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We'll all be looking for changes, changes in the way we treat
our fellow creatures and we will learn how to grow

Paul McCartney
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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Der friiheste bekannte Versuch einer Implantation im Kieferbereich geht bis auf die
prikolumbianische Zeit zuriick, hier wurde versucht aus einem Stein einen Zahnwurzelersatz
herzustellen (MARZIANI, 1955). Heute spielen metallische Implantate in vielen Bereichen
der Chirurgie eine wesentliche Rolle: In der Orthopddie als Gelenkersatz oder fiir die
osteosynthetische Frakturversorgung, sowie als enossale Implantate in der chirurgischen
Zahnheilkunde.

Zur Zeit werden als Werkstoffe fiir Implantate vor allem Titan und seine Legierungen
verwendet, die sich durch ihre gute Biokompatibilitit auszeichnen. Diese ist auf eine diinne
Titandioxidschicht, die sich in wissrigen Elektrolyten in einem ph-Wert-Bereich zwischen 2
und 10 spontan als Passivierungsschicht ausbildet, zuriickzufiihren. Bei Relativbewegungen
zwischen dem Implantat und dem umgebenden Gewebe wird diese Schicht allerdings schnell
zerstort. Es entstehen Titanabriebpartikel, die von Makrophagen und Riesenzellen
aufgenommen und entweder intralysosomal zersetzt oder nach Eindringen der Makrophagen
in die Lymphgefifle der kleinen Blutgefa3e in die Endstrombahnen von Lunge, Leber, Niere
und Milz abtransportiert werden. Es kommt so zu einer Anreicherung von Titan in diesen
Organen.

Die Zerstorung oder Verletzung der Oxidschicht fiihrt auBerdem zu einer erh6hten Aktivitat
des Titans an der Oberfliche der Implantate. Es entstehen lokale elektrische Felder, welche
die Tertidr- und Quartdrstruktur von Proteinen beeinflussen konnen. Dies flihrt zu einer
Aktivierung des Immunsystems und letztendlich zu einer Abwehrreaktion (THULL, 1993;
RAUSCHENBACH et al., 2001).

Obwohl in den letzten Jahren im Bereich der Implantologie viele Forschungen stattfanden,
liegt die Misserfolgsrate fiir Titanimplantate immer noch bei ca. 5% (LONG und RACK,
1998). Daraus ergibt sich allein bei den 120000 Hiiftendoprothesen, die jdhrlich in
Deutschland implantiert werden, eine Anzahl von 6000 Implantaten, die nicht den
gewiinschten Erfolg zeigen (WELLER, 1997).

Es ist daher unumgénglich weiter nach neuen Ansétzen zu suchen, die zur Steigerung des
Integrationsverhaltens und damit zur Verbesserung des Einheilverhaltens fiihren. Es sollen
eine hohe Biokompatibilitit, Korrosionsstabilitit und Verschleifiresistenz, sowie stabile
elektrische  Oberflacheneigenschaften erreicht werden, um eine Ablésung von
Materialaggregaten zu vermeiden, ohne dabei die giinstigen Eigenschaften des
Implantatwerkstoffs zu schmélern. Man erhofft sich, dies durch die Plasma-Immersions-

Ionen-Implantation (PIII) zu erzielen. Dabei handelt es sich um ein Verfahren bei dem die

1



EINLEITUNG

Beschichtungsmolekiile in Form von Ionen nicht auf, sondern unter die Implantatoberflédche
gebracht werden.

Im Gegensatz zur konventionellen Ionenimplantation ist dieses Verfahren bei kurzer
Behandlungsdauer und relativ niedrigen Temperaturen anwendbar und auch komplex
geformte Teile konnen homogen modifiziert werden (MANDL und RAUSCHENBACH,
2000).

In der vorliegenden Arbeit soll nun untersucht werden, inwiefern sich die verbesserte
Osseointegration vor allem von PIII modifizierten Nickel-Titan-Legierungen, wie KRAUSE
(2001) sie am Rattemodell fand, auch auf ein anderes, dem Menschen beziiglich der
Knochenstruktur dhnlicheres Tiermodell, den Hund, iibertragen lasst.

Hierzu werden 7 Hunden jeweils an einer Unterkieferhdlfte eine mittels PIII behandelte, an
der anderen Hélfte zur Kontrolle eine unbehandelte Autokompressionsklammer aus Nitinol
eingesetzt. Somit kann gleichzeitig die Heilung der Knochenspalten unter Kompression bzw.
ohne Kompression verglichen werden. Die FEinheilung und die Spaltheilung werden

floureszenzmikroskopisch ~ und  durch  konventionelle = Histologie = untersucht.
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2. SCHRIFTTUM

2.1. Grundlagen der Implantologie

Der Erfolg einer Implantation héngt generell von mehreren Faktoren ab: Den chemischen und
physikalischen Eigenschaften des Implantats, seiner Oberflichenbeschaffenheit und dem
Zustand und der Reaktionsfahigkeit des Gewebes (KELLNER, 1974; LISTGARTEN et al.,
1991).

Bei der Priparation des Implantatlagers ist groBe Sorgfalt anzuwenden. Um gute
Ausgangsbedingungen zu schaffen, ist sowohl die Wahl des geeigneten Werkzeugs, als auch
die Verwendung einer Spiilvorrichtung zum Reinigen und Kiihlen von Bedeutung (RIESS,
1984; SISK et al., 1992).

Schon nach einer 30 Sekunden dauernden Temperaturerhohung des Gewebes auf 50°C
wurden morphologische Verdnderungen der Osteoblasten nachgewiesen. Bei Temperaturen
iber 70°C kommt es zur Osteonekrose, aus der eine verzdgerte Regeneration des
Knochengewebes oder Ersatz desselben durch ein fibroses Gewebe resultiert (HOBKIRK,
1983). Eine Infiltration des umliegenden Weichgewebes mit Knochensplittern ist zu
vermeiden, da diese langsam abgebaut werden und als Fremdkdrper eine Ursache fiir primére
Wundheilungsstorungen darstellen konnen.

Unabhéngig von der Qualitdt des Implantats ist jede Implantation in ein chronisch entziindlich
verdndertes Gewebe zum Fehlschlagen verurteilt (KELLNER, 1974).

Die Anforderungen, die an Werkstoffe fiir die Langzeitimplantation gestellt werden sind
hoch. Als mechanische Werte sind die Zug- und Druckfestigkeit, die Bruchdehnung, die
Dauerfestigkeit und die Scherfestigkeit des Oxids von Bedeutung. Als elektrochemische
Parameter sind die Korrosion und Oxidbildung wichtig. Die Loslichkeit des passivierenden
Oxids spielt aus chemischer Sicht eine Rolle. Als physikalische Eigenschaften sind die
Verdanderungen als Folge von Adsorption oder Eindiffusion von Ionen oder Molekiilen als
Eignung eines Metalls fiir die Implantation zu erwahnen.

Aus biologischer Sicht darf es weder toxische, noch kanzerogene Eigenschaften haben und
muss sich immunologisch inert verhalten (THULL, 1983).

Obwohl alle genannten Parameter primdr mit der Zusammensetzung des Materials
zusammenhédngen, werden sie doch im wesentlichen vom Herstellungsverfahren, der

Konstruktion und vor allem den Oberflicheneigenschaften bestimmt (THULL, 1983).
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Fiir eine feste Verankerung des Implantats ist eine gewisse Rauhigkeit seiner Oberfldche
notwendig, durch die eine schnellere Knochenanlagerung und damit eine hohere Implantat-
Knochen - Kontaktflache erzielt wird (KELLNER, 1974; BUSER et al., 1989).

Ein ebenso wichtiger Faktor fiir die priméare osteogene Stabilisierung ist neben der Bioqualitit
des Werkstoffs die mechanische Ruhe zwischen Implantat und Knochengewebe (KIRSCH
und DONATH, 1984).

Mikrobewegungen bis maximal 28 pum scheinen die kndcherne Integration nicht zu stdren.
Mikrobewegungen von 150 um und mehr verhindern dagegen die Kontaktbildung zwischen
Knochen und Implantat und somit die kndcherne Einheilung, was zur Ausbildung eines
bindegewebigen Interfaces fithrt (MITTELMEIER et al., 1997).

BETHMANN und KNOFLER (1987), sowie SISK et al. (1992) erachten sogar die
Materialbeschaffenheit, sofern dieses biokompatibel ist, als unwichtig fiir eine erfolgreiche
Implantation, sofern die chirurgische Technik minimal traumatisch ist bzw. primér eine
mechanische Belastung vermieden wird, da diese die Knochenanlagerung verhindert oder

bereits angelagertes Gewebe durch Resorption wieder verloren geht.

2.2 Implantatmaterialien

2.2.1 Titan

Titan und seine Legierungen sind sowohl in der allgemeinen Chirurgie, als auch in der

Zahnmedizin hdufig verwendete Implantatmaterialien, die sich durch ihren hohen Grad an

Biokompatibilitdt und Korrosionswiderstand auszeichnen (KIM et al., 1997).

Reintitan hat in seiner elementaren Form einen hohen Schmelzpunkt (1678°C). Bis zu einer

Temperatur von 882,5°C besitzt es eine dichtgepackte hexagonale Kristallstruktur (0), die bei

weiterer Temperaturerhhung in eine kubische Struktur () iibergeht. Diese kann auch iiber

mechanische Bearbeitung, wie z.B. schnelles Abkiihlen der Metallschmelze, erreicht werden.

Titan-Legierungen werden je nach ihrer bei Raumtemperatur vorliegenden Mikrostruktur

entweder als d, 0—nahe, a+[3, metastabile B oder stabile 3 Formen klassifiziert.

Elemente, die mit Titan Legierungen bilden konnen, werden daher in drei Kategorien

eingeteilt:

¢ Dic a-Form unterstiitzende Elemente (0- Stabilisatoren): Al, O, N, C;

¢ Die 3-Form unterstiitzende Elemente ((—Stabilisatoren): Mo, V, Nb, Ta, Fe, W, Cr, Si, Ni,
Co, Mn, H;

¢ Neutrale Elemente, wie Zr;



SCHRIFTTUM

A- und a-nahe Legierungen zeichnen sich durch ihre ausgezeichnete Widerstandsfahigkeit
gegeniiber Korrosion aus, ihre Bearbeitungseigenschaften sind aber nicht optimal. Aullerdem
wird ihr Einsatz durch ihre geringe Temperaturstabilitit eingeschriankt. Die [B-Legierungen
haben eine hohe Festigkeit und Hérte und zeigen eine gute Formbarkeit. Durch die

Kombination beider Phasen konnen optimale Eigenschaften erreicht werden (LONG und

RACK, 1998).

Die gute Biokompatibilitit des Titans ist auf eine 2 bis 20 nm diinne Oxidschicht
zurlickzufiihren, die sich bei Kontakt mit Luftsauerstoff in wassrigem Milieu in einem pH-
Wert-Bereich zwischen 2 und 10 ausbildet. Diese Schicht wird auch als Passivierungsschicht
bezeichnet (THULL, 1993). Sie ist hochpolar und zieht Wasser, wie auch wasserldsliche
Molekiile an. Man nimmt an, dass auf der Titanoberflache zwei Typen von Hydroxylgruppen
existieren: Ein OH-Gruppen-Typ ist an das Titan gebunden (terminale OH-Gruppe), der
andere Typ hat die Funktion der Briickenbildung. Briickenbildende OH-Gruppen sind stark
polarisiert, haben einen sauren Charakter und konnen durch Kationen ausgetauscht werden.
Biomolekiile konnen an dieser Schicht anhaften, der Grad der Anhaftung héngt allerdings von
verschiedensten Faktoren, wie der Oberflichenbeschaffenheit und der Art der Molekiile ab
(BROWNE und GREGSON, 1994) .

Generell wird angenommen, dass die passiven Oxide bis zu einer bestimmten Schichtdicke
amorph sind, wird diese iiberschritten kommt es zur Kristallisation (LARSSON et al., 1994;
WILLIAMS et al., 1996).

Da diese Oxidschicht initial wenig geordnet ist, kommt es zu einer héheren Mobilitdt der
Titanionen (BROWNE und GREGSON, 1994).

Wird die Oxidschicht zerstort, z.B. durch Relativbewegungen zwischen Implantat und
Gewebe, kann es zur Freisetzung von Titanaggregaten kommen. Diese werden durch
Makrophagen und Riesenzellen aufgenommen und entweder lysosomal zersetzt oder iiber das
Lymph- und Blutgefdl3system in die Endstrombahnen innerer Organe, wie Lunge, Leber, Milz
und Niere transportiert (THULL, 1993).

Die Stabilitit dieser Oxidschicht kann durch geeignete Oberflichenbehandlung verbessert
werden (THULL, 1993; LARSSON et al., 1994).

Um die mechanischen Eigenschaften des Reintitans zu verbessern und es damit fiir
medizinische Zwecke attraktiver zu gestalten, wurden verschiedene Legierungen entwickelt

(WILLIAMS, 1981; KIM, 1997).
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2.2.2 Nitinol

Bei Nitinol handelt es sich um die erste Legierung, die 1963 aus Titan und Nickel hergestellt
wurde. Die Bezeichnung Nitinol wurde aus den Anfangsbuchstaben der Komponenten ,,Ni‘
fiir Nickel, ,,Ti* fiir Titan und ,,nol* fiir Naval Ordinance Laboratory, den Herstellungsort,
zusammengesetzt (HURST et al., 1990; ASSAD et al., 1998).

Dieses Material zeichnet sich durch seine gute Biokompatibilitét, seine Widerstandsfahigkeit
gegen Korrosion und seinen Formgedéchtnis- bzw. Shape-Memory-Effekt aus (DRESCHER
et al., 1990; DRUGACZ et al., 1995; CISSE et al., 2002).

Als Biokompatibilitit bezeichnet man die Eigenschaft eines Materials in einer biologischen
Umgebung nach der Implantation inert zu bleiben, so dass keine toxischen, allergischen oder
kanzerogenen Reaktionen in Erscheinung treten (PUTTERS et al., 1992). Dies wird durch
eine schiitzende Titanoxydschicht erreicht, die sich bei Kontakt mit Sauerstoff, wie bei
Reintitan, auf der Oberflache bildet.

KELLER et al. (1994) fanden um Titan-Legierungen eine signifikant dickere Oxidschicht, als
um Reintitan. Diese Schicht erhoht einerseits die Stabilitdt der Oberfldche und schiitzt somit
das Material vor Korrosion, andererseits bildet sie eine Barriere, welche die Freisetzung von
Nickelaggregaten verhindert (CISSE et al., 2002).

Freigesetzte Nickelionen konnten als Inhibitoren fiir Enzyme der Proteinsynthese und der
Zellreplikation wirken, daneben besitzen sie ein hohes Allergisierungspotential.

CISSE et al. (2002) berechneten eine Nickelfreisetzung aus Implantaten von 0,002p.g pro Tag,
was im Vergleich zur tiglichen Nickelaufnahme mit der Nahrung, die 300 bis 600ug betrigt,
vernachléssigbar ist. DRESCHER et al. (1990) wiesen eine Nickelfreisetzung von 40mg pro
Tag aus einer kieferorthopidischen Apparatur nach, schitzten aber auch bei dieser Menge das
Allergisierungspotential als sehr gering ein, da sich Nickelsulfat, das eigentliche Allergen,
erst bei Kontakt mit der dufleren Haut bildet. ASSAD und Mitarbeiter (1998) fanden in einer
Zellkultur in einem Zeitraum {iiber vier Wochen eine Nickelfreisetzung aus Nitinol, die
anndhernd einem Zehntel der tiglichen Nickelaufnahme in der Nahrung entspricht.

Auch andere Studien (PUTTERS et al., 1992) belegen, dass Nitinol sich ebenso inert verhalt
wie Titan und damit eine diesem vergleichbare Biokompatibilitdt hat. Dies bestitigt sich auch
durch die Studie von KAPANEN et al. (2001), die keinen negativen Effekt von NiTi auf die
Formation von neuem Knochengewebe fanden. Ebenso konnten WEVER und Mitarbeiter
(1997) weder eine inhibitorische Wirkung auf das Zellwachstum in vitro, noch einen

zytotoxischen, allergischen oder genotoxischen Effekt des Nitinols feststellen.
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2.2.3 Memory-Effekt

Nickel-Titan-Legierungen liegen abhingig von Temperatur und mechanischer Spannung in
zwel verschiedenen Kristallstrukturen vor, der Hochtemperaturphase, dem Austenit, und der
Niedrigtemperaturphase, dem Martensit. Die Temperatur, bei welcher der Ubergang dieser
Phasen stattfindet wird als Umwandlungstemperatur, der Umwandlungsprozess selbst als
martensitische Transformation bezeichnet (DRESCHER et al, 1990).

Die Umwandlungstemperatur ist in hohem MaBle von der Zusammensetzung der Legierung
und dem Herstellungsprozess abhiangig (HURST et al., 1990).

Die Kristallstruktur des Austenits ist durch acht Atome gekennzeichnet, welche die
Aussenkanten eines Wiirfels bilden, ein neuntes Atom befindet sich in dessen Zentrum. Diese
kubisch zentrierte Anordnung der Atome ist fiir die hohe Festigkeit der Legierung in der
Austenitphase verantwortlich. Bei Abkiihlung oder durch das Wirken einer mechanischen
Spannung entsteht durch Scherung des Austenitgitters die Martensitphase. Das resultierende
Gitter dhnelt einem Fischgritenmuster mit symmetrischen Strukturen, die als
,Martensitzwillinge* bezeichnet werden und hochverschiebliche Grenzflichen darstellen. Die
Verschiebung dieser Grenzflachen ist dafiir verantwortlich, dass es schon durch geringe
Spannungen zur plastischen Deformation der martensitischen NiTi-Legierung kommt
(BANTLEON et al., 1989; DRESCHER et al, 1990).

Dabei handelt es sich nur um eine scheinbar bleibende Deformation, da diese wieder
riickgingig gemacht werden kann. Erwirmt man das Material iiber die Ubergangstemperatur
hinaus, wird die urspriingliche Form wiederhergestellt (HURST et al.,1990). Damit
unterscheidet sich die Kristallographie der Martensitverformung  grundlegend vom
Deformationsmechanismus anderer Metalle, da bei diesen durch plastische Verformung
irreversible Deformationen des Gitters entstehen. Allerdings kann es auch bei NiTi-
Legierungen es zu bleibenden Versetzungen der Gitterstruktur kommen, wenn das Material

uber ein bestimmtes Maf} hinaus verformt wird.
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Der Einweg-Memory-Effekt:

Wird ein martensitischer Draht (a) verformt, bleibt die Verformung (b) solange erhalten, wie
die Temperatur unterhalb der Umwandlungstemperatur liegt. Kommt es aber zu einer
Erhohung der Temperatur bis {iber die Umwandlungstemperatur, beobachtet man eine
Riickverformung des Werkstiicks in seine urspriingliche Form (c). Eine Abkiihlung bewirkt

keine weitere Formverénderung (d), daher wird der Effekt als Einwegeffekt bezeichnet.

B r—ney -
@ Martensit

I D (b)  verformt

Einwegeffekt

, (i e © erhitzt

T———> (d abgekuhit

Abb.1: Einweg- Memory- Effekt (DRESCHER et al., 1990)

Der Zweiweg-Memory-Effekt:

Wird ein martensitisches Werkstiick (a) stirker verformt, treten neben den
Grenzflachenverschiebungen entlang der Zwillingsgrenzen teilweise auch irreversible
Versetzungen (b) auf. Wird die Probe erwédrmt, kommt es zu einer unvollstindigen
Riickverformung (c). Bei Abkiihlung bewegt sich die Probe wieder auf den verformten

Zustand zu (d). Dieser Vorgang ist reversibel und nahezu beliebig oft wiederholbar.

) @ Martensit

@ @ verformt

(it irawersiblan Antallan)

* (5?:—% (c) erhitzt

Zweiweg-
kt
eﬁe ﬁ @ abgekhit

Abb. 2: Zweiweg-Memory-Effekt (DRESCHER et al., 1990)
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Superelastizitit:

Wird eine Probe, die bei der Untersuchungstemperatur gerade austenitisch ist, einer Belastung
ausgesetzt, so steigt die Spannung bis zu einem bestimmten Punkt linear an. Wird dieser
iiberschritten, kommt es zu einer Dehnung des Materials, ohne dass die Spannung weiter
ansteigt. Dieses Plateau entsteht durch die Erzeugung spannungsinduzierten Martensits. Ist
die Probe vollstindig martensitisch, reagiert sie wieder linear elastisch. Bei der
Riickverformung zeigt sich ebenfalls ein superelastisches Plateau, das durch die Riickbildung
der Austenitphase bei nachlassender Spannung zustande kommt (MIURA et al.,1986;
DRESCHER et al., 1990).

Klinische Anwendung des Memory-Effekts:

Ein Modell sich den Formgedéchtniseffekt klinisch nutzbar zu machen, wurde 1980 von
ANDREASEN présentiert. Er verwendete einen aus einer Nitinol-Legierung bestehenden
Draht mit einer Umwandlungstemperatur zwischen 31°C und 45°C. Dieser ist bei
Raumtemperatur martensitisch und ldsst sich leicht plastisch verformen. Nachdem die ideale
Form erreicht ist, wird der Draht einer thermischen Behandlung unterzogen und dann am
Patienten eingesetzt. Bei Erreichen der Korpertemperatur wandelt er sich zum Austenit um
und versucht seine urspriingliche Form wiederzuerlangen. Die hierbei wirksamen Krifte
bewegen sich im Bereich von 0,2 bis 1 Newton. Anhand dieses Modells wurde demonstriert,
dass eine Zahnbogennivellierung mit nur einem Bogen durchgefiihrt werden kann.

In der Orthopiddie wird der Memory-Effekt in Form von Marknédgeln genutzt, die mit
Untermall in den vorgebohrten Markraum eingesetzt werden, sich durch Spiilungen mit
warmen Losungen weiten und sich so der Wand des Markraums anpassen. Soll der Nagel
nach Frakturheilung wieder entfernt werden, kiihlt man ihn durch kalte Losungen solange, bis
er sich wieder zusammenzieht und sich ohne Kraftaufwand entfernen lésst
(KRANKENPFLEGE JOURNAL, 1983).

In der Kieferchirurgie werden Klammern aus NiTi-Legierungen eingesetzt, um
Mandibulafrakturen zu fixieren. Bei Raumtemperatur sind die Schenkel dieser Klammern
eingezogen. Um die Klammerenden in dafiir vorgebohrte Locher einsetzen zu konnen,
missen diese erst aufgebogen werden. Dies geschieht nachdem die Klammer mit fliissigem
Stickstoff auf —60°C abgekiihlt wurde. Die so vorbereitete Klammer wird nun in die
Bohrlocher der Unterkieferfragmente eingesetzt. Unter Einfluss der Kdrpertemperatur ziehen

sich die beiden Klammerschenkel in weniger als zwei Minuten wieder in ihre urspriingliche
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Form zuriick. Dadurch entsteht eine auf die Fragmente wirkende Kompression. Meist werden

bei derartigen Frakturen zwei bis drei Klammern eingesetzt (DRUGACZ et al., 1995).

Abb. 3: Klammer vor Insertion, Abb. 4: Eingesetzte Klammer,
(Produktinformation Fa. NORMED) (Produktinformation Fa. NORMED)

2.3 Oberflachenbeschaffenheit und —Modifikation

Da die direkte Verankerung und die kndcherne Integration von Implantaten nur durch eine

Oberfldchenoptimierung erzielt werden konnen, wurden verschiedene Methoden zur

Modifikation der Oberflichen entwickelt. Diese konnen in drei Gruppen eingeteilt werden

(MITTELMEIER et al., 1997; MANDL und RAUSCHENBACH, 2000):
¢ Mechanische Bearbeitung
¢ Auftragen einer Schicht durch Beschichtungsverfahren

¢ Oberflaichenmodifizierung durch Diffusions- und Implantationsverfahren

2.3.1 Mechanische Bearbeitung

Dass durch eine raue oder pordse Beschaffenheit der Oberflache das Einheilverhalten
erheblich verbessert wird, wurde in vielen Studien gezeigt (KIRSCH und DONATH, 1984;
LARSSON et al, 1994). Daher wurden unterschiedliche Verfahren zur Gestaltung rauer und
pordser Oberflachen entwickelt. Das gemeinsame Ziel dieser Methoden liegt in der
VergroBerung der Oberflichen, um zum einen das Einwachsen kndcherner Strukturen in die
Oberfldche und damit eine kndcherne Verankerung des Implantats zu ermoglichen
(HOBKIRK, 1983) und zum anderen die Mikrobewegungen zu reduzieren (HARTWIG et al.,
1995).

