb. 25: Anteil an Priparaten mit periostaler Fluoreszenz im Vergleich Sage/Laser
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Abb. 26: Spaltfiillung Calcein-Griin (Laser) Abb. 27: Spaltfiillung Calcein-Griin (Sige)

Spaltfiillung Xylenol-Orange (Sage)

Spaltfiilllung Xylenol-Orange (Laser)
‘ O Spaltfillung M Rest-Spalt ‘

O Spaltfillung M Rest-Spalt ‘

N

100% -

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20% 5 |

10%

0%

rechts

rechts

X
c
>
o
X
c
=
Qo
X
c
=
Qo
:cl:
®@ 5
Qo
X
c
=
Q
X
c
=
Qo
X
c
=
Qo
X
c
=
Q

Hund | Hund | Hund | Hund | Hund | Hund
1 2 3 4 5 6 7 1 2

Abb. 28: Spaltfiillung Xylenol-Orange (Laser) Abb. 29: Spaltfiillung Xylenol-Orange (Sége)
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um Gesamtlange der fluoreszierenden Bereiche
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Abb. 30: Gesamtlidnge der fluoreszierenden Bereiche in jedem Schnitt

Tab. 8: Qualitative Parameter der Fluoreszenz-Auswertung

70



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

++ ++ 0 0 0 + 0 mMs“w._ obesg
m N T — m m CH——T
lase]
0 0 0 0 A ++ 0 s)HUl|
; ¥ ¥ z * + 0 ans abeg
++ ++ 0 € + + 0 Mul| 9 PUNy
0 0 0 0 ++ ++ 0 sjyo9l 19seT
0 0 0 e + ++ 0 ST
+ + 0 4 0 0 0 mMs“w._ abes
H H m w m +++ w wa“o“._ § PUnH
lase]
0 0 0 S 0 0 +++ s)HUl|
; ¥ ¥ € * 0 0 aaln abeg
+++++ +++++ HH M m +o+ w wu_“_um.._m v PUNH
laseT]
; + + 0 + + 0 syul
0 0 0 4 0 + 0 mMs“w._ abes
+o+ +o+ M N M H +o+ ma“o..w_._ € punH
lase]
0 0 0 S A + 0 s)HUl|
+ + + 4 0 + 0 sjyoal obeg
+ + + 0 0 + 0 s)yul| ¢ puny
0 0 0 L ++ ++ 0 syuj| lase
0 0 0 0 0 + 0 sjyoal obeg
0 0 0 4 0 0 0 s)yul| I PUny
0 0 0 L + + 0 sjyoal Jase]
et ” | otumomouit |mero| W) | Grapago) | ) |
Zuazsalon|4 . Zuazsalon|4 .NDmeHo:_u_ -Uegnio Zuszsalonid zuszsalonid uauoinesiuogJey 9Uss IPOUPIA
-suondiosay | :abueip-jous|Ax | :uni9-uiddR) A
a|ejsouad ajejsouad a|ejsouad

BunjIomsny-zuazselon|] Jop Jojolieled oARe}enD

71



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Abb. 31:

Abb. 32:

Abb. 33:

Abb. 34:

Abb. 35:

Abb. 36:

Hund 6 — Laserschnitt rechts:
Schnitt unter Filter fiir Calcein-Griin (2,5-fach)

Hund 4 — Laserschnitt rechts:
Schnitt unter Filter fiir Calcein-Griin (2,5-fach)

Hund 6 — Laserschnitt rechts:
Schnitt unter Filter fiir Xylenol-Orange (2,5-fach)

Hund 4 — Laserschnitt rechts:
Schnitt unter Filter fiir Xylenol-Orange (2,5-fach)

Hund 6 — Laserschnitt rechts:

Uberlagerung der Fluorochrome Calcein-Griin und Xylenol-Orange (2,5-fach)

Hund 4 — Laserschnitt rechts:

Uberlagerung der Fluorochrome Calcein-Griin und Xylenol-Orange (2,5-fach)
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Abb. 31: Hund 6 Laserschnitt rechts Abb. 32: Hund 4 Laserschnitt rechts

Abb. 33: Hund 6 Laserschnitt rechts Abb. 34: Hund 4 Laserschnitt rechts

Abb. 35: Hund 6 Laserschnitt rechts Abb. 36: Hund 4 Laserschnitt rechts
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Abb. 37:  Hund 5 — Sageschnitt rechts — medial:
Deutliche periostale Fluoreszenz, die in den Schnittspalt hineinzieht (2,5-fach)

(s. Kap. 3.3.1.5)

Abb. 38:  Hund 4 — Sageschnitt rechts — medial:
Ausgeprégte Fluoreszenz durch Xylenol-Orange am Rand des Spaltes (2,5-fach)
(s. Kap. 3.3.1.4)

Abb. 39:  Hund 5 — Sigeschnitt links — medial:
Zwei gro3e Resorptionsgruben am Beginn des Schnittspaltes (2,5-fach)
(s. Kap. 3.3.1.5)

Abb. 40:  Hund 2 — Sigeschnitt rechts — medial:
Einseitige periostale Fluoreszenz; zwei Resorptionsgruben;
beidseitige Calcein-Griin-Banden im Spaltbereich (2,5-fach)
(s. Kap. 3.3.1.2)

Abb. 41:  Hund 7 — Sigeschnitt rechts — medial:
Deutliche periostale Fluoreszenz (2,5-fach)

(s. Kap. 3.3.1.7)
Abb. 42:  Hund 6 — Sigeschnitt links — medial:

Periostale Fluoreszenz; Resorptionsgruben (2,5-fach)

(s. Kap. 3.3.1.6)
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Abb. 37: Hund 5 — Ségeschnitt rechts — medial Abb. 38: Hund 4 — Ségeschnitt rechts — medial
(2,5-fach) (2,5-fach)

Abb. 39: Hund 5 — Ségeschnitt links — medial Abb. 40: Hund 2 — Ségeschnitt rechts — medial
(2,5-fach) (2,5-fach)

Abb. 41: Hund 7 — Ségeschnitt rechts — medial Abb. 42: Hund 6 — Ségeschnitt links — medial
(2,5-fach) (2,5-fach)
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Abb. 43:

Abb. 44:

Abb. 45:

Abb. 46:

Abb. 47:

Abb. 48:

Hund 2 — Laserschnitt links — lateral:

