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 1 Einleitung 1 1 EinleitungKnochenersatzstoffe  kommen  in  der  heutigen  Medizin,  insbesondere  in  derOrthopädie und Unfallchirurgie vielseitig zum Einsatz. Bereits in den 70er Jahrenkamen resorbierbare Implantate auf, die, wie sich selbst auflösendes Nahtmaterial,aus  Polylactiden  und  Polyglycoliden  hergestellt  wurden.  Trotz  einigerFehlversuche gelang es in den 90er Jahren resorbierbare Implantate zu entwickeln,die erfolgreich klinisch eingesetzt werden konnten  (WINTERMANTEL & HA,2008). Bei der Versorgung von Frakturen, zur Auffüllung von Defekten z.B. nachder  Entfernung  eines  Knochentumors,  in  der  Wirbelsäulenchirurgie  oder  beiangeborenen  Erkrankungen  wird  Knochenersatzmaterial  häufig  verwendet(GIANNOUDIS et  al.,  2005).  Dabei kommen sehr unterschiedliche Werkstoffezum Einsatz. 1.1 Eigenschaften resorbierbarer KnochenersatzwerkstoffeAlle  Knochenersatzwerkstoffe  müssen  bestimmte  Anforderungen  erfüllen,  umeinen erfolgreichen Einsatz zu gewährleisten. Die Implantate sollen in der Lagesein, die Knochenneubildung anzuregen (Osteoinduktivität). Zudem ist es wichtig,dass  das  implantierte  Material  als  Leitgerüst  das  natürliche Knochenwachstumerleichtert  (Osteokonduktivität)  und  eine  mechanisch  kompetente  Verbindungzwischen Knochen und Werkstoff ermöglicht. Die eingesetzten Materialien dürfendabei  keine  Entzündungsreaktion  im  umgebenden  Gewebe  auslösen(Biokompatibilität)  und  sollen  darüber  hinaus  im  Idealfall  resorbierbar  sein(GIANNOUDIS et al., 2005). Insbesondere  die  Forderung  nach  mechanischer  Belastbarkeit  stellt  dieMaterialforschung immer wieder  vor  neue  Herausforderungen.  Die  auftretendeBelastung  sollte  nach  erfolgter  Implantation  sofort  in  vollem  Umfangaufgenommen werden können. Im besten Fall wird im Verlauf der Degradationbzw. Resorption diese Aufgabe dann von neugebildetem Knochen übernommen(CLAES,  1992;  HOFMANN  &  CLAES,  1992). Faktoren  wie



 1 Einleitung 2Anwenderfreundlichkeit  und  Wirtschaftlichkeit  dürfen  bei  der  Auswahl  einesgeeigneten  Implantates  nicht  außer  Acht  gelassen  werden.  So  ist  bei  derVerwendung resorbierbarer Implantate in der Regel keine zweite Operation zurEntfernung des eingebrachten Materials notwendig, was nicht nur wirtschaftlicheVorteile,  sondern  auch  Entlastung  für  den  Patienten  mit  sich  bringt  (RÄIHÄ,1992).  Eine  weitere  wichtige  Eigenschaft  von  degradierbaren  Knochen-ersatzwerkstoffen ist  die Sterilisierbarkeit  bzw. die Möglichkeit,  die Implantateunter sterilen Bedingungen produzieren zu können.  1.2 Übersicht resorbierbarer KnochenersatzwerkstoffeResorbierbare  Knochenersatzwerkstoffe  sind  definitionsgemäß  Stoffe,  dieentweder  eigenständig  oder  in  Verbindung  mit  anderen  Materialien  denKnochenheilungsprozess  fördern  und durch körpereigene Stoffwechselvorgängeabgebaut werden können (SCHNÜRER et  al.,  2003).  Da sich die verwendetenMaterialien  zum  Teil  erheblich  in  ihrer  Zusammensetzung  und  ihrenEigenschaften unterscheiden, sollen im Folgenden die wichtigsten resorbierbarenImplantatmaterialien aufgeführt und erläutert werden. Autologer Knochen:Autologer Knochen stellt den wichtigsten Vertreter der Knochenersatzstoffe dar,ist aber nur begrenzt verfügbar. Er wird in den meisten Fällen aus dem Kamm derBeckenschaufel, dem Tibiakopf oder der Fibula entnommen. Eine Entnahme vonsowohl  spongiösem  als  auch  kortikalem  Knochen  ist  an  allen  genanntenLokalisationen möglich  (HEINEMANN et al.,  2011). Eine weitere Möglichkeitzur  Entnahme  bietet  die  Reamer-irrigator-aspiration-Technik  (RIA-Technik).Hierbei werden feine Knochenfragmente im Rahmen einer Markraumerweiterungaus dem Femur entnommen, was ein weitaus geringeres Komplikationsrisiko birgtals die Entnahme aus der Beckenschaufel (KOBBE et al., 2008).Die  Verwendung  von  autologem  Knochen  erscheint  in  Hinblick  aufBiokompatibilität,  Osteokonduktivität  und  Osteoinduktivität  nahezu  optimal



 1 Einleitung 3(GIANNOUDIS et al., 2005). Es ist jedoch zu bedenken, dass die Möglichkeit zurEntnahme von autologem Knochen stark eingeschränkt ist (GIANNOUDIS et al.,2005). Ebenso gilt  es, das durch die zusätzliche Operation zur Gewinnung desautologen  Knochens  entstehende  Risiko  sowie  die  hinzukommende  Belastungdurch  einen  verlängerten  Klinikaufenthalt,  abzuwägen  (GIANNOUDIS  et  al.,2005). Außerdem besteht eine nicht zu vernachlässigende „Donor-site-morbidity“,also  Beschwerden,  welche  durch  die  Entnahme  des  autologen  Knochensverursacht werden (CALORI et al., 2014).Xenogener Knochenersatz:Bei der Verwendung von xenogenem bzw. allogenem Knochen werden sowohlkortikaler als auch spongiöser Knochen eingesetzt. In den meisten Fällen wird dasMaterial  von  Rindern  gewonnen  und  in  weiteren  Verfahren  wieEntmineralisierung,  Sterilisation und Entproteinierung entsprechend aufbereitet.Der so bearbeitete Knochenersatzstoff gilt als osteokonduktiv und hinreichend gutverträglich.  Die  Gefahr  einer  Übertragung  von  Infektionen  kann  durch  dieAufbereitung weitestgehend ausgeschlossen werden (VALENTINI & ABENSUR,1997; GUARNIERI et al., 2016). Ein klarer Vorteil von xenogenem Knochen istdie hohe Verfügbarkeit und die Entlastung des Patienten, da diesem ein weitererEingriff  zur  Gewinnung  von  autologem  Knochen  erspart  bleibt  (BLOCK  &POSER, 1995). Nachteile des xenogenen Knochenersatzes werden in erster Liniedurch  die  Aufbereitung  bedingt.  So  reduzieren  sich  beispielsweise  dieOsteoinduktivität  und  die  mechanische  Belastbarkeit  zum  Teil  erheblich(GIANNOUDIS  et  al.,  2005;  HEINEMANN  et  al.,  2011).  Heutzutage  wirdxenogener  Knochenersatz  unter  anderem  in  der  Dentalimplantologie  und  derorthopädischen Chirurgie eingesetzt (SHARIF et al., 2016).Synthetische Polymere und Composite:Synthetische Polymere bestehen aus Polyester wie z.B. Poly-L-Lactid, Poly-D-L-Lactid  und  Polyglycolid  sowie  deren  Polymeren  und  können  in  denverschiedensten  Formen  und  Größen  hergestellt  werden.  Als  Pins,  Schrauben,



 1 Einleitung 4Anker  und  Nahtmaterial  werden  sie  sowohl  klinisch  als  auch  experimentelleingesetzt und werden dort z.B. zur Therapie chondraler sowie osteochondralerDefekte verwendet. Die Degradation von Polymeren erfolgt durch hydrolytischeSpaltung  und  variiert  sehr  stark  in  ihrer  Geschwindigkeit,  je  nachZusammensetzung  und  Strukturmerkmalen  wie  Porosität  oderOberflächenbeschaffenheit (HOLLINGER & BATTISTONE, 1986; JANSSON etal., 2000; WEGENER et al., 2009; WEGENER et al., 2010).Keramische Werkstoffe und Biogläser:Keramiken  gehören  zu  den  anorganischen  Stoffen,  die  entweder  synthetischhergestellt  oder  biologisch  aus  boviner  Spongiosa  oder  dem  Exoskelett  vonKorallen gewonnen werden können (SCHNÜRER et al., 2003). Die am häufigstenverwendeten keramischen Materialien stellen Hydroxylapatit Ca5(PO4)3(OH) undTricalciumphosphat  Ca3(PO4)2 dar.  Da  diese  Verbindungen  selbst  im  Knochenvorkommen,  liegt  ihre  Verwendung  als  Ersatzstoffe  nahe.  Aufgrund  dereingeschränkten  mechanischen  Belastbarkeit  werden  diese  hauptsächlich  alsFüllstoffe bei Knochentransplantationen oder als Beschichtung in der Prothetikverwendet (WITTE et al., 2008). Kommt  es  zum  Einsatz  von  Knochenzementen,  spielen  Calciumphosphat  undCalciumsulfat  in  diversen Zusammensetzungen eine wichtige Rolle.  Aus ihnenkönnen Pasten hergestellt werden, die direkt in situ angewendet werden können.Eine  hohe  Porosität  der  ausgehärteten  Masse  wirkt  sich  zwar  positiv  auf  dieResorptionsgeschwindigkeit  aus,  verhält  sich  aber  indirekt  proportional  zurStabilität (TAKAGI & CHOW, 2001).Biogläser  bestehen  häufig  aus  Siliziumdioxid  SiO2,  Calciumoxid  CaO  oderPhosphorpentoxid P2O5 und durchlaufen einen langwierigen Herstellungsprozessmit  Schmelztemperaturen  von  ca.  1500°C  (SCHNÜRER  et  al.,  2003).  AlsGewebestücke,  Granulat  oder  injizierbare  Pasten  werden  Keramiken  undBiogläser zur Therapie von Knochendefekten eingesetzt und tragen unter anderemzur Brückenbildung zwischen Knochenfragmenten bei (WITTE et al., 2008). 



 1 Einleitung 5Degradierbare Metalle:Sämtliche oben genannte Knochenersatzwerkstoffe eignen sich derzeit  mangelsausreichender mechanischer Belastbarkeit  nur zur Überbrückung von Defekten,die  zusätzlich  mechanisch  stabilisiert  werden.  Die  Verwendung  metallischerLegierungen scheint in Bezug auf deren Materialeigenschaften wie Festigkeit undHärte  nahezu  optimal  (WITTE  et  al.,  2005).  Im  Gegensatz  zu  früherenMetalllegierungen, die so beständig wie möglich sein sollten, ist es dabei wichtig,dass  die korrosiven  Eigenschaften  der  degradierbaren  Metalle  erhalten  bleibenund  dadurch  der  Abbauprozess  von  Implantaten  bis  zu  einem  gewissen  Maßvorhersehbar  bzw.  steuerbar  wird.  Wie  eingangs  erwähnt,  soll  die  auftretendeBelastung  nach  erfolgter  Implantation  sofort  in  vollem  Umfang  durch  dasImplantat  aufgenommen  werden  können.  Schrittweise  soll  im  Verlauf  derDegradation bzw.  Resorption diese Aufgabe dann von neugebildetem Knochenübernommen  werden  (CLAES,  1992;  WITTE,  2010).  Dies  setzt  aber  einenzeitlich angepassten Degradationsprozess voraus. Um ein Einwachsen von Gefäßen und ersten Knochenschichten in das Implantatzu  ermöglichen,  ist  die  Verwendung  eines  offenporigen  Materials  notwendig(KLAWITTER & HULBERT, 1971; FLATLEY et al., 1983). In Studien hat sicheine Porengröße von 50–400 µm als geeignet erwiesen (PILLIAR, 1983).Magnesiumbasierte offenporige Legierungen:Magnesiumlegierungen  werden  heute  vor  allem  in  der  Kardiologie,  derKardiochirurgie  sowie  der  Orthopädie  experimentell  erprobt  und  auch  bereitsklinisch eingesetzt  (HEUBLEIN et al., 2003; ZARTNER et al., 2005; WITTE etal., 2007). Die rasche Korrosion von Magnesium und seinen Legierungen unterphysiologischen  Bedingungen  führte  zunächst  dazu,  dass  es  klinisch  in  derOrthopädie nicht angewendet wurde. Limitierend für den intraossären Einsatz warzudem die durch die schnelle Korrosion bedingte Bildung von wasserstoffhaltigenGasblasen  (WITTE  et  al.,  2005).  Da  für  Wasserstoff  kein  physiologischerTransportmechanismus existiert, ist die Eliminierung nur über Lösung, Diffusion



 1 Einleitung 6und Abtransport in extrazellulärer Flüssigkeit möglich und geschieht entsprechendlangsam (OHTA, 2014). Erst durch die Zugabe von seltenen Erden, Aluminium,Kalzium  und  Zink  ließen  sich  die  Korrosionseigenschaften  vonMagnesiumlegierungen  deutlich  verbessern  (AGARWAL  et  al.,  2016).  Auchverhindert  eine  Mikrolegierung  mit  Germanium  wirkungsvoll  eine  vorzeitigeKorrosion von Magnesium (LIU et al., 2016). Magnesiumlegierungen weisen in etwa einen Elastizitätsmodul von E=44 GPa aufund sind  daher  für  die  Überbrückung von  Knochendefekten  in  Bereichen  mithoher mechanischer Beanspruchung weniger geeignet  (SONG, 2007; YUSOP etal.,  2012).  Zudem  kann  bei  der  Verwendung  von  Magnesiumlegierungen  diemechanische Belastbarkeit lediglich bis zu zwölf Wochen sichergestellt werden,was die Verwendung als  lasttragendes Element  weiter  einschränkt  (LIU et  al.,2014).Eisenbasierte offenporige Legierungen:Im  Gegensatz  zu  Magnesium  weisen  die  meisten  Eisenlegierungen  einenElastizitätsmodul  von  bis  zu  E=211  GPa  auf,  was  diese  für  den  Einsatz  inmechanisch  beanspruchten  Knochendefekten  als  geeigneter  erscheinen  lässt(YUSOP et al., 2012). Eisen stellt für den Organismus von Menschen und Tieren ein wichtiges Elementdar. Als Zentralatom von Hämoglobin ist es am Transport, der Aktivierung undder Lagerung von molekularem Sauerstoff beteiligt und spielt unter anderem einewichtige  Rolle  bei  der  Reparatur  von  Protein-,  Lipid-  und  DNA-Schäden(FONTECAVE & PIERRE, 1993; MUELLER et al., 2006).In der Natur kommt Eisen nur selten in Reinform vor. Es findet sich hauptsächlichals  Eisenoxid,  welches  in  Form von  Hydroxid  auftritt.  Nach  Kieselsäure  undTonerde  kommen  Eisenoxide  am dritthäufigsten  in  der  Erdkruste  vor.  Erst  abeinem  Eisengehalt  von  ca.  25%  kann  Eisenerz  technisch  verwertet  werden(WINNACKER & KÜCHLER, 1961).Eisenbasierte degradierbare Implantate wurden zunächst in der Form von Stents



 1 Einleitung 7an  Mäusen,  Kaninchen  und  Schweinen  experimentell  erprobt.  Die  Implantateerwiesen sich als  biokompatibel.  Toxische Degradationsprodukte konnten nichtnachgewiesen werden. Es fanden sich Eisenablagerungen in direkter Umgebungdes  Implantates  sowie  in  entfernten  Zellen.  Jedoch  verläuft  der  Abbaueisenbasierter Legierungen in vivo deutlich langsamer als aufgrund von  in vitro-Versuchen zu vermuten gewesen wäre (PEUSTER et al., 2001; PEUSTER et al.,2006; MUELLER et al., 2012). Eine Studie aus 2009 gibt für reines Eisen eineDegradationsrate  von  20,4  µg/h  an  (ZHU  et  al.,  2009).  Hier  gilt  es  durchVeränderung  der  Oberflächenbeschaffenheit  und  Hinzufügen  vonLegierungselementen die Degradationseigenschaften eisenbasierter Verbindungenzu optimieren. 1.3 GesamtprojektbeschreibungDas  Kooperationsprojekt  „DegraFer“  (Projektleitung:  PD  Dr  Bernd  Wegener,Klinikum  der  Universität  München,  Orthopädische  Klinik  und  Poliklinik)beschäftigt  sich  mit  der  Entwicklung  von  belastbaren  und  resorbierbarenImplantaten auf der Basis von zellulären Metallschäumen. In Zusammenarbeit mitdem Fraunhofer Institut für Fertigungstechnik und angewandte Materialforschung,Institutsteil  Dresden  (IFAM)  und  dem  Fraunhofer  Institut  für  KeramischeTechnologien und Systeme, Dresden (IKTS) wurden Implantate unterschiedlichereisenbasierter Legierungen hergestellt und charakterisiert. Im Tierversuch kameneine FeP- und eine FePSi-Legierung zum Einsatz. Eine Mg-CPC-Paste, mit derdie  Implantate  befüllt  wurden,  wurde  vom  Projektpartner  InnoTERE  GmbH,Radebeul entwickelt. Die Anfertigung und Auswertung der Hartschnittpräparateerfolgte an der Anatomischen Anstalt Lehrstuhl II – Neuroanatomie der Ludwig-Maximilians-Universität  München.  Paraffinschnitte,  Röntgen-  und  CT-Aufnahmen wurden an verschiedenen Instituten und Kliniken der TierärztlichenFakultät  der  Ludwig-Maximilians-Universität  München  angefertigt  undausgewertet.  Gleiches  gilt  für  die  untersuchten  Blutparameter.  AlsHauptzielgrößen  gilt  es,  die  Knochenregeneration  und  die  Resorption  des



 1 Einleitung 8Implantates  zu  untersuchen.  Zudem  werden  sämtliche  Ablagerungen  desabgebauten Eisens in Organen wie Milz, Leber, Niere und Lymphknoten erfaßt.Das  Projekt  wurde  vom  Bundesministerium  für  Bildung  und  Forschung  alsPreisträger  im Innovationswettbewerb  zur  Förderung der  Medizintechnik  2010prämiert.Die Dissertationsleistung dieser Arbeit besteht in der Planung und Durchführungder Tierversuche, der statistischen Aufarbeitung und Analyse der Labordaten undpathohistologischen Befunde sowie deren wissenschaftlicher Diskussion.  1.4 Fragestellung der DissertationDie Implantate werden im Tierversuch in Hinblick auf folgende Fragestellungenuntersucht:1. Kommt  es  nach  der  Implantation  von  metallischen,  degradierbarenKnochenersatzstoffen  zu  entzündlichen  Reaktionen  im  umliegendenGewebe, tributären Lymphknoten und den untersuchten Organen?2. Welche Degradationseigenschaften weisen die jeweiligen Implantate auf?3. Kommt es  zu Eisenmehrablagerungen in den untersuchten Organen derTiere? 