10



SCHRIFTTUM

MITTELMEIER et al. (1997) teilten die Oberflichen nach der Porengrof3e ein:

¢ Makrostrukturiert: Grobe Oberflichenformen > 2000um, wie Lamellen, Stufen, Waben;
Makrostrukturen dienen im Wesentlichen einer Oberfldchenvergréferung
mit formspezifischer Anderung der Krafteinleitung vom Implantat in den
Knochen. Dadurch entstehen allerdings auch Spannungsspitzen im

Knochenlager, die mit dem Risiko einer Druckatrophie verbunden sind.

¢ Mesostrukturiert: Kleinere Oberflachenformen mit einem Durchmesser von 100um bis
2000um, z.B. pordse oder trabekuldre Strukturen, Netze, Kugeln;
So gestaltete Oberfldchen zielen durch das tiefe Einwachsen zahlreicher

spongidser Knochenanteile auf eine dauerhafte Verankerung ab.

¢ Mikrostrukturiert: Sehr kleine OberflaichenvergroBerungen mit einem Durchmesser
<100um, hierzu gehoren sandgestrahlte Oberflidchen;
Solche Oberflichenformen entstehen bei der Plasma-Spritz- und der
Hydroxylappatit-Beschichtung.  Sie  sollen zur Erhéhung der
Scherfestigkeit fiihren.

2.3.2 Plasmabeschichtungen

Es werden verschiedene Physical Vapour Deposition (PVD) und Chemical Vapour
Deposition (CVP), sowie das Plasma-Spritz-Verfahren angewandt, um auf die Oberflachen
eines Implantats Schichten aufzutragen, von denen man sich sowohl eine Verbesserung der
Biokompatibilitit und der Einheilquote, als auch eine erhohte biomechanische
Oberflichenstabilitit erwartet (THULL, 1993; MANDL und RAUSCHENBACH, 2000).
Durch das PVD-Verfahren lassen sich die Eigenschaften der Schichten wie Hérte, Rauhigkeit
und Dichte durch verschiedenen Parameter beim Herstellungsprozess einstellen (THULL,
1993).

Bei den Spritzverfahren werden feine Stdube durch eine Hydrocarbon-Flamme oder durch ein
inertes Gas geblasen, wodurch die feinen Partikel sehr schnell zu schmelzen beginnen.
Werden diese geschmolzenen Teilchen nun auf ein zu beschichtendes Material aufgebracht,
verschmelzen diese miteinander und mit dem Implantat (WAGNER, 1992). Es entsteht eine
raue  Oberfliche mit Nischen und Poren, an welcher das Gewebe gut anhaften kann

(SCHROEDER et al., 1976). Es gibt mehrere Studien in denen der positive Effekt der Titan-

11
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Plasma-Beschichtung auf die Mikroverankerung zwischen Knochen und derart beschichteter
Oberfliche nachgewiesen wurde (KIRSCH und DONATH, 1981; SCHROEDER et al., 1981).
Mit dieser Methode konnen relativ einfach dicke (> 1pum) Beschichtungen erzeugt werden.
Allerdings entstehen bei schnellem Abkiihlen hdufig Risse in der Beschichtung. Auch ein
geringes Anhaftungsvermogen der Beschichtung, sowie die Erhéhung der korrosiven
Eigenschaften stellen ein Problem dar (BECKER et al., 1991; WAGNER, 1992). Gekriimmte
oder kompliziert geformte Werkstiicke lassen sich durch derartige Verfahren nur
unzureichend homogen beschichten. Wéhrend des Beschichtungsprozesses sind im
Allgemeinen hohe Temperaturen notwendig, die den Spannungszustand und die Morphologie

im Implantat nachhaltig verdndern konnen (RAUSCHENBACH et al., 2001).

2.3.3 Beschichtungen mit anorganischen Substanzen

Um einen osteotropen Effekt auf der Implantatoberflache zu erzielen, werden Implantate auch
mit anorganischen Substanzen, wie Hydroxylappatit oder Trikalziumphosphaten beschichtet
(LENTRODT, 1983). Beim Einheilen kommt es zum direkten ineinander Ubergehen des
Minerals der Beschichtung und des Minerals des Knochens (OSBORN, 1983). Obwohl die
Adhidsion des Knochengewebes durch solche Beschichtungen verbessert wird, sind die
Ergebnisse der Langzeitresultate fraglich (SCHENK und BUSER, 2000).

Durch die progressive Auflosung der Beschichtung und durch mechanische Eigenschaften
kann es zum einen zur Ablosung der Hydroxylappatitschicht kommen, zum anderen kann sich
aufgrund von Scherkriften eine bindegewebige Grenzschicht ausbilden (MITTELMEIER et
al., 1997)

2.3.4 Diffusionsverfahren

Bei diesem Verfahren wird die Zusammensetzung und die Struktur im Implantatmaterial
durch die Diffusion einer atomaren bzw. molekularen Spezies modifiziert.
Diffusionsverfahren sind zeit- und kostenintensiv, ihre Anwendung auf Materialien
beschriankt, die den Einsatz relativ hoher Temperaturen erlauben. Die Diffusionsschicht ist

hiufig sprod und neigt daher zur Rissbildung (MANDL und RAUSCHENBACH, 2000).

2.3.5 Konventionelle Ionenimplantation
Die lonenimplantation stellt eine vielseitig verwendbare Technik zur Modifikation von
Oberfldchen und zur Verdnderung der Oberflichenzusammensetzung dar. Dabei unterscheidet

sie sich grundlegend von den bisher genannten Verfahren, da die zugefiihrten Elemente sich
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nicht auf, sondern unter der Oberfliche anlagern. Ionen werden auf ein derart hohes
Energieniveau gebracht, dass sie beim Aufprall auf ein Objekt in dessen Oberfldche
penetrieren konnen. Auf diese Weise entstehen feinste Spalten in der Mikrostruktur der
Oberfldache, die zu einer Verbesserung der mechanischen und chemischen Eigenschaften
fiihren konnen (WAGNER, 1992).

Durch die Ionenimplantation kann die Harte des Materials, sowie die Wiederstandsfédhigkeit
gegen Reibung und Verschleill erhoht und das Korrosionsverhalten positiv beeinflusst werden
(RIEU et al., 1991; LONG und RACK, 1998).

Eine derartige Behandlung erzielt auch eine erhebliche Steigerung der Rauhigkeit der
Oberflache, deren Vorteil bereits erlautert wurde (LOIANZ et al., 1998). Die limitierenden
Faktoren dieses Verfahrens sind die geringe Tiefe der modifizierten Schicht und die hohen
Kosten der Apparaturen (WAGNER, 1992). Auch das Problem kompliziert geformte
Werkstiicke mit Ionenimplantation zu behandeln ist noch nicht geldst, da es sich um einen
sogenannten ,,Sichtlinienprozess* handelt, bei dem Einkerbungen und Poren von Implantaten

nicht erreicht werden (MANDL und RAUSCHENBACH, 2000).

2.3.6 Plasma-Immersions-lonen-Implantation (PIII)

Als weitere Verbesserung der konventionellen Ionenimplantation wurde vor einigen Jahren
das Verfahren der Plasma-Immersions-lonen-Implantation (PIII) entwickelt, durch das die
oben genannten Probleme umgangen werden sollen (MANDL et al., 2001).

Bisher wird das Verfahren vor allem in der metallverarbeitenden Industrie und zur Dotierung
von Halbleitern eingesetzt (MANDL und RAUSCHENBACH, 2000).

Da mit dieser Methode auch komplex geformte, dreidimensionale Werkstiicke homogen
behandelt werden konnen, verspricht man sich auch einen positiven Einfluss vom Einsatz

derart beschichteter Implantate in der Medizin (MANDL et al., 2001).

2.3.7 Funktionsweise des PIII-Verfahrens

Das zu implantierende Objekt befindet sich in einem Vakuumgefal3, das mit einem Arbeitsgas
bei einem Druck von 0,01 bis 1 Pa gefiillt ist. Dieses Gas wird durch
Mikrowelleneinstrahlung mit einer geeigneten Quelle ionisiert, so dass das Objekt homogen
von einem Plasma, das aus den positiv geladenen lonen des Arbeitsgases und den negativ
geladenen Elektronen besteht, umgeben ist (MANDL und RAUSCHENBACH, 2000).

An das isoliert gelagerte Objekt werden nun durch einen Hochspannungsgenerator

rechteckige, negative Hochspannungspulse zwischen 10 und 100 kV angelegt. Diese fiihren
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einerseits zur Verdringung von Elektronen aus dem dufleren Bereich des Objekts und somit
zur Freilegung der lonen, andererseits zur Beschleunigung positiv geladener, aus der
Randschicht des Plasmas geloster lonen auf das nun negativ geladene Objekt hin. Die
Bahntrajektoren der Ionen folgen den elektrischen Feldlinien und treffen damit aus allen
Richtungen, mit einer Energie, die der angelegten Hochspannung entspricht, auf die
Oberfliche des Objektes. Innerhalb weniger Mikrosekunden wird so die unmittelbare
Umgebung des Objekts von Ionen geleert, so dass lonen aus weiter entfernten Bereichen auf
die Oberflache beschleunigt werden. Aufgrund der sinkenden Ionenkonzentration dehnt sich
die Plasmabhiille aus (MANDL und RAUSCHENBACH, 2000).

Die Pulsdauer ist auf einige Mikrosekunden beschrinkt, da sonst das Plasma kollabieren
wiirde. Die Wiederholungsfrequenz fiir die angelegte Hochspannung variiert zwischen
einigen 10 Hz und 10 kHz. Durch Variation der Frequenz kann die Temperatur ohne
zusitzliche Heizung gezielt zwischen Raumtemperatur und einigen hundert Grad eingestellt
werden. Eine im Vergleich zur konventionellen Ionenimplantation deutlich kiirzere
Behandlungszeit resultiert aus einer bei der PIII um den Faktor 1000 hohere Ionenstromdichte
(Ionen pro Zeit- und Flicheneinheit) (MANDL und RAUSCHENBACH, 2000).

Die beim Abbremsen der Ionen freigesetzte Energie iiberschreitet die Bindungsenergie des
implantierten = Materials bei  weitem (Bindungsbruch) wund ihr anschlieBender
Dissipationsprozess wird von der Bildung neuer Phasenmodifikationen in der Oberfldche
gepragt. Damit konnen schon bei Raumtemperatur hochschmelzende, extrem harte
Verbindungen gebildet werden. Die Dicke der modifizierten Schicht wird durch die angelegte
Hochspannung bestimmt und ist in der Regel auf einen Bereich unterhalb eines Mikrometers
beschrinkt (MANDL und RAUSCHENBACH, 2000).

Die zu implantierende Spezies wird der Plasmaquelle in gasférmigem Zustand zugefiihrt.
Somit bieten sich zur Implantation die Edelgase Neon, Argon, Krypton und Xenon, besonders
aber auch Sauerstoff, Kohlenstoff und Stickstoff an, um damit Oxid-, Karbit-,
Nitritverbindungen, etc. zu synthetisieren.

Die PIII-Methode ist ein relativ kostengiinstiges Verfahren, bei dem schédtzungsweise 0,05

€/cm? investiert werden miissen (MANDL und RAUSCHENBACH, 2000).
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Abb.5: Schematischer Aufbau einer PIII-Anlage (RAUSCHENBACH et al., 2001)

2.3.8 Modifizierung biokompatibler Materialien

Fiir die Anwendung der PIII bei medizinischen Implantaten erwartet man eine Verbesserung
des Integrationsverhaltens, eine Erhohung der Biokompatibilitit, sowie eine Vermeidung von
Aggregaten im Laufe des Verschlei3prozesses. Der Einsatz des PIII-Verfahrens ist dabei nicht
nur auf Metalle beschrinkt, sondern kann mit kleinen Verfahrensvariationen auch bei
Kunststoff- und Keramikimplantaten angewendet werden (MANDL und RAUSCHENBACH,
2000).

Im Folgenden soll nur auf Titan und dessen Legierungen eingegangen werden:

2.3.8.1 Titan

Wie bereits erwdhnt wurde, ist die Widerstandsfahigkeit der Passivierungsschicht von
zentraler Bedeutung fiir die Biokompatibilitdt von Titanimplantaten. Durch die PIII lésst sich
unter Anwendung eines Sauerstoffplasmas eine stabile geschlossene Schicht des Titanoxids
bilden. Mit steigender Temperatur nimmt dabei die Diffusion des Sauerstoffs zu und die
modifizierte Schichtdicke steigt. Bemerkenswert ist, dass damit das Rutil, die
Hochtemperaturmodifikation dieses Oxids, bereits bei tiefen Temperaturen hergestellt werden
kann. Rutil ist ein halbleitendes Oxid mit hoher Verschleifiresistenz und die fiir die
biomedizinische Anwendung bevorzugte Phase (MANDL et al, 2000; MANDL und
RAUSCHENBACH, 2000).
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2.3.8.2 Titan-Aluminium-Vanadium-Legierung (TiAl6V4)

Auch bei dieser Legierung, die u.a. fiir Endoprothesen eingesetzt wird, konnte durch die PIII
die Resistenz gegen den abrasiven Verschleil deutlich erhéht werden. Die hohe
Verschleilresistenz beruht hier auf der Bildung einer Titannitridschicht von groB3er Hérte und

einem geringen Reibekoeffizienten (MANDL und RAUSCHENBACH, 2000).

2.4 Kontakt- und Distanzosteogenese
Abhidngig von der chemischen Zusammensetzung des Materials und der
Oberflachengestaltung zeigt das Knochengewebe im Implantatlager unterschiedliche
Reaktionen. OSBORN (1983) erstellte aufgrund der Korpervertriglichkeit folgende
Einteilung der Materialien:
¢ Biotolerant: Einheilung nach dem Muster der Distanzosteogenese:
Zu dieser Gruppe zdhlen Edelstahl, PMMA-Zement und Cobalt-Legierungen.
¢ Bioinert:  Einheilung nach dem Muster der Kontaktosteogenese:
Hierzu gehoren Titan und seine Legierungen.
¢ Bioaktiv:  Einheilung nach dem Muster der Verbundosteogenese:
In diese Gruppe gehdren Calcium-Phosphat-haltige Keramiken und
Hydroxylappatitbeschichtungen, bei deren Einheilung das Mineral der Keramik
bzw. der Beschichtung direkt in das Mineral des Knochens iibergeht.

2.4.1 Distanzosteogenese:

Neuer Knochen wird durch apositionelles Wachstum an der dem Implantat zugewandten Seite
des umliegenden Knochens gebildet. Auf der Oberfliche dieses Knochens treten
knochenbildende Zellen auf, die neue Knochenmatrix ablagern. Wenn die Osteogenese
fortschreitet, breitet sich diese Matrix bis zum Implantat aus. Es findet also keine Bildung
von neuem Knochengewebe auf dem Implantat statt, dieses wird vielmehr von neuem

Knochen umgeben (DAVIES, 1998).

2.4.2 Kontaktosteogenese:
Hier bildet sich neuer Knochen zuerst auf der Oberfliche des Implantats. Dabei wird die
Implantatoberfliche von knochenbildenden Zellen besetzt, die dann Knochengewebe

ablagern.
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Ein Einfluss des Implantatdesigns auf diesen Vorgang besteht insofern, da das Ausmal} der
Fibrinanhaftung von der Oberflichenbeschaffenheit des Implantats abhdngt. Fibrin wird im
Laufe der durch das chirurgische Trauma entstandenen Gerinnungskaskade gebildet und
lagert sich an die Implantatoberfliche an. Die Anheftung des Fibrins ist an einer Oberfldche,
die durch dreidimensionale Strukturen vergrofBert ist, stirker als an einer glatten Oberfléche.

In dieses Fibringeriist wandern Stromazellen und Osteoblastenvorliduferzellen ein. Die
Migration dieser Zellen fiihrt zur Kontraktion der Fibrinfdden, die sich nun je nach Stirke der
Anheftung wieder vom Implantat ablosen. Bei rauen Oberflichen bleibt die Verbindung
zwischen Fibrinnetz und Implantat erhalten, so dass die knochenbildenden Zellen entlang des
Fibringeriists bis auf die Implantatoberfliche wandern konnen, bevor sie sich differenzieren

und mit der Ablagerung von Knochenmatrix beginnen (DAVIES, 1996 und 1998).

Abb. 6: A und B: Distanzostoegenese

C und D: Kontaktosteogenese
Waihrend sich die knochenbildenden Zellen in Abbildung A
an die Oberflache des alten Knochens anlagern, treten sie in
Abbildung C mit der Implantatoberfliche in Kontakt. Die Ergebnisse
der Osteogenesetypen sind in den Abbildungen B und D zu erkennen.
In Abbildung B lagert sich neues Knochengewebe an den alten Knochen
an, in Abbildung C hingegen ist eine um das Implantat herum beginnende
Bildung von neuem Knochengewebe zu erkennen.

(DAVIES, 1998)
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2.5 Osseointegration

Der Begriff Osseointegration wurde in den 70er Jahren durch den schwedischen Orthopaden
Branemark geprégt. Er bezeichnete damit die direkte strukturelle und funktionelle Verbindung
zwischen organisiertem lebenden Knochen und der Oberfliche eines belasteten Implantats
(BRANEMARK, 1983; SCHENK und BUSER, 2000).

Spéter wurde diese Definition um den Zusatz ,,auf lichtmikroskopischer Ebene* erweitert
(SKRIPITZ und ASPENBERG, 1998; ALBREKTSSON und JOHANSSON, 2001).

Die Osseointegration ist die stabilste Form der Langzeitfixation zwischen Knochen und
Implantat (BRANEMARK, 1983). LINDNER (1989) konnte diese Art der Einheilung fiir
verschiedene Implantate nachweisen und folgerte daraus, dass die Osseointegration keine
spezielle Reaktion auf ein bestimmtes Implantat ist, sondern ein grundsétzliches und
unspezifisches Einheilungsverhalten des Knochens.

Die Osseointegration gehort zur Kategorie der direkten oder primiren Knochenheilung und
kann damit mit der primédren Frakturheilung verglichen werden. Bei dieser kommt es zu einer
knochernen Verbindung der Fragmente ohne fibroses Gewebe dazwischen. Der
grundsitzliche Unterschied dabei ist, dass Knochen nicht an Knochen, sondern an die
Oberflache eines Implantats, also eines fremden Materials angelagert werden soll. Die
Osseointegration erfordert daher ein bioinertes oder bioaktives Implantatmaterial und eine
Oberflache welche die Knochenanlagerung begiinstigt (SCHENK und BUSER, 2000).

Der Prozess der Osseointegration kann in drei Phasen unterteilt werden:

1. Osteophyllische Phase:  Die initiale Reaktion ist zum einen durch die Wanderung von
Osteoblasten zur Implantatoberfliche hin, zum anderen durch
die Produktion von Osteoid gekennzeichnet. Gleichzeitig
werden durch verschiedene Stimulatoren undifferenzierte,
pluripotente Stammzellen veranlasst sich zu Zellen der
Knochenzelllinie zu differenzieren (ALBREKTSSON und
JOHANSSON, 2001).

2. Osteokonkuktive Phase: Nach dem initialen Kontakt wachsen die Knochenzellen an der
Implantatoberfliche entlang und lagern Osteoid und
nachfolgend Geflechtknochen ab. Dieser Vorgang wird
grundlegend vom Implantatdesign beeinflusst (DAVIES, 1998).
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3. Osteoadaptive Phase: Diese abschlieBende Phase ist durch den Knochenumbau
gekennzeichnet, der den initial gebildeten Geflechtknochen
durch lamelldr strukturierten Knochen ersetzt. Hier spielen
Verformungen des neu gebildeten Knochens, die durch
mechanische Belastung ausgelost werden eine Rolle (MARX

und GARG, 1998).

Eine detaillierte Beschreibung dieser Vorgéinge findet sich im néachsten Kapitel:

2.6 Ablauf der Implantateinheilung

Zuerst sollen die an diesem Vorgang beteiligten Zellen kurz beschrieben werden:

Osteoblasten sind Zellen von kubischer bis hochprismatischer Form, die in der von ihnen
produzierten Matrix liegen und tliber gap junctions miteinander, als auch mit Osteozyten und
bone-lining Cells in Verbindung stehen. Sie haben exzentrisch gelegene Kerne und enthalten
viele synthetisierende und sekretorische Organellen (MARTIN et al.,1988; MC KNEE und
NANCI, 1993).

Osteoblasten entwickeln sich aus ihren Vorlduferzellen, den Pridosteoblasten, die von
Mesenchymzellen abstammen (DAVIES, 1998). Thre Aufgabe besteht in der Produktion von
Knochenmatrix, die vor allem Kollagen Typ I, aber auch nicht-kollagenartige Proteine enthalt
(MC KNEE und NANCI, 1993).

Bei den Osteozyten handelt es sich um terminal differenzierte Osteoblasten, die in kleinen
Knochenzellhéhlen in der Interzellularsubstanz des Knochens liegen und durch zahlreiche,
feine Zellausliufer miteinander in Kontakt stehen (MORIKE et al, 1991).

Sie sind kleiner als Osteoblasten und besitzen weniger Zellorganellen als diese (MC KNEE
und NANCI, 1993).

Osteoklasten sind grof3e, vielkernige Zellen, die mehrere hundert Nucleoli enthalten konnen
und reich an Mitochondrien und Lysosomen sind. Thre Aufgabe besteht im Abbau und in der
Resorption von mineralisiertem Knochengewebe. Durch ihre Resorptionsaktivitit werden auf
der Knochenoberflache die sogenannten Howshipschen Lakunen gebildet. Osteoklasten leiten
sich von Stammzellen, die in der Zirkulation oder in hdmatopoetischem Gewebe zu finden
sind ab und entstehen meist durch Fusion, seltener auch durch Mitose (PECK und WOODS,
1998).

19



SCHRIFTTUM

Durch die instrumentelle Préparation des Implantatlagers werden Blutgefdalle eroffnet und
perivaskuldre Riume freigelegt. Dadurch kommt es zur Freisetzung von Prostaglandinen,
Prostacyclinen und Osteoklasten aktivierenden Faktoren (RIESS, 1984). Geleitet durch die
Chemotaxis wandern Osteoprogenitorzellen aus dem Knochenmark und aus dem Periost in
die Wunde ein. Diese proliferieren und differenzieren sich zu  Priosteoblasten und
Osteoblasten, die mit der Ablagerung von Knochensubstanz, entweder an der Wand des
Bohrkanals oder direkt am Implantat beginnen (SCHENK und BUSER, 2000).

Abhéngig davon, wo zuerst neues Knochengewebe entsteht, kommt es zur Kontakt- oder zur
Distanzosteogenese (s.0.).

Neben der Produktion von Kollagenfasern sind die Osteoblasten auch fiir die Mineralisation
des neuen Gewebes zustindig. Ausgelost wird dieser Vorgang durch die Expression eines
Membranglykoproteins, der alkalischen Phosphatase. Initial werden 1 bis 2 nm grof3e
Calcium-Appatitkristalle gebildet, deren Ablagerung von der organischen Struktur beeinflusst
wird. Spéter bestimmt die hochorganisierte lonenstruktur der Kristalle die organische
Architektur (MORIKE et al, 1991; DAVIES, 1996).

Das erste Knochengewebe, das gebildet wird, bezeichnet man als Geflechtknochen. Dieser ist
zellreich, die Verteilung der Osteozyten in der knochernen Matrix ldsst keine
Ordnungsstruktur erkennen. Die geformte Grundsubstanz wird von einem unregelméBigen
Geflecht von Kollagenfaserbiindeln durchzogen, die keine besondere Verlaufsrichtung
vorweisen. Der Geflechtknochen weist nur eine geringe mineralische Dichte auf. Da diese
Gewebestruktur in der Lage ist sich schnell in umliegendes Gewebe auszubreiten, stellt sie ein
ideales Fiillmaterial dar und ist in der Lage erste Knochenbriicken zwischen der
Implantatoberfliche und der Knochenwand zu bilden (SCHENK und BUSER, 2000).