Calcein-Griin-Banden am Rand des Schnittkanals und Xylenol-Orange im
Lumen (links); Xylenol-Orange am Rand des Schnittkanals (rechts) (2,5-fach)
(s. Kap. 3.3.1.2)

Hund 7 — Laserschnitt links — medial:

Vollstindige Uberbriickung des Spaltes: Calcein-Griin in der Spalttiefe und
Xylenol-Orange am Spalteingang (2,5-fach)

(s. Kap. 3.3.1.7)

Hund 5 — Laserschnitt links — medial:
Sehr starke, beidseitige Karbonisationen (2,5-fach)
(s. Kap. 3.3.1.5)

Hund 3 — Laserschnitt rechts — lateral:
Einseitige, sehr ausgepriagte Karbonisationen im Schnittspalt (2,5-fach)

(s. Kap. 3.3.1.3)

Hund 6 — Laserschnitt links — medial:

Sehr stark ausgeprigte periostale Fluoreszenz durch Xylenol-Orange (2,5-fach)

Hund 4 — Laserschnitt rechts — lateromedial:

Sehr ausgeprigte periostale Fluoreszenz auf beiden Seiten des Schnittes; der
Schnittkanal ist z.T. vollstidndig iiberbriickt (2,5-fach)

(s. Kap. 3.3.1.4)
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Abb. 43: Hund 2 — Laserschnitt links — lateral Abb. 44: Hund 7 — Laserschnitt links — medial
(2,5-fach) (2,5-fach)

Abb. 45: Hund 5 — Laserschnitt links — medial Abb. 46: Hund 3 — Laserschnitt rechts — lateral
(2,5-fach) (2,5-fach)

-=—=L—-1-u-'.-1um"-...--___

e | —— R )

Abb. 47: Hund 6 — Laserschnitt links — medial Abb. 48: Hund 4 — Laserschnitt rechts — latero-medial
(2,5-fach) (2,5-fach)
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3.3.2.8 Histologische Auswertung

3.3.2.8.1 Auswertung: Laserschnitt

Die histologische Auswertung der Laserschnitte zeigt ein sehr unregelmiBiges
Erscheinungsbild aller bewerteten Parameter. Besonders aussagekréftig ist jedoch der Anteil
an Schnitten mit beginnender oder voranschreitender Resorption. 75 % der Préparate weisen
Verdnderungen von einzelnen Resorptionsgruben bis hin zu grofBflichiger Auflosung ganzer
Knochenbereiche. Besonders auffillig ist dabei der rechte Schnitt bei Hund 7. Hier hat sich
durch Resorptionsvorgénge die Spaltbreite vervierfacht. Dagegen treten bei den Hunden 3
und 4 kaum nachweisbare Verdanderungen auf. Bei 33 % der ausgewerteten Schnitte ist eine
Bildung von Geflechtknochen am 21. Tag p.op. nachweisbar. Darunter sind eher kleinere
Anlagerungen ebenso vertreten wie vollstaindige Durchbauung des gesamten Schnittspaltes.
58 % der Schnitte zeigen dagegen Karbonisationen, die z.T. sehr ausgeprigt sind wie bei
Hund 3 und 5, wihrend andere Tiere keine Anzeichen von thermischer Schadigung aufweisen
(Hund 6) (Abb.49). Osteoklasten konnen nur bei Praparaten ohne auftretende Karbonisation
nachgewiesen werden und treten ausschlieBlich in Verbindung mit ausgepriagten

Resorptionsgruben auf.

3.3.2.8.2 Auswertung: Sigeschnitt

Die Auswertung der Priparate der Sdgemethode zeigt eine deutliche Konstanz in dem
Umfang der auftretenden Verdnderungen. Karbonisationen treten bei diesen Priparaten
deutlich weniger auf wie es bei den Laserpréparaten der Fall ist. Aber auch ganz ausbleibende
Reaktionen sind nicht zu beobachten. GroBflachige Resorptionsvorgénge sind in dhnlichem
Umfang zu beobachten wie bei den Laserschnitten. Auch die Bildung von neuem
Geflechtknochen ist von Préparat zu Priparat bei den Sageschnitten sehr dhnlich und es

kommt zu keinen gro8en Abweichungen innerhalb der Sdgegruppe.
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%

Histologie: Vergleich Laser - Sage

OLaser

B Sage

Karbonisation Geflechtknochen Resorptionsvorgdange

Abb. 49: Qualitativer histologischer Vergleich: Laserschnitte - Sdgeschnitte
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Abb. 50:

Abb. 51:

Abb. 52:

Abb. 53:

Hund 1 — Ségeschnitt links:
Durchschnittlich ausgepriigte karbonisierte, schwarze Ubergangszone (Pfeile)

vom Spaltlumen zum begrenzenden Knochengewebe (10-fach)

(s. Kap. 3.3.1.1)

Hund 5 — Laserschnitt links — medial:

Extrem starke Karbonisation am medialen Spaltausgang (Pfeile); die Breite der
Verkohlungszone betriagt ca. 300 pm (5-fach)

(s. Kap. 3.3.1.5)

Hund 4 — Laserschnitt rechts:

Neu gebildete Inseln (1) aus Geflechtknochen haben den Spalt bereits in vollem
Umfang durchbaut; gut sichtbare Bone-Lining-Cells (2) im Randbereich und
spindelformige Osteozyten (3) im Zentrum der Insel (20-fach)

(s. Kap. 3.3.1.4)

Hund 4 — Ségeschnitt rechts:

Geflechtknochen bildet sich vom Randbereich des Osteotomiespaltes aus; erste
Inselbildung (1) mit Bone-Lining-Cells am Rand (2) und neu eingesprossten
BlutgefiBen (3) im Zentrum (10-fach)

(s. Kap. 3.3.1.4)
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Abb. 50: Hund 1 — Sageschnitt links (10-fach) Abb. 51: Hund 5 — Laserschnitt links medial (5-fach)

Abb. 52: Hund 4 — Laserschnitt rechts (20-fach) Abb. 53: Hund 4 — Sageschnitt rechts (10-fach)
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Abb. 54:  Hund 3 — Sdgeschnitt links:
Die kndcherne Randbegrenzung des Spaltes wird teilweise aufgeldst und es
entstehen Resorptionsgruben (1); Osteoklastenaktivitit (2) am Knochenrand
(10-fach)
(s. Kap. 3.3.1.3)

Abb. 55:  Hund 7 — Laserschnitt links:
Ausgeprigte Resorptionsgruben (Pfeile) auf einer der Randseiten mit deutlicher