 2 Material und Methoden 9 2 Material und Methoden 2.1 ImplantationsmaterialAls Implantate werden zelluläre, degradierbare Metallschäume verwendet, welchevom  Fraunhofer  Institut  für  Fertigungstechnik  und  AngewandteMaterialforschung  (IFAM,  Dresden)  sowie  dem  Fraunhofer  Institut  fürkeramische Technologien und Systeme (IKTS, Dresden) entwickelt, gefertigt undcharakterisiert wurden.Zunächst  wurden  durch  den  Kooperationspartner  mittels  eines  pulver-metallurgischen  Verfahrens  Metallfolien  gegossen,  und  diese  auf  ihreMikroporosität  sowie  Degradationseigenschaften  hin  untersucht.  Zum  Einsatzkamen  Eisenlegierungen  mit  Phosphor,  Silizium,  Wolfram  und  Bor.  In  derMikrostrukturanalyse  zeigte  eine  Zugabe  von  Phosphor  die  günstigstenEigenschaften.  Hierfür  wurden  metallographische  Schliffe  angefertigt,  welchelichtmikroskopisch  beurteilt  und  im  Anschluss  digital  erfasset  wurden.  DieUntersuchung  der  Mikroporosität  erfolgte  computergestützt.  Ohne  Phosphorwiesen  die  Proben  eine  hohe  Mikroporosität  auf,  was  sich  negativ  auf  dieFestigkeit des späteren Implantates auswirkt (Abb. 1). Die in Abb. 1 sichtbarengroßen  Poren  sind  durch  das  Gießverfahren  entstanden  und  haben  keineBedeutung für das spätere Implantat (WEGENER, 2012).Die  Korrosionseigenschaften  wurden  mithilfe  des  Polarisationswiderstandesuntersucht. Hierbei sprechen niedrige Werte für ein korrosionsfreudiges Material.Die entsprechenden Legierungen sollten dann in der eigenen Studie zum Einsatzkommen.  Die  Messungen  erfolgten  bei  37°C in  einer  SBF-Lösung (simulierteKörperflüssigkeit). Bei der Untersuchung verschiedener Legierungen zeigte sich,dass  die  als  korrosionsfreudig  geltenden  Mn-Legierungen  weitaus  wenigerunterschiedliche  Polarisationswiderstände  besitzen  als  Si-Legierungen.  Bei  derrasterelektronenmikroskopischen  Analyse  zeigte  sich  vor  allem  bei  Silizium-Legierungen  eine  starke  Flächenkorrosion,  welche  im  Gegensatz  zur



 2 Material und Methoden 10Lochfraßkorrosion  den  gleichmäßigen  Abtrag  eines  Implantates  begünstigt(WEGENER, 2012). 

Im Anschluss daran wurde eine Rezeptur zur Beschichtung der Schaumbauteile,welche das Grundgerüst für die späteren Implantate darstellen,  entwickelt. Zielwar es, eine hohe Offenzelligkeit und eine geringe Anzahl von BenetzungsfehlernAbbildung  1:  Metallographische  Schliffe,  Mikrostruktur  einiger  mittelsFoliengießen hergestellter Proben mit den Legierungselementen Eisen, Silizium,Phosphor, Wolfram und Bor (Quelle: IFAM, Dr. Quadbeck)



 2 Material und Methoden 11zu erreichen. Die besten Ergebnisse wurden mit einer Fe46 (BASF®) sowie einerFe55 (BASF®) Rezeptur erzielt. Wegen des höheren Kohlenstoffgehaltes und derdamit  zu  erwartenden  besseren  Festigkeit  wurde  für  die  Eisen-eisenphosphidSuspension  die  Fe55  Rezeptur  verwendet.  Als  rheologisches  Additiv  dienteMineralöl.  Um  das  Korrosionsverhalten  der  Metallschäume  zu  begünstigen,wurden  den  Suspensionen  weitere Legierungselemente auf  Basis  von Wolframund Silizium hinzugefügt. Die anschließende Entbinderung erfolgte in  drei  Stufen und wurde unter  einerArgon-Wasserstoff-Atmosphäre  durchgeführt.  Sie  dient  der  Entfernungorganischen Materials. Im Folgenden fand die Sinterung unter reiner Wasserstoff-Atmosphäre statt. Je nach Legierung lag die Sintertemperatur zwischen 1080°Cund 1180°C. Auf diese Weise konnten Metallschäume mit einer Porosität von 92-95% sowie einer  Dichte von 0,4 bis  0,6g/cm³ hergestellt  werden.  Im weiterenVerlauf  wurden  die  Porenweite  sowie  das  Gefüge  der  Schaumbauteilecharakterisiert.  Es  ergab  sich  eine  maximale  Abweichung  zwischen  denMesswerten vor und nach der Sinterung von 20%, was eine gute Zellhomogenitätbedeutet.  Die  endgültige  Porosität  betrug  70ppi.  Die  lichtmikroskopischeUntersuchung der metallographischen Schliffe zeigte eine geringere Restporositätder  Fe0,6P-  und  Fe0,5Si-Legierungen  im  Gegensatz  zu  den  wolframhaltigenProben.  Aus  dem  axialen  Drucktest  nach  DIN  50134  ergaben  sich  fürphosphorhaltige  Schäume  besonders  hohe  Werte  für  die  obere  Quetschgrenzesowie für die Spannung bei Verformung um 1%. Die Elastizität der Bauteile lagdeutlich  unter  den  Werten  von  Knochen.  Aufgrund  der  oben  beschriebenenErgebnisse  wurden  für  den  Tierversuch  Fe0,6P-  und  Fe0,5Si0,6P-Legierungenverwendet. 2.2 Befüllung und Bearbeitung der Metallschäume Vom  Projektpartner  InnoTERE  GmbH,  Radebeul  wurde  eine  mit  Magnesiummodifizierte  Kalziumphosphatzementpaste  (Mg-CPC)  entwickelt,  um  dieSchaumstruktur  der  Implantate  damit  auszufüllen.  Mg-CPC  zeichnen  sich  im



 2 Material und Methoden 12Vergleich  zu  reinem  Kalziumphosphatzement  (CPC)  durch  eine  kürzereDegradationszeit und eine höhere Festigkeit von mindestens 60 MPa aus. Diesermöglicht  eine  Reduktion  der  Metallmenge  bei  gleicher  Festigkeit  desImplantates  sowie  ein  schnelleres  Einwachsen  des  Knochens.Calziumphosphatzemente  werden  von  Osteoklasten  abgebaut  und  durchneugebildeten  Knochen  ersetzt  (XU  et  al.,  2009),  während  dasMetallschaumimplantat  durch  die  zu  erwartende  längere  Degradationszeit  alsStütze  und  Leitgerüst  dient.  Vergleichbare  Zementpasten  kamen  bereits  inVorversuchen der InnoTERE GmbH zum Einsatz und wurden als gut verträglichund osteoinduktiv getestet (mündliche Mitteilung Fa. InnoTERE GmbH). Nachdem die Viskosität der Zementpaste der Porengröße angepasst war, wurdendie  Metallschaumbauteile  mithilfe  einer  Kolbenspritze  befüllt.  Nach  Aushärtender befüllten Implantate erfolgte die weitere Bearbeitung wieder im FraunhoferInstitut  für  Fertigungstechnik  und  angewandte  Materialforschung,  InstitutsteilDresden (IFAM). Durch Zuschneiden und anschließendes Schleifen erhielten dieImplantate ihre keilförmige Geometrie (Abb. 2). Die Maße der Implantate betrug20mm x 10mm x 5mm bzw. 3,5mm Um eine gute Verankerung im Knochen zugewährleisten, sollte der Metallschaum den Zement überragen. Daher wurden alleImplantate  in  einer  kommerziellen  Sandstrahlanlage  mit  autoklaviertemAluminiumoxid mit einer mittleren Korngröße von 110 μm bearbeitet.
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 2.3 VersuchsaufbauDas Experiment wurde entsprechend den in der eigenen Arbeitsgruppe etabliertenMethoden durchgeführt. 2.3.1 VersuchstiereFür den Versuch wurden ausgewachsene weibliche Merino Schafe von ca. 70-80kg und einem Alter von ca. ein bis zwei Jahren verwendet. Die Tiere stammtenaus der Schafzucht Thomas Hoyler, Gut Hochmutting 1, 85764 Oberschleißheim,wo auch die Unterbringung der Versuchstiere erfolgte. 2.3.2 TierhaltungDie  Tiere  wurden  gemeinsam  in  einem  separaten  mit  Stroh  eingestreutenStallabteil  bzw.  auf  einer  Weidefläche  in  der  Herde  untergebracht.  Für  die
Abbildung 2: Implantationsfertiges gestrahltes Verbundbauteil aus Metallschaumund Mg-CPC (Quelle: IFAM Dr Quadbeck)



 2 Material und Methoden 14Tierpflege  waren  Mitarbeiter  der  Schafzucht  verantwortlich.  Eineveterinärmedizinische  Untersuchung  der  Schafe  erfolgte  in  den  ersten  beidenWochen  post  operationem  täglich,  später  wöchentlich  durch  die  betreuendenTierärzte  Dr.  Korbinian  Pieper  und  Hanns  Manuel  Zeus.  Eine  zusätzlicheGesundheitskontrolle erfolgte zweimal täglich durch Tierpfleger bzw. den Schäfer.Futter, bestehend aus Raufutter und Silage, wurde morgens und abends angeboten,Wasser stand ad libitum zur Verfügung.  2.3.3 Tierversuchsantrag und statistische BeurteilungDie Tierversuche wurden in der Zeit von Oktober 2012 bis November 2013 unterBeachtung des Tierschutzsgesetztes (TschG) durchgeführt. Das Versuchsvorhabenwurde durch die Regierung von Oberbayern unter der Versuchsnummer 55.2-1-54-2532-64-12 genehmigt. Zudem wurde ein statistisches Gutachten am Institutfür  medizinische  Informationsverarbeitung,  Biometrie  und  Epidemiologie  derMedizinischen  Klinik  der  Ludwig-Maximilians-Universität  München  (DirektorProf. Dr. rer. nat. U. Mansmann) durchgeführt. Um bei einem Fehler erster Artvon  α=0,05 eine Power von 1-β=0,8 zu erreichen, werden pro Gruppe 10 Tierebenötigt. 2.3.4 Gruppeneinteilung der TiereDie insgesamt 30 Schafe wurden in drei Gruppen zu je 10 Tieren randomisiert,wobei jeder Gruppe zwei zusätzliche Reservetiere zugeordnet wurden. So ergabensich  zwei  Implantatgruppen  sowie  eine  Kontrollgruppe  (Abb.  3).  DieKenntlichmachung der Versuchstiere erfolgte mittels Ohrmarken.   
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Die  Tiere  der  Implantatgruppe  1  (n=10)  erhielten  im  Rahmen  des  operativenEingriffes  eines  der  o.g.  Implantate  bestehend  aus  einer  FeP-Legierung.  DieSchafe der Implantatgruppe 2 (n=10) erhielten unter gleichen Bedingungen einImplantat  bestehend aus einer FePSi-Legierung. Bei  den verbleibenden Tieren,welche der Kontrollgruppe (n=10) zugeordnet wurden, wurde die Osteotomie miteiner TPLO Platte der Firma Synthes® (Abb. 4) versorgt. Bei Erkrankung einesVersuchstiers oder bei insuffizienter Verankerung der Implantate wurden gemäßder Tierversuchsgenehmigung Ersatztiere hinzugezogen oder ein Gruppenwechselder Schafe, z.B. in die Kontrollgruppe, vorgenommen. Die Versuchsdauer betrugjeweils 12 Monate bis zur Euthanasie.

Abbildung 3: Gruppeneinteilung zu Beginn des Tierversuches

Abbildung  4:  TPLO  Platte,  Firma  Synthes,Quelle: us.synthesvet.com



 2 Material und Methoden 16 2.4 Operationsmethode 2.4.1 Narkose und OP-Vorbereitung36 Stunden vor dem Eingriff wurden die Tiere nüchtern gehalten, Wasser stand adlibitum zur Verfügung. Um unnötigen Transportstress zu vermeiden, erfolgte dieVersuchsdurchführung sowie die prä- und postoperative Unterbringung der Tiereauf dem Gelände des Schäfers Thomas Hoyler. Für den operativen Eingriff standein gefliester Raum mit OP-Bedingungen zur Verfügung.Zu  Beginn  wurde  eine  Vordergliedmaße  der  Schafe  rasiert  und  eineVenenverweilkanüle in die v.  cephalica platziert.  Zu diesem Zweck wurde dasGebiet um die Einstichstelle rasiert sowie desinfiziert. Initial wurden 0,3 mg/kgi.v. Midazolam (Dormicum®, Roche Pharma AG, Grenzach, Deutschland) und 0,3mg/kg  i.v.  Butorphanol  (Torbugesic®,  Pfizer  GmbH,  Berlin,  Deutschland)appliziert. Zusätzlich erhielten die Tiere zur Analgesie 40 mg/kg i.v. Metamizol(Novalgin®,  Sanofi-Aventis GmbH, Frankfurt,  Deutschland) und 0,4 mg/kg s.c.Meloxicam  (Metacam®,  Fa.  Boehringer  Ingelheim,  Deutschland).  ZurNarkoseeinleitung  und  um  eine  Intubationsfähigkeit  zu  erreichen,  wurden  4-7mg/kg i.v. Propofol (Narcofol®, CP Pharma, Burgdorf, Deutschland) verabreichtund  im  Anschluss  daran  intubiert.  Zur  Narkoseaufrechterhaltung  wurde  eineInhalationsanästhesie  mittels  Isofluran  (Isofluran  CP®,  CP  Pharma,  Burgdorf,Deutschland) und Sauerstoff durchgeführt. Um intraoperative Flüssigkeitsverlusteauszugleichen,  wurden  die  Versuchstiere  mit  einer  isotonischen  NaCl-Lösunginfundiert.  Die Überwachung der Vitalparameter während der  Narkose erfolgtemittels Pulsoximeter, Kapnographen und EKG. Die Durchführung der Anästhesieoblag dem betreuenden Tierarzt Dr. med. vet. Pieper. 2.4.2 Operativer EingriffNach der Narkotisierung der Tiere wurden diese in Seitenlage verbracht und daslinke  Hinterbein  rasiert.  Eine  anschließende  Desinfektion  erfolgte  mit  KodanTinktur  Forte  (Fa.  Schülke  &  Mayr  GmbH,  Norderstedt,  Deutschland).  Das