Der Geflechtknochen wird spdter in lamelliren Knochen umgewandelt. Dieser
Umwandlungsprozess beginnt mit der Resorption des Gewebes durch Osteoklasten, gefolgt
von der Ablagerung von lamellirem Knochen. Resorption und Formation sind wéhrend dieses
Prozesses sowohl zeitlich, als auch ortlich verkniipft. In kortikalem Knochen formen Gruppen
von Osteoklasten zylindrische Resorptionskanédle mit einem Durchmesser von 150 bis 200
um. Die tagliche Resorptionsstrecke betrdgt dabei ca. 50 um.

Dieser Resorptionsfront folgen Gefdlle, die knochenbildende Zellen mit sich bringen. Im
Abstand von 100pum nach den Osteoklasten besiedeln Osteoblasten den Resorptionskanal und
beginnen mit der Ablagerung von konzentrischen Schichten lamelldren Knochens. Auf diese
Weise werden neue Osteone gebildet.

Dieser Prozess lauft in anderen Knochenstrukturen nach einem dhnlichen Schema ab:
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Zuerst entsteht eine Ansammlung aus Osteoklasten, die im Knochengewebe eine Lakune
aushohlen. Einige Tage spiter treten dort Osteoblasten auf, die den Hohlraum mit neuem
lamelldrem Knochen ausfiillen. Die Faktoren, die diese Vorgidnge auslosen, sind komplex und

noch nicht im Detail erforscht (SCHENK und BUSER, 2000).

2.7 Remodeling

Als Remodeling bezeichnet man einen physiologischen, sich lebenslang wiederholenden
Ablauf im Knochen, der das gesamte Skelett erneuert und rekonstruiert, um Mikroldsionen zu
beheben und eine Anpassung des Knochens an die aktuellen Anforderungen zu gewahrleisten.
Wihrend dieses Vorganges bleibt die Knochenmasse konstant (PARFITT, 1984; SCHENK
und BUSER, 2000). Der Remodeling Zyklus wird in flinf Stadien eingeteilt:

Ruhephase > Aktivierung » Resorption » Reversion » Formation

(PARFITT, 1984; MARTIN et al., 1988; PECK und WOODS, 1998).

Bei ausgewachsenen Lebewesen befindet sich der Grofteil der Knochenoberfliche, die von
bone-lining Cells bedeckt ist, in Ruhe. Um die Aktivierung des Remodeling-Prozesses in
Gang zu setzen, miissen Osteoklasten vorhanden sein. Durch welches Signal diese Zellen
angezogen werden ist ebenso unbekannt wie deren Anhaftungsmechanismus. Sobald die
Osteoklasten in Kontakt mit dem Knochengewebe stehen, beginnen sie mit der Resorption.
Die dadurch im Knochen entstehende Kavitit ist durch eine bestimmte Anordnung und Grof3e
charakterisiert, in trabekuldrem Knochengewebe wird sie als Howshipsche Lakune
bezeichnet. Die Hauptaufgabe der Osteoklasten besteht in der Auflosung des mineralisierten
Gewebes, der Abbau des Kollagens wird von Zellen der mononukleéren Linie bewerkstelligt.
Die Osteoklasten sind beweglich und konnen somit in einem groferen als dem direkt
umliegenden Bereich zur gleichen Zeit Gewebe abbauen. Die Resorption kann noch Stunden
nachdem der Osteoklast sich fortbewegt hat im Gange sein (JAWORSKI, 1981; PARFITT,
1984).

Auf welche Weise die Grofle, der Zustand und die Tiefe der entstehenden Lakune kontrolliert
werden, ist unklar. Es wird vermutet, dass die bone-lining Cells sowohl in die Initiation, als
auch in die Termination der Resorptionsphase involviert sind. Von diesen Zellen koénnten
Faktoren freigesetzt werden, die entweder auf direkten Weg oder durch Stimulation oder
Inhibition der Enzymfreisetzung zur Modulation der Osteoklastenaktivitit fiihren. Mit dem
Fortschreiten der Resorption und damit der VergroBerung der Lakune entfernen sich die

Osteoklasten allerdings mehr und mehr von den bone-lining Cells, somit konnte die lokale
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Kontrolle effektiver von den Osteozyten beeinflusst werden. Mdglicherweise stehen die
Osteozyten dabei unter Kontrolle der bone-lining Cells (PARFITT, 1984).

Als Reversionsphase wird die Zeit, die zwischen dem Abschluss der Resorption und dem
Anfang der Formation liegt, bezeichnet. Wihrend dieser Phase befinden sich makrophagen-
artige Zellen mit hohem Kollagenasegehalt im Resorptionsbereich, welche fiir die Entfernung
der verbliebenen organischen Matrix zustéindig sind. Diese Zellen glétten auch die durch die
Osteoklastenaktivitit entstandenen rauen Knochensdume und lagern eine diinne Schicht aus
hoch-mineralisiertem, kollagenarmen Knochengewebe als Zementsubstanz ab. Diese auch als
Kittlinie bezeichnete Schicht bereitet die Oberfliche fiir die Knochenformation, den
Wiederaufbau des Knochens vor. Dieser Abschnitt ist durch die Osteoblastenaktivitit
gekennzeichnet. Die Osteoblasten lagern sich am Grund der Resorptionslakune ab und
beginnen mit der Produktion organischer, unmineralisierter Knochenmatrix, dem Osteoid. Der
Osteoidsaum formt eine diinne Schicht auf der Knochenoberfliche, die sich iiber die gesamte
Lakune ausbreitet (PARFITT, 1984).

Eine Anbindung an den bereits bestehenden Knochen wird durch eine Schicht, die vor allem
aus Osteopontin und Sialoprotein besteht, geschaffen. Diese Proteine zeichnen sich durch eine
hohe Affinitdt zu Calciumionen aus und dienen daher als Kristallisationskerne fiir
Calciumphosphat (MC KNEE und NANCI, 1993).

Die Ablagerung von Knochenmatrix schreitet rasch voran, mit der Zeit werden die
Osteoblasten allerdings flacher und breiter, ihr Zytoplasma nimmt ab und wird weniger
basophil. Damit kommt es auch zu einem Absinken der Aktivitdt der Osteoblasten. Am Ende
ihrer aktiven Phase scheinen manche Osteoblasten durch einen bisher nicht bekannten
Mechanismus, mdglicherweise durch Apoptose zu verschwinden, andere hingegen werden zu
bone-lining Cells oder Osteozyten (PARFITT, 1984; MARTIN et al., 1988).

Ist die Synthese der Knochenmatrix abgeschlossen, beginnt einige Tage spéter ihre
Mineralisation (MUNZENBERG und ROSSLER, 1976).

Um die Formation neuen Knochengewebes in einer Reaktionszone zu bewerkstelligen, sind
mehrere Generationen von Osteoblasten notig. Wie vollstindig eine Resorptionslakune
ausgefiillt wird, hangt mehr von der Anzahl der initial vorhandenen Osteoblasten ab, als von

ithrer individuellen Aktivitdt (PARFITT, 1984).

Beim Hund liegt der Sigma-R-Wert (MaB fiir die Abbauphase) bei 16 Tagen und der Sigma-
F-Wert (MaB} fiir die Aufbauphase) bei 76 Tagen, was eine Gesamtzeit des Remodeling-
Prozesses von drei Monaten ergibt (RIESS, 1984).
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Remodeling ist somit ein unverzichtbarer Ablauf, um den neuen um ein Implantat gebildeten
Knochen an die bestehenden Anforderungen und Belastungen anzupassen, als auch den
mechanischen und funktionellen Erfolg eines Implantats liber lange Zeit zu gewéhrleisten

(SCHENK und BUSER, 2000).
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3. EIGENE UNTRESUCHUNGEN

3.1 Zielsetzung

Die folgenden Untersuchungen sollen einerseits Auskunft dariiber geben, inwiefern sich die
Ergebnisse eines durch Plasma-Immersions-Inonen-Implantation (PIII)
oberflichenbehandelten Priitkorpers des vorangegangenen Versuchs von KRAUSE (2001) am
Rattenmodell auf ein der Knochenstruktur des Menschen dhnlicheres Tiermodell, den Hund,
ibertragen lassen, andererseits soll anhand einer Autokompressionsklammer der Unterschied
zwischen der Heilung eines unter Kompression stehenden Knochenspaltes und eines nicht

komprimierten Knochenspaltes untersucht werden.

Als Priifkorper werden hierzu Autokompressionsklammern aus Nitinol verwendet, von denen
jedem Tier jeweils eine durch PIII behandelte und als Kontrolle eine unbehandelte Klammer
in je eine Unterkieferhdlfte implantiert wird. Der Einfluss der Beschichtung auf das
Einheilungsverhalten kann so intra-individuell beurteilt werden.

Aufgrund der autokompressiven Wirkung der Klammer ist es moglich die Heilungsvorgénge

des Knochens mit und ohne Kompression zu vergleichen.

Drei Wochen nach der Operation werden Knochenstiicke aus den Unterkiefern zur
Weiterverarbeitung  entnommen. Die  Beurteilung der Proben erfolgt zuerst
fluoreszenzmikroskopisch und danach histologisch.

Um festzustellen, ob es durch die Implantate zur Freisetzung und Ablagerung von Titan in
den inneren Organen kommt, werden Proben aus Lunge, Milz, Leber und Niere entnommen

und diese atomabsorptionsspektrographisch untersucht.

Um aus ethischen und tierschiitzerischen Griinden die Zahl der Versuchstiere moglichst

gering zu halten, werden die Hunde nicht nur fiir die vorliegende Studie, sondern auch fiir
eine zweite Dissertation (C. v. HANISCH), in der ein COz-Laser mit einem Osteoskalpell

verglichen werden soll, genutzt.

Der Tierversuch wurde gemall § 8 des deutschen Tierschutzgesetzes von der Regierung von

Oberbayern genehmigt.
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 Tierspezies

Die Versuche werden an 7 Beaglehunden beiderlei Geschlechts (4 Hiindinnen und 3 Riiden)
durchgefiihrt. Die Tiere sind zwischen 1,5 und 8 Jahre alt und wiegen 12,5 bis 18 kg. Sie
stammen aus einer geschlossenen Zuchtanlage (GSF, Neuherberg), sind geimpft, entwurmt
und haben ein ungestortes Allgemeinbefinden. Die Hunde werden einige Tage vor
Versuchsbeginn in die institutseigenen Stille verbracht und als Gruppen von jeweils zwei
oder drei Tieren in geschlossenen Boxen mit ausreichendem Auslauf gehalten. Die
Temperatur betrdgt 21 bis 23 °C, bei einer relativen Luftfeuchte von 50 bis 70%. Die
kiinstliche Beleuchtung ist im Tag-Nacht-Rhythmus geschaltet mit einer maximalen
Beleuchtungsintensitit von 500 Lux wihrend der Tagphase (6-18 Uhr) und volliger
Dunkelheit in der Nachtphase. Die Hunde erhalten einmal téglich handelsiibliches
Dosenfutter. Wasser steht ad libitum zur Verfiigung.

12 Stunden vor der Operation werden die Tiere niichtern gehalten.

3.2.2 Versuchsaufbau
Alle Tiere werden der gleichen Behandlung unterzogen.
Auf welcher Seite ein Beschichtetes Implantat eingesetzt wird, wurde durch Randomisierung

festgelegt:

Tab.1: Verteilung der beschichteten und unbeschichteten Klammern auf die Unterkieferhilften

Hund Beschichtete Klammer | Unbeschichtete Klammer
1 links links

2 rechts links

3 rechts links

4 rechts rechts

5 rechts links

6 links rechts

7 rechts links
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Direkt postoperativ, am 6., 12., 17., 22. Tag nach der Operation werden Rontgenaufnahmen
angefertigt.

Die Applikation der Fluoreszenzfarbstoffe erfolgt am 6., 12., 17. Tag post operationem.

Die Hunde werden am 22. Tag nach der Operation euthanasiert und direkt im Anschluss
werden die Knochenproben mit den Implantaten aus den Unterkiefern herauspripariert und in
Schafferscher Losung fixiert. Die Organproben aus Lunge, Milz, Leber und Niere werden in

Formalin-Losung (Histo-Losung, Fa. Merck) eingelegt.

3.2.3 Implantatmaterial und —design

Als Implantat kommt eine Autokompressionsklammer der Firma Normed (Tuttlingen) zum
Einsatz. Diese besteht aus Nitinol, einer Legierung aus Nickel und Titan.

Die in der vorliegenden Studie eingesetzten Klammern haben eine Lidnge von 8 mm, eine

Breite von 1,6 mm und eine Materialdicke von 0,7 mm.

¢t
fi)
)
P

Abb.7: Lange der Klammer Abb. 8:Abmessungen der Klammer: Lange (L): 8mm,
Breite (B): 1,6 mm, Materialdicke (M): 0,7mm

Die Behandlung der Implantate mit PIII findet am Institut fiir Oberflichenmodifizierung der
Universitit Leipzig statt.

Den Klammern werden bei einer Temperatur von 400°C unter einer Spannung von 15 kV
Sauerstoffionen implantiert. Nach einer Behandlungszeit von insgesamt 30 Minuten ist eine

implantierte Dosis von 1,5 x 10"” Atomen/ cm? erreicht.
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Abb. 9: Beschichtete (blau) und unbeschichtete Klammern der Lange 8mm

3.2.4 Operatives Modell

3.2.4.1 Anisthesie und Operationsvorbereitung

Etwa eine Stunde vor Beginn des operativen Eingriffs werden die Hunde durch eine i.m.
Injektion von 0,02mg/kg KGW Acepromazin ( Vetranquil®, Fa. Albrecht) und 0,25mg/kg
Levomethadon (Polamivet®, Fa. Intervet) sedativ pramediziert. Gleichzeitig erhalten sie
4mg/kg Carprofen (Rimadyl®, Fa. Pfizer) i.m.. Nach ca.15 min wird in die V. cephalica
antebrachii ein vendser Zugang gelegt iiber den man zur Narkoseeinleitung 4mg/kg Propofol
(Propofol, Fa. Fresenius Kabi) appliziert.

Im Bereich des Unterkiefers werden die Tiere geschoren, rasiert und die Haut mit Alkohol
entfettet.

Nach endotrachealer Intubation wird die Narkose im Operationssaal mit 1bis 2% Isofluran
(Forene®, Fa. Abott) und 2 bis 2,5mg/kg/h Propofol (Propofol, Fa. Fresenius Kabi)
fortgefiihrt. Zusitzlich erhalten die Hunde 0,05 mg/kg/h Fentanyl (Fentanyl, Fa. Curamed)

Die perioperative Narkoseiiberwachung erfolgt durch transkutane
Sauerstoffpartialdruckmessung (Pulsoximeter, Fa. Siemens) und eine externe EKG Ableitung
(Datex, Ohmeda S/5)

Die Hunde werden auf dem Operationstisch in Riickenlage fixiert und der Kopf im
Nackenbereich durch ein Silikonkissen gestiitzt.

Zur antibiotischen Abdeckung des Eingriffs erhilt jedes Tier 1,193g Ceftriaxon (Rocephin®,

Fa. Roche) vor Operationsbeginn.
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Das Operationsfeld wird mit einem Hautdesinfizienz (Cutasept”, Fa. Bode Chemie)

eingespriiht und anschlieend steril abgedeckt.

3.2.4.2 Operationstechnik

Der Hautschnitt erfolgt vom Beginn des kaudalen Drittels des Unterkiefers bis zum
Kieferwinkel. Das darunter liegende subkutane Fettgewebe und der M. masseter werden
durchtrennt und vom Knochen abgehoben.

Es erfolgen zuerst zwei senkrecht zum Margo ventralis gefiihrte Schnitte in den vorderen
Bereich des freipraparierten Knochens, der erste mit einem CO2-Laser, der zweite mit einem
Osteoskalpells nach Sachse (Fa. Medicon, Tuttlingen). (C.v.Hénisch, vet.med. Diss., in
Vorbereitung)

Nun wird mit dem Osteoskalpell ein gleichseitiges Dreieck mit einer Kantenldnge von 6 bis 8
mm herausprapariert. Wiahrend dessen erfolgt eine Kiihlung der Schnittstellen mit
physiologischer Kochsalzlosung. In die Mitte dieses Fragments wird mit einem 0,8 mm

Bohrer (Fa. Bien Air, CH-Biehl) ein Loch gebohrt.

Die Nitinol-Klammer wird mit einer Halteklemme (Prototyp, Fa. Normed, Tuttlingen) erfasst
und kriftig mit Kéltespray (Endo-Frost, Fa.Roeko) bespriiht. Nun werden die Enden mit
einer Biegeklemme (Prototyp, Fa. Normed, Tuttlingen) aufgebogen.

Um das zweite Bohrloch im passenden Abstand zu setzen wird diese aufgebogene Klammer
als MaBinstrument benutzt. Sobald das zweite Loch gebohrt ist, werden die Klammerenden in
die Bohrlocher eingesetzt. Die Klammer begibt sich innerhalb einiger Sekunden in ihre
Ursprungsform zuriick und fixiert dadurch das Knochenfragment. Die Unterhaut wird mit
einem resorbierbaren Faden (Vicryl, 2 metric, Fa. Ethicon) in einer fortlaufenden Naht
geschlossen. Der Verschluss der Haut erfolgt mit Einzelheften (Prolene, 2 metric, Fa.

Ethicon). In analoger Weise wird die andere Kieferhilfte operiert.
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Abb. 10: Osteoskalpell nach Sachse, Fa. Medicon Abb. 11: Bohrer, Fa. Bien Air
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Abb.12: Handstiick von Sdge und Bohrer, Fa. Bien Air Abb.13: Einsprithen der Klammer mit Eisspray

Abb. 14: Aufbiegen eines Klammerschenkels Abb. 15: Klammer einseitig aufgebogen
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Abb.16: Knochenfragment durch Klammer fixiert

3.2.4.3 Postoperative Versorgung

Wihrend der Narkoseausleitung werden die Hunde mit 0,02mg/kg Buprenorphin (Temgesic”,
Fa. Essex) s.c. und 30mg/kg Metamizol (Novalminsulfon-ratiopharm® 2,5, Fa. Ratiopharm)
1.v. analgetisch versorgt.

Die ersten drei Tage nach der Operation erhalten die Hunde zweimal tiglich 0,02mg/kg
Buprenorphin (Temgesic®, Fa. Essex ) s.c. und 30mg/kg Metamizol (Novalminsulfon-
ratiopharrn® Tropfen, Fa. Ratiopharm ) p.o., zusitzlich einmal tiglich 4mg/kg Carprofen
(Rimadyl®, Fa. Pfizer) s.c.

Zur antibiotischen Versorgung erhalten die Hunde bis einschlieBlich des dritten
postoperativen Tages 15mg/kg Amoxicillin i.m. (Duphamox®, Fa. Fort Dodge).

Es findet tiglich eine Kontrolle der Wunde und des Allgemeinbefindens der Tiere statt.

Am 10. postoperativen Tag werden die Fiaden gezogen.
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3.2.5 Rontgenverlaufsuntersuchungen

Unmittelbar postoperativ, am 6.,12., 17. und 22. Tag nach dem Eingriff werden mit einem C-
Bogen (Exposcop, Fa. Ziehm, Niirnberg) Rontgenkontrollen durchgefiihrt. Um eine exakte
Lagerung der Unterkieferhidlften im 45 © Winkel zu ermdglichen, werden die Hunde ca. 30
Minuten vorher mit 0,08mg/kg Medetomidimhydrochlorid (Domitor”, Fa. Pfizer) i.m. sediert.
Anhand der Rontgenaufnahmen wird die Position und der Sitz der Implantate kontrolliert,

sowie die Heilung der Spalten mit bzw. ohne Kompression beurteilt.

3.2.6 Polychrome Sequenzmarkierung
Zur zeitlichen Darstellung der Umbauvorginge im Knochen, wird eine polychrome
Sequenzmarkierung nach RAHN und PERREN (1975) durchgefiihrt.

Es kommen folgende Fluorochrome zur Anwendung:

Calceingriin (Fa. Synopharm) 3%ige wissrige Losung mit 2% NaHCO;

30 mg/kg KGW 1.v.

Xylenolorange (Fa. Synopharm) 3%ige wissrige Losung mit 2% NaHCO3

90 mg/kg KGW 1i.v.

Alizarinkomplexon (Fa. Sigma-Aldrich) 3%ige wissrige Losung mit 2% NaHCOs3
30 mg/kg KGW 1i.v.

Die Substanzen werden iiber einen Sterilfilter (Minisart ©, Fa. Sartorius) verabreicht.
Die Farbstoffe werden nach dem Schema in Tabelle 2 injiziert und sollen im histologischen

Bild folgende Farbbanden erzeugen:

Tab.2: Injektionsschema der Flourochrome

Fluorochrom Calceingriin Xylenolorange Alizarinkomplexon
Tag post OP 6 12 17
Farbbande grin Orange rot

3.2.7 Probengewinnung und —aufarbeitung
Am 22.Tag post OP werden die Hunde durch intravendse Injektion von 160 mg/kg
Pentobarbital (Narcoren®”, Fa. Merial) und nachfolgend 0,5 mmol/kg Kaliumchlorid (KCl

7,45%, Fa. Braun) euthanasiert. Es werden die Unterkiefer, sowie Organproben von Lunge,
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Leber, Milz und Niere entnommen. Die Organproben werden in Formalin fixiert. Aus dem
Unterkiefer werden Préparatblocke von ca. 1 x 1 x 2 cm mit einer Bandsdge (Fa. Exakt,
Norderstett) herausgeschnitten, diese werden iiber drei Tage in Schafferscher Losung fixiert.

Danach erfolgt die Entwidsserung und die Einbettung in Methyl-Metacrylat (MMA) nach

folgendem Schema:

Tab.3: Entwésserungs-und infiltrationsschema

Ethanol 50 % 3 Tage bei Raumtemperatur

Ethanol 70 % 3 Tage bei Raumtemperatur
Ethanol 80 % 3 Tage bei Raumtemperatur
Ethanol 90 % 3 Tage bei Raumtemperatur

Ethanol 100 %
Ethanol 100 %
Aceton 100 %
Aceton 100 %
Aceton/Methanol
Methanol 100%

3 Tage bei Raumtemperatur
3 Tage bei Raumtemperatur
3 Tage bei Raumtemperatur
3 Tage bei Raumtemperatur
3 Tage bei Raumtemperatur

3 Tage bei Raumtemperatur

Methylmetacrylat 100%
Methylmetacrylat 100%
MMA -Einbettgemisch
MMA-Einbettgemisch

3 Tage im Kiihlschrank
3 Tage im Kiihlschrank
3 Tage im Kiihlschrank

Polymerisation

MMA- Einbettgemisch:

100ml Methylmetacrylat (Fa. Merck)
20ml Plastoid N (Fa. R6hn Pharma)
3g Benzylperoxid (Fa.Merck)

Die Einbettung der Priparate erfolgt in Glasrohrchen, die um eine feste Bodenplatte zu
erhalten, zunichst ohne Probe 3 bis 4 mm mit MMA-Einbettgemisch aufgefiillt und
polymerisiert werden. AnschlieBend werden die Proben senkrecht und mit einem
Papierstreifen markiert in die Gefdlle gestellt und diese bis 0,5 cm tiiber die Praparatoberkante
mit Einbettgemisch gefiillt. Die Gefdfle werden luftdicht verschlossen und bei 37°C iiber ca. 4

Wochen im Wasserbad ausgehdrtet. SchlieBlich werden die Gldser zerschlagen und die
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erhaltenen Blocke mit Sekundenkleber (Cyanolit adhesive, Fa. Panacol-Elosol) auf
Metallplatten aufgeklebt, um sie in die Haltevorrichtung der Innenlochsige (Leica SP 1600,
Fa. Leica) einspannen zu konnen. Es werden nun Schnitte parallel zur Léangsachse der
Klammer mit einer Dicke von 150 um angefertigt. Da der Ségeverlust 300 um betrigt, erhilt

man pro Implantat nur 4 bis 5 Schnitte.
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Abb. 17: Skizze der Schnittebene

3.2.8 Firbung der histologischen Priparate

Bevor die Préiparate fiir die histologische Untersuchung gefarbt werden, muss die
Floureszenzmikroskopie durchgefiihrt werden, da durch Férbung die Intensitit der

Flourochrome erheblich herabgesetzt oder iiberdeckt wird.
Die Préaparate werden nach Paragon gefarbt (ROMEIS, 1989):
1. Préparat kurz in 100 % Ethanol schwenken
in Aqua dest. gut abspiilen

3-6 min in im Brutschrank auf 60°C vorgewérmter Farbelosung farben

2
3
4. 2xin Aqua dest. griindlich spiilen
5. Schnitt trocknen

6

. mit Eukitt eindeckeln

33



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Paragon-Farbelosung:

0,73g Tolouidinblau (Fa. Sigma) und

0,27g bas. Fuchsin (Fa. Chroma)

in 100 ml 30% Ethanol unter Riihren 16sen und filtrieren

auf pH 6,5 einstellen

3.3 Auswertung und Dokumentation

3.3.1 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung

Zunichst werden die Schnitte ohne weitere Behandlung fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Als Mikroskop wird ein Axiophot der Firma Zeiss verwendet. Dieses ist mit einer
Digitalkamera (Axio Cam HRc, Fa. Zeiss) gekoppelt, die das mikroskopische Bild mit Hilfe
eines Glasfaserkabels iiber einen Computer an den Monitor weiterleitet. Die Daten, die das
mikroskopische Bild liefert, werden fotographisch dokumentiert und spéter mit Axio Vision
3.1., einer Bildverarbeitungssoftware, verarbeitet. Es werden Aufnahmen in 2,5 und Sfacher
VergroBerung, sowie schematische Ubersichtszeichnungen angefertigt. Da  die
Fluoreszenzfarbstoffe unterschiedliche Anregungs- und Emissionspektren haben (s. Tab.4),
wird jedes Bild mit drei verschiedenen Filtern (Filterset 17, 18, 31, Fa. Zeiss) aufgenommen.
Die Einzelbilder konnen spdter mit Hilfe des Verarbeitungsprogramms iibereinander gelegt

werden.