VergroBerung der Spaltbreite als Folge (10-fach)
(s. Kap. 3.3.1.7)

Abb. 56:  Hund 7 — Laserschnitt rechts:
Massive Resorption des angrenzenden Knochengewebes (1) mit einen
verbindenden Kanal (2); die Schnittbreite wird dabei fast vervierfacht (5-fach)
(s. Kap. 3.3.1.7)

Abb. 57:  Hund 7 — Sigeschnitt links:
Keine sichtbare Reaktion erkennbar; weder Resorptions- noch
Appositionsvorgédnge sind feststellbar (2,5-fach)
(s. Kap. 3.3.1.7)
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Abb. 54: Hund 3 — Ségeschnitt links (10-fach) Abb. 55: Hund 7 — Laserschnitt links (10-fach)

Abb. 56: Hund 7 — Laserschnitt rechts (5-fach) Abb. 57: Hund 7 — Ségeschnitt links (2,5-fach)
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4 DISKUSSION

4.1 Material und Methoden

4.1.1 Wahl des Versuchstieres

Unter den verfligbaren Versuchstierspezies ist der Hund diejenige Tierart, die der
histomorphologischen Knochenstruktur des Menschen am &hnlichsten ist. Das gilt in
gleichem Mafle auch fiir den Revaskularisations- und Regenerationsprozess (EITEL et al.,
1981). Unter den Hunderassen ist der Beagle, wie er in dieser Studie verwendet wurde,
aufgrund des unkomplizierten Wesens und der einfachen Haltung anderen, schwereren Rassen
iiberlegen. Die Tatsache, dass Eingriffe wie die durchgefiihrten Laser-Osteotomien am
Unterkiefer eine Simulation der Operation mit den dazu entwickelten Instrumenten fiir eine
Anwendung am Menschen simulieren sollen, schlieBt Versuchtierspezies von kleinerer Grof3e
aus.

Aufgrund der nun vorliegenden Ergebnisse stellt sich jedoch die Frage, ob fiir die ersten In-
vivo-Versuche eines neuentwickelten Lasersystems die Versuchstierspezies Hund und auch
der Unterkiefer an sich eine primire Rolle spielen miissen. Der Einsatz von Lasersystemen in
der Orthopéddie hat sich aufgrund groBer thermischen Schéidigungen bis zum heutigen
Zeitpunkt nicht durchsetzen konnen. Daher ist es zwingend notwendig sich in ersten
Versuchen zu vergewissern, dass diese bisherigen Schadwirkungen auch tatséchlich abgestellt
werden konnen. Dabei konnen auch Situationen wie plotzlich auftretende Blutungen aus dem
Knochen selbst, die in In-vitro-Untersuchungen nicht praxisnah zu simulieren sind,
durchgespielt werden. Erst wenn neu entwickelte Systeme den Test dieser Vorversuche
bestehen, sollten sie fiir weiterfiihrende Untersuchungen wie den hier durchgefiihrten
Heilungsvergleich zweier Methoden verwendet werden. Im vorliegenden Fall waren die In-
vitro-Vorversuche des verwendeten Lasersystems jedoch so sehr iiberzeugend, dass man aus
tierschiitzerischer Uberzeugung auf zwei oder mehr Untersuchungsreihen mit einer Vielzahl
weiterer Tiere verzichtet hat und die Heilung sowie den Einfluss von thermischer Schiadigung
auf den Knochen kombiniert in einer Versuchsreihe analysieren wollte.

Als ein alternatives Tiermodell fiir Vorversuche zur Uberpriifung der In-vivo-Eigenschaften
eines Lasersystems in der orthopéddischen Chirurgie wiirde sich auch das Schaf anbieten
(WISSING et al., 1991), da dessen Knochen von Grole und Form der des Menschen
vergleichbar sind. Nur wenn die daraus gewonnenen Ergebnisse iiberzeugen, kann im
weiteren Verlauf der Hund als vergleichbares Muster fiir die Knochenfeinstruktur des

Menschen fiir Versuche zur Knochenheilung eingesetzt werden.
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4.1.2 Lasersystem und Operationstechniken

Die durchgefiihrten Osteotomien am Unterkiefer der sieben Hunde mit dem neu entwickelten
Lasersystem und der Sdge wurden in drei verschiedenen Operationszeitraumen durchgefiihrt.
Dabei wurde zum ersten Termin ein Hund, am zweiten Termin zwei Hunde und zuletzt die
iibrigen vier Hunde operiert. Dazwischen gab es fiir die Entwickler des Lasersystems die
Moglichkeit, aufgrund der Erkenntnisse aus dem Ablauf der ersten Eingriffe kleinere
Verbesserungen durchzufiihren wie die Konstruktion lidngerer Gelenkarme fiir die
Spriithdiisen, einen schwenkbaren Aufsatz fiir den Scanner oder die Komprimierung des
gesamten Aufbaus von einem grof3en, starren Tisch auf einen kleineren, fahrbaren Wagen zur
besseren Beweglichkeit. Durch diese Verdnderungen am Laser konnten die Ergebnisse der
Laser-Osteotomien von einer Operationssitzung zur nidchsten verbessert werden. Das lassen
sowohl die Ergebnisse der Fluoreszenz als auch die der Histologie erkennen. Durch die
Umstellung auf ein anderes Design in der Laserstrahlfiihrung konnte die Schnittbreite des
Laserspaltes um mehr als 75% reduziert werden (Abb. 23 und Tab. 7). Dies geht zwar auf
Kosten einer etwas hoheren thermischen Belastung, der im Anschluss mit effektiveren
Schnittspaltkiihlung und ldngeren Relaxationsphasen entgegengearbeitet wurde. Die
Ergebnisse der vielen zum Teil vollstindig kndchern durchbauten Prédparate sprechen fiir
diese Modifikation. Weitere Verdnderungen miissen jedoch noch folgen. Beispielsweise ist
das Lasergerit mit all den erforderlichen Komponenten noch deutlich zu grof3 und unhandlich
fiir einen Routine-Einsatz in der Praxis. Die Vorbereitungen fiir jeden Schnitt von der Justage
des Lasers am Patienten bis zum FEinstellen des genauen Abstandes des Scanners und der
Sprithdiisen zum Patienten dauerten pro Schnitt zwischen 15 und 25 Minuten. Auch dieses
Procedere muss dringend vereinfacht und verkiirzt werden. Zudem wurde der Laser jeweils
von zwei bis drei Physikern des Entwicklerteams bedient. Der Einsatz in der Praxis muss
diesbeziiglich noch soweit vereinfacht werden, dass das {iibliche Klinik-Personal das
Lasersystem leicht bedienen kann.