 2 Material und Methoden 17Operationsgebiet  wurde dann mit  sterilen Einmalabdeckartikeln abgedeckt.  Fürdie Durchführung der Operation waren ein steril gekleideter Operateur sowie einAssistent anwesend. Nun folgte eine gerade ca. fünf bis sieben Zentimeter langeInzision auf Höhe des medialen Tibiakopfes. Ein bis zwei Zentimeter unterhalbder Gelenkfläche wurde der Knochen mithilfe einer oszillierenden Säge subtotalosteotomiert. Die Kortikalis der gegenüberliegenden Seite blieb dabei bestehen.Der  dadurch  entstandene  Spalt  wurde  im  Anschluss  mit  einem  Hintermann-Osteotomiesperrer  geweitet,  bis  das  keilförmige  Implantat  (Dicke  5mm)eingepasst werden konnte. Nach dem Entfernen des Osteotomiesperrers erlangtedas Implantat durch die starke Elastizität des Knochens einen festen Sitz (Abb. 6).Anschließend  wurden  Periost  und  die  darüber  liegende  Subcutis  mitEinzelknopfheften und 2.0 Vicryl Fäden (Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland)verschlossen. Dem folgte die Naht der Haut. Zusätzlich wurde zur Beendigungdes operativen Eingriffes, ein Pflastersprühverband (Nobecutan Spray, Fa. Astra,Wedel, Deutschland) auf die Wunde aufgebracht. Wie in 2.2.4. erwähnt, wurde beiden Tieren die der Kontrollgruppe angehörten, der Defekt mit einer TPLO Platte(Fa.  Synthes,  West  Chester,  Pennsylvania,  USA)  fixiert  (Abb.  5).  DieOperationsdauer betrug 30-45 Minuten. Zur Infektionsprophylaxe wurde allen inden Versuch eingeschlossenen Schafe unmittelbar präoperativ 2,2g i.v. Augmentan(Fa.  SmithKline  Beecham  Pharma  GmbH,  München,  Deutschland)  perKurzinfusion appliziert. Zur analgetischen Versorgung erhielten die Versuchstieredirekt post operationem, sowie sechs und 12 Stunden postoperativ 10µg/kg s.c.Buprenorphin (Temgesic®, Fa. Essex Pharma GmbH, München, Deutschland). BeiAnzeichen von Lahmheit und Schmerzäußerungen wie Zähneknirschen, Pressengegen  die  Stallwand,  Futterverweigerung  und  Lautäußerungen  erfolgte  eineweitere Schmerzmedikation nach Bedarf mit Novalgin und Metacam. Die Schafekonnten  sich  im  Anschluss  an  den  Eingriff  frei  in  dem für  sie  vorgesehenenGehege bzw. auf der Weide bewegen. Wasser und Futter standen ad libitum zurVerfügung. Als Abbruchkriterien für den Tierversuch wurden nicht beherrschbarelokale  Infektionen,  Allgemeinerkrankungen  und  Versagen  der  Implantate



 2 Material und Methoden 18festgelegt. Bei intra- oder postoperativen Unregelmäßigkeiten wie Frakturen odergebrochenen Implantaten bestand die Möglichkeit, die Tiere der Kontrollgruppezuzuordnen. Hierfür wurde der Defekt mit einer TPLO Platte versorgt. War diesnicht  möglich,  so  wurden  die  Tiere  infolge  der  nicht  beherrschbarenKomplikationen (z.B. Fraktur in der Aufwachphase) euthanasiert.
Abbildung 5: Schaf, Kniegelenk, Erprobung eines eisenbasierten, degradierbarenKnochenersatzwerkstoffes: intraoperativer  Situs  mit  TPLO  Platte,  Tier  derKontrollgruppe
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 2.5 EuthanasieNach Beendigung des Versuchszeitraumes von 12 Monaten post operationem fanddie Euthanasie der Schafe durch den betreuenden Tierarzt Dr. Korbinian Piepermittels  einer  intravenösen  Pentobarbitalinjektion  (Narcoren®16g/100ml,  Fa.Merial  GmbH, Hallbergmoos,  Deutschland) von 40ml statt.  Die  Durchführungerfolgte  unmittelbar  vor  der  Sektion  der  Tiere  und  fand  im  Institut  fürTierpathologie  der  Ludwig-Maximilians-Universität  München  (KommissarischeLeitung: Prof. Dr. Mathias Ritzmann) statt.
Abbildung 6: Schaf, Kniegelenk, Erprobung eines eisenbasierten, degradierbarenKnochenersatzwerkstoffes:  intraoperativer  Situs  mit  Implantat,  Tier  derImplantatgruppe 1



 2 Material und Methoden 20 2.6 Bildgebende Verfahren 2.6.1 Röntgenologische UntersuchungEine röntgenologische Untersuchung fand jeweils direkt post operationem sowiesechs und 12 Monate nach dem Eingriff statt. Zu diesem Zweck wurden die Tierevon einem Assistenten fixiert. Die anschließenden Aufnahmen wurden durch denVersuchsleiter  sowie  den  betreuenden  Tierarzt  vorgenommen.  Alle  beteiligtenPersonen waren  mit  Schutzkleidung und Dosimeter  ausgestattet.  Es  wurde  einmobiles Röntgengerät (HF 400 ML, Fa. Gierth, Riesa, Deutschland) verwendet.Die belichteten Röntgenkassetten wurden daraufhin umgehend in die Chirurgischeund  Gynäkologische  Kleintierklinik  der  Ludwig-Maximilians-UniversitätMünchen  (Vorstand:  Prof.  Dr.  Andrea  Meyer-Lindenberg)  verbracht  und  dortdigital entwickelt (Abb. 7 und Abb. 8). Die oben angegebenen Röntgenaufnahmendienten  der  Überprüfung  des  korrekten  Sitzes  des  Implantates  sowie  derVerlaufsdokumentation des Tierversuchs.
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 2 Material und Methoden 22 2.6.2 ComputertomographieEine computertomographische Untersuchung wurde zu den Zeitpunkten 6 und 12Monate post operationem durchgeführt. Die erste Untersuchung, zum Zeitpunkt 6Monate  post  operationem,  fand  an  der  Chirurgischen  und  GynäkologischenKleintierklinik  der  Ludwig-Maximilians-Universität  München  (Vorstand:  Prof.Dr.  med.  vet.  Andrea Meyer-Lindenberg)  unter  der  Leitung von Dr.  med.  vet.Korbinian Pieper statt. Als Computertomograph kam ein SOMATOM DefinitionAS (Fa. Siemens, München, Deutschland) zum Einsatz.Die zweite Untersuchung wurde am Institut für klinische Radiologie der Ludwig-Maximilians-Universität München (Direktor: Prof. Dr. med. Dr. hc. MaximilianReiser, FACR, FRCR) unter der Leitung von PD Dr. med. Notohamiprodjo unterVerwendung  eines  SOMATOM  Definition  Flash  CT-Scanners  (Fa.  Siemens,München,  Deutschland)  durchgeführt.  Untersucht  wurden  ausschließlich  diebereits  grob in Form gesägten,  in  Alkohol eingelegten Tibiakopfpräparate zumZeitpunkt  12  Monate  post  operationem (Abb.  9).  Die  Aufnahmen dienten  derklinischen Verlaufsdokumentation und makroskopischen Beurteilung.
Abbildung 9: Schaf Tibiakopf, CT-Aufnahme 12 Monate p.op, Tier der Implantat-gruppe 2, Longitudinalschnitt, Implantat als keilförmige Struktur zu erkennen



 2 Material und Methoden 23 2.6.3 KontaktradiographieNach der unter Punkt 2.7.3 beschriebenen Aufarbeitung der Präparate, wurden dieMMA Schnitte in der Anatomischen Anstalt der Ludwig-Maximilians-UniversitätMünchen,  Lehrstuhl  II,  Neuroanatomie  (Direktor:  Prof.  Dr.  med.  C.  Schmitz)unter  der  Anleitung  und  Kontrolle  von  Prof.  Dr.  Stefan  Milz  imkontaktradiographischen Verfahren untersucht. Hierfür wurden die Schnitte direktauf  einen  Agfa-Strukturix  Röntgenfilm  gelegt  und  in  einem  cabinet  x-RaySystem-Faxitron  (Fa.  Hewlett  Packard,  McMinnville,  Oregon,  USA)  bei  einerRöhrenspannung von 18 kv für 30 Sekunden belichtet (Abb. 10). Die Entwicklungder  Röntgenfilme  erfolgte  voll  automatisiert.  Die  daraus  entstandenenBildsequenzen  wurden  im  Anschluss  hochauflösend  digitalisiert  und  optischerfasst.
Abbildung 10: Schaf, Tibia, kontaktradiographische Aufnahme, MMA Schliff, Tierder Kontrollgruppe (links), Tier der Implantatgruppe 1 (rechts) 2.7 Histopathologische Aufarbeitung der entnommenen Proben 2.7.1 Organentnahme und Sektion der VersuchstiereDie  Sektion  sowie  die  Organentnahme  der  Tiere  erfolgte  im  Institut  für



 2 Material und Methoden 24Tierpathologie  der  Ludwig-Maximilians-Universität  München  (KommissarischeLeitung: Prof. Dr. Mathias Ritzmann). Wurde nach der Euthanasie der Tod derTiere durch den Tierarzt Dr. Korbinian Pieper festgestellt, erfolgte die vollständigeSektion sowie die Probenentnahme durch einen Tierpathologen des Institutes fürTierpathologie.  Neben  einer  makroskopischen  Beurteilung  wurden  Proben  ausdem Herzen, der Leber, den Nieren, der Milz, der Lunge, dem Gehirn sowie dentributären  Lymphknoten  ln.  popliteus  und  ln.  iliofemoralis  entnommen.  DieGewebeproben wurden umgehend in Formalin  fixiert.  Im Anschluss folgte diePräparation  des  linken  Tibiakopfes.  Nachdem  die  Präparate  sorgfältig  vonumgebender Muskulatur  und Bindegewebe befreit  worden waren,  erfolgte eineReduktion  auf  die  im  Tierversuch  osteotomierte  Region  mithilfe  einerFleischereibandsäge. Hierauf wurden die Knochenproben umgehend in Ethanol96% fixiert, um sie für die weiteren Untersuchungen vorzubereiten. 2.7.2 Histopathologische Aufarbeitung und Beurteilung der OrganprobenDie  histopathologische  Aufarbeitung  und  Untersuchung  fand  im  Institut  fürTierpathologie  der  Ludwig-Maximilians-Universität  München  (KommissarischeLeitung: Prof. Dr. Mathias Ritzmann) unter der Anleitung von Dr. M. Leipig undDr. M. Ch. LangenmayerNach  der  Entnahme  wurden  die  ca.  1cm  x  1cm  großen  Organproben  beiRaumtemperatur  in  eine  wässrige,  gepufferte  Formalinlösung  10%  verbracht.Darin  verblieben  diese  mehrere  Stunden  bis  zur  vollständigen  Fixierung.  ImAnschluss  daran  wurden  die Proben  zunächst  mit  Leitungswasser  gespült  unddanach in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol (Fa. W. Gräen GmbH &Co,  München,  Deutschland)  entwässert.  Dem  folgte  das  Einbetten  in  heißesParaffin (Fa. Sherwood Medical, St. Louis, USA). Um nach dem Abkühlen diehistologischen  Schnitte  anzufertigen,  kam  ein  Rotationsmikrotom  (HM  315,Mikrom, Fa. Walldorf, Deutschland) zum Einsatz. Anschließend  wurden  die  Schnitte  auf  einen  Objektträger  (Engelbrecht,Deutschland) aufgebracht und durch Trocknung für das Färben vorbereitet. Die



 2 Material und Methoden 25einzelnen Arbeitsschritte wurden anhand etablierter Färbeprotokolle durchgeführt.Als  Übersichtsfärbung  kam  eine  Hämaulaun-Eosin  Färbung  zum  Einsatz.  Zudiesem Zweck wurden die Schnitte 10 Minuten in Xylol (Fa. W. Gräen GmbH &Co,  München,  Deutschland)  entparaffiniert  und  mithilfe  einer  absteigendenAlkoholreihe wieder in ein wässriges Milieu überführt. Die Proben wurden dannfünf Minuten lang in Mayer`s Hämalaun Lösung (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,Deutschland) gefärbt  und anschließend weitere  fünf  Minuten warm gewässert.Zur Differenzierung wurden die Präparate 2-5 mal in HCl-Alkohol 0,5% getauchtund  daraufhin  erneut  gewässert.  Dem  folgte  das  zweiminütige  Färben  inEosinlösung 1%. Hierfür wurden 10g Eosin gelblich (Fa. Applichem., Darmstadt,Deutschland) in 1000ml heissem aqua dest. gelöst, anschließend filtriert und mit1,5ml  Eisessig  (Fa.  Merck,  Darmstadt,  Deutschland)  vermengt.  Die  Schnittewurden  dann  in  destilliertem  Wasser  gespült  und  mittels  einer  aufsteigendenAlkoholreihe und Xylol  (Fa.  W. Gräen  GmbH & Co,  München,  Deutschland)wieder entwässert. Danach folgte das Eindecken mit Histokitt. Um zwei- sowiedreiwertiges Eisen nachweisen zu können, kam die Färbung Turnbullblau nachQuinkes  zum  Einsatz.  Hierfür  wurden  die  Schnitte  auf  einen  mit  Silanbeschichteten  Objektträger  (Star  Frost,  Engelbrecht,  Deutschland)  aufgezogen.Um  die  Ergebnisse  nicht  zu  verfälschen,  wurden  ausschließlichKunststoffpinzetten verwendet. Die Proben wurden 10 Minuten in Xylol (Fa. W.Gräen GmbH & Co, München,  Deutschland) entparaffiniert  und mithilfe einerabsteigenden  Alkoholreihe  wieder  in  ein  wässriges  Milieu  überführt.  Diesewurden dann eine Stunde in Ammoniumsulfidlösung 10% (Fa. Merck, Darmstadt,Deutschland) verbracht und anschließend in destilliertem Wasser  gespült.  Demfolgte ein zehnminütiges Färben in Kaliumhexacyanoferrat 10% (Fa. AppliChem.,Darmstadt,  Deutschland)  und ein  erneutes  Spülen in  destilliertem Wasser.  DieSchnitte  wurden  dann  weitere  fünf  Minuten  in  Kernechtrot  0,1% (Fa.  Merck,Darmstadt,  Deutschland)  gefärbt,  wiederum  gespült  und  im  Anschluss  daranmithilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol (Fa. W. Gräen GmbH & Co,München,  Deutschland)  entwässert.  Die  Proben  wurden  dann  in  Histokitt



 2 Material und Methoden 26eingedeckt und bis zur Auswertung lichtgeschützt gelagert. 2.7.3 Histopathologische  Aufarbeitung  und  Beurteilung  derTibiakopfpräparateDie histopathologische Aufarbeitung und Untersuchung der Knochenproben undder  Implantate  fand  in  der  Anatomischen  Anstalt  der  Ludwig-Maximilians-Universität München, Lehrstuhl II, Neuroanatomie, (Direktor: Prof. Dr. med. C.Schmitz) unter der Leitung von Prof. Dr. Stefan Milz statt. Zu  Beginn  wurden  die  entnommen  Knochenpräparate  an  einer  Bandsäge  mitDiamantsägeblatt  (Cut-grinder,  Fa.  patho-service  GmbH,  Oststeinbek,Deutschland) grob in Form gesägt und anschließend über einen Zeitraum von ca.3 Monaten in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert. Im Anschluss daranwurden von allen Präparaten drei  ca.  2,0x1,0x0,5cm große Proben entnommenund  für  die  weitere  Bearbeitung  in  Methylmethacrylat  (MMA,Methacrylsäuremethylester) eingebettet.  Nach dem vollständigen Aushärten desMMA wurden von jedem Block mithilfe einer Innenlochsäge (SP1600, Fa. Leica,Wetzlar,  Deutschland) ca.  200µm  dicke  Scheiben  angefertigt.  Diese  wurdenzunächst  wie  unter  Punkt  2.6.3  beschrieben  geröntgt  und  im  Anschluss  aufKunststoffobjektträger  der  Firma  Exakt  advanced  technologies  GmbH(Norderstedt, Deutschland) aufgebracht. Hierfür wurden die Schnitte mit einemSekundenkleber  (Cyanolit  201,  Fa.  Bürklin,  Oberhaching,  Deutschland)bestrichen und blasenfrei auf den Objektträger aufgebracht. Im Anschluss wurdeder  beschickte  Objektträger  zwischen  zwei  Teflon-  sowie  zwei  Metallplattengelegt und für ca. 20 Minuten in einen Schraubstock gepresst. Nach der Entnahmewurden die aufgeklebten Schnitte an einem Mikroschleifgerät Exakt 400 CS, (Fa.Exakt advanced technologies GmbH, Norderstedt, Deutschland) mit Hermes P800Schleifpapier  (Fa.  Hermes,  Hamburg,  Deutschland)  plan  und  dünn  (bis  zumVerschwinden  der  Riefen)  geschliffen  und in  einem zweiten Arbeitsschritt  mitHermes P 2500 Schleifpapier (Fa. Hermes, Hamburg, Deutschland) spiegelblankpoliert.  Die  erste  Serie  der  MMA Schnitte  wurde  mit  Giemsa-Eosin  gefärbt.