Tab.4: Anregungs- und Emissionsspektren der Fluoreszenzfarbstoffe

Farbstoff Anregung (nm) | Emission (nm)
Calceingriin 495 500-550
Xylenolorange 377 610
Alizarinkomplexon 530-560 580

Die Fluorochromanreicherung gibt Auskunft dariiber zu welcher Zeit der Knochen in diesem
Gebiet entstanden ist. Die zeitliche Zuordnung ist Tabelle 2 auf Seite 31 zu entnehmen.
Die Beurteilung der fluoreszenzmikroskopischen Bilder erfolgt sowohl quantitativ, als auch

qualitativ.
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Die quantitative Auswertung der abgespeicherten Bilder findet mit Hilfe eines Computers
statt. Dabei umféahrt der Untersucher die fluoreszierenden Bereiche manuell mit einem Cursor.
Die umfahrenen Fliachen oder Strecken werden am Bildschirm durch eine Linie
wiedergegeben. Mit der Axio Vision Software konnen die Flacheninhalte berechnet bzw. die
Strecken gemessen werden. Ebenso ist es moglich, weitere flir spitere Berechnungen

benoétigte Parameter, wie Abstdnde zwischen bestimmten Punkten oder Linien zu vermessen.

Folgende Parameter werden in der Umgebung des Implantats bestimmt:

Die Flache des Bohrloches, die Fliche der Klammer, sowie alle fluoreszierenden Bereiche,
um daraus den Anteil des Bohrlochs zu berechnen, der bereits mit neuem Gewebe ausgefiillt
ist. Des Weiteren erfolgt die Vermessung der direkt der Klammer anliegenden
fluoreszierenden Abschnitte, sowie des Umfangs der Klammer, um daraus den Anteil der

Klammeroberfliche, die bereits mit neu gebildetem Gewebe besetzt ist, zu erhalten.

Zur Untersuchung der Spaltheilung mit bzw. ohne Kompression wird jeweils die
Gesamtflache des Spaltes, sowie die darin enthaltene fluoreszierende Fliche bestimmt und

daraus der Anteil des neu gebildeten Gewebes im Spalt berechnet.

Die qualitative  Auswertung der Heilungsvorgdnge, findet nach folgenden

Beurteilungskriterien statt:

Es wird untersucht, ob die Klammer zentral oder exzentrisch im Bohrloch liegt, im letzteren
Fall wird unterschieden, ob die Lage der Klammer zur Kompression hin oder dieser entgegen
gerichtet ist.

Des Weiteren wird notiert, wie viele Seiten der Klammer von Fluoreszenz umgeben sind und
wie die Fluoreszenz in den Spalten verteilt ist.

Als Parameter fiir die Spaltheilung werden das Vorhandensein von Geflechtknochenstruktur

und periostalen Heilungsvorgangen iiberpriift.
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Hund- Nr.: Prédparat-Nr.: Implantat:
Sitz der Klammer im Bohrloch
. _ Entgegen der
Im Zentrum Exzentrisch Zur Kompression )
Kompression
Fluoreszenz um die Klammer
Einseitig zweiseitig dreiseitig vierseitig
Zur Entgegen der
: , I M/
Kompression | Kompression

Fluoreszenz im Spalt ohne Kompression

Fluoreszenz im Spalt -

Einseitig beidseitig o
quantitativ
Zur Entgegen der
- + e S
Kompression | Kompression
Geflechtknochenstruktur erkennbar 0O ja O nein
Periostale Heilung O ja  Onein
Fluoreszenz im Spalt ohne Kompression
o o Fluoreszenz im Spalt -
Einseitig beidseitig o
quantitativ
Zur Entgegen der
- + e S
Kompression Kompression
Geflechtknochenstruktur erkennbar O ja O nein
Periostale Heilung O ja O nein

Abb. 18: Untersuchungsprotokoll fiir die qualitative fluoreszenzmikroskopische Auswertung
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3.3.2 Histologische Untersuchung

Die histologische Auswertung erfolgt sowohl fiir die Uberpriifung der Spaltheilung, als auch
die Kontrolle der Implantateinheilung qualitativ. Als Mikroskop dient ein Axiophot der Firma
Zeiss, unter Verwendung der Durchlichtvorrichtung. Zur Dokumentation werden mit einer
Digitalkamera (Axio Cam HRc, Fa. Zeiss) von den Priparaten Ubersichtsaufnahmen in 2,5-
facher VergroBerung, sowie Detailaufnahmen relevanter Bereiche in 5-, 10-, 20-, und 40-
facher VergroBerung angefertigt. Das Vorhandensein verschiedener in den Auswertungsbdgen
aufgefiihrter Knochenzellen dient dem Beurteilungskriterium der Knochenzubildung bzw. des
Knochenabbaus. Daneben werden die Anwesenheit von Entziindungszellen, sowie die
Beschaffenheit des Bindegewebes untersucht. Zur Beurteilung der Implantatintegration
werden die unterschiedlichen Qualititen der kndchernen Einheilung in die Auswertung

einbezogen.
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Hund-Nr.: Préaparat-Nr.: Seite: 0O mit Kompression
O ohne Kompression
Vorhandensein
- + ++ +++
von
Osteoklasten
Osteoblasten
Osteozyten

Bone lining Cells

Osteoid

Granulozyten

Lymphozyten

Makrophagen

Mehrkernige

Riesenzellen

Vaskularisation

Mineralisation

Bindegewebe O zellarm O parallel angeordnet

0 zellreich 0 ungeordnet

Geflechtknochen vorhanden ©ja  Lokalisation

O nein

Beurteilung:

Abb.19: Auswertungsprotokoll fiir die Spaltheilung
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Hund-Nr.: Préaparat-Nr.: Seite: O beschichtet

O unbeschichtet

Vorhandensein
- - e et

von

Osteoklasten

Osteoblasten

Osteozyten

Bone lining Cells

Osteoid

Granulozyten

Lymphozyten

Makrophagen

Mehrkernige

Riesenzellen

Vaskularisation

Mineralisation

Bindegewebe O zellarm o parallel angeordnet Lokalisation

o zellreich 0 ungeordnet

Geflechtknochen vorhanden ©ja  Lokalisation

O nein
Integration: o flachig 0 kndchern o keine
O punktformig 0 bindegewebig
% kndcherne Einheilung

Beurteilung:

Abb. 20: Auswertungsprotokoll fiir die Einheilung der Klammern
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3.3.3 Bestimmung des Titangehalts der inneren Organe

Durch die Zerstorung der schiitzenden Titanoxidschicht kommt es zum Mikroabrieb und
damit zur Freisetzung von Titanpartikeln aus den Implantaten. Diese werden von
Makrophagen aufgenommen und entweder intralysosomal zersetzt oder iiber Blut- und
Lymphbahnen in die Endstrombahnen der inneren Organe transportiert. Dort findet eine
Akkumulation der Titanpartikel statt. Dieser Gehalt an Titan ist in Organproben mittels

Atomabsorptionsspektrographie quantifizierbar.

Die Titangehaltsbestimmung findet im Institut fiir Toxikologie und Umwelthygiene der
Technischen Universitdt Miinchen statt.

Zur Untersuchung gelangen Proben von Lunge, Leber, Milz und Niere der Hunde. Von Hund
1 stehen fiir diese Untersuchungen keine Proben zur Verfiigung.

Die Gewebeproben werden in physiologischer Kochsalzlosung gewaschen, von anhaftender
Feuchtigkeit befreit und in einem geschlossenen Quarzgefd3 nassverascht. Der Titangehalt
wird mittels IPC (inductively coupled plasma)- Massenspektrometrie bestimmt und auf das
Frischgewicht des Gewebes bezogen.

Um ebenfalls auf das Trockengewicht der Organe bezogene Mengenangaben zu erhalten, wie
sie hédufig in der Literatur zu finden sind, wird ein Anteil der Organe, der ungeféhr ein Drittel
der Gesamtmasse ausmacht, einer Gefriergewichtsbestimmung unterzogen, die als

Bezugsgrofle dienen soll.

Tab.5: Organproben fiir die Atomabsorptionsspektrographie

Organgewicht

) Leber Milz Niere Lunge
ing

Hund 2 1,30 0,88 0,81 0,66
Hund 3 1,45 0,45 0,96 0,58
Hund 4 2,47 5,05 2,49 1,82
Hund 5 6,16 3,00 3,62 5,09
Hund 6 2,54 4,28 3,62 3,93
Hund 7 3,31 2,82 4,54 5,88
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Tab.6: Organproben fiir die Gefriertrocknung

Organgewicht

) Leber Milz Niere Lunge
ing

Hund 2 0,51 0.48 0,42 0,18
Hund 3 0,68 0,22 0,46 0,31
Hund 4 0,93 2,19 0,94 0,66
Hund 5 2,96 1,37 1,85 2,27
Hund 6 1,18 1,82 1,64 1,96
Hund 7 1,49 1,18 2,22 2,76

3.3.4 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung gelangen die Ergebnisse der quantitativen Vermessungen der
Fluoreszenzhistologie. Von diesen werden mit Hilfe des SAS-Systems die Mittelwerte, die
Standardabweichungen, sowie die Minimal- und Maximalwerte getrennt nach Methoden

berechnet.

Von folgenden qualitativen Merkmalen werden Héufigkeitsverteilungen erstellt:
¢ Lage der Klammer im Bohrloch

¢ Anzahl der von Fluoreszenz umgebenen Seiten der Klammer

¢ Beziehung der vorhandenen Fluoreszenz zur Kompression

¢ Haufigkeit des Vorhandenseins von Geflechtknochen

41



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

34 Ergebnisse

3.4.1 Operation und klinische Beobachtungen post operationem

Die Hunde iiberstehen die Narkose und die Operation alle gut.

Bei Hund 1 wird auf der rechten Seite das dreieckige Fragment beim Setzen des Bohrlochs in
dieses Fragment derart beschadigt, dass dieses in zwei Einzelteile zerfillt. Aus diesem Grund
ist das Einsetzen eines Implantats an dieser Unterkieferseite in der geplanten Weise nicht
mehr moglich. Daher wird eine Klammer in den verbleibenden Teil des Unterkiefers, direkt
neben die Stelle an der das Dreieck entnommen wurde, eingesetzt.

Bei allen anderen Tieren verlduft das Einsetzen der Klammern komplikationslos.

Die Tiere zeigen ab dem ersten postoperativen Tag ein ungestortes Allgemeinbefinden und
eine gute Futteraufnahme. Es sind keinerlei Anzeichen von Schmerzempfinden erkennbar.
Alle Hunde haben im Bereich der Wunde eine deutliche Wundschwellung, die sich nach zwei
bis drei Tagen zuriickbildet.

Die einzige Ausnahme zeigt sich bei Hund 4 auf der linken Seite. Hier nimmt der Umfang der
Schwellung ab dem dritten Tag deutlich zu. Sie ist nicht vermehrt warm, fiihlt sich weich an
und der Hund &uBert auf die Palpation keinen Schmerz. Bei der Rontgenkontrolle an Tag 6
post operationem zeigt sich, dass sich das Implantat gelost hat und sowohl dieses als auch das
Knochenfragment in dem Bereich der Schwellung frei herum schwimmen. Dies veranlasst
eine zweite Operation, in der das Knochenfragment und die Klammer entnommen, das
umliegende Gewebe mit einem scharfen Loffel kiiretiert, anschlieBend gespiilt und mit
Leukase-Kegeln (Fa. Dermapharm) versehen wird. Nach dieser Behandlung kommt es zu
einer raschen Abheilung ohne weitere Komplikationen.

Bei Hund 6 kommt es am zweiten Tag nach der Operation durch Eigenmanipulation des
Hundes zum Verlust von zwei Heften der Hautfdden. Nach Desinfektion des entsprechenden
Bereiches werden diese durch drei Hautklammern ersetzt. Eine Verschlechterung der
Wundheilung aus diesem Grund kann nicht festgestellt werden.

Die Applikation der Fluoreszenzfarbstoffe verlduft bis auf eine Ausnahme komplikationslos.
Bei Hund 4 kommt es einige Minuten nach der Applikation von Alizarinkomplexon zum
Vomitus. Da das Tier bald wieder ein ungestortes Allgemeinbefinden zeigt, bleibt dieser
Vorfall unbehandelt. Alle Hunde zeigen einige Minuten nach Applikation der Farbstoffe eine
Verdnderung der Schleimhautfarbe, die nach ca. 30 Minuten wieder nachlésst. Bei
Calceingriin ist diese nur sehr schwach ausgeprégt, die Schleimhdute erscheinen gelblich bis

griinlich. Der stirkste Effekt mit kraftig violetter Verfarbung der Schleimhidute tritt bei
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Xylenolorange auf. Etwas weniger spektakuldr ist die fliederfarben bis rote Farbe nach Gabe
von Alizarinkomplexon. Ebenso tritt eine Verfirbung des Urins der Tiere auf, die einige
Stunden anhélt und sich folgendermalBlen gestaltet: Kréftig gelbgriin bei Calceingriin, violett

nach Xylenolorange und fliederfarben bei Alizarinkomplexon.

3.4.2 Rontgenaufnahmen

Die Auswertung der Rontgenbilder ergibt bei Hund 1 Folgendes:

Auf der linken Seite sitzt das Implantat zu allen Untersuchungszeitpunkten fest im Knochen
verankert. Das dreieckige Fragment ist auch an Tag 21 noch deutlich zu erkennen, was darauf
schlieBen lasst, dass das Gewebe noch nicht knochern durchbaut ist.

Auf der rechten Seite sitzt die neben die Liicke des zerbrochenen Fragments gesetzte
Klammer fest im Gewebe. Im Bereich dieser Liicke ist ab Tag 17 eine Verschattung auf der

Rontgenaufnahme zu erkennen.

Bei Hund 2 sitzen beide Klammern fest und tief im Knochen. Auch hier sind nach drei

Wochen die beiden Dreiecke noch deutlich sichtbar.

Zwischen der Klammer und dem Knochen zeigt sich bei Hund 3 an der linken

Unterkieferhilfte ein feiner Spalt. Rechts ist das Implantat tief im Knochen verankert.

Auf der postoperativen Aufnahme der linken Seite von Hund 4, sind die Klammerschenkel
wenig zusammengezogen, dennoch sitzt die Klammer fest im Gewebe. In der
Kontrollaufnahme an Tag 6 stellt sich die Ursache fiir die klinisch festgestellte Schwellung in
diesen Bereich dar: Die Klammer hat sich geldst und sowohl diese, als auch das
Knochenfragment schwimmen frei im Gewebe.

Das rechte Implantat ist fest im Knochen verankert. Durch den kréftigen Zug der Klammer
wird das Fragment derartig auf eine Seite gezogen, dass sich der unter Kompression stehende

Spalt als feine Linie darstellt, der andere Spalt ist deutlich sichtbar ist.

Auch bei Hund 5 ist auf der linken Seite eine starke Kompression der fest im Knochen
verankerten Klammer erkennbar.
Rechts hingegen befindet sich zwischen dem Knochengewebe und dem Implantat ein geringer

Spalt, was den Halt der Klammer nicht beeintrachtigt.
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Beide Klammern liegen bei Hund 6 direkt dem Knochen an und zeigen eine feste Verbindung

zum Knochengewebe.

Hund 7 zeigt eine fest im linken Unterkiefer sitzende Klammer, die durch einen feinen Spalt
vom Knochen abgehoben ist und eine stark kompressive Wirkung hat.

Zwischen der rechten Klammer und dem Knochen ist ein deutlicher Spalt zu erkennen. Die
Klammerschenkel sind gerade noch weit genug im Gewebe verankert, dass es nicht zum
Implantatverlust kommt.

Bei allen Aufnahmen ist nach drei Wochen das Knochenfragment noch deutlich zu erkennen,

wobei die nicht unter Kompression stehenden Spalten erheblich breiter sind.
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Abb.21: Hund 4, Tag 0, links Abb. 22: Hund 4, Tag 6, links, Implantatverlust
Klammer sitzt im Knochen (1) Das Knochenfragment hat sich geldst (1),
(2) Markierungsschrauben der Laser- und Sége- die Klammer schwimmt frei (3).
Schnitte (C. v. Hénisch, vet.med. Diss., in Vorb.) (2) Markierungssschrauben

Abb. 23: Hund 4, Tag 0, rechts Abb. 24: Hund 4, Tag 22, rechts
Das Implantat sitzt fest im Gewebe (1). Die Klammer ist im Knochen verankert (1),
(2) Markierungssschrauben sowohl der Komprimierte, als auch der

nicht komprimierte Spalt sind noch zu

erkennen. (2) Markierungssschrauben
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Abb. 25: Hund 3, Tag 6, links Abb. 26: Hund 5, Tag 12, links
Die Klammer ist tief im Knochen verankert (1). Die Klammer sitzt fest im Knochen (1). Der
(2) Markierungssschrauben nicht komprimierte Spalt stellt sich deutlich

dar (2). (3) Markierungsschrauben

Abb. 27: Hund 5, Tag 22, links Abb. 28: Hund 5, Tag 22, rechts
Die Klammer ist fest im Knochen verankert (1). Das Implantat sitzt im Gewebe (1), die
Der nicht komprimierte Spalt ist deutlich erkenn- Klammerschenkel sind kaum eingezogen.
bar (2). (3) Markierungsschrauben (2) Markierungsschrauben
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3.4.3 Qualitative Auswertung der Fluoreszenz- und der Durchlichtmikroskopie

Es stellt sich heraus, dass nur zwei der drei applizierten Farbstoffe zu sehen sind. Es zeigen
sich griine durch Calceingriin ausgeloste und orange auf Xylenolorange zuriickzufiihrende
Banden. Eine rote auf der Einlagerung von Alizarinkomplexon basierende Fluoreszenz ist

nicht zu erkennen.

3.4.3.1 Nicht unter Kompression stehende Spalte

Hund 1:

Links:

Fluoreszenzmikroskopie:

Préaparationsbedingt ist dieser Spalt nicht komplett erhalten, der vorliegende Abschnitt zeigt

kaum Fluoreszenz. Nur an einem Spaltrand stellt sich eine diinne fluoreszierende Linie dar.

Durchlichtmikroskopie:
Der Spalt ist komplett mit zellreichem Bindegewebe ausgefiillt. In der Spaltmitte befinden
sich viele GefiaBe, im Randbereich sind einige von Osteoid umgebene Osteoblasten zu

erkennen. Es sind wenige einzeln liegende Osteoklasten vorhanden.

Hund 2:

Links:

Fluoreszenzmikroskopie:

Beide Spaltrander weisen eine fluoreszierende Linie auf, die an einigen Stellen unterbrochen

ist. In der Spaltmitte ist keine Fluoreszenz vorhanden.

Durchlichtmikroskopie:

Der Spalt hat zum groflen Teil einen glatten Rand, dieser wird nur an einigen Stellen von
Ausbuchtungen, in denen sich Osteoklasten befinden, unterbrochen. Die Randzone zeichnet
sich durch das Vorhandensein vieler Osteoblasten aus. Die Spaltmitte ist mit Bindegewebe
gefiillt, das groBteils parallel angeordnet ist. Auf der lateralen Seite ist am Ubergang zwischen

dem Periost und dem Spalt die Formation von Geflechtknochen erkennbar.
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Rechts:
Fluoreszenzmikroskopie:

Fluoreszenz ist an diesem Schnitt nur fragmentweise am Rand zu erkennen.

Durchlichtmikroskopie:

Der bindegewebsgefiillte Spalt geht nicht bis an die mediale Seite des Knochens durch. Am
gefdlreichen Spaltende ist ein Saum aus Osteoblasten zu erkennen. In der restlichen gerade
verlaufenden Randzone befinden sich nur vereinzelt Osteoblasten, die in Bindegewebe

eingebettet sind.

Hund 3:

Links:

Fluoreszenzmikroskopie:

Bei diesem Pridparat zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen den
Fluoreszenzfarbstoffen. Wihrend beide Randzonen deutlich griin fluoreszieren, stellt sich nur
eine erheblich schmilere Randzone orange dar. In der Spaltmitte ist ein amorpher Bereich zu

erkennen, der kraftig griin und ein kleinerer Anteil davon orange fluoresziert.

Durchlichtmikroskopie:

Der gerade verlaufende Spalt weist im lateralen Bereich in der Randzone eine gute
Osteoblastentitigkeit auf. Am Ubergang zwischen dem Periost und dem Spalt ist einseitig
bereits Geflechtknochen vorhanden. Dessen knochenbildende Inseln sind von bone-lining
Cells gesdumt, dazwischen befinden sich einzelne Osteozyten. Die Spaltmitte ist mit

Bindegewebe gefiillt, das meist parallelfaserig angeordnet ist.

Rechts:

Fluoreszenzmikroskopie:

Fluoreszenz aufgrund der Anreicherung von Calceingriin stellt sich in diesem Pridparat nur
abschnittsweise an einem Rand dar. Auf der Anreicherung von Xylenolorange basierende

Fluoreszenz ist nicht vorhanden.

Durchlichtmikroskopie:
Im Rand des breiten Spalts befinden sich einige kleine Ausbuchtungen, die wie auch der

Ubergang vom Periost zum Spalt von Osteoklasten besetzt sind. Die restliche Randzone ist
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von einem in Osteoid eingelagerten Osteoblastensaum besetzt. Die Spaltmitte ist mit

langsorientiertem Bindegewebe gefiillt, das nur wenige Gefidf3e enthiilt.

Hund 4:

Rechts:

Fluoreszenzmikroskopie:

Auch hier ist ein deutlicher Unterschied zwischen den Fluoreszenzfarbstoffen zu erkennen.
Wihrend durch die Einlagerung von Calceingriin nur die Spaltrinder eine deutliche
Fluoreszenz aufweisen, ist durch die Xylenolorange-Einlagerung bereits eine Fiillung des

gesamten Spaltes durch Geflechtknochenstrukturen erkennbar.

Durchlichtmikroskopie:
Der komplette Spalt, in dem sich zahlreiche Gefde befinden, ist mit Geflechtknochen
durchbaut. Die einzelnen knochenbildenden Abschnitte sind von bone-lining Cells umgeben.

Zwischen diesen Bereichen befinden sich Osteozyten.

Hund 5:
Links:
Fluoreszenzmikroskopie:

Entlang des kompletten Spaltes fluoreszieren nur einige winzige Punkte.

Durchlichtmikroskopie:
Der extrem breite Spalt ist mit Bindegewebe gefiillt. In der Mitte des Spaltes befinden sich
viele kleine Gefifle. Am Rand sind vereinzelt Osteoblasten vorhanden, die aber keinen

geschlossenen Saum ausbilden.

Rechts:
Fluoreszenzmikroskopie:
Am Randbereich ist beidseitig ein breiter Streifen, der eine deutliche Fluoreszenz aufweist, zu

erkennen. Auch in der Spaltmitte befinden sich einzelne fluoreszierende Bereiche.