Der in der Literatur oft angesprochene Vorteil des Koagulierens kleinerer Gefale (NELSON
et al., 1989; NEIBURGER und MISERENDINO, 1988) konnte ebenfalls nicht bestétigt
werden. Mehrfach kam es bei der Laserosteotomie zu stirkeren Blutungen aus dem Knochen,
welche nur durch den Einsatz von Knochenwachs gestillt werden konnten. Folge davon war
eine weitere Heilungsverzogerung, da die nicht entfernbaren Reste des Wachses vor
Heilungsbeginn erst abgebaut werden miissen.

Weiter ungeklédrt sind die Ursachen der aufgetretenen massiven Karbonisationen an der

Austrittsstelle des Lasers an der medialen Knochenseite. Eine mogliche Ursache konnten
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Riickstrahleffekte durch die zum Schutz des angrenzenden Weichgewebes verwendete matte
Metallplatine sein.

Aufgrund der vielen Versuche in den vergangenen 30 Jahren, Knochen mit dem CO,-Laser zu
schneiden ohne dabei grofere Schiden zu verursachen, liegt die Frage auf der Hand, ob ein
anderer Lasertyp diesen Anforderungen nicht auch oder sogar besser gerecht werden konnte.
In der Literatur gehen dabei die Meinungen stark auseinander. Wihrend HORCH und
KEIDITSCH (1980) der Meinung sind, dass die Heilungsverzogerung und die anderen Folgen
in bezug auf die vielen Vorteile des CO,-Lasers toleriert werden konnten, schlieBen
DINKELAKER et al. (1989) einen klinischen Einsatz unter diesen Voraussetzungen
kategorisch aus. WALSH et al. (1989) vermuten, dass, um die Zone der thermischen
Schadigung weiter reduzieren zu konnen, ein Laser benétigt wird, dessen Strahlung noch
mehr absorbiert wird als die des CO,-Lasers. KELLER et al. (1991) sehen nach eingehenden
Untersuchungen mit dem Er:YAG Laser am Unterkiefer von Beagle-Hunden diesen Lasertyp
anderen gegeniiber im Vorteil. Sie konnten keine thermischen Schiddigungen an den
Schnittrandern feststellen, wihrend die Priaparate des CO,-Lasers im direkten Vergleich eine
80 bis 320 um breite Karbonisationszone und dariiber hinaus eine weitere 100 um breite
Nekrosezone aufwiesen. Sie halten daher den Er:YAG Laser fiir eine effektive,
schadigungsarme Osteotomie besser geeignet als den CO,-Laser. LEWANDROWSKI et al.
(1996) sehen in dem gepulsten Er:YAG Laser ebenfalls eine attraktive Alternative zum CO,-
Laser und seine Ergebnisse zeigen auch ein deutlich geringeres Risiko durch thermische
Schiaden beim Einsatz am Knochen. FORRER et al. (1993) stellen bei dem CO;-Laser eine 4-
fach und GONZALEZ et al. (1990) sogar eine 10-fach hohere Gewebeschiadigung fest als
beim Er:Y AG-Laser.

4.1.3 Untersuchungstechniken

Zur Beurteilung der Knochenheilung nach der Laser- bzw. Sédgeosteotomie wurden folgende
Untersuchungstechniken angewendet: rontgenologische Bewertung der Schnittspaltgrofle,
polychrome Sequenzmarkierung mit drei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen und
Hartschnitthistologie nach Paragon-Féarbung.

Die Probleme der rontgenologischen Bewertung des Schnittspaltes liegen vor allem in der
exakten Lagerung fiir die Aufnahme. Bei einer Breite des Osteotomiespaltes von zum Teil
unter 200 pm ist es trotz Narkose des Tieres und Ausrichtung des Unterkiefers unter
Sichtkontrolle mit dem C-Bogen nur sehr schwer moglich, eine sichere Aussage iiber

Verianderungen in der Mineralisation des Knochens zu treffen.
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Bei der polychromen Sequenzmarkierung besteht das Problem, dass nur die zum Zeitpunkt
der Applikation des Fluorochroms aktiven Umbauvorgénge erfasst werden konnen. Herrscht
zum Zeitpunkt der Farbstoffgabe eine temporire Unterbrechung oder Pause der Um- und
Anbildungsphase im Knochen, so kdnnen keine Ergebnisse mit diesem Fluorochrom erzielt
werden. Auch die Hemmung der Knochenneubildung durch Fluoreszenzfarbstoffe wie z.B.
Tetrazyklin sind nachgewiesen und kénnen die Ergebnisse verfilschen. Ahnliche Reaktionen
konnen auch bei Unvertriglichkeitsreaktionen mit dem Fluorochrom entstehen (RAHN und

PERREN, 1975).

4.2 Ergebnisse

4.2.1 Fluoreszenzmikroskopie

Rontgenologische Verlaufskontrollen und histologische Untersuchungen geben nur
unzureichende Auskunft iiber die zeitlichen Abldufe wvon Aufbau, Umbau und
Reparationsvorgingen im Knochen. Zur dynamischen Darstellung der Umbauvorginge im
Zuge der Knochenheilung wurde intravital eine polychrome Sequenzmarkierung nach RAHN
und PERREN (1971) mit 3 Farbstoffen durchgefiihrt, die in einem Abstand von je 6 Tagen
appliziert wurden. Sie gibt Riickschliisse auf Ort, Richtung und Geschwindigkeit der
Knochenregeneration (KNOFLER et al., 1990).

Der zeitliche Abstand verhindert auch die Uberlagerung der einzelnen Vitalfarbstoffe. Durch
diese zeitversetzte wiederholte Markierung mit verschieden fluoreszierenden Farbstoffen
entstehen sogenannte Banden, welche die Dynamik der Knochenneubildung wiedergeben.
Fehlen einzelne Farbmarkierungen, so kann auf lokale Inaktivitit bzw. auf Ruhephasen
geschlossen werden. Auch wéhrend der Resorptionsphase werden Bindungsstellen fiir die
Fluorochrom-Anlagerung frei, wodurch die Osteoklastenh6hlen markiert werden (RAHN und
PERREN, 1975).