 2 Material und Methoden 27Hierfür  wurde  mittels  einer  Pipette  Giemsalösung  (Fa.  Sigma  Aldrich,Taufkirchen, Deutschland) auf die Schnitte aufgebracht und diese 30 Minuten langbei  60°C in eine feuchte Kammer  verbracht.  Im Anschluss  daran,  wurden dieProben kurz in Essigsäure 0,1% getaucht und in destilliertem Wasser gespült. Imzweiten  Schritt  wurde  auf  die  Schnitte  Eosinlösung  0,1%  sowie  ein  TropfenEisessig  aufgebracht.  Nach  vier  Minuten  wurden  die  Proben  in  destilliertemWasser gespült und wenn nötig zur Differenzierung kurz in Ethanol 90% getaucht.Um III-wertige Eisenionen nachweisen zu können, wurde die zweite Schnittseriemit  Berliner  Blau  und  Kernechtrot  (Fa.  Chroma,  Waldeck  GmbH & Co.  KG,Münster,  Deutschland) gefärbt.  Die Oberfläche der MMA-Schnitte wurde nichtwie üblich mit Ameisensäure angeätzt, da Erfahrungen aus Vorversuchen gezeigthatten, dass die Ameisensäure mit dem Metallimplantat oxidativ reagiert und sodie Ergebnisse verfälscht werden könnten. Die Proben wurden mit einer Lösungaus 50%-igem Ferrocyankalium sowie 1%-iger Salzsäure übergossen und für 30Minuten bei 30°C in eine feuchte Kammer verbracht. Im Anschluss daran wurdendie Proben in destilliertem Wasser gespült und für eine Minute in ein Bad ausKernechtrot  (Fa.  Chroma,  Waldeck  GmbH & Co.  KG,  Münster,  Deutschland)gegeben.  Nach  erneutem  Spülen  in  destilliertem  Wasser  konnten  die  Probengetrocknet  werden.  Die  Lagerung  erfolgte  verschlossen,  vor  UV-Strahlunggeschützt.  Bei  Präparaten,  die  Unregelmäßigkeiten  wie  z.B.  entzündlicheVeränderungen  aufwiesen,  wurden  zusätzliche  Proben  entnommen  und  zurgenaueren Differenzierung mit Hämalaun und Eosin gefärbt. Die Auswertung der Proben erfolgte unter der Leitung von Prof. Dr. Stefan Milz.Hierfür wurden die gefärbten Schnitte zunächst mit einem Durchlichtmikroskop(Axiophot,  Fa.  Carl  Zeiss GmbH, München,  Deutschland) begutachtet  und zurweiteren  Auswertung  fotografiert.  Um  den  Anteil  des  noch  vorhandenenKnochenzementes an der Gesamtfläche des Implantates im Schnitt zu ermitteln,wurden mithilfe der Software Zeiss AxioVision Rel. 4.8 beide Flächen manuellmarkiert  und  im  Anschluss  wie  unter  Punkt  3.3.1  beschrieben  berechnet.  Dieweitere statistische  Auswertung der  Daten erfolgte mittels  SPSS 21 (Fa.  IBM,



 2 Material und Methoden 28Armonk, New York, USA). 2.7.4 Statistische Methodik für die histopathologischen BefundeUm die vorliegenden Daten auf Normalverteilung zu testen, wurden Q-Q Plotsüber die Gesamtheit der Daten sowie über die einzelnen Gruppen angefertigt undbeurteilt. Die Ergebnisse zeigten keine Normalverteilung. Aufgrund der geringenFallzahl  wurde  auf  eine  Testung  mittels  Kolmogorov-Smirnow-Test  verzichtet.Für die weitere Beurteilung der Daten kamen ausschließlich non-parametrischeTests zum Einsatz. Zu Beginn wurde der Kruskal-Wallis-Test für k-unabhängigeStichproben (SPSS 21) verwendet, um zu überprüfen, ob alle Parameter aus einerGrundgesamtheit stammten. Bei Signifikanzen bzw. Ablehnung der Nullhypothese(die Lageparameter sind in allen Gruppen gleich) erfolgte eine gezielte Testungmittels  Mann-Whitney-U-Test  (SPSS  21),  der  einen  Vergleich  vonLageparametern  zweier  Gruppen  ermöglicht.  Die  Festlegung  derIrrtumswahrscheinlichkeit  erfolgte  auf  5%.  Zu  Beginn  der  statistischenAuswertungen  erfolgte  eine  Beratung  durch  Frau  Dr.  Eva  Hoster,  Institut  fürMedizinische  Informationsverarbeitung,  Biometrie  und  Epidemiologie  derLudwig-Maximilians-Universität  München  (Direktor:  Prof.  Dr.  rer.  nat.  U.Mansmann). Die statistische Auswertung der entzündlichen Veränderungen der entnommenenOrganproben (Abb. 29 und Abb.  30) erfolgte anhand eines,  im Rahmen dieserDissertation erstellten Scores:Entzündliche Veränderungen:I. 0-9% entzündliche Veränderungen innerhalb eines repräsentativen GesichtsfeldesII. 10-25% entzündliche Veränderungen innerhalb eines repräsentativen GesichtsfeldesIII. 26-50% entzündliche Veränderungen innerhalb eines repräsentativen Gesichtsfeldes



 2 Material und Methoden 29IV. > 50% entzündliche Veränderungen innerhalb eines repräsentativen GesichtsfeldesEisenablagerungen:Um die intra- und extrazellulären Eisenablagerungen (Abb. 25, Abb. 26 und Abb.27)  statistisch  auswerten  zu  können,  wurde  wie  für  die  entzündlichenVeränderungen ein semiquantitativer Score erstellt.I. 0-9% Eisenablagerungen innerhalb eines repräsentativen GesichtsfeldesII. 10-19% Eisenablagerungen innerhalb eines repräsentativen GesichtsfeldesIII. 20-30% Eisenablagerungen innerhalb eines repräsentativen GesichtsfeldesIV. > 30% Eisenablagerungen innerhalb eines repräsentativen Gesichtsfeldes 2.8 Laborwerterhebung und Auswertung 2.8.1 BlutprobenentnahmeDie Blutprobenentnahme erfolgte bei allen Tieren postoperativ sowie nach sechsund zwölf Monaten, um Veränderungen der alkalischen Phosphatase-, Phosphor-,Eisen-  und  Ferritinwerte  sowie  Veränderungen  des  Differentialblutbildesaufzuzeichnen. Hierfür wurden die Schafe durch einen Assistenten im Stehen amHals fixiert. Die Entnahme erfolgte an der v. jugularis externa. Dabei kam eineSafety-Kanüle  (0,9x38mm)  der  Firma  Sarstedt,  Norderstedt  Deutschland  zumEinsatz. Als Probengefäße wurden jeweils eine Serum-Monovette (Sarstedt REF05.1104 – 4,5 ml) und eine EDTA-Monovette (Sarstedt REF 05.1167 – 2,7 ml)verwendet.  Nach  der  Blutentnahme  wurden  die  Probenröhrchen  mit  derentsprechenden Ohrmarkennummer versehen und umgehend in die MedizinischeKleintierklinik  der  Ludwig-Maximilians-Universität  München  (Vorstand:  Prof.



 2 Material und Methoden 30Dr. med. vet. Karin Hartmann) verbracht und auf die oben genannten Parameteruntersucht. 2.8.2 Aufarbeitung der BlutprobenDie Aufarbeitung der Blutproben erfolgte an der  Medizinischen Kleintierklinikder  Universität  München  (Klinikleitung:  Prof.  Dr.  Karin  Hartmann).  Hiererfolgten unter Leitung von Frau Dr. Karin Weber die weiteren Untersuchungen.  2.8.3 Statistische Methodik für die LaborbefundeUm die vorliegenden Daten auf Normalverteilung zu testen, wurden Q-Q Plotsüber die Gesamtheit der Daten sowie über die einzelnen Gruppen angefertigt undbeurteilt. Die Ergebnisse zeigen keine Normalverteilung. Aufgrund der geringenFallzahl  wurde  auf  eine  Testung  mittels  Kolmogorov-Smirnow-Test  verzichtet.Für die weitere Beurteilung der Daten kamen ausschließlich non-parametrischeTests zum Einsatz. Zu Beginn wurde der Kruskal-Wallis-Test für k-unabhängigeStichproben (SPSS 21) verwendet, um zu überprüfen, ob alle Laborparameter auseiner  Grundgesamtheit  stammen.  Bei  Signifikanzen  bzw.  Ablehnung  derNullhypothese  (die  Lageparameter  sind  in  allen  Gruppen  gleich)  erfolgte  einegezielte  Testung mittels  Mann-Whitney-U-Test  (SPSS 21),  der  einen Vergleichvon  Lageparametern  zweier  Gruppen  ermöglicht.  Die  Festlegung  derIrrtumswahrscheinlichkeit erfolgte auf 5%.



 3 Ergebnisse 31 3 Ergebnisse 3.1 Verlauf des Tierversuchs 3.1.1 Mortalität, Erkrankungen und Gruppenwechsel der VersuchstiereIm Verlauf des Tierversuchs verstarben insgesamt vier Tiere. Drei Schafe musstenintraoperativ bzw. in der Aufwachphase euthanasiert werden. Grund hierfür warenin allen Fällen Frakturen des Tibiakopfes durch unkontrollierbares Fluchtverhaltender  Tiere,  mit  konsekutiver  Überbelastung.  Für  ein  intraoperativ  verstorbenesSchaf kam ein Reservetier zum Einsatz. Ein weiteres Versuchstier verstarb fünfMonate  post  OP  mit  Verdacht  auf  Pneumonie.  Eine  Obduktion  wurde  nichtdurchgeführt. Aufgrund einer zu großen Osteotomie wurde das ursprünglich einerImplantatgruppe zugehörige  Schaf  mit  der  Nummer 44219 der  Kontrollgruppezugeordnet.  Im  weiteren  Verlauf  kam  es  zu  keiner  Instabilität  derOstheosynthesen. 3.1.2 Endgültige GruppeneinteilungNach dem oben aufgeführten Tod und dem Gruppenwechsel einiger Versuchstiere ergab sich folgende Gruppeneinteilung (Abb. 11):
Abbildung 11: finale Gruppeneinteilung



 3 Ergebnisse 32 3.2 Makroskopische BeurteilungBei  der  makroskopischen  Beurteilung  der  durch  Sägen  zugetrimmtenTibiakopfpräparate  waren  die  Implantate  deutlich  erkennbar.  Auch  derenkeilförmige Struktur  war weitestgehend erhalten.  Die Implantate (Abb.  12 undAbb.  13)  waren  ihrerseits  von  einem  braunen  Randsaum  mit  teils  körnigerStruktur  umgeben (1).  Ähnliche Strukturen fanden sich auch im angrenzendenMarkraum  wieder.  Im  Zentrum  des  Implantates  zeichnete  sich  eine  scharfbegrenzte, hellgrau bis weiße Masse (2) ab, die teilweise von einem bräunlichenRand (3) umgeben war. Bei einem Tier zeigte sich eine starke und ausgedehnteRotfärbung im Markraum um das Implantat.  Die Präparate der Kontrollgruppezeigten makroskopisch gesunden Knochen.
Abbildung  12:  Schaf  Tibia,  Nativschnitt  FePSi-Implantat,  12  Monate  p.op(Erklärung siehe Text)
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Abbildung  13:  Schaf  Tibia,  Nativschnitt  FeP-Implantat  12  Monate  p.  op.(Erklärung siehe Text) 3.3 Histopathologische Ergebnisse 3.3.1 Mikroskopische Auswertungen der TibiakopfpräparateDie quer  zu ihrer  Längsachse geschnittenen Implantate wurden zu Beginn derhistologischen Auswertung in drei  ROI´s  (Region of  interest)  eingeteilt,  die jenach Färbung und Probe mehr oder weniger deutlich darstellbar waren:

– ROI 1 Zentralpartie: Zement- sowie Metallstruktur erhalten.
– ROI  2  Übergangszone:  Scharf  zur  Zentralpartie  abgegrenzter  Bereich.Deutliche  Zeichen  der  Degradation  des  Zements  vorhanden.Metallstruktur überwiegend unverändert.
– ROI  3  Randpartie:  Keine  Zementstruktur  erkennbar,  beginnendeDegradation der Metallstege.Die drei ROI´s wurden anhand der gefärbten und fotografierten MMA Schliffe mitHilfe  der  Software  Zeiss  AxioVison  Rel.  4.8  ausgewertet.  Die  Einteilung  derZentralpartie  erfolgte  durch  eine  zentrale  Längsachse.  Übergangszone  und



 3 Ergebnisse 34Randpartie  waren  schalenförmig  um  die  Zentralpartie  angeordnet,  weshalb  indiesem Fall die Dicke der einzelnen Schichten bestimmt wurde. Im Bereich vonca. 0-2mm oberhalb und unterhalb der Zentralachse war die Zentralpartie gelegen.Darauf  folgte  die  Übergangszone  mit  ca.  0-1mm.  Die  Abgrenzung  von  derÜbergangszone zur Randpartie war fließend. Letzterer konnte dennoch eine Dickevon ca. 0-2mm zugeordnet werden (Abb. 14). Bei frakturierten Implantaten bzw.bei  beginnender  Auflösung der  Implantate stellten sich  die ROI´s  analog zumobigen Schema zwei- oder mehrfach geteilt dar (Abb. 15).

 Abbildung  14:  Schaf,  Tibia,  MMA Schliff,  Giemsa  Eosin  Färbung,  metrischeEinteilung der ROI`s anhand der Zentralachse, Tier der Implantatgruppe 1
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Giemsa Eosin Färbung:Bei  der  Auswertung  der  Giemsa  Eosin  gefärbten  Schnitte  der  beidenImplantatgruppen  fiel  zunächst  eine  braune  Substanz,  angrenzend  an  dieRandzone  auf,  von  der  die  Implantate  umgeben  waren.  Das  metallischeImplantatmaterial  war  bei  der  Mehrzahl  der  Proben  noch  fast  vollständigvorhanden.  Jedoch waren  bei  sämtlichen  Implantaten  Zeichen der  Degradationerkennbar, die unterschiedlich stark ausgeprägt waren. Diese reichten von einemkaum sichtbaren Abbau bis hin zu einer beginnenden Auflösung des Implantates.Speziell um die Randpartie war der Abbau deutlich erkennbar. Als Zeichen derDegradation wurde die Verfärbung durch Korrosion sowie das sich Verjüngen derMetallstege, das Schwinden von Zement in den porenförmigen Strukturen und dieAnsammlung  von  Degradationsprodukten  definiert.  Die  die  Implantateumgebende  braune  Substanz  ist  vermutlich  letzteren  zuzuordnen.  Überdies
Abbildung 15: Schaf, Tibia, MMA Schliff, Giemsa Eosin Färbung, Implantat mitzweigeteilten ROI´s, Tier der Implantatgruppe 2



 3 Ergebnisse 36konnten in allen Fällen die Bildung einer bindegewebigen Kapsel sowie in einemFall  (Abb. 16) eine beginnende Knochenneubildung (färberisches Verhalten)  inder Übergangszone des Implantates festgestellt werden.