Durchlichtmikroskopie:
Der feine Spalt hat eine trichterformige Gestalt, in seinen breiten Randzonen ist eine deutliche

Osteoblastentétigkeit vorhanden. Die Osteoblasten sind von reichlich Osteoid umgeben.
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In der schmalen Mittelzone des Spaltes befinden sich viele Gefdlle und zellreiches

Bindegewebe.

Hund 6:

Links:

Fluoreszenzmikroskopie:

Die Spaltrdnder zeigen beidseitig eine an mehreren Stellen unterbrochene griine Fluoreszenz,
aber nur an einem Rand eine ebenfalls nicht durchgehende orange Fluoreszenz. In der

Spaltmitte ist ein ovaler Bereich, der ausschlieBlich orange fluoresziert, erkennbar.

Durchlichtmikroskopie:

Der breite Spalt besitzt auf einer Seite einen geraden, auf der anderen Seite einen
unregelmifig geformten Rand. Am lateralen und medialen Ende des Spaltes ist die
osteoblasten- und osteoidreiche Randzone breit, im mittleren Bereich verjlingt sich diese. Am
Ubergang zwischen Periost und Spalt befindet sich erster Geflechtknochen. Um dessen
Knochenbilkchen liegen bone-lining Cells, dazwischen sind einzelne Osteozyten zu

erkennen. Die Spaltmitte ist von zellreichem Bindegewebe und vielen Gefallen ausgefiillt.

Rechts:

Fluoreszenzmikroskopie:

Bei diesem Préparat zeigt sich ein breiter Fluoreszenzsaum, der an mehreren Stellen deutlich
unterbrochen ist. Die durch Xylenolorange hervorgerufene Fluoreszenz ist geringer

ausgebildet, als die durch Calceingriin entstandene.

Durchlichtmikroskopie:

Auf der medialen Seite sind die Spaltrdnder beidseitig unregelmiBig geformt und von
Osteoklasten besetzt. Weiter in Richtung Mitte verlaufen die Rander gerade. Dort befinden
sich in der Randzone, die durch einen breiten Osteoblastensaum und viel Osteoid
gekennzeichnet ist, einige groe Gefdale. Das laterale Drittel des Spaltes ist gefaBreich und
zeigt eine Geflechtknochenstruktur, zwischen dessen Knochenbélkchen einzelne Osteozyten
liegen. Die Spaltmitte ist von vielen Gefdlen besetzt und mit zellreichem Bindegewebe

gefiillt.

50



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Hund 7:

Links:

Fluoreszenzmikroskopie:

Beide Rénder weisen einen deutlichen kontinuierlich verlaufenden Fluoreszenzstreifen auf. In

der Spaltmitte befinden sich einige ovale fluoreszierende Zonen.

Durchlichtmikroskopie:

Der gerade Rand des Priparats ist durch einen breiten Saum von Osteoblasten, die von
Osteoid umgeben sind, gekennzeichnet. Im lateralen Abschnitt sind viele Gefa3e zu erkennen.
In der Mitte des Spaltes befindet sich ein dreieckiges nicht identifizierbares schwarzes
Gebilde, das von einem deutlichen Nekroseherd mit mehrkernigen Riesenzellen umgeben ist.
Uber den gesamten Spalt ist ein schwarzes Pigment verteilt, dessen Ausgangspunkt diese

Struktur sein durfte.

Rechts:
Fluoreszenzmikroskopie:
Beide Spaltrinder weisen eine deutliche Fluoreszenz auf, die an wenigen Stellen unterbrochen

ist. In der Spaltmitte liegen einige Strukturen, die ebenfalls fluoreszieren.

Durchlichtmikroskopie:

Am lateralen Ubergang vom Periost in den Spalt ist eine ausgeprigte, am medialen Ubergang
eine malige Osteoklastenaktivitit an den unregelméfBig geformten Réndern zu erkennen. An
den Spaltrindern befindet sich viel Osteoid und eine groBe Anzahl von Osteoblasten.
Osteoklasten sind dort nur vereinzelt vorhanden. Die Spaltmitte ist von zellreichem
Bindegewebe ausgefiillt, in dem eine Granulozyten- und Lymphozytenreiche Nekrosezone zu
finden ist. In diesem Bereich ist eine Ansammlung aus mehrkernigen Riesenzellen zu

beobachten.
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Abb. 29: Hund 4, rechts, ohne Kompression Abb. 30: Hund 4, rechts, ohne Kompression

2,5fache Vergroferung 10fache Vergroflerung
Komplette Durchbauung des Spaltes Von bone-lining Cells begrenzte Knochen-
mit Geflechtknochen (=) inseln (1), dazwischen liegen Osteozyten (2)

Abb.31: Hund 3, rechts, mit Kompression Abb.32: Hund 6, rechts, mit Kompression
10fache Vergroferung 10fache VergroBerung
Beginnende Formation zu Geflecht- Schwarzes Pigment im Spalt (1),groBe
knochen (=) Gefifie (2)

- & o Y b -

Abb. 33: Hund 5, links, mit Kompression Abb. 34: Hund 5, links, mit Kompression
20fache VergroBerung 20fache VergroBlerung
Osteoklasten am unregelmafig Osteoklasten in Ausbuchtungen (=)
geformten Rand ()
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3.4.3.2 Unter Kompression stehende Spalte

Hund 1:

Links:

Fluoreszenzmikroskopie:

Auf einer Seite wird der Spalt von einer diinnen fluoreszierenden Linie begrenzt, auf der
anderen Seite ist keine Fluoreszenz zu erkennen. In der Spaltmitte befinden sich einige kleine

rund bis oval geformte fluoreszierende Bereiche.

Durchlichtmikroskopie:

Der Ubergangsbereich vom Periost in den Spalt ist von Osteoklasten gesdumt, hinter diesen
befindet sich eine Reihe von mit Osteoid umgebenen Osteoblasten. Lateral zieht sich ein V-
formiger Osteoklasten und vereinzelt auch Osteoblasten enthaltender Bereich vom Periost aus
in den Spalt hinein. Die Spaltrdnder zeigen an mehreren Stellen Ausbuchtungen, in denen
Osteoklasten und dahinter Osteoblasten zu finden sind. Die Spaltmitte ist mit Bindegewebe

ausgefiillt. Im gesamten Spalt sind nur wenige Gefal3e vorhanden.

Hund 2:

Links:

Fluoreszenzmikroskopie:

An beiden Spaltrindern sind feine fluoreszierende Linien zu erkennen, die an mehreren
Stellen deutlich unterbrochen sind. Es zeigt sich, dass der Spalt nicht von einem geraden,

sondern von einem unregelméfig geformten Rand begrenzt wird.

Durchlichtmikroskopie:

An den Spaltridndern ist eine rege Tatigkeit von Osteoblasten, die von Osteoid umgeben sind,
zu erkennen. Auf der einen Seite wird der Rand nur durch einige von Osteoklasten besetzten
Ausbuchtungen unterbrochen, auf der anderen Seite ist er deutlich wellenformig gestaltet.
Lateral ist am Ubergang vom Periost in den Spalt erster Geflechtknochen vorhanden. Dieser
besteht aus kleinen knochenbildenden Inseln, die von bone-lining Cells umgeben sind.
Zwischen den Knochenbilkchen liegen Osteozyten. Die Spaltmitte ist durch parallel

angeordnetes Bindegewebe gefiillt.
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Rechts:
Fluoreszenzmikroskopie:
Beide Spaltrander weisen eine fluoreszierende Linie auf, die an einigen Stellen unterbrochen

ist. In der Spaltmitte ist keine Fluoreszenz zu erkennen.

Durchlichtmikroskopie:

Die Rénder sind unregelmifBig gestaltet, in den Ausbuchtungen ist eine rege Tétigkeit von
Osteoklasten vorhanden. Lateral ist die Randzone, in der eine gute Osteoblastentétigkeit
vorherrscht, breit, zur Mitte hin verschmilert sie sich. Am Ubergang vom mittleren zum
medialen Drittel des Spaltes, sowie im lateralen Bereich zwischen Periost und Spalt ist
Geflechtknochen zu erkennen. In der restlichen Innenzone des Spaltes befindet sich

parallelfaseriges Bindegewebe.

Hund 3:

Links:

Fluoreszenzmikroskopie:

An den Spaltraindern zeigt sich ein diinnes Fluoreszenzband, das an mehreren Stellen
unterbrochen ist. In der Spaltmitte stellt sich ein rechteckiger Bereich dar, dessen Rédnder eine

Fluoreszenz aufweisen, allerdings nur fiir Xylenolorange.

Durchlichtmikroskopie:

Die Peripherie des Spaltes zeichnet sich durch eine gute Osteoblastentdtigkeit aus. Die
Spaltrinder sind von vielen kleinen Ausbuchtungen gesidumt, in denen sich zahlreiche
Osteoklasten befinden. Am lateralen Ubergang zwischen Periost und Spalt deutet sich auf
einer Seite bereits eine Formation zu Geflechtknochen an. Zwischen dessen von bone-lining
Cells gesdumten Inseln, liegen einzelne Osteozyten. Im lateralen Drittel der Spaltmitte
befinden sich mehrere groBle Kapillaren, wahrscheinlich von vendser Art. Unterhalb dieser
liegt ein Nekroseherd mit einer grolen Ansammlung von Granulozyten, mehrkernigen
Riesenzellen und Lymphozyten.

Die iibrige Spaltmitte ist mit ldngs zum Rand liegendem zellreichem Bindegewebe und mit

vielen kleinen Gefdflen gefiillt.
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Rechts:

Fluoreszenzmikroskopie:

Bei diesem Prédparat zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden
Fluoreszenzfarbstoffen. Wéhrend sich beide Ridnder durch einen deutlichen griinen Streifen

begrenzt darstellen, ist nur eine feine orange Randlinie zu erkennen.

Durchlichtmikroskopie:

Der breite Spalt ist von einem mit vielen kleinen nach auflen gewdlbten Nischen versehenen
Rand begrenzt. In diesen befinden sich einzelne Osteoklasten. Der librige Randbereich ist nur
abschnittweise durch Osteoblasten gesdumt, die von Osteoid umgeben sind. Der gesamte
Spalt ist gefiBarm, seine Mitte bindegewebsgefiillt. Am medialen Ubergang vom Periost zum
Spalt ist eine osteoblastenreiche Zone mit beginnender Geflechtknochenformation zu
erkennen. Im gleichen Bereich auf der lateralen Seite zeigt sich um ein nicht zu
identifizierendes Gebilde eine deutliche Fremdkorperreaktion bestehend aus einer
Ansammlung von Lymphozyten, Granulozyten, mehrkernigen Riesenzellen und einigen

Makrophagen.

Hund 4:

Rechts:

Fluoreszenzmikroskopie:

Fluoreszierende Abschnitte sind beiderseits an den Rédndern nur bruchstiickhaft vorhanden.

Im Spalt befinden sich einige fluoreszierende Abschnitte, die von ihrer Anordnung auf das

Vorhandensein von Geflechtknochen hindeuten.

Durchlichtmikroskopie:

Der breite Spalt ist mit Ausnahme eines genau in der Mitte liegenden Abschnitts vollkommen
mit Geflechtknochen durchbaut. In diesem Bereich befinden sich neben zellreichem
Bindegewebe, mehrere groBBe GefiBle und zahlreiche Osteoblasten. Die Spaltrinder stellen

sich gezackt dar, in diesen Zacken ist eine rege Osteoklastenaktivitdt zu beobachten.
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Hund 5:

Links:

Fluoreszenzmikroskopie:

Es besteht ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Fluoreszenzfarbstoffen. Wahrend
auf der FEinlagerung von Calceingriin basierend nur wenige Punkte oder sehr kleine
Abschnitte fluoreszieren, zeigt sich durch Xylenolorange ausgelost ein breiter

fluoreszierender Saum, der im medialen Bereich den diinnen Spalt komplett ausfiillt.

Durchlichtmikroskopie:

Der sehr schmale Spalt verlduft trichterformig, sein mediales Drittel stellt sich nur
fadenformig dar. Der Rand ist unregelmiBig geformt, in den Ausbuchtungen befinden sich
Osteoklasten. Dahinter ist der Rand von einer durchgehenden Reihe von Osteoblasten, die
von Osteoid umgeben sind, gesiumt. Am Ubergang vom mittleren zum medialen Drittel
liegen einige groBe GefdBe, dort zeigt sich auch eine beginnende Formation von
Geflechtknochen. In diesem Bereich sind sowohl der Spaltrand, als auch die
knochenbildenden Inseln von bone-lining Cells gesdumt. Lateral zieht vom Peroist aus V-

formig Bindegewebe in den Spalt.

Rechts:
Fluoreszenzmikroskopie:
Der Spalt ist beidseitig durch einen deutlichen Fluoreszenzstreifen begrenzt. Im Spalt befindet

sich ein grof3es ovales Gebilde, das deutlich von einer fluoreszierenden Bande umgeben ist.

Durchlichtmikroskopie:

Im Ubergangsbereich zwischen Periost und Spalt ist eine rege Osteoklastentitigkeit
vorhanden. Der Spalt wird von einer diinnen unregelméfig geformten Randzone begrenzt, in
der sich vereinzelt Osteoklasten und einige Osteoblasten befinden. In der Spaltmitte ist
sowohl lateral, als auch medial jeweils eine ausgedehnte Nekrosezone mit einer Ansammlung
aus Granulozyten, Lymphozyten, mehrkernigen Riesenzellen und Makrophagen zu erkennen.
Zwischen diesen beiden Nekrosezonen ist ein Bereich mit dunkel gefarbten knorpelartigen

Zellen, die einem Sdulenknorpel dhnlich angeordnet sind.
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Hund 6:
Links:
Fluoreszenzmikroskopie:

Der Spalt wird beiderseits von einem deutlichen Fluoreszenzstreifen begrenzt.

Durchlichtmikroskopie:

Der schmale trichterformig verlaufende Spalt hat grofteils einen geraden Rand, der an
mehreren Stellen von Ausbuchtungen, in denen eine rege Osteoklastentdtigkeit herrscht,
unterbrochen wird. In der Peripherie des Spaltes befinden sich viele Osteoblasten, die von
reichlich Osteoid umgeben sind. Die Spaltmitte ist gefdBreich. Das mediale Drittel des Spaltes
ist von Geflechtknochen durchbaut. In diesem Bereich ist der Rand des Spaltes von bone-

lining Cells besetzt. Zwischen den Knochenbilkchen liegen Osteozyten.

Rechts:
Fluoreszenzmikroskopie:
Die durch Calceingriin hervorgerufene Fluoreszenz ist an den Spaltrdndern auffallend stirker

vertreten, als die feine Linie, die durch Xylenolorange zustande kommt.

Durchlichtmikroskopie:

Am lateralen Ubergangsbereich zwischen Periost und Spalt ist auf einer Seite der Rand durch
die Tatigkeit von zahlreichen Osteoklasten deutlich gezackt geformt, auf der anderen Seite ist
eine beginnende Formation von Geflechtknochen zu sehen. Der Spalt besitzt einen
unregelmdfig verlaufenden Rand und einen relativ geraden Rand, der an wenigen Stellen von
Nischen unterbrochen ist, in denen eine ausgepréigte Osteoklastentitigkeit vorherrscht. Die
Randzone gestaltet sich iiber den gesamten Spalt hinweg breit und enthilt viele von Osteoid
umgebene Osteoblasten. In der Spaltmitte befindet sich zellreiches Bindegewebe. Der

komplette Spalt zeichnet sich durch das Vorhandensein zahlreicher Gefif3e aus.

Hund 7:

Links:

Fluoreszenzmikroskopie:

Beide Spaltrinder weisen einen deutlichen Fluoreszenzstreifen auf. In der Spaltmitte befinden

sich einige ovale Gebilde, die ebenfalls fluoreszieren.
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Durchlichtmikroskopie:

Sowohl lateral, als auch medial sind am Ubergang zwischen Periost und Spalt Siume aus
Osteoklasten vorhanden. In dem zum groflen Teil gerade gestalteten Rand befinden sich
einige Nischen, in denen eine Osteoklastenaktivitdt zu erkennen ist. Die Randzone ist schmal
und enthilt einige Osteoblasten. Auf der lateralen Seite sind viele Gefdfle in einer V-formigen
Anordnung in die Spaltmitte reichend zu sehen. Am Ubergang vom lateralen zum mittleren
Spaltdrittel befindet sich eine aus zahlreichen Granulozyten, mehrkernigen Riesenzellen und
Lymphozyten bestehende Nekrosezone um ein dreieckiges, schwarzes, nicht zu
identifizierendes Gebilde herum. Uber den gesamten Spalt sind punktformige dunkelbraune

bis schwarze Pigmente verteilt.

Rechts:
Fluoreszenzmikroskopie:
Der Spalt wird auf beiden Seiten von einem breiten fluoreszierenden Saum begrenzt, der an

einigen Stellen eine unregelméfBige Form aufweist oder kurze Unterbrechungen zeigt.

Durchlichtmikroskopie:

Die Peripherie des Spaltes wird von Osteoblasten, die von Osteoid umgeben sind, gesdumt.
An den Ubergingen vom Periost zum Spalt befinden sich viele Gefifle; an dem in diesem
Bereich unregelméfig geformten Rand ist eine rege Osteoblastentétigkeit zu erkennen. Der
iibrige Rand ist grofteils glatt, weist aber einige Ausbuchtungen, in denen Osteoklasten zu
finden sind, auf. In der Mitte des Spaltes befindet sich eine Nekrosezone, die zahlreiche
mehrkernige Riesenzellen, Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen beinhaltet. Mit

Ausnahme von diesem Bereich ist die Spaltmitte mit Bindegewebe gefiillt.
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Zusammenfassung der Untersuchungen zum Einfluss der Kompression:

Die unter Kompression stehenden Spalten sind schmaler, als die nicht unter Kompression
stehenden. Besonders deutlich ist dies bei Hund 5 und 6, jeweils auf der linken Seite zu sehen,
wo sich der komprimierte Spalt fast fadenférmig darstellt. Eine Ausnahme davon bilden Hund
4 auf der rechten Seite und Hund 7 auf der linken Seite. Bei Hund 7 ist der nicht komprimierte
Spalt geringfiigig, bei Hund 4 hingegen deutlich schmaler, als der sich unter Kompression
befindende Spalt.

Auffallend ist, dass alle unter Kompression stehenden Spalten einen unregelméafligen oder
einen mit mehreren Ausbuchtungen versehenen Rand aufweisen, in denen Osteoklasten zu
finden sind. Die nicht unter Kompression stehenden Spalten haben dagegen fast immer einen
glatten Rand.

Die Spaltmitte ist mit Ausnahme von Hund 4, bei dem bereits eine komplette Durchbauung
des Spaltes mit Geflechtknochen zu erkennen ist, mit Bindegewebe gefiillt. An den Réndern
zeigt sich eine sehr unterschiedliche Osteoblastenaktivitit.

Ein deutlicher Unterschied besteht im Vorkommen von Geflechtknochen. Bei den nicht unter
Kompression stehenden Spalten zeigt sich diese Gewebsstruktur nur an drei Préaparaten (Hund
3, links; Hund 4, rechts, Hund 6, links). Im Gegensatz dazu findet sich in den komprimierten
Spalten von acht Priparaten Geflechtknochen (Hund 2, beidseitig; Hund 3, beidseitig; Hund
4, rechts; Hund 5, links; Hund 6, beidseitig).

Eine komplette Durchbauung beider Spalten mit Geflechtknochen zeigt sich nur bei Hund 4.
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3.4.3.3 Unbeschichtete Klammer

Hund 1, links:

Fluoreszenzmikroskopie:

Das Implantat sitzt zentral im Bohrloch und ist mit Ausnahme einer kurzen Strecke

vollstidndig von einer Fluoreszenzbande umgeben.

Durchlichtmikroskopie:

Im histologischen Bild zeigt sich, dass es sich bei dem das Implantat umgebenden Gewebe
um Bindegewebe handelt, in dem sich auch einzelne Fremdkorperzellen befinden. An einer
Stelle ist neben dem Implantat ein Nekroseherd zu sehen, der aus einer Ansammlung von
Granulozyten, Lymphozyten und vereinzelten Makrophagen besteht.

Es sind keine Anzeichen einer knochernen Einheilung vorhanden.

Hund 2, links:

Fluoreszenzmikroskopie:

Die Klammer sitzt exzentrisch im Bohrloch, wobei ein Klammerschenkel der Kompression
zugewandt, der andere der Kompression abgewandst ist.

Die Klammer wird auf den beiden der Kompression abgewandten Seiten von Fluoreszenz
umgeben. Die Abgrenzung des Bohrloches gegeniiber dem umliegenden Knochengewebe ist
nur ist nur in der durch Calceingriin ausgelosten Fluoreszenz deutlich zu erkennen. Bei beiden
Farbstoffen stellt sich innerhalb des Bohrlochs eine wolkig erscheinende fluoreszierende

Masse dar.

Durchlichtmikroskopie:

Die Klammer ist auf allen Seiten von Bindegewebe umgeben, dessen Fasern keine
Ordnungsstruktur erkennen lassen. Das Bohrloch ist mit Bindegewebe zwischen dem sich
einige GefdBe befinden, ausgefiillt. Es enthdlt auerdem eine grofBfldchige Nekrosezone mit
vielen Granulozyten, Lymphozyten, mehrkernigen Riesenzellen und wenigen Makrophagen.

Es ist keine Osseointegration vorhanden.

Hund 3, links:
Fluoreszenzmikroskopie:
Die Klammerenden liegen exzentrisch im Bohrloch, wobei ein Ende sich zur Kompression,

das andere sich dieser entgegen richtet.
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Ein Klammerschenkel ist einseitig von Fluoreszenz umgeben, der andere weist keine
Fluoreszenz auf. Das Bohrloch ist durch einen fluoreszierenden Saum, der an mehreren

Stellen unterbrochen ist, vom umliegenden Gewebe abgegrenzt.

Durchlichtmikroskopie:

Das Bohrloch ist vollstandig mit Bindegewebe gefiillt. Im Randbereich und um die Klammer
sind die Bindegewebsfasern parallel angeordnet, dazwischen ist die Struktur ungeordnet. Die
Gefdfle sind in einem Bohrloch derart verteilt, dass es auf der zur Kompression gerichteten
Seite zu einer GefaBanhdufung kommt. Im zweiten Bohrloch herrscht eine genau
entgegengesetzte GefdlBverteilung. FEin Schenkel der Klammer steht komplett mit
Bindegewebe in Kontakt, der andere nur zur Hilfte. Dessen zweite Hélfte weist zwischen
Implantat und Bindegewebe einen diinnen Spalt auf. Der Bohrlochrand zeigt an einigen
Stellen kleine Ausbuchtungen, in denen sich Osteoklasten befinden.

Eine kndcherne Integration des Implantats liegt nicht vor.

Hund 5, links:

Fluoreszenzmikroskopie:

Ein Ende der Klammer liegt mittig, das andere exzentrisch, von der Kompression abgewandt,
im Bohrloch. Das Bohrloch grenzt sich durch einen deutlichen Fluoreszenzstreifen vom
umliegenden Knochengewebe ab. Um die Klammer ist jeweils an einer kurzen Seite und der
der Kompression entgegenliegenden Seite Fluoreszenz zu beobachten. Innerhalb des

Bohrlochs liegen einige ovale fluoreszierende Gebilde.

Durchlichtmikroskopie:

In der Peripherie des Bohrlochs und um die Klammer liegt parallelfaseriges Bindegewebe. Im
ibrigen Bereich weist es eine ungeordnete Struktur auf. Entlang des Bohrlochrandes kommen
vereinzelt Osteoklasten vor. Direkter Kontakt zwischen Implantat und Bindegewebe besteht
nur an einer kurzen Seite. An einer Léngsseite ist eine Fremdkorperreaktion zu beobachten,
dort befinden sich viele Granulozyten, mehrkernige Riesenzellen und Lymphozyten. Die
Gefille liegen mehrheitlich auf der der Kompression zugewandten Seite.

Eine Osseointegration des Implantats hat nicht stattgefunden.
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Hund 6, rechts:

Fluoreszenzmikroskopie:

Einer der beiden Klammerschenkel besitzt eine zentrale Lage im Bohrkanal, der andere liegt
exzentrisch zur Kompression gewandt. Das Bohrloch hebt sich durch einen Ring aus
Fluoreszenz von der Umgebung ab. Eines der beiden Klammerenden zeigt an der der
Kompression entgegen liegenden Lingsseite einen breiten Fluoreszenzstreifen, das andere
weist kaum Fluoreszenz auf. In einem der Bohrlocher befindet sich eine fluoreszierende

Masse, die sich iiber ein Viertel der Gesamtflache erstreckt.