Die Vitalfarbstoffe gehen wihrend der Mineralisation der organischen Matrix eine
Chelatbindung mit Kalzium-Ionen an der Oberfliche der neugebildeten Hydroxyl-Apatit-
Kristalle ein. Aufgrund der hoheren Affinitit zu den Kalzium-Ionen an der Oberfldche der
neugebildeten Kristalle binden sie sich an diese eher als an éltere Kristalle (TONNA, 1984).
Als Produkt der entstandenen Komplexbindungen entsteht auch die erwiinschte
Sekundirfluoreszenz. Sie steht im Gegensatz zur Eigen- oder Primédrfluoreszenz der Knochen
selbst und wird im Rahmen der Auswertung durch Zufiihrung von Energie in Form von
kurzwelligem Licht (UV-Anregung durch Fluoreszenzmikroskopie) angeregt und sichtbar

gemacht. Einzelne Elektronen werden dabei auf hohere Energieniveaus befordert. Die
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Riickkehr in den Normalzustand findet unter Abgabe von ldngerwelligem Licht statt, das
unter speziellen Filtern fiir die entsprechenden Wellenldngen des Fluorochroms sichtbar
gemacht werden kann (RAHN und PERREN, 1971; 1975).

Die Fluoreszenz dauert im Gegensatz zur Phosphoreszenz nur solange an, wie Energie
zugefiihrt wird (RAHN und PERREN, 1971).

Bei der Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen Parameter beider Methoden fillt auf,
dass weder Tetrazyklin noch Alizarin-Komplexon in den Prédparaten nachgewiesen werden
konnte. Bei Tetrazyklin traten nach der Applikation bei Hund 1 schwere anaphylaktische
Reaktionen auf. Daher wird angenommen, dass das Fluorochrom entweder aufgrund von
Unvertrdglichkeitsreaktionen vom Korper nicht angenommen und daher auch nicht in den
Knochen eingebaut wurde oder dass es zum Zeitpunkt der Applikation noch keine beginnende
Knochenheilung gab und der Farbstoff aus diesem Grund nicht angelagert werden konnte. Im
weiteren Verlauf wurde auf Tetrazyklin verzichtet und ab Hund 2 wurde stattdessen Alizarin-
Komplexon verwendet. Calcein-Griin wurde ab diesem Zeitpunkt als erster zu applizierender
Farbstoff eingesetzt. Bei der Auswertung der Hunde 2 bis 7 konnte Calcein-Griin stets
nachgewiesen werden und daher kommt fiir das Fehlen von Tetrazyklin nur die
Unvertraglichkeitsreaktion auf Basis einer Fremdkorperabwehr in Frage. Das Fehlen von
Knochenumbauaktivititen in diesem frithen Stadium kann daher ausgeschlossen werden.

Dass Alizarin-Komplexon dagegen nicht nachgewiesen werden konnte gibt weit groBere
Fragen auf. Es erscheint unwahrscheinlich, dass bei allen Hunden, bei denen das Fluorochrom
eingesetzt wurde, eine inaktive Phase der Knochenneubildung im Zeitraum der Applikation
vorlag. Weit realistischer ist die Auffassung von RAHN und PERREN (1975), dass es bei
Alizarin-Komplexon durch die Kunststoffeinbettung zur Farbverdnderung und Abschwéchung
der Intensitit kommen kann. Hinzu kommt in der vorliegenden Studie, dass bei der
Einbettung auf ein langsameres und griindlicheres Durchziehen der Prdparate mit dem
verwendeten Methylmetacrylat geachtet wurde und die angesprochene Abschwichung der
Intensitidt so zugenommen haben konnte.

Als weitere Ursache fiir das Fehlen von Tetrazyklin und Alizarin-Komplexon kann das Fixans
eine Rolle spielen. Um das in der Literatur bekannte Phdnomen des Auswaschens von
mineralgebundenen Farbstoffen aus dem Gewebe durch formalin- oder sdurehaltige
Substanzen zu vermeiden, wurde dafiir die fiir Fluoreszenzfarbstoffe empfohlene

Schaffersche Losung verwendet (ROMEIS, 1989).
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Auch die von RAHN und PERREN (1975) angesprochene Moglichkeit, dass durch die
Knochenresorption die Markierungen infolge dieses fortschreitenden Abbaus wieder
verschwinden, kann in diesem Fall auler Acht gelassen werden, da es unwahrscheinlich ist,
dass genau diese fehlenden Fluorochrome bei allen Préiparaten aller Hunde in vollem Umfang
resorbiert worden sind.

SchlieBlich spielt Wéarme noch eine grofle Rolle. Die Farbstoffe tolerieren keine zu hohen
Temperaturen. Sie miissen daher auch iiber einen Sterilfilter appliziert werden, um so die
Hitzesterilisation zu umgehen. Bei der Einbettung entstehen wihrend des exothermen
Polymerisationsprozesses des MMA sehr hohe Temperaturen. Daher wurde bei der
vorliegenden Studie dieser Vorgang auch in einem Wasserbad durchgefiihrt, um die
entstehende Hitze ableiten zu kdnnen. Andere positive Erfahrungen mit Alizarin-Komplexon

bei Hartschnitten sprechen zudem fiir die Vertraglichkeit dieser Kombination.

Quantitative Auswertung:

Im direkten Vergleich der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der beiden Methoden féllt
auf, dass bei den Sidgeschnitt-Priparaten die Farbstoffanlagerung bei allen Hunden sehr
konstant bleibt. Es liegt nur sehr wenig Gesamtfluoreszenz vor. Karbonisationen und
groBflichige Resorptionsvorginge bleiben aus. Bei den Laserschnitten dagegen ist das Bild
sehr unterschiedlich. Bei den hochgradigen Verianderungen durch Karbonisation bei den
Hunden 2 und 5 tritt ebenfalls eine starke Fluoreszenz im betroffenen Bereich auf. Da das
verbrannte Material jedoch zuerst resorbiert werden muss, bevor die Knochenneubildung mit
sich anschliefender Mineralisation — und der Einlagerung der Fluorochrome — beginnen kann,
lasst dies verschiedene Schliisse zu: Zum einen konnte die massive Fluoreszenz durch
Einlagerung in das verbrannte Knochengewebe entstanden sein. Dieser Vorgang ist jedoch
bislang noch in keiner Arbeit nachgewiesen worden.