Entzündliche Veränderungen, wie zelluläre Infiltration des Markraumes sowie eingehäuftes  Vorkommen  von  Granulozyten  und  Makrophagen  wurden  in  einerProbe (Abb.  17-20) beobachtet.  Auffällig war hierbei,  dass sich sowohl in derEntzündungszone als auch außerhalb im Fettmark Anzeichen von zellgebundenemFremdmaterial fanden. Hierbei handelte es sich entweder um Abbauprodukte desImplantates oder um Resorptionsprodukte, die aus der Entzündungszone stammen(z.B. Zelldetritus).
Abbildung  16: Schaf, Tibia,  MMA Schliff,  Tier der Implantatgruppe 1,  GiemsaEosin Färbung, Knochenneubildung im Zentrum des Implantates
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Abbildung  17:  Schaf,  Tibia,  Nativschnitt,  dunkelroter  Randsaum  zwischenImplantat und rotem Knochenmark spricht für ein entzündliches Geschehen, Tierder Implantatgruppe 2
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Abbildung 18: MMA Schliff, Giemsa Eosin Färbung, Implantatgruppe 2, Hinweisauf entzündliche Reaktion im Implantat nahen Markraum

Abbildung 19: Schaf Tibia, Paraffinschnitt, Impantatgruppe2,  HE  Färbung.  Zeichen  von  zellgebundenem  Fremd-material in der Entzündungszone
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Mg-CP-Zement:Die Zementfüllung stellte sich im Bereich der Zentralpartie als kompakte, meisthomogene  Masse  dar,  die  sich  in  der  Übergangszone  immer  weiter  löchrigzersetzte  und  in  der  Randpartie  nicht  mehr  in  ihrer  ursprünglichen  Formerkennbar war. Der Übergang von der Zentralpartie zur Übergangszone ließ sichscharf durch eine braune schmal umlaufende Struktur abgrenzen.Metallisches Implantatmaterial:Im Bereich der Zentralpartie erschienen die eisenbasierten Strukturen metallischglänzend mit  scharf  abgegrenzten Rändern.  In  der  Übergangszone waren ersteFarbabweichungen sichtbar, zudem wirkten die Ränder der Metallstege wenigerscharf begrenzt. In der Randpartie stellten sich die metallischen Strukturen mitunscharfen Rändern sowie deutlichen braunen bis schwarzen Farbveränderungen
Abbildung  20:  Schaf  Tibia,  Paraffinschnitt,  Implantatgruppe  2,  HE  Färbung:Zellgebundenes Fremdmaterial im Fettmark, außerhalb der Entzündungszone



 3 Ergebnisse 40dar.Berliner Blau Reaktion:Bei  der  Auswertung der  Schnitte  der  Implantatgruppen nach erfolgter  BerlinerBlau  Reaktion  fiel  die  oben  beschriebene  braune  Masse  auf,  von  der  dieImplantate  umgeben waren  (Abb.  21).  Die  Zentralpartie  (1)  bestand  aus  einerkräftig blau gefärbten kompakten Struktur und ließ sich weniger deutlich von derÜbergangszone abgrenzen als bei den Giemsa Eosin gefärbten Präparaten. Einedeutliche  Blaufärbung  zeigten  auch  die  an  die  Zentralpartie  angrenzendenMetallstege (2). 

Bei  der  Berliner  Blau  Reaktion  waren  deutliche  Zeichen  der  Resorption  vonZement  und Metall  in  Randpartie und Übergangszone zu erkennen.  Besondersauffällig  waren  mit  blauer  Farbe  angereicherte,  tubuläre  Strukturen,  die  derAbbildung 21: Schaf Tibia, MMA Schliff. Berliner Blau Reaktion, Impantatgruppe1 (Erklärung siehe Text)



 3 Ergebnisse 41Zentralpartie zu entspringen schienen (1). Diese Kanäle verliefen meanderförmigdurch  das  Implantat  in  die  angrenzenden  bindegewebigen  bzw.  knöchernenStrukturen. Mit einem anfänglichen Durchmesser von durchschnittlich  0,13 mmverjüngten sich die Tubuli  bis zu ihrem vollständigen Verschwinden. Teilweiseentstand der Eindruck, dass von einzelnen Kanälen wurzelartige Verzweigungenabführten. Besonders deutlich zeigt dies der Schnitt eines Implantates im äußerenRandbereich, in dem sich ausschließlich Übergangszone und Randpartie darstellen(Abb.  22).  Eine  weitere  Struktur,  die  sich  nur  in  der  Berliner  Blau  Reaktiondeutlich zeigte, ist eine schmale blaue Linie (2), die das Implantatbett nach lateralumgibt und rein optisch eine Grenze zum umliegenden Knochen darstellt. Nachlateral an diesen Bereich angrenzend fanden sich nur wenige bis gar keine Fe3+positiven Strukturen.
Abbildung  22:  Schaf  Tibia,  MMA  Schliff,  Implantatgruppe  2,  Berliner  BlauReaktion, Übergangszone und Randpartie mit Fe3+-haltigen tubulären Strukturen(1) und blaugefärbter knochenseitiger Umrandung (2).



 3 Ergebnisse 42Die  mikroskopische  Auswertung  beider  Färbungen  der  Kontrollgruppe  ergabkeine  histopathologischen  Besonderheiten  (Abb.  23).  Die  Präparate  zeigtenunveränderten Knochen.

Zementresorption:Um ein Maß für den Abbau des Knochenzements nach einem Jahr zu erhalten,wurde die relative Zementresorption bestimmt (Tab. 1). Hierfür wurden anhandder MMA Schliffe die Fläche des Implantates sowie die des nicht resorbiertenZementes (inklusive der darin eingebetteten Metallimplantatanteile) ermittelt undanhand der folgenden Formel berechnet.Resorption in % = Fläche nicht resorbierter Zement * 100 / Fläche des  ImplantatesDie Berechnungen ergaben einen Mittelwert von 80,4% Zementresorption beider
Abbildung 23:Schaf Tibia, MMA Schliff, Berliner Blau - Eosin Färbung, Tier derKontrollgruppe, Spongiosa mit unverändertem Knochen, kein Eisen nachweisbar



 3 Ergebnisse 43Implantatgruppen.  Für  die  Implantatgruppe  1  (FeP)  ergab  sich  ein  Wert  von85,1%, für die Implantatgruppe 2 (FePSi) ein Wert von 76,1% (Abb. 24).Implantatgruppe Mittelwert N Standardabweichung1 85,1% 9 18,72 76,1% 10 18,6Insgesamt 80,4% 19 18,7Tabelle 1: Übersicht der Zementresorption in Prozent
Abbildung  24:  Relative  Zementresorption  von  Implantatgruppe  1  undImlantatgruppe 2 ein Jahr post operationem



 3 Ergebnisse 44 3.4 Statistische Auswertung entnommener Organproben 3.4.1 Eisenablagerungen in den OrganenUntersucht wurde folgender Zusammenhang:Gibt es Unterschiede in den Eisenablagerungen der entnommenen Organezwischen  der  Implantatgruppe  1,  der  Implantatgruppe  2  und  der  Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 12 Monate post operationem?Für die Eisenablagerungen in den einzelnen Organen (Abb. 25, Abb. 26 und Abb.27)  wurde  der  Kruskal-Wallis-Test  durchgeführt  (Tab.  2).  In  keinem  deruntersuchten  Fälle  wurde  ein  p-Wert  unterhalb  des  festgelegtenSignifikanzniveaus  von  0,05  ermittelt.  Es  bestehen  somit  keine  signifikantenUnterschiede zwischen den drei  Gruppen.  Eine weitere Testung mittels Mann-Whitney-U-Test konnte daher ausbleiben.ln.popliteussinister ln.popliteusdexter ln.iliofemoralissinister ln.iliofemoralisdexter Gehirn Lunge Herz Leber NiereChi-Quadrat 1,863 1,451 1,837 0,804 0,000 0,245 2,111 3,216 0,206df 2 2 2 2 2 2 2 2 2Asymptoti-sche Signifikanz 0,394 0,484 0,399 0,669 1,000 0,885 0,348 0,200 0,902Tabelle  2:  Statistik  für  Kruskal-Wallis-Test  für  die  Eisenablagerungen  in  denentnommenen Organen, der Implantatgruppen 1 und 2 sowie der KontrollgruppeEs zeigten drei Tiere der Kontrollgruppe, fünf der Implantatgruppe 1 und siebender  Implantatgruppe 2  Eisenablagerungen  in  den  lnn.  iliofemorales  dexter.  ZuEisenablagerungen  in  den  lnn.  poplitei  dexter  kam  es  bei  zwei  Tieren  derKontrollgruppe, drei der Implanatgruppe 1 und vier der Implantatgruppe 2.
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Abbildung 25: Schaf Implantatgruppe 2, Turnbullblau Reaktion, Niere: einzelneEpithelien mit granulärem zytoplasmatischen, eisenhaltigen Material, Maßstab:100µm
Abbildung 26: Schaf Implantatgruppe 2, Turnbullblau Reaktion, Ln. Iliofemoralissinister:  Bindegewebstrabekel  assoziierte  Makrophagen  mit  diffusem  zyto-plasmatischen, eisenhaltigen Material, Maßstab: 100µm
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 3.4.2 Entzündliche Veränderungen in den OrganenUntersucht wurde folgender Zusammenhang:Gibt es signifikante Unterschiede in den entzündlichen Veränderungen derentnommenen  Organe  zwischen  der  Implantatgruppe  1,  der  Implantatgruppe 2 und der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 12 Monate post operationem?Der  Kruskal-Wallis-Test  ergab  einen  p-Wert  unterhalb  des  festgelegtenSignifikanzniveaus von 0,05. Somit gibt  es signifikante Unterschiede zwischenmindestens zwei Gruppen (Tab. 3).
Abbildung  27: Schaf,  Implantagruppe 1,  Turnbullblau Reaktion,  Ln. popliteusdexter:  Bindegewebstrabekel  assoziierte  Makrophagen  mit  granulärem  zyto-plasmatischen, eisenhaltigen Material, Maßstab: 100µm



 3 Ergebnisse 47Lunge ln.popliteussinister ln.popliteusdexter ln.iliofemo-ralissinister ln.iliofemo-ralisdexter Gehirn Herz Leber Niere MilzChi-Quadrat 9,362 1,800 0,000 1,800 0,000 0,478 1,763 1,883 1,517 0,024df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2Asymptoti-scheSignifikanz 0,009 0,407 1,000 0,407 1,000 0,787 0,414 0,390 0,468 0,988Tabelle  3: Statistik für Kruskal-Wallis-Test für die entzündlichen Veränderungenin  einzelnen  Organen  der  Kontrollgruppe,  der  Implantatgruppe  1  und  derImplantatgruppe 2Beim Vergleich von Implantatgruppe 1 und Implantatgruppe 2 ergab der Mann-Whitney-U-Test einen p-Wert unterhalb des festgelegten Signifikanzniveaus von0,05. Dies zeigt eine signifikante Erhöhung der entzündlichen Veränderungen derLunge von Implantatgruppe 2 zu Implantatgruppe 1 (Tab. 4 und Tab. 5).Die Histologie der aufgefundenen entzündlichen Veränderungen sind beispielhaftin den Abbildungen 29-31 aufgeführt.



 3 Ergebnisse 48Gruppe N Mittlerer Rang RangsummeLunge Implantatgruppe 1 9 6,11 55,00Implantatgruppe 2 10 13,50 135,00Gesamt 19Tabelle 4: Statistik für Mann-Whitney-U-Test für die entzündlichen Verän-derungen der Lunge der Implantatgruppen eins und zwei LungeMann-Whitney-U 10,000Wilcoxon-W 55,000Z -3,059Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0,002Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] 0,003ba. Gruppenvariable: Gruppeb. Nicht für Bindungen korrigiert.Tabelle 5: Statistik für Mann-Whitney-U-Test für die entzündlichen Verän-derungen der Lunge der Implantatgruppen eins und zweia
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Abbildung  28: Signifikante Erhöhung der entzündlichen Veränderungen derLunge von Implantatgruppe 2 im Vergleich zur Implantatgruppe 1, Ordinatezeigt die Gradation (1-4)
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Abbildung 29: Schaf, Lunge , HE Färbung: chronischer Lungenabszess, Maßstab:1mm
Abbildung 30: Schaf, Lunge, HE Färbung: chronische granulomatöse Pneumoniemit zahlreichen Parasitenanschnitten, Maßstab: 100µm
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 3.5 Beurteilung der KontaktradiographieBei  der  Beurteilung  der  kontaktradiographischen  Aufnahmen  war  es  zunächstwichtig,  die verschiedenen Strukturen mit  unterschiedlicher  Röntgendichte klarvoneinander zu unterscheiden. Metall  ist röntgendichter als  Knochen und stelltsich  somit  in  den  Aufnahmen  heller  dar.  Knochenzement  weist  je  nachZusammensetzung  eine  ähnliche  Dichte  wie  physiologischer  Knochen  auf.Aufgrund von Abbauvorgängen zeigte sich der verbleibende Zement im Innerendes  Implantates  weniger  dicht  als  der  umliegende  Knochen.  WeichteildichteStrukturen stellen sich als leichte Verschattungen dar. Bei der Auswertung warendie Implantate als keilförmige, stark röntgendichte, spongiöse Struktur, mit einerweitaus weniger dichten, aber deutlich zu erkennenden Masse in ihrem Zentrumerkennbar.  Die  Metallschaumimplantate  beider  Gruppen  waren  von  einem
Abbildung 31: a) Schaf Hippocampus, HE-Färbung, o.b.B. b) Schaf Leber, HE-Färbung, o.b.B. c) Schaf Herz, HE-Färbung, einzelne Sarcozystis Zysten, sonsto.b.B.  d)  Schaf  Milz,  HE-Färbung,  akute  Stauung,  vermutlich  bedingt  durchEuthanasie, Maßstab: 100µm



 3 Ergebnisse 52Spaltraum,  der  sich  als  schmale  Aufhellungszone  darstellte,  umgeben  underschienen frei schwebend, ohne Kontakt zum umgebenden Lagerknochen.Nach  digitaler  Vergrößerung  der  Aufnahmen  und  zum  Teil  Veränderung  derWichtung zeigten  sich die  Implantate von einer  Masse  bindegewebiger  Dichteumgeben, die aber nicht in allen Fällen den beschriebenen Spaltraum vollständigüberbrückte (Abb. 32). Auch kontaktradiographisch ließen sich die Implantate inZentralpartie, Übergangszone und Randpartie einteilen. Eine Knochenneu- oderKallusbildung konnte lediglich in einem Fall beobachtet werden. Die eigentlicheDiagnose  einer  Knochenneubildung  erfolgte  anhand  des  gefärbten  Schnittes,jedoch finden sich auch in der Kontaktradiographie Zeichen für dieses Gewebe(Abb. 33). Deutlich zeigte sich, dass sämtliche Implantate nach lateral, also imBereich  der  Spongiosa,  von  einer  knöchernen  Lamelle  umgeben  waren.  Nachmedial waren die Implantate nur bindegewebig bedeckt.
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Abbildung  32:  Schaf,  Tibia  Kontakt-radiographie,  MMA  Schliff  Tier  derImplantatgruppe  1  mit  deutlicher  Spalt-raumbildung

Abbildung  33: Schaf,  Tibia,  Kontaktradiographie,  MMA SchliffTier der Implantatgruppe 1, röntgendichte Struktur im Zentrumdes Implantates, interpretiert als Knochenneubildung



 3 Ergebnisse 54 3.6 Blutbild und DifferenzialblutbildUntersucht wurden folgende Zusammenhänge:Gibt  es  signifikante  Unterschiede  zwischen  der  Kontrollgruppe,  der  Implantatgruppe  1  und  der  Implantatgruppe  2  im  Blutbild  und  Differenzialblutbild  zu  den  Zeitpunkten  sechs  und  zwölf  Monate  post  operationem?Es erfolgte eine Kruskal-Wallis-Testung, mit dem Ergebnis, dass in keinem Falldie  Nullhypothese  abgelehnt  wurde.  Somit  gibt  es  keine  signifikantenUnterschiede im Blutbild und Differenzialblutbild zwischen der Implantatgruppe1, der Implantatgruppe 2 sowie der Kontrollgruppe zu den Zeitpunkten sechs undzwölf Monate post operationem und eine weitere Testung mittels Mann-Whitney-U-Test konnte unterbleiben. 3.7 Serumwerte 3.7.1 Alkalische PhosphataseUntersucht wurde folgender Zusammenhang (Tab. 6):Gibt es einen signifikanten Unterschied im Serumspiegel der alkalischenPhosphatase  6  bzw.  12  Monate  post  operationem  zwischen  derImplantatgruppe 1, der Implantatgruppe 2 und der Kontrollgruppe?



 3 Ergebnisse 55ALP U/L 6Monate p.op. ALP U/L 12 Monate p.op.Chi-Quadrat 5,302 6,147df 2 2Asymptotische Signifikanz 0,071 0,046b. Gruppenvariable: GruppeTabelle 6: Statistik für Kruskal-Wallis-Test für den Serumspiegel der alkalischenPhosphataseb zu den Zeitpunkten sechs und zwölf Monate post operationem.Der  Kruskal-Wallis-Test  ergibt  für  die  Verteilung  der  alkalischen  Phosphatasezwischen der Implantatgruppe 1, der Implantatgruppe 2 und der Kontrollgruppezum Zeitpunkt 12 Monate post operationem einen p-Wert von p < 0,05, sodasszwischen mindestens zwei Gruppen signifikante Unterschiede im Serumspiegelder  alkalischen  Phosphatase  bestehen.  Es  folgte  eine  weitere  Testung  mittelsMann-Whitney-U-Test (Tab. 7 bis 10).