Durchlichtmikroskopie:

In der Peripherie des Bohrlochs und um die Klammer ist Bindegewebe von paralleler
Faserstruktur zu finden. Im restlichen Bereich weist dieses eine ungeordnete Struktur auf.
Zwischen dem Gewebe liegen wenige gleichmidBig verteilte GefiBe. Es sind zwei
grof3flachige Nekrosezonen, die eine Vielzahl von mehrkernigen Riesenzellen, Granulozyten
und Lymphozyten, sowie einige Makrophagen beinhalten, zu sehen.

Es liegen keine Anzeichen fiir eine kndcherne Integration vor.

Hund 7, links:

Fluoreszenzmikroskopie:

Beide Klammerschenkel liegen exzentrisch, zur Kompression gerichtet im Bohrloch. Am
Rand des Bohrkanals zeigt sich eine deutliche fluoreszierende Bande. Um die Klammer ist

keine Fluoreszenz vorhanden.

Durchlichtmikroskopie:

Ungeféhr ein Drittel der Wand des Bohrloches weist kleine Ausbuchtungen auf, in denen sich
Osteoklasten und Osteoblasten befinden. Daneben befindet sich ein Bereich, in dem der Rand
aufgeldst und erster Geflechtknochen vorhanden ist. Dessen knochenbildende Inseln sind von
bone-lining Cells umgeben. Zwischen den Knochenbélkchen sind einzelne Osteozyten. Am
Rand des Bohrkanals und um die Klammer zeigt das Bindegewebe eine parallel angeordnete
Faserstruktur, sonst weist es keine Ordnungsstruktur auf. Zwischen dem Gewebe befinden
sich wenige Gefille, die gehduft auf der zur Kompression gerichteten Seite liegen. Zwei
Drittel der Implantatoberfliche stehen in direktem Kontakt mit dem Bindegewebe. Neben
einem der Klammerenden befindet sich ein schwarzes Gebilde. Uber das gesamte Priparat ist

ein schwarzes Pigment verteilt. Es liegt keine Osseointegration vor.
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Abb.35: Hund 7, rechts, beschichtet
2,5fache VergroBerung

Klammer liegt exzentrisch

I' ; I".-_‘."‘\ .
Abb.37: Hund 3, links, unbeschichtet
20fache VergroBerung

Parallele Fasern um die Klammer

e

Abb.39: Hund 4, rechts, beschichtet
10fache VergroBerung
Geflechtknochen am Bohrlochrand
=)
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Abb.36: Hund 5, rechts, beschichtet
2,5fache VergroBerung

Zentrale Lage der Klammer

Abb.38: Hund 4, rechts, beschichtet
20fache VergroBerung

Parallele Fasern um die Klammer

Abb.40: Hund 4, rechts, beschichtet

10fache VergroBerung
Spalt zwischen Klammer und Gewebe
=)
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3.4.3.4 Beschichtete Klammer

Hund 2, rechts:

Fluoreszenzmikroskopie:

Die Klammer liegt zentral im Bohrloch. Um einen Klammerschenkel zeigt sich keine
Fluoreszenz, um den anderen nur ein fluoreszierender Streifen, der sich auf der von der
Kompression abgewendeten Seite befindet.

Das Bohrloch ist durch eine fluoreszierende Linie deutlich vom umliegenden Gewebe

abgegrenzt.

Durchlichtmikroskopie:

Der Bohrlochrand weist einige unregelmifig geformte Stellen mit ausgebuchteten Nischen,
auf. In diesen befinden sich einzelne Osteoklasten. Das gesamte Bohrloch ist mit
Bindegewebe gefiillt. Dieses weist sowohl um die Hélfte der Klammeroberfliche, als auch an
etlichen Stellen des Bohrlochrandes einen parallelen Faserverlauf auf. Im iibrigen Bereich
zeigt es eine ungeordnete Struktur. Mit Ausnahme eines kurzen Abschnitts an der Langsseite
der Klammer liegt das Bindegewebe der Klammer direkt an. Im Bohrkanal befinden sich nur

wenige Gefdlle, die liber die gesamte Fliche regelméBig verteilt sind.

Hund 3, rechts:

Fluoreszenzmikroskopie:

Die Klammerschenkel sitzen exzentrisch, von der Kompression abgewandt im Bohrloch. Um
die Klammer befindet sich an der langen von der Kompression angewendeten Seite und einer

kurzen Seite Fluoreszenz. Um das Bohrloch zieht sich ein deutlicher fluoreszierender Streifen.

Durchlichtmikroskopie:

Die Abgrenzung des Bohrlochs zum umliegenden Gewebe weist an einigen Stellen
Ausbuchtungen auf, in denen Osteoklasten zu finden sind. An der Wand des Bohrloches,
sowie direkt der Klammer anliegend ist parallelfaseriges Bindegewebe zu erkennen. Die
restliche Fliache ist von ungeordnetem Bindegewebe ausgefiillt. Mit Ausnahme eines kleinen
Abschnitts an einer der kurzen Seiten besteht ein direkter Kontakt zwischen Implantat und
Bindegewebe. Uber dieser Stelle ist eine Nekrosezone, die aus einer Ansammlung aus

Lymphozyten, mehrkernigen Riesenzellen und Granulozyten besteht. An einem
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Klammerende ist der GroBteil der Gefdale zur Kompression gerichtet, an dem anderen ist die
Mehrheit der Gefdlle dieser abgewandt.

Es ist keine knocherne Einheilung vorhanden.

Hund 4, rechts:

Fluoreszenzmikroskopie:

Die Klammerenden sitzen mittig in den Bohrlochern. Diese sind nur durch bruchstiickhafte
fluoreszierende Linien von dem umgebenden Knochen abgegrenzt. Um die Klammer ist keine

Fluoreszenz erkennbar.

Durchlichtmikroskopie:

Der Rand des Bohrlochs weist eine unregelméfige Struktur aus etlichen, kleinen, nach auflen
bewdolbten Nischen auf, in denen einzelne Osteoklasten liegen. Der komplette Bohrkanal ist
von einem Osteoblastensaum umgeben. An zwei Stellen, die zusammen etwa ein Viertel der
Randzone ausmachen, ist eine Formation zu Geflechtkochen erkennbar. Zwischen dessen
Knochenbilkchen, die von bone-lining Cells gesdumt sind, befinden sich einzelne Osteozyten.
Der Klammer liegt nur iiber die halbe Strecke einer langen Seite direkt Bindegewebe an, im
restlichen Bereich wird sie durch einen Spalt von diesem getrennt. In diesem Bohrloch sind
viele Gefdfle vorhanden, deren Mehrheit zur Kompression gerichtet liegt.

Es sind keine Anzeichen fiir eine kndcherne Integration des Implantats vorhanden.

Hund 5, rechts:

Fluoreszenzmikroskopie:

Die Klammerschenkel sind zentral im Bohrloch gelegen. Eine feine fluoreszierende Linie
grenzt das Bohrloch ab. Ein Klammerende ist von zwei Seiten von Fluoreszenz umgeben, das
andere weist keine Fluoreszenz auf. Im Bohrloch befindet sich ein ovales ebenfalls

fluoreszierendes Gebilde.

Durchlichtmikroskopie:

Um die Klammer und an der Wand des Bohrlochs weist das Bindegewebe eine parallele
Faserausrichtung auf, im tibrigen Bereich ist es ungeordnet. Ein direkter Kontakt zischen dem
Bindegewebe und der Klammer besteht nur an deren kurzen Seiten. Dort sind auch einzelne

Fremdkorperzellen zu erkennen. Das Gewebe ist von wenigen gleichméBig verteilten Gefdllen
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durchzogen. In dem Bohrloch sind drei Nekroseherde erkennbar, die aus Ansammlungen von
Granulozyten, Lymphozyten, mehrkernigen Riesenzellen und Makrophagen bestehen.

Das Implantat ist nicht osseointegriert.

Hund 6, links:

Fluoreszenzmikroskopie:

Die Klammerenden liegen exzentrisch im Bohrloch wobei die Ausrichtung hinsichtlich der
Lage zur oder gegen die Kompression gleichmifBig verteilt ist. Ein Ring aus Fluoreszenz, der
an mehreren Stellen unterbrochen ist, grenzt das Bohrloch vom umliegenden Gewebe ab. Um
die Klammer ist nur an einer kurzen und ca. einem Drittel einer langen Seite Fluoreszenz zu
sehen. In einem der Bohrlocher befindet sich ein groeres amorphes Gebilde, das eine

deutliche Fluoreszenz aufweist.

Durchlichtmikroskopie:

Parallelfaseriges Bindegewebe befindet sich zum einen an den kurzen Seiten der Klammer,
zum anderen kleidet es die Hélfte der Bohrlochwand aus. An den iibrigen Stellen besitzt es
eine ungeordnete Struktur. Zwischen Bindegewebe und Implantat ist ein Spalt gelegen. Eine
Ausnahme davon bilden die beiden kurzen Seiten der Klammer, an denen es zum direkten
Kontakt kommt. Im Bohrloch ist eine aus einer Anhdufung aus Granulozyten, Lymphozyten,
mehrkernigen Riesenzellen und Makrophagen bestehende Nekrosezone zu erkennen.

Eine knocherne Einheilung des Implantats liegt nicht vor.

Hund 7, rechts:

Fluoreszenzmikroskopie:

Beide Klammerenden weisen eine exzentrische Lage im Bohrloch auf, dabei ist ein Ende der
Kompression zugewandt, das andere dieser entgegengerichtet. Der Bohrkanal besitzt einen
deutlich fluoreszierenden Rand. Um die Klammer ist nur an jeweils einer Seite Fluoreszenz

erkennbar.

Durchlichtmikroskopie:

Die Bohrlochwand hat an mehreren Stellen Ausbuchtungen, in denen sowohl Osteoklasten,
wie auch Osteoblasten liegen. Der Bohrkanal ist komplett mit Bindegewebe gefiillt, das um
die Klammer, sowie in der Peripherie eine parallele Anordnung der Fasern aufweist. An einer

Langsseite der Klammer sind Fremdkorperzellen zu erkennen. Auffallend an diesem Priparat
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ist die GefaBverteilung. Es befinden sich deutlich mehr Gefifle auf der der Kompression
zugewandten Seite. Allerdings sind die wenigen Gefdlle, die auf der von der Kompression
abgewendeten Seite zu finden sind, erheblich grofer. Um diese Gefdlle sind vereinzelt
mehrkernige Riesenzellen, Granulozyten und Lymphozyten zu finden. Uber das gesamte
Bohrloch ist in der Gewebeebene ein schwarzes Pigment verteilt, das sich teilweise in den
Zellen befindet.

Es sind keine Anzeichen fiir eine Osseointegration vorhanden.

Zusammenfassung:

Alle Bohrlocher sind mit Bindegewebe gefiillt. Dieses zeigt sowohl an den Réndern der
Bohrkanile, als auch direkt um die Klammerschenkel eine parallel angeordnete Faserrichtung.
AuBerhalb dieser Bereiche besitzt es eine ungeordnete Struktur. An den meisten Implantaten
besteht ein direkter flichiger Kontakt zum Bindegewebe, dessen Grofle sehr unterschiedlich
ausgeprégt ist. Bei keinem der Klammerenden erstreckt sich dieser Kontakt iiber die gesamte
Oberfléche.

Dem Knochengewebe zugehorige Zellen, wie Osteoklasten und Osteoblasten finden sich nur
an einigen Bohrlochrindern (Hund 2, rechts; Hund 3, beidseitig, Hund 4, rechts; Hund 5,
links; Hund 7, beidseitig). Bei Hund 4 auf der rechten und bei Hund 7 auf der linken Seite
zeigt sich am Rand des Bohrkanals jeweils eine Zone in der Geflechtknochen vorhanden ist.
Eine kndcherne Integration des Implantats ist bei keinem Prdparat auch nur in Ansédtzen zu

erkennen.

3.4.4.5 Vergleich Spaltheilung und Heilung um das Implantat

Vergleicht man die Heilungsvorginge der Spalten mit denen, die um die Implantate
stattfinden, lasst sich ein feststellen, dass die Heilung in den Spalten weiter fortgeschritten ist.
Wihrend in den Spalten teilweise bereits Zonen mit Geflechtknochen vorhanden sind, findet
man um die Klammern iiberhaupt keine Knochenzellen. Besonders auffillig ist dies bei Hund
4, dessen Spalten komplett von Geflechtknochen durchbaut sind (siche Abb.29 auf S.52), um
das Implantat herum aber weder in der Fluoreszenz-, noch in der Durchlichtmikroskopie

(siche Abb. 38 und 40 auf S. 63) eine Gewebeanlagerung zu erkennen ist.
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3.4.4 Quantitative Auswertung der Fluoreszenz- und der Durchlichtmikroskopie

3.4.4.1 Vergleich der Fluoreszenz der Spalte unter Kompression bzw. ohne Kompression

Die beiden folgenden Diagramme stellen die prozentualen Anteile der Fluoreszenz in den
Spalten ohne bzw. mit Kompression dar. Da es sowohl bei Hund 1, als auch bei Hund 4 zu
einem Implantatverlust gekommen ist, kann von diesen beiden Tieren nur ein Priparat in die
Auswertung einbezogen werden. Ebenso fehlt von Hund 2 auf der rechten Seite der nicht

unter Kompression stehende Spalt.

Prozentualer Anteil Fluoreszenz im Spalt ohne
Kompression

‘I:ICaIceingri]n l Xylenolorange ‘

70
60
50
. 40
= 30
20 —I
10
0 4
rechts rechts | rechts rechts rechts | links
Hund 2 Hund 4 Hund 7
Prozentualer Anteil Fluoreszenz im Spalt mit
Kompression
‘I:ICaIceingri]n l Xylenolorange ‘
rechts rechts rechts | rechts rechts | links | rechts | links
Hund 6 Hund 7

Abb. 41: Vergleich der Anteile an Fluoreszenz in den Spalten mit bzw. ohne Kompression
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Es fillt auf, dass bei den nicht komprimierten Spalten der griin fluoreszierende Bereich mit
Ausnahme von Hund 4 und 5 jeweils auf der rechten Seite {iberwiegt. Eine Ahnliche
Verteilung ist auch bei den komprimierten Spalten zu sehen. Hier iiberwiegt die orange
Fluoreszenz nur bei Hund 4, rechts und bei den Hunden 5 und 7 auf den linken Seiten.

Hervorstechend sind die hohen Werte fiir Xylenolorange von Hund 4, die bei 45,02 % fiir den
komprimierten und bei 59,96% fiir den nicht unter Kompression stehenden Spalt liegen,
sowie die Werte fiir Calceingriin des Spaltes mit Kompression von Hund 6, links (53,24%)

und Hund 7, rechts (41,50%).

Einen direkten Vergleich der Mittelwerte, Standardabweichungen, Minimal- und
Maximalwerte von beiden Farbstoffen bei Vorhandensein von Kompression bzw. keiner

Kompression zeigt die ndchste Tabelle:

Tab.7: Mittelwerte, Standardabweichungen, Minimal- und Maximalwerte der Fluoreszenz in den Spalten

Ohne Ohne Mit Kompression | Mit Kompression
Kompression Ca | Kompression Xy |Ca Xy
Mittelwert 14,1 15,9 14,8 15,7
Standardabweichung | 11,9 18,9 15,9 13,1
Minimalwert 0,1 0,3 0,8 0,9
Maximalwert 36,3 59,9 53,2 45,0

Vergleich der Fluoreszenz im Spalt mit / ohne
Kompression

O Ohne Kompression Ca B Ohne Kompression Xy
OMit Kompression Ca  OMit Kompression Xy

16

15,5

15

X 145
14

13,5

13

Mittelwert

Abb. 42: Mittelwerte der Fluoreszenz in den Spalten, Ca = Calceingriin, Xy = Xylenolorange

Wihrend die Mittelwerte alle in einen engen Bereich liegen, ist eine breite Streuung der

Finzelwerte zu erkennen.
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Abb.43: Hund 4, rechte Seite, Spalt ohne Kompression ~ Abb.44: Hund 3, rechts, mit Kompression

2,5fache VergrofBerung, Calceingriin 2,5fache Vergroflerung, Calceingriin

Punktuelle Fluoreszenz am Spaltrand Durchgehende Fluoreszenz am

Spaltrand

Abb.45: Hund 4, rechte Seite, Spalt ohne Kompression Abb.46: Hund 3, rechts, mit Kompression

2,5fache VergroBerung, Xylenolorange 2,5fache VergroBerung, Xylenolorange

Der komplette Spalt ist mit Kontinuierliche Fluoreszenz am

Geflechtknochenstruktur gefiillt. Spaltrand

Abb.47: Hund 4, rechte Seite, Spalt ohne Kompression Abb.48: Hund 3, rechts, mit Kompression

2,5fache Vergroflerung, beide Farbstoffe 2,5fache Vergroflerung, beide
Farbstoffe
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Das folgende Diagramm stellt den prozentualen Anteil des Restspaltes der komprimierten
bzw. der nicht unter Kompression stehenden Spalte fiir beide Fluoreszenzfarbstoffe
gegeniiber.

Als Restspalt wird die Gesamtfliche des Spaltes abziiglich der fluoreszierenden Bereiche

bezeichnet.

Prozentualer Anteil des Restspaltes

O mit Kompression Ca B ohne Kompression Ca Omit Kompression Xy Oohne Kompression Xy

120
100 | = =

80 HH AW IEHHE B HH M 14 H
60 HH W [EHHE IO HIH s Sl f
40 HHEARIETHE IO HEE s SIS f
20 HH AW ELHE IO HEEH s SIS f
0

%

links | links ‘rechts links ‘rechts links ‘rechts links ‘rechts

links ‘ rechts | rechts

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

Abb. 49: Prozentualer Anteil der Restspalte
Ca = Calceingriin, Xy = Xylenolorange

Wihrend alle Werte bei Hund 1, 2 und 3 in einem engen Bereich beieinander liegen, ist bei
den Tieren 5, 6 und 7 ein deutlicher Unterschied zwischen den einzelnen Merkmalen zu
erkennen. Bei diesen Hunden ist der Restspalt generell geringer als bei den ersten.
Hervorstechende Unterschiede bestehen in der orangen Fluoreszenz fiir den nicht
komprimierten Spalt bei Hund 4. Hier liegt der Wert fiir den Restspalt mit Kompression bei
54,98% ohne Kompression hingegen bei 94,0%. Eine ebenso augenfillige Abweichung ist fiir
die griine Fluoreszenz der komprimierten Spalte von Hund 5 und Hund 6 jeweils links zu
sehen. Wihrend der Wert bei Hund 5 mit Kompression bei 4,68% liegt, ist er ohne
Kompression bei 99,91%, entsprechend bei Hund 6 ein Restspalt von 46,74% unter
Kompression, ohne diese 91,84%.

Es kann keine generelle Aussage dariiber getroffen werden, ob der Restspalt mit oder ohne
Kompression geringer ist, da hier deutliche Unterschiede bei den einzelnen Hunden

vorhanden sind.
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3.4.4.2 Vergleich zwischen beschichteter und unbeschichteter Klammer

Die niichsten beiden Graphiken geben eine Ubersicht iiber den Anteil an Fluoreszenz, der in

den Bohrl6chern um eine unbeschichtete bzw. eine beschichtete Klammer zu finden ist.

Prozentualer Anteil der Fluoreszenz im
Bohrloch um beschichtete Klammer

‘I:I Calceingriin @ Xylenolorange ‘

40

30

20

il 18

Hund 2 Hund 3 Hund 4 Hund 5 Hund 6 Hund 7

%

Prozentualer Anteil der Fluoreszenz im
Bohrloch um unbeschichtete Klammer

O Calceingrin B Xylenolorange

40

30 -

10

Hund 2 Hund 3 Hund 5 Hund 6 Hund 7

Abb. 50: Vergleich der Fluoreszenz im Bohrloch um die beschichteten / unbeschichteten Klammern

Hier ist mit Ausnahme von Hund 3 in allen Bohrléchern um die unbeschichtete Klammer
mehr Fluoreszenz vorhanden. Bei Hund 3 ist der deutlichste Unterschied zu sehen. Um die
unbeschichtete Klammer fluoreszieren 5% griin, 2% orange, um die beschichtete dagegen
betrdgt die griine Fluoreszenz 21% und die orange Fluoreszenz 22%, wobei hier die

Fluoreszenz am Rand des Bohrlochs einen gro3en Anteil ausmacht.
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Die folgenden Diagramme stellen den Anteil der Klammeroberfliche, der von Fluoreszenz

umgeben ist dar.

Klammerob__érﬂéiche

Abb.51: Skizze Klammeroberfliache

Anteil der beschichteten Klammeroberflache mit
Fluoreszenz

O Calceingrin M Xylenolorange

100
80 -
60

%

40 A

0 1

Hund 2 Hund 3 Hund 4 Hund 5 Hund 6 Hund 7

Anteil der unbeschichteten Klammeroberflache mit
Fluoreszenz

O Calceingrin B Xylenolorange

100
80 -

60

%

40
20 1

Hund1 Hund2 Hund3 Hund5 Hund6 Hund7

Abb. 52: Vergleich der Fluoreszenz an den Oberflachen der beschichteten / unbeschichteten Klammern
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Hier zeigt sich, dass um die unbeschichteten Klammern mehr Fluoreszenz zu sehen ist. Eine
Ausnahme davon stellt wieder Hund 3 dar, bei dem ein deutlich groBerer Anteil der
beschichteten Klammerumgebung fluoresziert. Der deutlichste Unterschied ist bei Hund 2
festzustellen. Hier liegt die Fluoreszenz um die beschichtete Klammer fiir beide Farbstoffe bei
31% und die der unbeschichteten Klammer bei 63% fiir Calceingriin und bei 76% fiir
Xylenolorange.

Bei Hund 4, von dem nur Préparate der beschichteten Klammer vorhanden sind, ist um die
Klammer iiberhaupt keine Fluoreszenz zu sehen.

Auftillig ist, dass wiederum mit Ausnahme von Hund 3 der Anteil der durch Xylenolorange
ausgelosten Fluoreszenz grofer oder wie bei Hund 1 unbeschichtet und bei Hund 2

beschichtet gleich hoch ist.
In der nichsten Tabelle ist eine Gegeniiberstellung der Mittelwerte, Standardabweichungen,

Minimal- und Maximalwerte der beschichteten bzw. unbeschichteten Klammer fir beide

Fluoreszenzfarbstoffe zu sehen.

Tab.8: Mittelwerte, Standardabweichungen, Minimal- und Maximalwerte der Fluoreszenz um die Klammern

Calceingrin Xylenolorange Calceingrin Xylenolorange

beschichtet beschichtet unbeschichtet unbeschichtet
Mittelwert 29 31 48 55
Standardabweichung | 23 22 33 30
Minimalwert 0 0 0 0
Maximalwert 90 69 100 100
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Vergleich der Fluoreszenz um beschichtete /
unbeschichtete Klammern

‘El beschichtet Ca E beschichtet Xy Ounbeschichtet Ca Ounbeschichtet Xy ‘

Mittelwert

Abb. 53: Vergleich der Mittelwerte um die Klammern
Ca = Calceingriin, Xy = Xylenolorange

Auch hier ist der deutliche Unterschied zwischen beschichteter und unbeschichteter Klammer
augenfillig, wobei die letztere erheblich hohere Werte aufweist.
Bemerkenswert ist die grofle Differenz zwischen den Minimal- und Maximalwerten, was auf

eine breite Streuung der Werte hinweist.
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Abb.54: Hund 2, links, unbeschichtete Klammer Abb.55: Hund 2, rechts, beschichtete Klammer

2,5fache VergroBerung, Calceingriin 2,5fache VergroBerung, Calceingriin

Fluoreszenz an der Bohrlochkante und Fluoreszenz an der Bohrlochkante und

an beiden langen Seiten der Klammer einseitig um die Klammer

Abb.56: Hund 2, links, unbeschichtete Klammer Abb.57: Hund 2, rechts, beschichtete Klammer

2,5fache VergroBerung, Xylenolorange 2,5fache VergroBerung, Xylenolorange

Fluoreszenz an der Bohrlochkante und Fluoreszenz an der Bohrlochkante und

an beiden langen Seiten der Klammer einseitig um die Klammer

Abb.59: Hund 2, rechts, beschichtete Klammer

Abb.58: Hund 2, links, unbeschichtete Klammer

2,5fache Vergroflerung, beide Farbstoffe 2,5fache Vergroflerung, beide

Farbstoffe
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Die folgende Graphik gibt eine Ubersicht dariiber, auf wie vielen Seiten die Klammern von
Fluoreszenz umgeben sind. Dabei wird nicht zwischen beschichtet und unbeschichtet

unterschieden.