Andererseits sprechen RAHN und PERREN (1975) von einer weiteren Moglichkeit, warum
es zur Fluoreszenz kommt: Wéhrend der Knochenresorption nach einer Schiadigung losen
zuerst die Osteoklasten den Kalk aus der Knochengrundsubstanz. Entlang der von den
knochenresorbierenden  Osteoklasten = erzeugten  Nischen  werden  damit  die
Bindungsmoglichkeiten fiir die Fluorochrome wieder freigelegt, die auch bei der
Knochenneubildung von den Fluorochromen zur Anlagerung genutzt werden. Erst dann
kommt es zur Entfernung auch des organischen Geriists der Knochensubstanz und die
Farbstoffe werden somit ebenfalls wieder abgebaut. Diese sehr kurze Zeit der Fluoreszenz

konnte im vorliegenden Fall die Erkldrung der ungewohnlich starken Fluoreszenz in der
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Karbonisationszone sein. Eine Langzeitstudie konnte hierbei Aufschluss geben, da die
Resorption wenige Monate nach der Knochenschiadigung abgeschlossen ist und die Dauer der
Fluoreszenz in neuangebildetem Knochen mindestens 6 Monate (MILCH 1958) und maximal

9 Jahre (HARRIS, 1962) nach Applikation noch nachgewiesen werden kann.

Qualitative Auswertung:

Neben den starken Karbonisationen in 2 der 12 ausgewerteten Laserpréiparate ist die Heilung
bei den tibrigen Laserpriaparaten auch in anderen Punkten sehr unterschiedlich. Ein Drittel der
Osteotomiespalten ist nach fluoreszenzmikroskopischer Auswertung knochern durchbaut,
wihrend bei den Sdgeschnitten dies bei keinem der Préparate der Fall ist. Andere Laser-
Priaparate weisen nicht die geringsten Spuren einer Fluoreszenz auf und machen diese

Diskrepanz in der Heilung bei der selben Methode um so deutlicher.

4.2.2 Histologie

Die histologische Auswertung der mit Paragon gefarbten Préparate zeigt, wie auch schon bei
der Fluoreszenz, ein sehr unterschiedliches Bild. Wéhrend die Sdgeschnitte auch hier eine
grofle Konstanz zeigen und nur eine geringe Heilung erkennbar ist, sind bei den Schnitten der
Laserosteotomie grole Abweichungen feststellbar. Es kommen sowohl vollstindig mit
Geflechtknochen durchbaute Priparate vor wie auch solche mit massiven Karbonisationen
und keinem sichtbaren Heilungsbeginn. Bei der histologischen Auswertung ist besonders
auffillig, dass auf Zellebene sowohl bei vielen Laserpriparaten als auch bei den meisten
Sagepriparaten eine Nekrosezone auftritt. Nur bei wenigen Schnitten aus Laser-Osteotomien
ist nur eine minimale Schidigung erkennbar. Dabei handelt es sich um die Schnitte, die fast
vollstindig in den 22 postoperativen Tagen knochern durchbaut worden sind. Bei den
Sdgeschnitten tritt diese Schiddigung nur in geringem Ausmaf} auf, wihrend sie bei den
meisten Laserschnitten sehr ausgeprdgt ist. Man kann dabei vier verschiedene Zonen

unterteilen:

1. Karbonisationszone:

Hier liegt ein vollkommen zerstorter Schnittfugenrand aus karbonisiertem Material mit

einer Breite von 15 bis liber 300 um vor. Die Farbe dieses Bereiches ist schwarz.
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2. Zone totaler thermischer Nekrose:

Diese Zone grenzt unmittelbar an die Karbonisationszone und reicht bis zu 250 um in
das urspriingliche Knochengewebe hinein. Bei einer Auswertung auf zelluldrer Ebene

sind hier leere Osteozytenhohlen feststellbar. Dieser Bereich ist farblich unveréndert.

3. Zone geringer thermischer Nekrose:

Diese Zone ist bis zu 500 pm breit und zeigt einen Bereich thermischer Schidigung
mit Heilungsfdhigkeit. Die meisten der Osteozyten sind unverdndert. Manche
Osteozytenhohlen enthalten nur noch Chromatinreste oder pyknotische oder verzerrte

Zellkerne in leeren Osteozyten-Lakunen.

4. Ubergangszone:

Ab dieser Zone ist keine Abweichung der Zellstruktur mehr von unverdndertem

Knochengewebe feststellbar.

Eine dhnliche Aufteilung der histologisch verdnderten Bereiche wurde auch von anderen
Autoren festgestellt (RAYAN, 1992; McKEE, 1993; McDAVID et al., 2001). Dass diese
Zonen in geringem Ausmal} auch bei den Sédgeschnitten auftreten zeigt, dass die thermische
Belastung bei dieser Methode ebenfalls erhoht ist. DRESSEL et al. (1991) geben dazu in ihrer
Studie an, dass es beim Einsatz von mechanischen Werkzeugen wie der Sige ebenfalls zu
Temperaturerhohungen auf 80 bis 100 °C am Knochen kommen kann. Eine Folge davon wire
eine Heilungsverzogerung, da bei dem thermischen Effekt von Sdge und Laser, wie er in der
vorliegenden Studie aufgetreten ist, sich durch die Verkohlung die Osteoidstruktur des
Knochens so verdndert, dass sie nicht durch Makrophagen oder Osteoklasten erkannt und
entfernt werden kann. Auch eine Revaskularisation kann nicht mehr stattfinden. Die
verkohlten Enden werden nicht mehr in die neue Knochenbildung einbezogen, sondern als
Fremdkorper angesehen (NUSS et al., 1988) und umkapselt. Erst dann kann eine neue
Knochenbildung stattfinden (CALLAHAN, 1990). Die verbleibenden, nekrotischen Teile
bleiben nach ihrer Inkarzeration noch lange nachweisbar (CLAYMAN et al., 1978). Da einige
der Laserpriparate vollstindig mit neugebildetem Geflechtknochen durchbaut sind kann man
davon ausgehen, dass bei den Sdgeschnitten der Heilungsbeginn zeitlich versetzt stattfand.

PERREN (2002) geht dagegen davon aus, dass eine geringgradige lokale Nekrose am

Knochen als Stimulus fiir die Remodellierung des Haversschen Systems mit dem
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umliegenden, unverdnderten Knochengewebe dient. Zudem ist nachgewiesen, dass es bei der

Heilung von Kortikalisschdden immer zu einer Resorption der Knochenoberfldche kommt.