 3 Ergebnisse 56Gruppe N Mittlerer Rang RangsummeALP U/L 12 Monate p.op. Kontrollgruppe 9 12,72 114,50Implantatgruppe 2 10 7,55 75,50Gesamt 19Tabelle  7:  Statistik  für  Mann-Whitney-U-Test  für  den  Serumspiegel  deralkalischen Phosphatase der Kontrollgruppe und der Implanatgruppe 1ALP U/L 12 Monate p.op.Mann-Whitney-U 20,500Wilcoxon-W 75,500Z -2,002Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0,045Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] 0,043ba. Gruppenvariable: Gruppeb. Nicht für Bindungen korrigiert.Tabelle  8:  Statistik  für  Mann-Whitney-U-Test  für  den  Serumspiegel  deralkalischen Phosphatase der Kontrollgruppe und der Implanatgruppe 1aDer  Mann-Whitney-U-Test  zeigt  für  den  Vergleich  von  Kontroll-  undImplantatgruppe  2  einen  p-Wert  unterhalb  des  festgelegten  Signifikanzniveausvon p=0,05.  Damit  zeigt  sich  eine  signifikante  Verringerung des  Spiegels  deralkalischen Phosphatase der Implantatgruppe 2 im Vergleich zur Kontrollgruppezum Zeitpunkt zwölf Monate post operationem (Abb. 34).



 3 Ergebnisse 57Gruppe N Mittlerer Rang RangsummeALP U/L 12 Monate p.op. Implantatgruppe 1 9 13,00 117,00Implantatgruppe 2 10 7,30 73,00Gesamt 19Tabelle  9:  Statistik  für  Mann-Whitney-U-Test  für  den  Serumspiegel  deralkalischen Phosphatase der Implantatgruppe 1 und der Implantatgruppe 2ALP U/L 12 Monate p.op.Mann-Whitney-U 18,000Wilcoxon-W 73,000Z -2,206Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0,027Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] 0,028ba. Gruppenvariable: Gruppeb. Nicht für Bindungen korrigiert.Tabelle  10:  Statistik  für  Mann-Whitney-U-Test  für  den  Serumspiegel  deralkalischen Phosphatase der Implantatgruppe 1 und der Implantatgruppe 2aDer Mann-Whitney-U-Test  zeigt  für  den Vergleich von Implantatgruppe 1 undImplantatgruppe  2  einen  p-Wert  unterhalb  des  festgelegten  Signifikanzniveausvon p=0,05.  Damit  zeigt  sich  eine  signifikante  Verringerung des  Spiegels  deralkalischen Phosphatase der Implantatgruppe 2 im Vergleich zur Implantatgruppe1 zum Zeitpunkt zwölf Monate post operationem (Abb. 34).
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Abbildung  34:  Signifikante  Verringerung  der  alkalischen  Phosphatase  derImplantatgruppe 2 im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Implantatgruppe 1zum Zeitpunkt 12 Monate post operationem.Für die Verteilung des Spiegels der alkalischen Phosphatase sechs Monate postoperationem ergibt  der  Kruskal-Wallis-Test  einen  p-Wert  von 0,71.  Es  bestehtdaher kein signifikanter Unterschied zwischen zwei Gruppen (Tab. 11 und Abb.35).



 3 Ergebnisse 59ALP U/L 6 Monate p.op.Chi-Quadrat 5,302df 2Asymptotische Signifikanz 0,071Tabelle 11: Statistik für Kruskal-Wallis-Test für den Serumspiegel der alkalischenPhosphatase  der  Implantatgruppe  1,  der  Implantatgruppe  2  und  derKontrollgruppe zum Zeitpunkt sechs Monate p.op.

Abbildung  35:  Keine  signifikanten  Unterschiede  im  Spiegel  der  alkalischenPhosphatase zum Zeitpunkt sechs Monate post operationem 3.7.2 Eisen, Phosphor, FerritinFür die Parameter Eisen, Phosphor und Ferritin wurde folgender Zusammenhang untersucht:



 3 Ergebnisse 60Gibt es signifikante Unterschiede in den Serumspiegeln oben genannter  Parameter zwischen der Kontrollgruppe, der Implantatgruppe 1 und der  Implantatgruppe  2  zu  den  Zeitpunkten  sechs  bzw.  zwölf  Monate  post  operationem? Die  Testung  erfolgte  mittels  Kruskal-Wallis-Test.  In  keinem  der  untersuchtenFälle  lag  die  asymptotische  Signifikanz  unter  dem  festgelegten  Niveau  vonp=0,05.  Es  bestehen  somit  keine  signifikanten  Unterschiede  zwischen  deneinzelnen Gruppen zu den untersuchten Zeitpunkten und die Durchführung desMann-Whitney-U-Tests konnte unterbleiben.Zur  Veranschaulichung  werden  im  Folgenden  sämtliche  Ergebnissezusammengefasst (Tab. 12).
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Tabelle 12: Zusammenfassung der Ergebnisse

KontrollgruppeAnzahl gesamt n=9 n=10 n=9n=9 n=10 n=0n=0 n=1 n=0Knochenneubildung n=1 n=0 n=0
n=9 n=10 n=0signifikante Erniedrigungkeine signifikante VeränderungTendenz zur Veränderungsignifikante Veränderung

Implantatgruppe 1 Implantatgruppe 2Anzeichen von DegradationEntzündliche Veränderung im Bereich des ImplantatbettesImplantatresorption in %Eisenablagerungen in OrganenEntzündliche Veränderungen in Organen signifikante Erhöhung im Bereich der LungeSpaltraumbildung zwischen Knochen und ImplantatBlut- und DifferentialblutbildAlkalische Phosphatase 6 Mo p.opAlkalische Phosphatase 12 Mo p.opEisen, Phosphor, Ferritin 6 Monate p.opEisen, Phosphor, Ferritin 12 Monate p.op
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 4 Diskussion 63 4 Diskussion 4.1 TierversuchDas Schaf stellt auf den Gebieten der orthopädisch unfallchirurgischen Forschungund der Knochenbruchheilung das Standardmodell für viele Versuche und Studiendar  (SCHMIDT et al., 2006). Daneben werden im Bereich der Bioimplantologieauch  Hunde,  Ziegen,  Schweine  und  Kaninchen  verwendet.  In  seltenen  Fällenwerden sogar Pferde als Versuchstiere eingesetzt  (PEARCE et al., 2007). Schafehatten  sich  in  Vorversuchen  der  eigenen  Arbeitsgruppe  als  gutmütige  undwiderstandsfähige  Tiere  erwiesen.  Darüber  hinaus  sind  sie  kostengünstig  zubeschaffen und in Haltung und Fütterung weitaus genügsamer als z.B. Hunde oderPferde. Als Nutztiere sind sie in großen Zahlen verfügbar und als Lebensmittelliefernde  Tiere  weitaus  weniger  im  Fokus  von  Tierversuchsgegnern  als  dieklassischen Heim- bzw. Haustiere (NEWMAN et al., 1995). Durch ihre Größe undihr Gewicht sind Schafe zudem in der Lage, die Belastung durch Implantationen,Blutentnahmen,  etc.  besser  zu  tolerieren  als  vergleichbare  Versuchstiere(TURNER, 2002). Ein weiterer Vorteil von Schafen ist die Ähnlichkeit in Größe und Gewicht zumMenschen und damit auch in der Belastung der Implantate (NUSS et al., 2006).Hierbei ist es wichtig zu wissen, dass Schafe im Gegensatz zu z.B. Hunden in derRegel ihr Körpergewicht immer auf alle Gliedmaßen verteilen  (NUNAMAKER,1998).  Der  somit  entstehende  dauerhafte  mechanische  Reiz  ist  nach  demWolff'schen Gesetz  entscheidend für  den Heilungsverlauf  (RUFF et  al.,  2006).Auch die Knochenheilungsrate der Schafe ähnelt der des Menschen. Wenn auchbei Tieren im Allgemeinen von einer schnelleren Knochenheilung ausgegangenwird (MARTINI et al., 2001), stellt das Schaf im Rahmen dieser Studie das idealeVersuchstier dar.



 4 Diskussion 64 4.2 Histopathologie 4.2.1 OrganprobenUm entzündliche Veränderungen sowie Eisenablagerungen beurteilen zu können,wurden  Proben  der  tributären  Lymphknoten  sowie  von  Lunge,  Gehirn,  Herz,Leber,  Niere  und  Milz  entnommen.  Die  histologische  Beurteilung  sämtlicherOrganpräparate  erfolgte  ausschließlich  durch  einen  Veterinärpathologen,  umAbweichungen weitestgehend ausschließen zu können. Eine dadurch erzielte hoheStandardisierung war für die anschließende Erstellung eines Scores unerlässlich.Die  statistische  Auswertung  der  entzündlichen  Veränderungen  zeigt  einesignifikante  Erhöhung  von  Entzündungsreaktionen  der  Lunge  vonImplantatgruppe  2  zu  Implantatgruppe  1,  jedoch  nicht  zur  Kontrollgruppe.Dennoch  besteht  die  Möglichkeit,  dass  der  signifikante  Unterschied  in  derLegierung der Implantate liegt. So wurde für das Implantat der Implantatgruppe 20,5% Silizium verwendet. In der Literatur gilt vor allem Siliziumdioxid (SiO2) alszytotoxisch und proinflammatorisch  (PANAS et  al.,  2013).  Zwar wurde in dergenannten  Studie  die  Wirkung  von  Metalloxid  Nanopartikeln  auf  dasLungengewebe und Makrophagen in vitro untersucht, dennoch kann eine ähnlicheWirkung von oxidiertem Silizium in vivo nicht sicher ausgeschlossen werden. DieFrage, ob bei der Degradation der Implantate auch SiO2 freigesetzt wird, wurde inder eigenen Arbeit nicht untersucht. In der Halbleitertechnologie wird eine Oxidschicht von Silizium in thermischenVerfahren, nämlich der trockenen und der nassen Oxidation erzeugt. Bei beidenVerfahren herrschen Temperaturen um 1000°C (HILLERINGMANN, 2014). DieSintertemperaturen  des  in  dieser  Arbeit  verwendeten  Implantates  erreichtenebenfalls  mehr als 1000°C. Selbst bei Raumtemperatur,  an der Luft  oder unterWasser kann Silizium eine natürliche Oxidschicht ausbilden (ALBERS, 2010). Daunter den genannten Bedingungen eine Oxidation von Si möglich ist, lässt sichzumindest  nicht widerlegen, dass ein eventueller Zusammenhang zwischen denfestgestellten, signifikant erhöhten entzündlichen Veränderungen der Lunge von



 4 Diskussion 65den Tieren der Implantatgruppe 2 und der Verwendung von Silizium besteht.Eine weitere Möglichkeit für eine entzündliche Veränderung der Lunge stellt beimSchaf die verminöse Pneumonie dar. Ursachen hierfür sind in der Regel große(Dictyocaulus sp.)  und kleine (Protostrongylidae)  Lungenwürmer. Larven- bzw.Wurmanschnitte sind histologisch nicht immer darstellbar. Bei einem Befall zeigtsich in der Histologie meist eine massive Infiltration mit Leukozyten sowie eineHypertrophie der glatten Muskulatur der Bronchioli  (BAUMGÄRTNER, 2012).In  vielen  Fällen  fungieren  verminöse  Pneumonien  wegbereitend  für  weiterebakterielle Infektionen der Lunge (JENKINS et al., 2007). In der eigenen Arbeitließen sich Parasiten der Lunge in sechs Fällen histologisch nachweisen. Ein Tierder  Kontrollgruppe,  zwei  Tiere  der  Implantatgruppe  1  und  drei  Tiere  derImplantatgruppe 2 zeigten Anschnitte von Lungenwürmern. Diese Tatsache alleingenügt jedoch nicht als Beweis einer gänzlichen Abwesenheit von Parasiten beiden  übrigen  Tieren,  die  entzündliche  Prozesse  der  Lunge zeigten.  Aus diesemGrund  muss  die  verminöse  Pneumonie  als  mögliche  Ursache  für  dieentzündlichen Veränderungen der Lunge in Betracht gezogen werden.Bei  der  Auswertung  der  Eisenablagerungen  zeigten  sich  keine  signifikantenEisenmehrablagerungen im Vergleich von Implantatgruppe 1, Implantatgruppe 2und der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 12 Monate post  operationem. Auffällighierbei war, dass sich auch in den Lymphknoten der nicht operierten, rechten Seitedeutliche Eisenablagerungen zeigten. In Anbetracht der Tatsache, dass sowohl beider  Entnahme  als  auch  der  späteren  Bearbeitung  nicht  gänzlich  auf  dieVerwendung metallischer Gegenstände verzichtet werden kann, muss unterstelltwerden,  dass  es  sich  bei  den  vorliegenden  Fällen  um Artefakte  oder  um dieProdukte einer Hämatomresorption handelt. Histopathologisch  wird  eine  übermäßige  Eisenablagerung  als  Hämosiderosebezeichnet.  In  Kombination  mit  der  daraus  resultierenden  Gewebsschädigungspricht  man  von  einer  Hämochromatose.  Diese  kann  sowohl  erblich  als  auchsekundär  infolge  einer  erhöhten  Eisenaufnahme  auftreten  (NIEDERAU,  2003;



 4 Diskussion 66SALLER et al., 2007). Betrachtet man diese Erkrankung, bei der übermäßig vielEisen,  bevorzugt  in  Organen  wie  Leber,  Pankreas  und  Herz  abgelagert  bzw.gespeichert  wird  (HEENEY &  ANDREWS,  2004;  DUGGAN  &  DUGGAN,2006), kann auf Grund der vorliegenden Ergebnisse insgesamt von einer geringenBelastung  des  Organismus  durch  den  Degradationsprozess  der  Implantateausgegangen werden. Auch in  Vorversuchen  der  eigenen  Arbeitsgruppe  konnte  kein  Zusammenhangzwischen  dem  Abbau  eisenbasierter  Implantate  und  signifikantenEisenmehrablagerungen in parenchymatösen Organen festgestellt werden. In einer2006  veröffentlichten  Studie  untersuchten  PEUSTER  und  Mitarbeiter  dieBiokompatibilität  von  degradierbaren  Eisenstents.  Hierfür  wurden  Stents  miteinem  Durchmesser  von  6-12  mm  in  die  Aorta  descendens  von  29  Minipigsimplantiert.  Auch  hier  zeigten  die  histopathologischen  Ergebnisse  keineEisenmehrablagerungen  in  Organen  wie  Leber,  Herz,  Niere,  Lunge,  Milz  undPankreas  (PEUSTER  et  al.,  2006).  An  dieser  Stelle  sei  erwähnt,  dass  imMenschen  und  den  meisten  Säugetieren  kein  körpereigener  Mechanismus  zuraktiven Eisenausscheidung existiert. Zudem richtet sich die Resorption des enteralaufgenommenen  Eisens  nach  dem aktuellen  Bedarf.  Die  Ausscheidung  erfolgtpassiv über Stuhl bzw. Kot, Urin und Schweiß (SALLER et al., 2007; ZHAO &ENNS, 2012). Parenteral aufgenommenes Eisen kann von verschiedenen Zellenund Geweben aufgenommen werden, steht aber in seiner Gänze dem Organismuszur Verfügung, was dann zu einem Überangebot, der sog. Eisenüberladung führenkann. Hier akkumuliert das Eisen vor allem in Organen wie Herz, Leber und Milz(MUSUMECI et al., 2014). Dies bestätigt die Annahme der geringen Belastungdes Organismus durch eisenbasierte Degradationsprodukte. 4.2.2 TibiakopfpräparateBei der histologischen Auswertung der Tibiakopfpräparate wurden die Reaktiondes um das Implantat liegenden Knochens, Bildung von Osteoid im Bereich desImplantates sowie Eisenablagerungen und histologisch nachweisbare entzündliche