Fluoreszenz um die Klammern

1%

18%

Okeine

M einseitig
Ozweiseitig
Odreiseitig
M vierseitig

30%

16%

Abb. 60: Verteilung der Fluoreszenz um die Klammern

Dabei zeigt sich, dass die meisten Klammern nur auf drei Seiten von Fluoreszenz flankiert
sind, gefolgt von Klammern, die einseitig von Fluoreszenz umgeben sind. Auffallend ist, dass
um knapp ein Fiinftel der Klammern iiberhaupt keine Fluoreszenz zu finden ist, wahrend

lediglich 11% komplett von Fluoreszenz eingerahmt werden.

Die néchsten Diagramme stellen dasselbe Merkmal getrennt nach beschichteten und

unbeschichteten Klammern dar.

Fluoreszenz um die beschichtete Klammer

9%

Okeine

H einseitig
O zweiseitig
Odreiseitig
M vierseitig

14%

Abb. 61: Verteilung der Fluoreszenz um die beschichteten Klammern
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Fluoreszenz um die unbeschichtete Klammer

14% 14%

Okeine

M einseitig
23% Ozweiseitig
Odreiseitig
M vierseitig

31%

18%

Abb. 62: Verteilung der Fluoreszenz um die unbeschichteten Klammern

Hier stellt sich heraus, dass der Anteil der Klammern ohne oder mit einseitiger Fluoreszenz
bei den beschichteten Klammern hoher ist, der Anteil mit zwei- und mehrseitiger Fluoreszenz

hingegen bei den unbeschichteten Klammern hohere Werte aufweist.

Dabei stellt sich die Ausrichtung der Fluoreszenz zur Kompression folgendermaf3en dar:

Oentgegen der
Kompression

B zur Kompression
gerichtet

Abb. 63: Ausrichtung der Fluoreszenz gegeniiber der Kompression

Bemerkenswert ist, dass 70% der Fluoreszenz auf den von der Kompression abgewandten
Seiten zu finden sind, hingegen nur 30% der zur Kompression gerichteten Seiten

fluoreszieren.
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Uber die Lokalisation der Klammer im Bohrloch gibt die nichste Graphik Auskunft:

Sitz der Klammer im Bohrloch

O Zentral
W zur Kompression
O gegen Kompression

Abb. 64: Sitz der Klammer im Bohrloch

Im Zentrum des Bohrloches sitzen mit 44% knapp die Hélfte aller Klammern. Die restlichen
Klammern liegen exzentrisch, wobei hier ein etwas groferer Anteil von 32% zur

Kompression und der kleinere Teil mit 24% der Kompression entgegen gerichtet ist.

Im folgenden Diagramm sind die Héaufigkeiten des Vorkommens von Geflechtknochen

dargestellt, darauf bezogen, ob der Spalt unter Kompression steht oder nicht.

Prozentualer Anteil von Geflechtknochen

‘I:IGeerchtknochen W anderes Gewebe ‘

Mit Kompression Ohne Kompression

Abb. 65: Prozentualer Anteil von Geflechtknochen

Hier zeigt sich, dass in den komprimierten Spalten erheblich hdufiger, ndmlich zu 66%,
Geflechtknochen vorhanden ist, als in denen ohne Kompression. Hier liegt der Anteil bei

30%.
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3.4.5 Bestimmung des Titangehalts
Nach der Gefriertrocknung der Organproben ergeben sich folgende Werte:

Tab.9: Organproben nach der Gefriertrocknung

Probengewicht

‘ Leber Milz Niere Lunge
meg

Hund 2 0,16 0,14 0,13 0,07
Hund 3 0,19 0,09 0,09 0,09
Hund 4 0,28 0,78 0,23 0,13
Hund 5 0,90 0,49 0,50 0,49
Hund 6 0,40 0,63 0,51 0,41
Hund 7 0,46 0,41 0,68 0,52

Diese Werte werden benutzt um sich auf das Trockengewicht beziehende Titan-Gehalte zu
errechnen und sie den auf das Frischgewicht bezogenen Organtitangehalten, die sich aus der

Atomabsorptionsspektrographie ergeben, gegentiber zu stellen.

Tab.10: Titangehalte der Leber

LEBER ng/kg Feuchtgewicht | pg/kg Trockengewicht
Hund 2 59,8 0,024
Hund 3 36,2 0,015
Hund 4 136 0,101
Hund 5 554 0,104
Hund 6 85,4 0,074
Hund 7 51,1 0,052
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Tab.11: Titangehalte der Milz

MILZ ng/kg Feuchtgewicht | pg/kg Trockengewicht
Hund 2 160 0,041

Hund 3 49,8 0,009

Hund 4 152 0,273

Hund 5 107 0,115

Hund 6 136 0,202

Hund 7 65,3 0,064

Tab.12: Titangehalte der Niere

NIERE ng/kg Feuchtgewicht | pug/kg Trockengewicht
Hund 2 38,4 0,010

Hund 3 314 0,006

Hund 4 69,1 0,042

Hund 5 51 0,050

Hund 6 75,1 0,085

Hund 7 45,9 0,064

Tab.13: Titangehalte der Lunge

LUNGE ng/kg Feuchtgewicht | ug/kg Trockengewicht
Hund 2 33 0,008

Hund 3 424 0,007

Hund 4 48,7 0,018

Hund 5 38,6 0,042

Hund 6 25,2 0,021

Hund 7 32,8 0,036
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Die beiden folgenden Graphiken stellen die Mittelwerte der in den inneren Organen
gemessenen Titangehalte einmal bezogen auf das Feuchtgewicht, zum anderen bezogen auf

das Trockengewicht dar.

Titangehalt der Organe - Feuchtgewicht
120 111,7
100 -
80 70,7
o
X g0l | 51,8
o 36,8
= 40 +—
20 A
0
Leber Milz Niere Lunge
O Feuchtgew icht
Titangehalt der Organe - Trockengewicht
0,07 0,06
0,06
0,05 0,042
2004
D 0,03 0.022
0,02 6,612 ——
0,01 4|_|7 ——
0 ‘ ‘
Leber Milz Niere Lunge
O Trockengewicht

Abb. 66: Vergleich der Titangehalte in den Organen bezogen auf Feucht- bzw.- Trockengewicht

Es féllt auf, dass die Organproben der Milz, die im Feuchtzustand die hochsten Werte
aufweisen, bezogen auf das Trockengewicht, den geringsten Titangehalt beinhalten. Die
Gehalte von Leber und Niere liegen bei beiden Untersuchungen im oberen Bereich. Die

Proben der Lunge beinhalten dagegen eine geringere Menge an Titanpartikeln.
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4. DISKUSSION

4.1 Material und Methoden

4.1.1 Tiermodell

Bei der Ubertragung von tierexperimentell erzeugten Befunden auf den Menschen stellt sich
die Frage, ob das experimentelle Resultat bei der jeweiligen Tierart den morphologischen
Verhiltnissen des Menschen entspricht und damit erst {ibertragbar wird. Die physiologische
und anatomische Ahnlichkeit einer bestimmten Spezies bilden daher die Voraussetzung zur
Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Untersuchungen am Tier auf den Menschen (HONIG
und MERTEN, 1993).

Bei der Auswahl des geeigneten Versuchstieres fiir die osteologische Untersuchung miissen
folgende Gesichtspunkte beachtet werden: Der Knochen muss in GroBe, Form und Festigkeit
dem des Menschen entsprechen, um ein analoges Vorgehen mit in der Humanmedizin
iiblichen Instrumenten und Implantaten zu ermoglichen. Dabei sollen die
Knochenregeneration und die biomechanische Belastung mit der des Menschen vergleichbar
sein. Weiterhin miissen die Moglichkeiten im Tierversuch die beim Menschen erhofften
Langzeitergebnisse zu simulieren und eine Reproduzierbarkeit der Reaktion auf die
Versuchsbedingungen gegeben sein. Nicht zuletzt soll die Wahl auf die Tierart fallen mit der
die anstehende Fragestellung unter guten Laborbedingungen und kostenglinstig beantwortet
werden kann (WISSING et al., 1991).

Die Verwendung einer kleinen Tierspezies, wie dem Kaninchen oder den Ratten, war fiir die
vorliegende Studie aus verschiedenen Griinden nicht moglich. Zum einen sind die
GroBenverhiltnisse zu eingeschrankt, um mit den tiblichen Instrumenten und Implantaten zu
arbeiten, zum anderen besitzt das Kaninchen eine zu geringe Knochenfestigkeit und eine
erheblich rascher ablaufende Knochenumbaurate als der Mensch. Nach WISSING et al.
(1991) ist die Knochenheilung beim Kaninchen bereits nach 6 Wochen abgeschlossen.

In Bezug auf die Knochenfeinstruktur ist, abgesehen von den Primaten, der Hund das Tier,
das den Verhiéltnissen des Menschen am dhnlichsten ist (POHL et al., 1995). Der Hund weist,
wie der Mensch, vorwiegend eine Sekundérosteonenstruktur auf, im Gegensatz dazu zeigen
Kaninchen, Schaf, Schwein und Huftiere vor allem die niedriger organisierte primére
Osteonenstruktur. Wahrend der Anteil der Sekundérosteone beim Schwein bei 30% liegt

(HONIG und MERTEN, 1993), besitzt der Hund zu iiber 90% eine Sekundirosteonenstruktur
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(WISSING et al., 1991). Primérosteone treten bei dieser Spezies nur fetal und unmittelbar
postnatal auf, im Laufe des Wachstums werden sie durch Sekundirosteone ersetzt.

Der Unterschied dieser beiden Osteonenstrukturen liegt im Gefdfverteilungsmuster. Bei den
primdren Osteonen besteht eine plexiforme GefaBBverteilung, die eine Regenerationsfahigkeit
des Knochens von peripher erlaubt, da bei einer Blockade der zentralen Arterie eine
Stromumkehr  moglich ist. Bei dem  funktionellen  Endarteriensystem  der
Sekundérosteonenstruktur kann dagegen eine Revaskularisation nur zentrifugal von der
Markhohle aus erfolgen. Damit 1dsst sich auch erkliaren, warum die Knochenbruchheilung bei
jiingeren Individuen offenbar schneller vor sich geht, als bei dlteren. Letztere besitzen mehr
Sekundirosteonenbezirke pro Knochenvolumen, als die jiingeren, bei denen als Reste des
appositionellen Dickenwachstums des Rohrenknochens periostal noch mehr oder weniger
ausgedehnte plexiforme Areale mit grofBerer Kompensationsfahigkeit bestehen (EITEL, et al.,
1981a).

EITEL und Mitarbeiter (1981b) folgern aus der Vergleichbarkeit unter physiologischen
Bedingungen, dass die Ubertragung der Untersuchungsbefunde auch unter
pathophysiologischen Bedingungen nicht fehlerhaft ist.

Aus der Isomorphie der Knochenstruktur des Hundes im Vergleich zum Menschen schlieflen
sie darauf, dass im Hinblick auf den kndchernen Regenerationsprozess beim Hund
gewonnene Ergebnisse eher auf die Humansituation iibertragen werden konnen als Ergebnisse

von anderen Spezies.

4.1.2 Implantatdesign und operatives Modell

Sowohl das zum Einsatz gekommene Implantatmaterial, wie auch das Implantatdesign sind in
der Medizin zugelassen und kommen dort auch zur Anwendung. Als Modell zur Uberpriifung
der Osseointegration erscheinen die Abmessungen des Priifkdrpers in Zusammenhang mit der
Priparationstechnik des Implantatlagers als ungiinstig. Der Grund hierfiir sind die Malle des
Querschnitts der Klammerenden von 1,6 x 0,7 mm im Verhéltnis zur Gréf3e des runden
Bohrlochs, da der Abstand der langen Seiten der Klammerschenkel zum Bohrlochrand
erheblich groBer ist als derjenige der kurzen Seiten und somit auch eine unterschiedliche
Gewebeanlagerung zustande kommt. Da zwischen Implantat und Knochen kein direkter
Kontakt besteht, kommt es zu einer sekundidren Knochenheilung und einer Einheilung des
Implantats nach dem Muster der Distanzosteogenese.

Den passenden Abstand fiir die Bohrlocher der Klammerenden zu finden, gestaltete sich

anfangs schwierig, da es beim Abkiihlen und anschlieBendem Aufbiegen der Klammer zu
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einer Ausdehnung des Materials kommt. Daher wurde ab Hund 2 eine aufgebogene Klammer

zur Abstandsmessung verwendet.

4.1.3 Auswahl der Fluoreszenzfarbstoffe

Bestimmte Vitalfarbstoffe gehen wihrend der Mineralisation der organischen Matrix eine
Chelatbindung ein und werden somit in die Mineralisationsfront eingelagert. Diese wandert
bei fortwdhrender Knochenbildung in die Tiefe. Bei der Verteilung der Fluorochrome im
Knochen fanden MILCH et al. (1958) weder alters- noch geschlechtsspezifische
Unterschiede.

Wihrend einzelne Marken Auskunft {iber die Knochenanlagerung zu einem bestimmten
Zeitpunkt geben, gestattet die sequenzielle Gabe von Fluorochromen die Anbaurichtung und
die topographische Lokalisation des Knochenanbaus zu verfolgen. Ebenso kénnen auf diese
Weise Remodeling-Prozesse dargestellt werden. Diese Farbstoffe behalten ihre Eigenschaft
der Fotolumineszenz, daher konnen diese Regionen unter UV-Anregung durch
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden (RAHN et al., 1970; KNOFLER et al.,
1990).

An eine Substanz zur Fluoreszenzmarkierung werden daher verschiedene Anforderungen
gestellt. Zum einen muss die Fluoreszenz klar begrenzt sein und sich deutlich von anderen
Substanzen unterscheiden, zum anderen soll der Einfluss der Markiersubstanz auf die
Knochenheilung moglichst gering sein und die Substanz soll allgemein eine gute
Vertraglichkeit aufweisen. AuBlerdem soll es weder durch die Chemikalien wahrend der
Verarbeitung noch durch das ultraviolette Licht bei der Fluoreszenzanregung zu einer
Beeintrachtigung der Fluoreszenz kommen (RAHN, 1976). Fiir die vorliegende Studie
wurden daher die Farbstoffe ausgewaihlt, welche die meisten der oben genannten Kriterien
erfiillen: Nach den Forschungen von RAHN und PERREN (1971b) zeigen Calceingriin,
Xylenolorange, Alizarinkomplexon und Tetracycline deutliche und gut voneinander
abgrenzbare Banden und weisen alle eine gute Vertrdglichkeit auf. In einigen Untersuchungen
(HARRIS, 1960; RAHN et al., 1970) wurde allerdings festgestellt, dass Tetracycline einen
negativen Einfluss auf das Knochenwachstum und die Mineralisation haben. Daher kamen sie
fiir die vorliegende Untersuchung nicht zum Einsatz.

Wihrend in der vorliegenden Studie sowohl fiir Calceingriin, als auch fiir Xylenolorange
deutliche Fluoreszenzbanden zu sehen sind, kann keine Bande fiir Alizarinkomplexon

nachgewiesen werden. Ein moglicher Grund hierfiir ist die Einbettung der Priparate in
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Methylmetacrylat, durch das es zu einer deutlichen Abschwéichung und zu einer Verédnderung
der Farbe kommen kann (RAHN und PERREN, 1971a; RAHN und PERREN, 1976).

Ein anderer Grund weswegen bestimmte Farbbanden nicht mehr sichtbar sind, liegt an
Remodeling-Prozessen, wéhrend denen die eingelagerten Farbstoffe abgebaut werden.
KNOFLER und Mitarbeiter (1990) konnten derartige Umbauprozesse bei Meerschweinchen
nach 30 Tagen feststellen. Da in den eigenen Untersuchungen der Beobachtungszeitraum
kiirzer war und Alizarinkomplexon der letzte der verabreichten Farbstoffe war, erscheint es

unwahrscheinlich, dass er aufgrund eines Umbauprozesses nicht zu sehen ist.

4.1.4 Versuchsaufbau

Ziel der Studie ist es, zu lberpriifen, inwiefern sich die verbesserte Einheilung PIII-
beschichteter Nickel-Titan-Implantate vom Tiermodell der Ratte (KRAUSE, 2001) auf ein
dem Menschen beziiglich der Knochenstruktur dhnlicheres Tiermodell, den Hund, {ibertragen
lassen. Gleichzeitig sollen die Heilungsvorgénge mit bzw. ohne Kompression verglichen
werden. Fiir den ersten Teil der Untersuchungen ist es notwendig, in einem standardisierten
Verfahren die Gewebsreaktionen auf behandelte und unbehandelte Implantate zu vergleichen,
fiir den zweiten Teil ist die Gegeniiberstellung von komprimierten bzw. nicht komprimierten
Spalten nétig. Da fiir die Auswertung die Kontaktzone von Implantat und Knochen von
Interesse ist, wurde das Verfahren der Kunststoffeinbettung gewihlt, welches das Verbleiben
der Implantate im Knochen und somit die Herstellung artefaktarmer Pridparate ermoglicht.
Um in jedem Priparat einen Uberblick iiber beide Bohrldcher, den komprimierten und den
nicht unter Kompression stehenden Spalt zu erhalten, wurde eine Schnittebene parallel zur
Léngsachse der Klammer gewdhlt.

Die histologische Auswertung des Implantat—Interface-Bereichs sollte sich dhnlich wie in der
vorausgegangenen Arbeit von KRAUSE (2001) gestalten. Da aber in der Auswertung kein
knocherner Kontakt zwischen Implantat und Knochen festgestellt wurde, konnten einige
Punkte des Auswertungsschemas nicht iibernommen werden.

Die nun erfolgte histologische Auswertung erhebt keinen Anspruch auf Vollstindigkeit. Sie
bezieht sich fiir beide Teile der Untersuchung vor allem auf qualitative Gesichtspunkte, die

einander gegeniibergestellt werden konnen.
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4.2 Ergebnisse

4.2.1 Fluoreszenz — und Durchlichtmikroskopie der komprimierten / nicht
komprimierten Spalte
Der Vergleich der fluoreszierenden Anteile der Spalten, die unter Kompression stehen mit den
nicht komprimierten ergibt kein einheitliches Bild, da je nach Individuum und Seite teils der
komprimierte, teils der Spalt ohne Kompression geringfiigig mehr Fluoreszenz aufweisen.
Auch die Gegeniiberstellung der Mittelwerte zeigt fiir beide Fluoreszenzfarbstoffe nur
geringfiigige Abweichungen. Anhand des Vergleichs der Minimal- mit den Maximalwerten
ist eine breite Streuung der Ergebnisse zu erkennen.
In der histologischen Auswertung zeigte sich, dass es sich bei den im Innenbereich der Spalte
fluoreszierenden Bereiche hidufig um Nekrosezonen handelt.
An den fluoreszierenden Spaltrandern hingegen sind im histologischen Bild knochenauf- oder
abbauende Zellen zu erkennen. Die Spaltmitten sind mit faserreichem Bindegewebe gefiillt.
Diese Befunde decken sich mit den in der Literatur vorhandenen Studien an Hunden. So
fanden BORCKMANN und Mitarbeiter (1982) zwei Wochen postoperativ eine
Defektausfiillung mit einem lockeren, faserreichen Granulationsgewebe, eine beginnende
Knochenneubildung an den Réndern und Zeichen einer osteoklastiren Reaktion. Nach vier
Wochen stellten sie eine deutlich fortgeschrittene Knochenheilung, aber noch keine komplette
Durchbauung des Defekts fest. In den eigenen Untersuchungen konnten an mehreren
Préaparaten Stellen mit erstem Geflechtknochen festgestellt werden. Hier ist der Anteil bei den
unter Kompression stehenden Spalten deutlich hoher. Ob dies damit zusammenhéngt, dass
die komprimierten Spalten enger sind und damit schneller eine Durchbauung als bei den nicht
unter Kompression stehenden Spalten stattfindet oder ob ein direkter positiver Einfluss der
Kompression auf das Heilungsverhalten vorhanden ist, kann nicht gekliart werden. Es gibt
allerdings einige Studien, die eine vermehrte Knochenneubildung unter Kompression
nachweisen (ECKE, 1976; BORCKMANN et al., 1982; SOBALLE et al., 1990). Dies lésst
sich auf die primére Stabilisierung des Koagulums aufgrund des Drucks und damit der
Verhinderung von Spaltbildungen durch die Retraktion zuriickfiihren, wodurch eine
storungsfreie Organisation des Koagulums ermoglicht wird (BORCKMANN et al., 1982).
Das bei den komprimierten Spalten im Gegensatz zu denen ohne Kompression deutlich
hiufigere Vorkommen von osteoklastdren Ausbuchtungen an den Spaltrindern, deutet auf
eine Knochenresorption in diesen Bereichen hin.

Bemerkenswert ist die komplette Durchbauung der Spalten mit Geflechtknochen bei Hund 4.
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Als Grund hierfiir kann das Alter des Tieres in Betracht gezogen werden. Er war mit
eineinhalb Jahren der jiingste in der Studie. Knochenheilungsvorginge laufen bei jiingeren

Individuen schneller ab als bei élteren (EITEL et al., 1981b).

4.2.2 Fluoreszenz — und Durchlichtmikroskopie der beschichteten / unbeschichteten
Klammer
In den Bohrlochern ist die Fluoreszenz generell an den Kanten der Bohrkandle und in
unterschiedlichem Mafle um die Klammern zu finden. In einigen Priparaten sind zusétzlich
zwischen diesen Bereichen liegende fluoreszierende Abschnitte vorhanden. Es zeigt sich, dass
dieser Gesamtanteil an Fluoreszenz in den Bohrlochern, in denen sich nicht beschichtete
Klammern befinden, deutlich hoher ist. Ein dhnliches Bild ergibt sich bei der Fluoreszenz, die
direkt an der Oberfliche der Klammerenden liegt. Hier weisen die unbeschichteten Klammern
im Vergleich zu den beschichteten von einem Viertel bis iiber die Hélfte mehr fluoreszierende
Oberflache auf. Vergleicht man die Minimal- mit den Maximalwerten, stellt man eine breite
Streuung der Einzelwerte fest.
In der histologischen Untersuchung waren sowohl an den Réndern der Bohrlocher als auch
um Teilabschnitte der Klammerschenkel parallel angeordnete Faserbiindel zu finden. Ein
dhnliches Bild einer grofteils parallelen Faserordnung um Titanplasma beschichtete
Implantate wurde auch in anderen Untersuchungen beschrieben (BUSER et al., 1992;
LISTGARTEN et al.,1992). In einer fritheren Studie fanden BUSER und Mitarbeiter (1989)
um ebenfalls Titanplasma beschichtete Implantate eine senkrechte Anordnung der Fasern,
hingegen um glatt polierte Oberflichen eine parallele Faserrichtung. Da dies auch an
Untersuchungen in Zellkulturen festgestellt wurde (INOUE et al., 1987, GROSSNER-
SCHREIBER und TUAN, 1991) folgerten die Autoren, dass in der neueren Untersuchung die
Implantate eine zu geringe Rauhigkeit aufweisen.
Knochenzellen konnten ausschlieBlich an den Ridndern der Bohrlocher festgestellt werden. Da
die Préparate aber auch an den Stellen, an denen die parallel angeordneten Faserbiindel zu
erkennen sind, fluoreszieren, kann die Hypothese von KNOFLER und Mitarbeitern (1990)
vertreten werden, die neben der Bindung der Fluoreszenzfarbstoffe an Mineralien, auch die
Bindung an Geriisteiweifle und Kollagen diskutieren.
Die Bohrlocher sind alle durch ein faserreiches Bindegewebe aufgefiillt, an ihren Réndern
sind stellenweise osteoklastire Reaktionen, ebenso zu beobachten wie eine

Osteoblastentétigkeit. An zwei Préparaten ist in einem Bereich bereits Geflechtknochen
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erkennbar. Vergleichbare Ergebnisse sind auch in der Literatur zu finden. So fanden
BORCKMANN et al. (1982) beim Hund zwei Wochen postoperativ einen durch lockeres,
faserreiches Granulationsgewebe gefiillten Bohrkanal, an dessen Kante eine geringe
Knochenneubildung zu beobachten war, die sich nach vier Wochen deutlicher darstellte.
KNOFLER et al. (1990) beschreiben eine an der Knochenwunde bevorzugt an den Stellen der
Beriihrung durch das Implantat beginnende Heilung, die sich appositional auf das Implantat
zubewegt. In den eigenen Untersuchungen konnte an diesen Stellen eine engere Schichtung
der das Implantat umgebenden Fasern festgestellt werden. Allerdings bestand hier kein
direkter Kontakt zwischen Bohrlochrand und Implantat, sondern nur ein geringerer Abstand.
SOBALLE et al. (1990) stellten an Titanimplantaten, die in eine Liicke eingesetzt wurden
verglichen mit an die Umgebung gepressten eine reduzierte mineralisierende Oberflache fest.
Daher stellt sich die Frage, ob fiir die vorliegende Studie ein kleineres, der Implantatform
angepasstes Bohrloch geeigneter gewesen wire. Zudem muss bedacht werden, dass durch den
Einsatz rotierender Instrumente, wie den Bohrer, eine Hitzeschiadigung des umliegenden
Knochengewebes und damit eine Nekrosezone von 0,5 mm entsteht (KNOFLER er al., 1989;
LISTGARTEN et al., 1991).