Am medialen Ende des Spaltes trat bei den Laser-Osteotomien in zwei Féllen (Hund 2 und 5)
eine sehr starke Karbonisation auf. Wihrend des Lasereinsatzes wurden dabei keine
Auffalligkeiten gegeniiber den anderen Lasereingriffen festgestellt. Es muss in diesen Féllen
zu einem extremen Anstieg der Temperaturen gekommen sein. Die erwiinschte Verdampfung
des Wassers zur Photoablation findet bei dessen Siedepunkt um 100°C statt. Viel frither
kommt es jedoch schon zu thermischen Auswirkungen im Gewebe. Ab 43°C kommt es
bereits zu ersten Anpassungsreaktionen mit Zellschrumpfung. Uber 50°C findet ein Riickgang
der Enzymaktivitét statt (v.a. alkalische Phosphatase) und der Blutfluss stoppt in kleineren
GefiaBBen durch GefidBdilatationen (ERIKSSON und ALBREKTSSON, 1983). Ab 60°C
kommt es zur Protein- und ab 80°C zur Kollagen-Denaturierung (BOULNOIS, 1986). Steigt
im weiteren Verlauf die Temperatur nicht weiter an bis zur Photoablation und die Wérme
kann nicht schnell genug abgeleitet werden, so kommt es in diesem Bereich zu
Karbonisationen. GIRAUD et al. (1991) sprechen bereits ab einer Erwdrmung des Knochens
auf tiber 70°C von irreversiblen Gewebeschdaden. Daher ist es so wichtig, dass es zu der
Photoablation mit dem Abtragen und explosionsartigen Herausschleudern der
Knochenpartikel kommt. Nur so kann die Wéarme abgefiihrt werden und staut sich nicht im
Knochengewebe und eine thermische Diffusion wird vermieden. Schwarze Verkohlungszonen
treten dagegen bei zu hohen Temperaturen von weit iiber 150°C. auf. BIYIKLI und MODEST
(1987) vermuten, dass durch Laserablation Temperaturen von liber 600°C. entstehen konnen.

Bei allen Osteotomien wurde im medialen Austrittsbereich des Laserstrahls eine matte, nicht-
reflektierende Metallplatine als Strahlfdnger verwendet, um das hinter dem Spalt liegende
Gewebe bei Strahlaustritt nicht zu verletzen. Eine Reflexion des Strahls ist aufgrund der
matten Oberflédche der Platine nur schwer moglich und hétte bei den tibrigen Tieren ebenfalls
Schiaden hervorrufen miissen. Eine weitere Erkldarung fiir die Karbonisationen ist eine zu
geringe Wairmeableitung durch das zugefiihrte Wasser. Es wurden zwei Spriihdiisen
verwendet wobei keine davon wihrend der Laser-Osteotomien ausfiel. Zudem ist die
Wassermenge mit 2,5 ml/min genau auf die Erfordernisse eines solchen Eingriffes eingestellt
worden (TODOROV et al.,, 1998). Eine minimale Abweichung der Ausrichtung der
Spriihdiisen zum Schnittspalt konnte daher fiir eine unzureichende Versorgung mit dem fiir
die Warmeableitung notwendigen Wasser und somit zur Temperaturerhohung im Spaltinneren

gefiihrt haben.
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4.3 Schlussfolgerung und klinischer Ausblick

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass prinzipiell der neu modifizierte CO,-Laser geeignet
ist, vitalen Knochen zu schneiden ohne die Heilung durch thermische Nebenwirkungen zu
behindern. Zum Erreichen dieses Zieles mussten jedoch die Lasereinstellparameter wihrend
des laufenden Versuches weiter optimiert werden, um sie an die Vorgaben eines lebenden,
d.h. blutenden Knochens anzupassen. Hierdurch erklart sich die Heterogenitét der gefundenen
histologischen Ergebnisse, denn in vielen Fillen konnte weder die Heilungsverzégerung noch
das Auftreten von ausgeprigten Karbonisationen verhindert werden. Bei den optimal
geschnittenen Priparaten ist jedoch eine sich andeutende Trendwende in der bisherigen

Uberlegenheit der Sige iiber den Laser erkennbar.

Wihrend nahezu alle Priparate der Sédgegruppe sehr konstante Ergebnisse aufweisen und
dabei nur sehr geringe Umbauaktivititen erkennen lassen, zeigen die Laser-Priparate
aufgrund der unterschiedlichen Versuchsparameter ein sehr heterogenes Erscheinungsbild und
lassen drei Gruppen erkennen. Neben einer Reihe Schnitte, die wegen Karbonisationen eine
deutlich verzogerte Knochenheilung aufweisen, zeigen andere Praparate aus der Lasergruppe
einen vollstindig mit neugebildetem Geflechtknochen durchbauten Osteotomiespalt. Eine
dritte Gruppe zeigt interessanterweise kaum sichtbare Hinweise auf einen Heilungsbeginn.

Dieser iiberraschende Effekt soll weiter abgeklart werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Verwendung eines Lasersystems in der Knochenchirurgie
mit Sicherheit eine Methode mit einer sehr hoffnungsvollen Zukunft ist. Insgesamt fehlt in
dem durchgefiihrten Versuch jedoch noch die Konstanz in der sich andeutenden
Uberlegenheit des Lasers iiber der Sdge. Aufgrund der vielen bedeutsamen Vorteile eines
Lasereinsatzes in der Chirurgie steht es auBler Frage, dass sich ein solches System gegeniiber
herkodmmlichen, mechanischen Instrumenten in der Zukunft durchsetzen wird. Bis es dazu
kommen wird sind noch eine Vielzahl an Verbesserungen und intensiven Forschungen
notwendig. Wichtigstes Ziel der weiteren Forschungen wird sein, dass die zum Teil schweren
Karbonisationen, die vermutlich durch einen Riickstreueffekt hervorgerufen wurden,
verhindert werden konnen. Auch das gesamte Lasersystem muss bedienerfreundlicher und fiir

eine grofere Flexibilitdt das Gerdt kompakter und mobiler gemacht werden.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass das Ziel, den CO»-Laser als {iberlegenes Instrument

in der Knochenchirurgie einsetzen zu konnen, ndher geriickt ist.