 4 Diskussion 67Veränderungen  in  der  direkten  Umgebung  untersucht.  Zudem  wurde  dieDegradation des eingebrachten Mg-CPC in relativen Zahlen bestimmt. Es wurden Kontaktradiographien angefertigt, mit dem Ziel, das Einwachsen vonKnochen sowie das Degradationsverhalten beurteilen zu können.Die  bei  der  makroskopischen  Beurteilung  auffälligen  braunen,  körnigenStrukturen,  die  sich  auf  der  Schnittfläche  der  in  aufsteigender  Alkoholreiheentwässerten  Präparate  auch  weiter  außerhalb  des  Implantatbettes  befanden,konnten in dieser Form histologisch nicht nachgewiesen werden. Somit bleibt derUrsprung der Strukturen weiterhin unklar. Als wahrscheinliche Ursache käme inBetracht,  dass  es  sich  bei  den  Strukturen  um  Produkte  handelt,  die  beimZurechtsägen  der  Implantate  entstanden  sind.  Diese  würden  sich  nur  auf  deräußeren  Schnittfläche  befinden  und  wären  nach  der  Anfertigung  der  MMASchliffe aus dem Zentrum des Implantates nicht mehr zu finden.Histologisch zeigte sich im Implantatbett bei allen Tieren der Implantatgruppeneine braune Substanz, bei der es sich mit höchster Wahrscheinlichkeit um eineAnsammlung metallischer und nicht metallischer Degradationsprodukte handelt.Ein Gehalt  an Fe3+ Ionen konnte im Rahmen der  Nachweisgrenze histologischausgeschlossen  werden.  Das  metallische  Implantationsmaterial  war  bei  allenTieren zum Zeitpunkt 12 Monate post operationem noch fast vollständig erhalten,was  für  einen  langsamen  Degradationprozess  spricht.  Der  Mittelwert  für  dieResorption des  Knochenzements  mit  dem die Implantate befüllt  waren,  betrugzum Zeitpunkt 12 Monate post operationem 80,4 %. Bei lediglich einem Präparatzeigte  sich  eine  sowohl  histologisch  als  auch  röntgenologisch  nachweisbareKnochenneubildung in der Übergangszone des Implantates. In Vorversuchen dereigenen  Arbeitsgruppe  konnte  ein  Einwachsen  von  Knochen  in  eisenbasierteMetallschaumbauteile  ähnlicher  Legierungen  nachgewiesen  werden.Verantwortlich für die geringe Knochenneubildung in der eigenen Arbeit könntendie  im  Vergleich  zu  Vorversuchen  veränderte  Porengröße  desMetallschaumbauteils  und  die  damit  verbundene  Metallreduktion  sowie  die



 4 Diskussion 68verwendete Mg-CP-Zementpaste und deren Abbauprodukte sein. In einer Studieaus  2015  untersuchten  ZHANG und Mitarbeiter  anhand  von  zylinderförmigenImplantaten  den  Effekt  von  Mg  bei  der  Modifikation  von  Kalzium-phosphatzementen  auf  die  Adhäsion  sowie  die  Differenzierung  vonKnochenmark-Stromazellen.  Zum  Einsatz  kamen  Implantate  aus  CPC  sowiemodifiziertem  CPC  mit  einem  Anteil  von  5%,  10%  und  20%  MPC.  ImTierversuch  wurden  je  zwei  der  porigen  Bauteile  in  die  Schädelkalotte  voninsgesamt  27  vier  Monate  alten,  männlichen  Ratten  implantiert.  Zu  denZeitpunkten  zwei,  vier  und  acht  Wochen  post  operationem  wurden  die  Tiereeuthanasiert  und  nach  Aufbereitung  der  ROI´s  histologisch  sowie  mikro-computertomographisch untersucht. Nach vier Wochen zeigte sich ein deutlichesEinwachsen  von  neuem  Knochen  über  das  gesamte  Volumen  des  5MCPCImplantates,  ohne  erkennbare  Spaltbildung  zum  Lagerknochen.  Wenn  aucherheblich weniger, so fand sich bei den CPC- und 20MCPC-Bauteilen ebenfallseine Neubildung von Knochen. Nach acht Wochen zeigten sich sowohl bei der5MCPC-  als  auch  bei  der  20MCPC-Gruppe  deutlich  weniger  Reste  deseingebrachten Materials als bei der CPC-Gruppe. Dies spricht für eine schnellereBiodegradation des Mg-modfizierten CPCs (ZHANG et al., 2015). Die Ergebnissezeigen einen positiven Effekt von Magnesium auf das Degradationsverhalten unddie Osteoinduktivität des in der eigenen Arbeit verwendeten Knochenzementes.Hier  muss  unterstellt  werden,  dass  die  geringe  Knochenneubildung  inZusammenhang  mit  der  Struktur  des  Metallbauteils  steht,  oder  durch  diemassenhafte  Ansammlung  von  metallischen  und  nicht  metallischenDegradationsprodukten verursacht wird.In einer bereits unter 4.2.1 erwähnten Studie aus 2006 beschreiben PEUSTER undMitarbeiter  eine  zeitabhängige  Infiltration  des  an  das  Implantat  angrenzendenGewebes mit Immunzellen. Kurz nach der Implantation waren Granulozyten undLymphozyten  die  vorherrschenden  Zellen,  welche  im  weiteren  Verlauf  vonMakrophagen  abgelöst  wurden.  Mehrkernige  Riesenzellen  fanden  sich  nurvereinzelt.  Hochgradige  Entzündungen  oder  toxische  Effekte  ließen  sich  nicht



 4 Diskussion 69nachweisen  (PEUSTER et al., 2006). Dies deckt sich auch mit den Ergebnissender  eigenen  Arbeit.  Entzündliche  Veränderungen  im  Implantatbett  und  denumliegenden  Bereichen  ließen  sich  nur  in  einem  Fall  feststellen.  Hier  wurdesowohl in der Entzündungszone als auch außerhalb zellgebundenes Fremdmaterialnachgewiesen,  welches  nicht  mit  Sicherheit  dem Implantat  zugeordnet  werdenkann. Es besteht zudem die Möglichkeit, dass es sich um Abbauprodukte aus dementzündlich veränderten Bereich handelt.Bei  der  histologisch nachweisbaren blauen schmalen Umrandung,  von der  dasImplantatbett nach lateral umgeben war, handelt es sich um einen mit Fe3+ Ionenangereicherten Bereich.  Dieser grenzt  direkt  an die knöchernen Strukturen desImplantatbettes an, weshalb vermutet werden kann, dass der Lagerknochen einemechanische  Barriere  für  Degradationsprodukte  darstellt.  Außerhalb  diesesBereiches,  konnten  keine  wesentlichen  Ablagerungen  von  dreiwertigem  Eisennachgewiesen werden. Dieses befand sich stark angereichert in der Zentralpartiedes Implantates sowie in den davon abführenden tubulären Strukturen, welche inder Literatur bislang nicht beschrieben wurden. Hier kann nur diskutiert werden,ob diese Strukturen als Transportkanäle dienen, um z.B. Fe3+-haltiges Material ausdem Implantatbett  zu befördern.  Es  gilt  jedoch zu beachten,  dass  dreiwertigesEisen an Transferrin binden und so in den Zellstoffwechsel gelangen kann. Sowürde das Vorliegen von Fe3+ in diesem Fall dafürsprechen, dass Implantateisenabgebaut und im Wirtsorganismus weiter verarbeitet wird (YANG et al., 2012). 4.3 KontaktradiographieUm  Knochenneubildung  und  die  Degradation  des  Implantates  beurteilen  zukönnen, wurden Kontaktradiographien sämtlicher Präparate angefertigt.Hier konnte der in der histologischen Auswertung beschriebene, fortgeschritteneAbbau des Knochenzementes bestätigt werden. Deutlich zeigte sich die zum Teilbindegewebig überbrückte Spaltraumbildung zwischen Implantat  und einer neugebildeten  knöchernen  Lamelle,  von  der  die  Implantate  nach  lateral  umgebenwaren.  Auch  die  Kallusbildung  konnte  röntgenologisch  nachgewiesen  werden.



 4 Diskussion 70Dies spricht zum einen für einen Umbauprozess knöcherner Strukturen, zeigt aberdeutlich ein Zurückweichen des Knochens im Implantatbett, was die Annahme,das  Einwachsen  von  Knochen  würde  durch  das  Vorhandensein  derDegradationsprodukte verhindert, unterstützt.Da  es  im  Verlauf  des  Tierversuches  zu  keiner  Instabilität  der  Osteosynthesengekommen ist und es röntgenologisch keinen Hinweis auf Frakturen gegeben hat,kann  davon  ausgegangen  werden,  dass  trotz  ausgebliebener  knöchernerDurchbauung,  der  operierte  Bereich  zu  jeder  Zeit  in  der  Lage  war,  die  vollemechanische Belastung zu tragen. 4.4 Laborparameter 4.4.1 ReferenzwerteReferenzwerte  für  Laborparameter  des  Schafes  sind  in  der  Literatur  inausreichender  Anzahl  zu  finden,  weichen  aber  häufig  voneinander  ab.  AlsOrientierung wurden bei der Auswertung der Laboruntersuchung unter anderemdie  Referenzbereiche-Schaf  der  Klinik  für  innere  Krankheiten  der  Pferde,Wiederkäuer und Schweine der Universität Leipzig, eine Studie von DIAS undMitarbeiter  (2008)  sowie  die  von  TSCHUOR  und  Mitarbeiter  (2008)beschriebenen Referenzwerte zugrunde gelegt.  Sofern sich die in dieser  Arbeitermittelten Werte im Referenzbereich befanden, wurde der Gruppenvergleich zurstatistischen Beurteilung herangezogen. 4.4.2 Alkalische PhosphataseZur Gruppe der alkalischen Phosphatasen gehören verschiedene Isoenzyme. Soexistieren  im  menschlichen  Körper  die  intestinale,  keimzellspezifische,plazentaspezifische sowie die gewebeunspezifische alkalische Phosphatase. Ausletzterer  entstehen  durch  Glycosylierung  weitere  Isoenzyme,  nämlichleberspezifische,  knochenspezifische  und  nierenspezifische  alkalischePhosphatase (MOSS, 1986; ALLEN, 2003).



 4 Diskussion 71Alkalische Phosphatasen sind, über eine glycosylphosphatidylinositol Verbindung,an die Zellmembran gebundene Proteine und werden von verschiedenen Zelltypensynthetisiert. In Blutserum bzw. -plasma kommen sie auch in gelöster Form vor(RAYMOND et  al.,  1991).  Im  Körper  eines  gesunden erwachsenen Menschenhaben ca.  95% der  ungebundenen alkalischen  Phosphatasen ihren  Ursprung inLeber  oder  Knochen  und  stellen  somit  einen  verlässlichen  Parameter  fürspezifische  Krankheitsgeschehen  oder  physiologische  Prozesse  wie  Knochen-heilung  dar  (SHARP  et  al.,  2007).  Die  bei  erhöhter  Osteoblastenaktivitätfreigesetzte knochenspezifische alkalische Phosphatase ist somit ein Indikator fürvermehrt stattfindende Knochenumbauprozesse (ALLEN, 2003). Eine signifikanteErhöhung der alkalischen Phosphatase zu den Zeitpunkten 6 und 12 Monate postoperationem konnte beim Vergleich der Gruppen im vorliegenden Versuch nichtfestgestellt  werden.  In  einer  Studie  aus  2005 untersuchten  KOMMENOU undMitarbeiter  den  Zusammenhang  zwischen  der  Aktivität  der  alkalischenPhosphatase  und  der  Knochenbruchheilung.  Der  Serumspiegel  der  alkalischenPhosphatase wurde an insgesamt 83 Hunden mit chirurgisch versorgten Frakturender langen Knochen untersucht. Die Messungen wurden am Tag des Eingriffs, 10,20  und  30  Tage  post  operationem  sowie  im  Anschluss  daran  monatlichdurchgeführt. Die Ergebnisse zeigten ein Maximum der alkalischen Phosphatase10 Tage post  operationem. Zwei bis fünf Monate nach dem Eingriff lagen dieWerte  wieder  im  Referenzbereich  (KOMNENOU  et  al.,  2005).  Eine  weitereStudie  beschreibt  den  Verlauf  der  alkalischen  Phosphatase  während  derKnochenbruchheilung  beim  Menschen.  Maximale  Werte  von  bis  zu  429  U/Lwerden nach 21 Tagen erreicht  (MULJACIC et al., 2013). Es besteht somit dieMöglichkeit, dass eine zu erwartende Erhöhung des Serumspiegels der alkalischenPhosphatase in den eigenen Untersuchungen nicht erfasst wurde. In der Literaturwird der Referenzbereich der alkalischen Phosphatase mit 15,0–331,0 U/L (DIASet al.,  2008) bzw.  mit  60–300 U/L  (KLINIK FÜR INNERE KRANKHEITENDER PFERDE, 2016) angegeben. Sämtliche Werte der untersuchten Tiere lagenim Referenzbereich.



 4 Diskussion 72In der eigenen Arbeit zeigte sich eine signifikante Erniedrigung der alkalischenPhosphatase zum Zeitpunkt 12 Monate post operationem der Implantatgruppe 2im Vergleich zur Implantatgruppe 1 und der Kontrollgruppe, die allerdings nochim  Referenzbereich  lag.  In  einer  aktuellen  Studie  beschreiben  ARUN  undMitarbeiter die Auswirkung verschiedener Schädel-Hirn-Traumata unter anderemauf den Serumspiegel der alkalischen Phosphatase.  Für diesen Versuch wurdenRatten durch unterschiedliche Methoden (Stoßwelle, stumpfer Schlag) Schädel-Hirn-Traumata zugefügt. Nach 6h bzw. 24h wurden die Tiere euthanasiert und imAnschluss Gehirn sowie Blutplasma entnommen. Der stumpfe Schlag bewirkteein Absinken der alkalischen Phosphatase im Plasma um 32% und 37% zu denZeitpunkten 6h und 24h nach Traumasetzung (ARUN et al., 2015). Speziell  bei  der  knochenspezifischen  alkalischen  Phosphatase  zeigt  sich  einAbsinken der Aktivität beim adulten Tier im Vergleich zum Jungtier. Dies ist derTatsache  geschuldet,  dass  Knochenumbauprozesse  sowie  -neubildungen  imerwachsenen Körper weitaus weniger stattfinden als beim heranwachsenden Tier(ARYA et al., 2015). In der eigenen Studie befanden sich alle verwendeten Schafein etwa in demselben Alter.  Daher kann ein Unterschied im Serumspiegel  deralkalischen Phosphatase bedingt durch das Lebensalter der Tiere ausgeschlossenwerden.Als eine weitere Ursache für eine Erniedrigung der freien alkalischen Phosphatasekommt die Hypophosphatasie in Betracht. Hierbei handelt es sich um eine selteneErkrankung,  die mit  einer  Mutation des  ALPL-Genes,  welches  die alkalischenPhosphatasen codiert, einhergeht. Dies resultiert in einer verminderten Aktivitätvor  allem von knochen-,  leber-  und  nierenspezifischer  alkalischer  Phosphatase(LINGLART & BIOSSE-DUPLAN, 2016). Die Hypophosphatasie beim Tier istin der Literatur nicht ausreichend beschrieben. Dennoch findet sie in einer Studieaus 2014 als mögliche Ursache für Zahn- und Gebisserkrankungen des SchafesErwähnung (TATARA et al., 2014). In  der eigenen Studie gab es keine Anzeichen für  genetische Vorerkrankungen



 4 Diskussion 73sowie  Schädel-Hirn-Traumata.  Zudem  lagen  alle  Werte  der  alkalischenPhosphatase im Gesamtintervall der oben genannten Referenzwerte. Es ist somitdavon  auszugehen,  dass  der  Eingriff  keinen  nennenswerten  Einfluss  auf  denSerumspiegel der alkalischen Phosphatase hat. Dies konnte auch in Vorversuchender eigenen Arbeitsgruppe bestätigt werden. 4.4.3 Serumeisen und FerritinEisen stellt den Hauptbestandteil der verwendeten Implantate dar und wurde somitals  Parameter  für  eine  eventuelle  Eisenbelastung  des  Organismus  durch  dieImplantate herangezogen.Eisen ist ein klassisches, essenzielles Spurenelement und wird überwiegend imDünndarm, vor allem aber im Duodenum resorbiert. Die Ausscheidung von Eisenerfolgt  überwiegend  fäkal  (VON  ENGELHARDT  &  BREVES,  2005).  Beidurchschnittlicher Ernährung nimmt ein Mensch ca. 20mg Eisen pro Tag auf. Dieresorbierte Menge ist aber abhängig vom aktuellen Bedarf. So liegt bei weiblichenIndividuen  in  der  Schwangerschaft  bzw.  Trächtigkeit  oder  während  derLaktationsperiode, die Eisenaufnahme um ein Vielfaches höher  (SALLER et al.,2007).  Zudem  richtet  sich  die  Eisenresorption  nach  der  Menge  desaufgenommenen Eisens. Folgt auf eine Diät mit geringem Eisenanteil ein Wechselzu  einer  eisenhaltigen  Ernährung,  sinkt  die  Resorption  entsprechend.  DiesesPhänomen findet auch in umgekehrter Form statt (BANNERMANN et al., 1962).Rund  70%  des  Eisens  im  Körper  eines  Menschen  findet  sich  gebunden  imHämoglobin.  Dieses  Enzym  stellt  mit  Eisen  als  Zentralatom  denSauerstofftransport von der Lunge zu den übrigen Geweben sicher. Ferritin undHämosiderin stellen die wichtigsten nicht Häm basierten Komponenten dar. AlsTransportprotein ist Ferritin in der Lage bis zu 4500 Eisenionen (Fe3+) in löslicherund nicht toxischer Form zu speichern (ROPELE & LANGKAMMER, 2016). DieFerritinwerte  korrelieren  mit  den  Eisenreserven  im  Gewebe.  So  entsprichtbeispielsweise  1mg/l  Ferritin  10mg Eisen im Gewebe  (SALLER et  al.,  2007).Dieser  Zusammenhang ist  aber  nicht  immer  verlässlich.  So  verstarben  in  den