Wihrend in Studien an der Ratte bereits nach vier Wochen eine komplette Heilung und
Osseointegration festgestellt wurden (FJUI et al., 1998; TAKESHITA et al., 1996), dauerte
die komplette Einheilung beim Hund einige Monate (LISTGARTEN et al., 1992; OHMAE et
al., 2001). Dies ist allerdings keine Erklarung dafiir, warum in der vorliegenden Studie auf der
Implantatoberfliche iiberhaupt keine knochenbildenden Zellen gefunden wurden, da erste
Knochenkontakte bereits erheblich frither beschrieben werden. So fanden DEPORTER und
Mitarbeiter (1986), wie auch CHANG et al. (1998) beim Hund bereits vier Wochen nach der
Implantation eines Titanimplantats einen Kontakt zwischen diesem und dem Knochengewebe.
ERICSSON et al. (1994) konnten nach zweimonatiger Implantatliegedauer -eine
Kontaktfliche von 40% nachweisen. SELVIG (1994) vertritt die Meinung, dass die Frage, ob
eine Gewebeverbindung zustande kommt oder nicht, unabhingig vom Versuchstier bereits
nach einer bis zwei Wochen geklart werden kann, da hierfiir das Vorhandensein von
endgiiltigem Knochengewebe nicht notig ist. Fiir den Hund empfiehlt er eine
Beobachtungszeit von vier Wochen, da in diesem Zeitraum zwar Knochengewebe erst in
geringem Mafle vorhanden ist, aber bereits eine ausreichende Gewebeverbindung, die er als
»Kollagen-Adhdsion“ bezeichnet, vorhanden ist. Wenn das in den eigenen Préparaten
gefundene parallelfaserige Gewebe als eine derartige Kollagen-Verbindung angesehen wird,

zeigt sich, dass die nicht beschichteten Klammern ein erheblich hoheres Mall an Bindung
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aufweisen. Aus welchen Griinden die in der Untersuchung von KRAUSE (2001) gefundenen
positiven Auswirkungen der PIII-Beschichtung in den eigenen Untersuchungen beim Hund
nicht nachvollzogen werden konnten, bleibt unklar.

Die Tatsache, dass die Fluoreszenz um die Klammer grof3teils derartig verteilt ist, dass sie auf
der von der Kompression abgewendeten Seite liegt, ldsst vermuten, dass der durch die
Klammer ausgeiibte Zug einen negativen Einfluss auf die Anlagerung von Gewebe in diesem

Bereich hat.

4.2.3 Titangehalte der Organe

Als Ursache fiir die Freisetzung von Titanpartikeln aus Implantaten wird sowohl eine
Ionisierung des Metalls im Kontakt mit den umgebenden Geweben und Korperfliissigkeiten,
als auch Mikroabrieb diskutiert. Eine erhohte Leitfdhigkeit fiir Titankationen soll durch eine
Chloridkontamination der passivierenden Oxidschicht zustande kommen (SCHLIEPHAKE et
al., 1991). Héufiger wird allerdings der Mikroabrieb aufgrund mechanischer Gegebenheiten
beschrieben (SCHLIEPHAKE et al., 1993a; DEPPE et al., 2002). SCHLIEPHAKE und
Mitarbeiter (1993a) fanden Titanpartikel extrazellular zwischen den Kollagenfasern und in
der Ndhe von Gefillen. Ebenso beobachteten sie wie Makrophagen, die Titanpartikel
phagozytiert hatten, in Blut- oder Lymphgefi3e eindringen. Dort werden die Titanpartikel
entweder lysosomal zersetzt oder sie werden weitertransportiert und lagern sich in den
Endstrombahnen der inneren Organe ab.

Die in der vorliegenden Studie gemessenen Titangehalte der Organe weisen grofle Streuungen
auf, was auch in anderen Untersuchungen beobachtet werden konnte (SCHLIEPHAKE et al.,
1991; DEPPE et al., 2002). Wéahrend SCHLIEPHAKE et al. (1991) in der Milz von Gottinger
Miniaturschweinen nach dreimonatiger Implantationszeit einen durchschnittlichen Titangehalt
von 46,3 pg/g Trockengewicht finden, wird in den eigenen Untersuchungen ein mittlerer
Wert 117,32 pg/g Trockengewicht festgestellt, was dem 2,5-fachen des in der Literatur
gefundenen Wertes entspricht. Auch der Lebertitangehalt der Hunde, der im Mittel bei 61,62
ug/g liegt, weist ein Vielfaches dessen auf, was in den Schweinelebern gemessen wurde. In
der Studie von SCHLIEPHAKE et al. aus dem Jahr 1989 lag der Mittelwert bei 11,93 pg/g
und in einer dhnlichen Untersuchung von 1991 bei 11,5 pg/g. Dort konnte nach fiinf Monaten
Liegedauer der Implantate eine geringe Abnahme des Titangehalts in der Leber auf 10,93
ng/g festgestellt werden.
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Beziiglich der Titananreicherung in den Nieren besteht ein deutlicher Unterschied zwischen
den Angaben zweier gleichartiger Versuche von SCHLIEPHAKE und Mitarbeitern. Wihrend
in einer Studie von 1989 ein Wert von 1,68 ng/g gemessen wurde, wurde 1991 ein Gehalt von
7,9 ng/g gefunden. Die in der eigenen Untersuchung festgestellten Werte liegen mit einem
Durchschnitt von 42,65 ng/g deutlich dartiber.

Im Gegensatz dazu liegt der Mittelwert des Titangehalts der Lunge mit 22,09 pg/g wesentlich
unter den in der Literatur beschriebenen, die mit 209,5 pg/g (1989) bzw. 99,6 ng/g (1991)
angegeben werden. Dort kommt es nach fiinfmonatiger Implantationsdauer zu einem
signifikanten Anstieg auf 432,86ug/g bzw. 135,7 pg/g.

Aus diesen Ergebnissen schlieBen SCHLIEPHAKE et al. (1989; 1991), dass es bevorzugt in
der Lunge und in der Milz zu einer Anreicherung von Titanaggregaten kommt, hingegen die
Anreicherung in Leber und Niere nicht dauerhaft ist.

Beziiglich des Titangehaltes der Milz trifft diese Aussage auch auf die eigenen
Untersuchungen zu.

Hinsichtlich der Mengenverhéltnisse der in den verschiedenen Organen gefundenen
Titangehalte stimmen die durch die vorliegenden Studie erhaltenen Ergebnisse mit denen von
DEPPE et al. (2002) iiberein, die nach Implantation von Zylindern aus Reintitan
Titanablagerungen in absteigender Reihenfolge in Milz, Leber, Niere und Lunge von Hunden
finden. Daraus kann geschlossen werden, dass Nitinol beziiglich der Titanfreisetzung dem
Reintitan gleichzusetzen ist.

Auffallend ist, dass sich die bei Hund 4 gemessenen Werte generell deutlich {iber den
Mittelwerten befinden. Als Ursache hierfiir kann das gelockerte Implantat gesehen werden.

In der Humanmedizin werden bei Lockerungen von Prothesen Erhdhungen von Titan-
Konzentrationen im Serum bis auf das 50fache des Normalwertes gemessen (LIU et al., 1998;
JACORBS et al., 1999).

Nicht zu vernachldssigen ist, dass es auch durch Umweltbelastungen zur Anreicherung von
Titan in den inneren Organen kommt. So wird beim Menschen ein Gehalt von 50ug/kg
Frischgewebe in der Lunge als normal angesehen (SCHMITZ-MOORMANN et al., 1964).

In den eigenen Untersuchungen liegt das Maximum mit 48,7 pg/kg noch knapp unter diesem
Wert.

Da die in der Literatur angegebenen Titangehalte eine sehr breite Streuung aufweisen und bei
unterschiedlichen Spezies gemessen wurden, ist eine konkrete Interpretation der Ergebnisse

nicht méglich.
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Es stellt sich aber die Frage, welche Auswirkungen die freigesetzten Titanpartikel einerseits
auf das umliegende Gewebe und andererseits auf die Organe haben, in denen sie
akkumulieren.

OSBORN und Mitarbeiter (1990) beschreiben eine durch Titan ausgeloste Schidigung der
Leukozyten, sowie der Lymphozyten. AuBBerdem soll die alkalische Phosphatase um 40%
reduziert werden, was einen negativen Einfluss auf die Knochenheilung hat. Durch Bindung
von Titan an Hydroxylappatitkristalle soll das aktive Kristallwachstum gehemmt werden. Da
in einer Untersuchung mit einem durch Titan-Plasma beschichteten Implantat eine 2,5fach
hohere Freisetzung von Titan festgestellt wurde, empfehlen die Autoren von -einer
Beschichtung fiir Langzeitimplantate abzusehen. In anderen Studien wird die gegenteilige
Meinung vertreten, da durch eine Beschichtung der Abrieb von Partikeln minimiert werden
soll. Es konnte auch keine negative Induktion einer abnormalen morphologischen Anderung
von Fibroblasten und Makrophagen veranlasst durch Titanpartikel nachgewiesen werden
(SCHLIEPHAKE et al., 1993b).

ASSAD et al. (1999) stellen in vitro keine Freisetzung von Titan aus Nitinol fest und fiihren
dies zum einen auf die schiitzende Oxidschicht, zum anderen auf die sehr stabile Verbindung
zuriick, die auftritt, wenn Titan und Nickel in den gleichen atomaren Mengen vorhanden sind.
In der Diskussion iiber die zellschddigenden Auswirkungen des Titans ist es unumgénglich
dessen PartikelgroBe zu beachten. EVANS (1994) stellte in einer in vitro Studie fest, dass
gemahlene Titanpartikel, die kleiner als Sum sind, Zellschdden verursachen, wihrend grof3ere
Teilchen auch bei direktem Zellkontakt keinen negativen Einfluss zeigten. Daher ist
notwendig, Implantate derartig zu gestalten dass eine Freisetzung feiner Partikel vermieden

wird.
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4.3 Schlussfolgerung und klinischer Ausblick

Wie zu erwarten war, zeigen die unter Kompression stehenden Spalten ein rascheres
Heilungsverhalten. Fiir den weiteren klinischen Einsatz sollte aber ein Mafsystem entwickelt
werden, das ein zuverldssiges Bohren der Locher im passenden Abstand und damit ein

rasches und reibungsloses Einsetzen der Klammern ermoglicht.

Obwohl weder unter den beschichteten noch unter den unbeschichteten Klammern zum
Zeitpunkt der Probenentnahme eine Osseointegration besteht, weisen die Letzteren eine
hohere fluoreszenzmikroskopische Aktivitét auf.

Anhand der Ergebnisse kann keine Stimulation der Osseointegration durch die PIII-

Beschichtung festgestellt werden.

Da aber in einer anderen Studie (KRAUSE, 2001) ein verbessertes Einheilverhalten fiir PIII-
behandelte Implantate festgestellt wurde, sollte diese Art der Oberflichenmodifizierung
Gegenstand weiterer Forschungen sein. Dafiir sollten ein standardisiertes Implantatdesign und

eine lingere Einheilungszeit gewéhlt werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Entwicklung neuer Beschichtungstechnologien ist ein wichtiges Gebiet der
Implantationsmedizin. Dabei wird eine ausgeprigte Osseointegration angestrebt, um eine
dauerhafte, biologische Fixation des Implantats zu gewihrleisten. Bei der Plasma-
Immersions-lonen-Implantation (PIII) handelt es sich um ein Verfahren, mit dem
Beschichtungsionen stabil unter die Oberfldache eingelagert werden konnen.

In der vorliegenden Studie wird untersucht, ob sich das verbesserte Einheilverhalten PIII-
behandelter Implantate, wie es bei der Ratte gefunden wurde, auf ein dem Menschen
beziiglich seiner Knochenstruktur dhnlicheres Tiermodell, den Hund, iibertragen lasst. Dazu
werden 7 Beagle-Hunden an beiden Unterkieferdsten mit einem Osteoskalpell gleichseitige
Dreiecke herausgesdgt, die randomisiert auf der einen Seite mit einer PIll-behandelten, auf
der anderen Seite mit einer unbehandelten Autokompressionsklammer aus Nitinol wieder
fixiert werden. Damit kann gleichzeitig die Einheilung einer unter Kompression stehenden
Knochenspalte mit der ohne Kompression verglichen werden.

Nach einer Implantationszeit von drei Wochen werden die Knochenproben in Kunststoff
eingebettet, in 150um dicke Scheiben geschnitten und floureszenzmikroskopisch und
histologisch untersucht.

In Organproben von Lunge, Leber, Milz und Niere wird der Titangehalt
atomabsorptionsspektrographisch bestimmt. Hier ergibt sich auf das Frischgewicht bezogen
eine absteigende Reihenfolge der Titangehalte fiir Milz > Leber > Niere > Lunge und ein
absteigender Gehalt in Leber > Niere > Lunge > Milz in bezug auf das Trockengewicht.

Bei der Auswertung zeigt sich, dass die unter Kompression stehenden Spalten eine raschere
Heilung aufweisen, als die nicht komprimierten.

In die Bewertung der Implantate gehen 12 Préparate ein. Hier ist weder bei den beschichteten,
noch bei den unbeschichteten eine kndcherne Einheilung festzustellen. Die unbeschichteten
Klammern weisen eine hohere fluoreszenzmikroskopische Aktivitét auf.

Die gefundenen Ergebnisse zeigen, dass es durch die PIII-Beschichtung nicht zu einer
Stimulation der Osseointegration kommt. Da diese Aussage nicht mit den Resultaten
vorausgegangener Studien {iibereinstimmt, miissen weitere Untersuchungen den genauen

Wirkmechanismus der PIII-Beschichtung auf osseointegrative Prozesse zeigen.
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6. SUMMARY

Osseointegration of nickel-titanium shape-memory clamps after surface modification by

plasma immersion ion implantation — an experimental study on animals

The development of new coating technologies is an important field of implantation medicine.
The aim is an extensive osseointegration to obtain long lasting biological anchorage of the
implant.

The plasma immersion ion implantation (PIII) is a method to deposit ions firmly under the
implant’s surface.

The present study determines the possibility of transferring the positive effects of a PIII-
coating to osseointegration, like it was seen in a study on rats, to another animal model with a
bone structure comparable to the human bone structure, the dog. In seven beagle dogs a
triangular bone fragment is prepared with a bone scalpel in both mandibles. This fragment is
fixed again randomised with a PIIl-coated shape-memory clamp of nickel-titanium alloy on
one site and with an uncoated one at the other site. So it is possible to draw a comparison
between the healing of the bone gap with and without press fit.

After three weeks of implantation the samples are embedded in methymetacrylate and after
polymerisation cut in slices of 150 um. These are examined by fluorescencemicroscopical and
histological methods. In tissue samples of lung, liver, spleen and kidneys the titanium
concentration is detected by atomic absorption spectrography. Converted to the concentration
of the fresh tissue there is in decreasing order of the titanium concentration in spleen > liver >
kidneys > lung and referred to the dry weight a decreasing titanium deposition in liver >
kidneys > lung > spleen.

In the evaluation of the bone gaps the gaps under press fit show a faster healing process as the
ones without press fit.

For the evaluation of the implants 12 samples are used. Neither in the coated nor in the
untreated clamps osseointegration is detectable. The uncoated implants showed a higher
fluorescensemicroscopical activity.

The results show no stimulation of the PIII-coating on osseointegration.

This is not confirm with the results of an earlier study, so further investigations have to clarify

the acting-mechanism of the PIII treatment on osseointegration.
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Einweg- Memory- Effekt (DRESCHER et al., 1990)
Zweiweg-Memory-Effekt (DRESCHER et al., 1990)
Klammer vor Insertion, (Produktinformation Fa. NORMED)
Eingesetzte Klammer, (Produktinformation Fa. NORMED)
Schematischer Aufbau einer PIII-Anlage (RAUSCHENBACH et al., 2001)
A und B: Distanzosteogenese, C und D: Kontaktosteogenese
Wahrend sich die knochenbildenden Zellen in Abbildung A an die Oberflache des alten
Knochens anlagern, treten sie in Abbildung C mit der Implantatoberfldche in Kontakt. Die
Ergebnisse der Osteogenesetypen sind in den Abbildungen B und D zu erkennen. In
Abbildung B lagert sich neues Knochengewebe an den alten Knochen an, in Abbildung C
hingegen ist eine um das Implantat herum beginnende Bildung von neuem Knochengewebe
zu erkennen. (DAVIES, 1998)
Lange der Klammer
Abmessungen der Klammer: Lange (L): 8mm, Breite (B): 1,6 mm,
Materialdicke (M): 0,7mm
Beschichtete (blau) und Unbeschichtete Klammern der Lénge 8mm
Osteoskalpell nach Sachse, Fa. Medicon
Bohrer, Fa. Bien Air
Handstiick von Sége und Bohrer, Fa. Bien Air
Einspriihen der Klammer mit Eisspray
Autfbiegen eines Klammerschenkels
Klammer einseitig aufgebogen
Knochenfragment durch Klammer fixiert
Skizze der Schnittebene
Untersuchungsprotokoll flir die qualitative fluoreszenzmikroskopische Auswertung
Auswertungsprotokoll fiir die Spaltheilung
Auswertungsprotokoll fiir die Einheilung der Klammern
Hund 4, Tag 0, links
Hund 4, Tag 6, links, Implantatverlust
Hund 4, Tag 0, rechts
Hund 4, Tag 22, rechts
Hund 3, Tag 6, links
Hund 5, Tag 12, links
Hund 5, Tag 22, links
Hund 5, Tag 22, rechts
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Abb. 29: Hund 4, rechts, ohne Kompression, 2,5fache Vergroflerung

Komplette Durchbauung des Spaltes mit Geflechtknochen

Abb. 30: Hund 4, rechts, ohne Kompression, 10fache Vergroerung

Von bone lining Cells begrenzte Knocheninseln (1), dazwischen Osteozyten (2)

Abb. 31: Hund 3, rechts, mit Kompression, 10fache Vergroflerung

Beginnende Formation zu Geflechtknochen

Abb. 32: Hund 6, rechts, mit Kompression, 10fache VergroBerung

Abb. 33:

Abb. 34:

Abb. 35:
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36:

37:

38:

39:

40:

41:

42:

43:

44

45:

46:

47:

48:
49:

Schwarzes Pigment im Spalt (1), groBBe Gefil3e (2)

Hund 5, links, mit Kompression, 20fache Vergroflerung

Osteoklasten am unregelmiBig geformten Rand

Hund 5, links, mit Kompression, 20fache VergroBerung

Osteoklasten in Ausbuchtungen

Hund 7, rechts, beschichtet, 2,5fache VergroBBerung

Klammer liegt exzentrisch

Hund 5, rechts, beschichtet, 2,5fache Vergroflerung

Zentrale Lage der Klammer

Hund 3, links, unbeschichtet, 20fache VergréBerung

Parallele Fasern um die Klammer

Hund 4, rechts, beschichtet, 20fache Vergroferung

Parallele Fasern um die Klammer

Hund 4, rechts, beschichtet, 10fache VergroBBerung

Geflechtknochen am Bohrlochrand

Hund 4, rechts, beschichtet, 10fache Vergroflerung

Spalt zwischen Klammer und Gewebe

Vergleich der Anteile an Fluoreszenz in den Spalten mit bzw. ohne Kompression
Mittelwerte der Fluoreszenz in den Spalten

Hund 4, rechte Seite, Spalt ohne Kompression, 2,5fache Vergroferung, Calceingriin
Punktuelle Fluoreszenz am Spaltrand

Hund 3, rechts, mit Kompression, 2,5fache VergroBerung, Calceingriin
Durchgehende Fluoreszenz am Spaltrand

Hund 4, rechte Seite, Spalt ohne Kompression, 25fache VergréBerung, Xylenolorange
Der komplette Spalt ist mit Geflechtknochenstruktur gefiillt.

Hund 3, rechts, mit Kompression, 2,5fache VergroBerung, Xylenolorange
Kontinuierliche Fluoreszenz am Spaltrand

Hund 4, rechte Seite, Spalt ohne Kompression, 2,5fache VergroB3erung, beide Farbstoffe
Hund 3, rechts, mit Kompression, 2,5fache Vergroferung, beide Farbstoffe
Prozentualer Anteil der Restspalte
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Abb. 50
Abb. 51
Abb. 52

Abb. 53
Abb. 54: Hund 2, links, unbeschichtete Klammer, 2,5fache VergroBerung, Calceingriin

Abb. 55

: Vergleich der Fluoreszenz im Bohrloch um die beschichteten / unbeschichteten Klammern

. Skizze Klammeroberfliche

: Vergleich der Fluoreszenz an den Oberflachen der beschichteten/ unbeschichteten
Klammern

: Vergleich der Mittelwerte um die Klammern

Fluoreszenz an der Bohrlochkante und an beiden langen Seiten der Klammer
: Hund 2, rechts, beschichtete Klammer, 2,5fache Vergroferung, Calceingriin

Fluoreszenz an der Bohrlochkante und einseitig um die Klammer

Abb. 56: Hund 2, links, unbeschichtete Klammer, 2,5fache VergroBerung, Xylenolorange

Fluoreszenz an der Bohrlochkante und an beiden langen Seiten der Klammer

Abb.57: Hund 2, rechts, beschichtete Klammer, 2,5fache Vergroferung, Xylenolorange
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58
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60
61
62
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66

Fluoreszenz an der Bohrlochkante und einseitig um die Klammer
: Hund 2, links, unbeschichtete Klammer, 2,5fache Vergroflerung, beide Farbstoffe
: Hund 2, rechts, beschichtete Klammer, 2,5fache VergroBerung, beide Farbstoffe
: Verteilung der Fluoreszenz um die Klammern
: Verteilung der Fluoreszenz um die beschichteten Klammern
: Verteilung der Fluoreszenz um die unbeschichteten Klammern
: Ausrichtung der Fluoreszenz gegeniiber der Kompression
: Sitz der Klammer im Bohrloch
: Prozentualer Anteil von Geflechtknochen

: Vergleich der Titangehalte in den Organen bezogen auf Feucht- bzw.- Trockengewicht
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10. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb. Abbildung

bzw. bezichungsweise

Ca Calceingriin

cm Zentimeter

cm? Quadratzentimeter
°C. Grad Celsius

€ Euro

et al. et altera

g Gramm

Fa. Firma

Hz Hertz

im. intra muskulér

1.V, intra venos

kHz Kilohertz

kg Kilogramm

KGW Korpergewicht

kV Kilovolt

med.vet. veterindrmedizinisch
min Minuten

ml Milliliter

mm Millimeter

um Mikrometer

MMA Methylmetacrylat
NaHCO, Natriumhydrogencarbonat
nm Nanometer

NiTi Nickel-Titan

Pa Pascal

pH negativer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
PIII Plasma-Immersions-lonen-Implantation
p-o. per os

p. Op. post operationem
S.0. siche oben

Tab. Tabelle

u.a. unter anderem

Xy Xylenolorange

z.B. zum Beispiel
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