93



ZUSAMMENFASSUNG

5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Laser-Osteotomie hat eine Vielzahl von Vorteilen gegeniiber herkdmmlichen
Schneideinstrumenten wie z.B. der Knochensdge. In fritheren Untersuchungen war die
Knochenheilung jedoch aufgrund der ausgedehnten thermischen Schédigungen gegeniiber den
konventionellen mechanischen Osteotomien deutlich verzogert.

In der vorliegenden tierexperimentellen Studie mit 7 Beagle-Hunden wurde die
Knochenheilung nach einer Osteotomie mit einem neuen, modifizierten CO,-Lasersystem und
einer herkdmmlichen Knochensédge verglichen. Am ventralen Rand beider Unterkiefer wurde
dabei je ein ca. 8§ mm tiefer Schnitt mit dem Laser und der Knochensédge durchgefiihrt.

In der anschlieBenden FEinheilungszeit wurden zur Markierung des neu angebildeten
Knochengewebes den Tieren drei verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe injiziert.

Nachdem die Hunde am 22. postoperativen Tag getdtet worden waren, wurden die
Knochenverdnderungen fluoreszenzmikroskopisch und histologisch an unentkalkten und mit
Paragon gefdrbten Hartschliffpraparaten untersucht.

Die Auswertung ergab, dass bei den Ségeschnitt-Priparaten eine gleichmiBige
Heilungsverzogerung vorlag und der Schnittspalt in keinem der Félle knochern durchbaut
war. Die Befunde der Lasergruppe waren dagegen — aufgrund der wechselnden
Lasereinstellparametern — sehr unterschiedlich. Einige der Schnitte wiesen wie die
Sagepriparate einen kaum sichtbaren Heilungsbeginn auf. Die sehr starken Karbonisationen,
die am medialen Ende des Schnittkanals gefunden wurden, sind vermutlich durch einen
photothermischen Effekt des Lasers verursacht worden. Ursache konnte eine nicht
beriicksichtigte Riickstreuung sein, die durch das hinter dem Knochen liegende metallische
Abdeckmaterial verursacht wurde. Die Heilungsverzogerung dieser Pridparate ist auf die
verkohlten Ablagerungen zuriickzufiihren, die erst abgebaut werden miissen. Eine dritte
Gruppe an Laserschnitten wies eine vollstindige Ausfiillung des Schnittspaltes mit neu
angebildetem Geflechtknochen auf. Bei diesen Préparaten ist keine thermische Schadigung
des Knochengewebes feststellbar.

Wenn es gelingt bei den Laserschnitten eine Kontinuitdt der Ergebnisse zu erreichen und die
Ursache der Karbonisationen abzustellen, dann hat der Einsatz von Lasern in der

Knochenchirurgie eine grofle Zukuntft.
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6 SUMMARY

Osteogenesis after laser osteotomy with a carbon dioxide laser in comparison with

common saw technique

Laser osteotomy has several potential advantages in comparison to classical bone incision by
mechanical saws. In previous studies the bone healing was delayed due to the damage of the
thermal effects compared to mechanical instruments like the bone saw.

With 7 Beagles as an experimental model, a comparative study was done to assess the healing
of bone in response to osteotomy by a new modified carbon dioxide laser system and a
mechanical bone saw. Using sterile technique, an approximately 6 mm deep incision was
made in the ventral aspect of both mandibles with each method. During the follow-up period
three intravital stains were injected to mark the surface of new-bone growth.

After the dogs were killed 22 days following the surgical procedure the tissue response was
examined by polychrome sequential labelling and undecalicfied paragon-stained ground
sections.

The sawed mandibles demonstrated a retarded rate of healing and a persistent superficial
defect at the impact site.

The results of the laser group were quite different. Some of the specimen showed a similar
delay in bone healing like in the saw group. In some cases a large layer of carbonised debris
was recognized. This retarded healing was most likely due to a surface deposit of charred
tissue elements, produced by the thermal effects of the laser. In a third group of laser
specimen showed a complete reconstruction of the incision by new Haversian bone and no
signs of any damage by thermal effects due to the laser application.

This modified carbon dioxide laser appears to be an effective and precise bone ablator.
According to the results of previous studies the appearance of carbonisation could be
prevented in some cases. If the key is found to reduce the risk of carbonisation to the

maximum the future is open for the laser in orthopaedic surgery.
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Massive Resorption des angrenzenden Knochengewebes iiber einen
verbindenden Kanal; die Schnittbreite wird dabei fast vervierfacht

Hund 7 — Ségeschnitt links:
Keine sichtbare Reaktion erkennbar; weder Resorptions- noch
Appositionsvorgéinge sind feststellbar (2,5-fach).........cccovviiiiiniiiiiiiiine.
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10 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A Arteria

Abb.: Abbildung

bzw.: beziehungsweise

ca.: circa

cm: Zentimeter

cm?: Quadratzentimeter
cm?: Kubikzentimeter
COy: Kohlendioxid

DNS: Desoxyribonukleinsiure
EKG : Elektro-Kardiogramm
Er:YAG: Erbium-Yttrium Aluminium Garnet
etal.: et altera

Fa.: Firma

°C.: Grad Celsius

g: Gramm

histol.: histologisch

HNO: Hals-Nasen-Ohren-Medizin
Hz: Hertz

Lm.: intramuskulér

Lv. intravends

Kap.: Kapitel

kg: Kilogramm

KGW: Korpergewicht

kV: Kilovolt

M.: Musculus

m: Meter

m?: Quadratmeter

mA: Milliampere

max.: maximal

mg: Milligramm

min.: Minuten

ml: Milliliter
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mm:
pm:
um?:
MMA:
mod.:

mrad:

us:

NacCl:

Nd:YAG:

nm:
NL:
Nr.:
0.4.:
OP:
PC:

p.o.:
p-op.:

Proc.:

S.C.:
sek.:
Tab.:
Tsd.:
u.a.:
U/min:

UV:

v.a.:

Vol %:

z.B.:
z.T.:

Musculi
Millimeter
Mikrometer
Quadratmikrometer
Methylmetacrylat
modifiziert
Milliradiant
Mikrosekunden
Nervus
Natrium-Chlorid
Neodym-Yttrium Aluminium Garnet
Nanometer

Nodus lymphaticus
Nummer

oder dhnliches
Operation

Personal Computer
per os

post operationem
Processus

siehe

subkutan

Sekunde

Tabelle

Tausend

unter anderem
Umdrehungen pro Minute
Ultraviolett

Vena

vor allem
Volumenprozent
Watt

zum Beispiel

zum Teil
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