 4 Diskussion 74letzten  zwei  bis  drei  Jahrzehnten  an  Thalassämie  erkrankte  Patienten  anHerzversagen, aufgrund einer Eisenüberladung, trotz im Vorfeld festgestellter, imReferenzbereich gelegener Ferritinwerte (KOLNAGOU et al., 2006). Thalassämieist  eine  chronische,  erblich  bedingte  Erkrankung des  Blutsystems,  welche  miteiner  Reduktion  der  Hämoglobinsynthese  einhergeht.  Bei  schweren  Formenbedarf  die  aus  der  Erkrankung resultierende chronische  hämolytische  Anämie,einer  Infusionstherapie  mit  roten  Blutkörperchen.  Dies  führt  häufig  zu  einerkumulativen Eisenüberladung (MARTIN & HAINES, 2016).In der eigenen Arbeit zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen derKontrollgruppe,  der  Implantatgruppe  1  und  der  Implantatgruppe  2  imSerumeisenspiegel  zu  den  Zeitpunkten  6  Monate  und  12  Monate  postoperationem. Der in der Literatur angegebene obere Grenzwert von 34,3  µmol/l(TSCHUOR et al., 2008) wurde in drei Fällen zum Zeitpunkt sechs Monate postoperationem überschritten. In zwei Fällen wurden die Tiere der Kontrollgruppe ineinem Fall  der  Implantatgruppe 1 zugeordnet.  Zum Zeitpunkt  12 Monate postoperationem wurde der  Wert  von 34,3  µmol/l  in  keinem Fall  erreicht.  Da derHöchstwert nur von einem Tier der Impantatgruppen um 2,6 µmol/l überschrittenwurde, kann insgesamt von einer geringen Belastung des Organismus durch freiesEisen ausgegangen werden.Keine  signifikanten  Unterschiede  zeigten  sich  auch  beim  Vergleich  derFerritinwerte  der  drei  Versuchsgruppen  zu  den  Zeitpunkten  6  Monate  und  12Monate post operationem. Referenzwerte für Ferritin beim kleinen Wiederkäuerkonnten bei der Literaturrecherche nicht gefunden werden. Da nach SALLER undMitarbeitern  (2007)  in  der  Regel  eine  Korrelation  zwischen  den  Eisen-  undFerritinwerten  besteht,  ist  davon  auszugehen,  dass  Eisen  ein  bestimmendesElement für den Ferritinspiegel darstellt. 4.4.4 PhosphorMit  0,6  Legierungsprozent  hat  Phosphor,  wie  auch  Silizium,  einenvergleichsweise  geringen  Anteil  an  der  metallischen  Struktur  des  Implantates.



 4 Diskussion 75Allerdings kam es bei der Herstellung des Zementes zum Einsatz, mit dem dieMetallschäume  befüllt  wurden.  Eine  genaue  Untersuchung  desBlutphosphorspiegels zu den Zeitpunkten 6 und 12 Monate post operationem wardaher  unerlässlich,  um eine  eventuelle  Freisetzung  von  Phosphor  erfassen  zukönnen.Phosphor gehört  zu den  Mineralstoffen  und stellt  zusammen mit  Calcium denwesentlichen  Bestandteil  der  mineralischen  Knochensubstanz  in  Form  vonHydroxylapatit dar. Im Körper eines Säugetieres liegt der Phosphorgehalt bei 4-7g/kg, wobei hiervon ca. 80% auf das Skelett entfallen (VON ENGELHARDT &BREVES,  2005).  Beim  Menschen  beträgt  der  Gesamtgehalt  des  im  Körpergespeicherten Phosphors ca. 700g im Durchschnitt. Hiervon entfallen, ähnlich wiebeim Säugetier, 85% auf das Skelett und 15% auf den Intrazellularraum. Lediglich1% befindet sich in den extrazellulären Flüssigkeiten (HRUSKA et al., 2008). DiePhosphatkonzentration  im  Serum  des  Menschen  beträgt  ca.  0,8-1,4  mmol/l(NICOLL  et  al.,  2015) und  liegt  damit  niedriger  als  die  in  der  Literaturangegebenen Referenzwerte für den kleinen Wiederkäuer. Diese betragen 1,2-2,3mmol/l (TSCHUOR et al., 2008) bzw. 1,44-2,85 mmol/l (DIAS et al., 2008). Die  Phosphathomöostase  wird  hauptsächlich  von  drei  Organen  reguliert:  ImDünndarm findet die Phosphor- bzw. Phosphatresorption statt. Im Gegensatz dazustellt die Niere das wichtigste Organ für die Phosphorexkretion dar. Der Knochenfungiert als Speicher (CHUN et al., 2016).Die empfohlene Tagesdosis von Phosphor für einen erwachsenen Menschen liegtbei 700g/d (BERGMAN et al., 2009).Schwankungen  im  Phosphorspiegel  sind  häufig  abhängig  von  der  Jahreszeit.Verantwortlich  hierfür  ist  die  unterschiedliche  Verfügbarkeit  von  Futter-  bzw.Nahrungsmitteln und deren divergierender Gehalt an Phosphor  (PERNTHANERet al., 1993; BAUMGARTNER & PERNTHANER, 1994). Ein  zu  erwartender  Anstieg  des  Phosphorspiegels  bis  hin  zu  einerHyperphosphatämie kann verschiedene Ursachen haben. Zum einen kommen eine



 4 Diskussion 76übermäßige  Aufnahme  sowie  eine  erhöhte  Knochenresorption  in  Frage,  zumanderen können eine mangelhafte renale Ausscheidung oder MedikamentengabeUrsache eines erhöhten Bluphosphorspiegels sein. Beim Menschen können selbstbei  einer  Arteriosklerose  oder  der  koronaren  Herzkrankheit  erhöhte  Werteauftreten (KAWAGISHI et al., 1995; BLOCK & PORT, 2000; GOODMAN et al.,2000; FOLEY et al., 2009).Signifikante  Unterschiede  im  Phosphorspiegel  der  Kontrollgruppe,  derImplantatgruppe  1  und  der  Implantatgruppe  2  zu  den  Zeitpunkten  6  bzw.  12Monate  post  operationem  konnten  in  der  eigenen  Arbeit  nicht  nachgewiesenwerden. Zudem befanden sich alle Werte im Referenzbereich. 4.4.5 Blutbild und DifferenzialblutbildUm eventuelle entzündliche Prozesse auch hämatologisch nachweisen zu können,wurden Blut- sowie Differenzialblutbild untersucht und statistisch ausgewertet. Inkeiner  der  untersuchten  Proben gab es  signifikante Unterschiede  zwischen derKontrollgruppe,  der  Implantatgruppe  1  und  der  Implantatgruppe  2  zu  denZeitpunkten sechs und zwölf Monate post operationem. Differenzialblutbild:Es wurde die Gesamtzahl der Leukozyten bestimmt und weiter nach neutrophilen,eosinophilen und basophilen Granulozyten, nach Lymphozyten sowie Monozytendifferenziert.  Die  in  der  Literatur  angegebenen  Referenzwerte  für  Leukozytenweisen leichte Abweichungen auf: 4,0–12,0 x 109/L (JACKSON & COCKROFT,2007),  4,5–11,4  x  109/L  (TSCHUOR  et  al.,  2008),  bzw.  5,1–15,9  x  109/L(LEPHERD  et  al.,  2009).  Eine  wichtige  Gruppe  der  Leukozyten  stellen  dieGranulozyten dar.  Diese färben sich histologisch in unterschiedlicher Weise anund  werden  daher  in  neutrophile,  eosinophile  und  basophile  Granulozytenunterteilt.  Granulozyten  erkennen  Infektionserreger  entweder  indirekt  nachOpsonisierung,  oder  indirekt  mit  Rezeptoren  über  sogenannte  Pathogen-assoziierte  molekulare Muster  (VON ENGELHARDT & BREVES, 2005).  Sie



 4 Diskussion 77phagozytieren sämtliche Noxen wie Bakterien oder Fremdkörper  (WEYRAUCHet al., 2009). Die in der Literatur angegebenen Referenzwerte für segmentkernigeneutrophile Granulozyten liegen bei 0,7–6,0 x 109/L (JACKSON & COCKROFT,2007) und 1,07–6,74 x  109/L  (TSCHUOR et  al.,  2008).  Keine in  der  eigenenStudie ermittelten Werte lagen außerhalb des Referenzbereiches. Zudem zeigtensich keine statistischen Veränderungen zwischen den Versuchsgruppen.Der  Referenzbereich  der  eosinophilen  Granulozyten  von  0,04–1,04  x  109/L(TSCHUOR et al., 2008) und 0,0–1,0 x 109/L (JACKSON & COCKROFT, 2007)wurde in der vorliegenden Arbeit nur in einem Fall überschritten. Ein statistischerZusammenhang mit den eingebrachten Implantaten besteht jedoch nicht. Eine Eosinophilie weist auf eine eosinophile Entzündung, in der Regel ausgelöstdurch eine Parasitose, hin. Unter Ausbildung einer digestiven Vakuole zwischeneosinophilen Granulozyten und Parasiten kommt es zur Degranulation. Hierbeiwird  die  basische  eosinophile  Peroxidase  freigesetzt,  welche  die  Hülle  vonParasiten  und  deren  Eiern  schädigt.  Da  die  Halbwertzeit  eosinophilerGranulozyten im Blut wesentlich kürzer ist als im Gewebe, kann eine eosinophileEntzündung auch ohne feststellbare Blut-Eosinophilie vorliegen  (WILLARD &TVEDTEN, 2011). Die  Referenzwerte  für  basophile  Granulozyten  von  0,0–0,3  x  109/L  (KLINIKFÜR  INNERE  KRANKHEITEN  DER  PFERDE,  2016) und  0,0–1,5  x  109/L(TSCHUOR  et  al.,  2008) wurden  in  der  eigenen  Studie  weder  erreicht  nochüberschritten. Signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurdennicht festgestellt.Lymphozyten werden nach ihrem Ort der Ausdifferenzierung in B (Bone)- und T(Thymus)-  Lymphozyten  unterteilt.  Die  Aufgabe  der  B-Lymphozyten  bestehthauptsächlich  in  der  Produktion  von  Antikörpern  im  Rahmen  einerImmunreaktion.  T-Lymphozyten  differenzieren  sich  in  Helferzellen  oderzytotoxische T-Zellen. Über das Blut wandern sie direkt zum Infektionsort (VONENGELHARDT & BREVES, 2005). Im Vergleich zu den übrigen Wiederkäuern



 4 Diskussion 78sind  die  Lymphozyten  der  Schafe  kleiner.  Die  in  der  Literatur  angegebenenReferenzbereiche von 3,53 – 11,88 x 109/L, bzw. 2,0 – 9,0  x 109/L wurden inkeinem Fall überschritten  (JACKSON & COCKROFT, 2007; TSCHUOR et al.,2008).  Selbiges  gilt  auch  für  die  Untersuchung  der  Anzahl  von  Monozyten.Zudem wurde kein signifikanter Anstieg der Monozyten, deren Hauptaufgabe esist, Bakterien, Fremdkörper sowie nekrotisches Gewebe zu phagozytieren, im Blutnachgewiesen. Dies zeigt auch eine in vitro Studie von FESER und Mitarbeitern.Hier  wurde  der  Einfluss  von  degradierbaren  Magnesiumlegierungen  auf  dieFunktion der  dendritischen Zellen und Monozyten  untersucht.  Im Rahmen derArbeit wurden keine Veränderungen an den Monozyten nachgewiesen (FESER etal.,  2011).  Auch  PEUSTER  und  Mitarbeiter  zeigten  in  einer  Studie,  in  derdegradierbare Eisenstents in die Aorta von Schweinen implantiert wurden, keinesignifikante Veränderung der Leukozytenzahl (PEUSTER et al., 2006).Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass dieverwendeten  Implantate  keine  pathologischen,  systemischen  Immunreaktionenhervorrufen und somit als gut verträglich eingestuft werden können.Hämoglobin und Erythrozyten:Hämoglobin ist ein fast kugelförmiges Protein mit einem Durchmesser von ca. 5,5nm. In erster Linie ist es für den Transport von Sauerstoff im Blut zuständig. Esbefindet  sich  in  hoher  Konzentration  im  Cytosol  von  Erythrozyten,  derenHauptaufgabe wiederum darin besteht, den Transport von Hämoglobin und somitauch die Bindung und Freisetzung von Sauerstoff sicherzustellen (NELSON &COX,  2009).  Die  Erythrozyten  von  Schafen  sind  weitaus  kleiner  als  die  desMenschen,  dafür  aber  in  größerer  Anzahl  vorhanden  (WELS,  1958).  DieserGrößenunterschied erklärt auch die Abweichung im MCH (JONES & ALLISON,2007). Die in der Literatur angegebenen Werte für das MCV liegen bei 27–34 fl(TSCHUOR et al., 2008), oder 28–40 fl (JONES & ALLISON, 2007). Erythrozyten werden im Knochenmark gebildet. Die Erythropoese unterliegt demEinfluss  des  in  der  Niere  gebildeten  Hormons  Erythropoetin.  Nach  etwa  120



 4 Diskussion 79Tagen werden Erythrozyten,  über  das  Monozyten-Makrophagen-System, in derMilz abgebaut. Erythropoetin ist ein potentes Glykoprotein und wird heutzutagezur Behandlung von Anämien unterschiedlichster Genese eingesetzt (DEBELJAK& SYTKOWSKI,  2012).  Die  in  der  Literatur  angegebenen  Referenzwerte  fürErythrozyten von 8,7–12,9 x 1012/l, bzw. 8,0–18 x 1012/l wurden in keinem Fallüberschritten (JACKSON & COCKROFT, 2007; TSCHUOR et al., 2008). Zudemgab  es  keine  signifikanten  Unterschiede  zwischen  den  Gruppen  zu  denZeitpunkten  sechs  und  zwölf  Monate  post  operationem.  Auch  PEUSTER undMitarbeiter  untersuchten  in  einer  Studie  an  Schweinen  mit  degradierbarenEisenstents Veränderungen von Erythrozyten und Hämoglobin. Auch hier konntenkeine  signifikanten  Abweichungen  bedingt  durch  die  Implantation  festgestelltwerden (PEUSTER et al., 2006).Thrombozytenzahl:Thrombozyten  haben  ihren  Ursprung  im  Knochenmark,  wo  sie  zunächst  alsMegakaryozyten heranreifen. Die reifen Zellen verlassen das Knochenmark undzerfallen bei diesem Prozess in bis zu 1000 Thrombozyten. Kommt es dann zueiner  Gefäßverletzung,  lagern  sich  in  kürzester  Zeit  Thrombozyten  an  diefreigelegten Bindegewebsstrukturen (VON ENGELHARDT & BREVES, 2005).Wie Leukozyten so können auch Thrombozyten bei einer entzündliche Reaktionoder Stress erhöhte Werte aufweisen (JONES & ALLISON, 2007).Die in der Literatur angegebenen Werte von 100–800 x 103/µl bzw. 250–750 x103/µl  wurden  in  keinem der  untersuchten  Fälle  überschritten  (SHERMAN &ROBINSON,  1983;  JONES & ALLISON,  2007).  Darüber  hinaus  zeigten  sichkeine  signifikanten  Unterschiede  zwischen  der  Kontrollgruppe  derImplantatgruppe 1 und der Implantatgruppe 2 zu den Zeitpunkten sechs und zwölfMonate post operationem. Eine Thrombozytämie durch entzündliches Geschehen,Endotoxinfreisetzung  oder  ähnlichem  hat  zu  keinem  Zeitpunkt  vorgelegen(IRMAK et al., 2006). Passend zu den eigenen Ergebnissen zeigten sich auch ineiner  Studie  mit  degradierbaren  Eisenstents  von  PEUSTER  und  Mitarbeitern



 4 Diskussion 80keine  signifikanten  Veränderungen  der  Thrombozytenzahlen  (PEUSTER et  al.,2006).Die  Auswertung  von  Blut-  und  Differenzialblutbild  zeigt  keine  größerenAbweichungen  von  den  in  der  Literatur  beschriebenen  Referenzwerten.  Auchbestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen zu denZeitpunkten sechs und zwölf Monate post operationem. Es gibt keine Anzeichen,dass durch das Implantat eine Immunreaktion in Form einer systemischen akutenoder  chronischen  Entzündung  ausgelöst  wurde.  Insgesamt  kann  von  einergeringen  Belastung  des  Organismus  durch  die  verwendeten  Implantateausgegangen werden. Vergleichbare  Ergebnisse  zeigten  sich  auch  bei  PEUSTER  und  Mitarbeitern.Keine  Werte  der  untersuchten  Parameter  befanden  sich  außerhalb  derReferenzbereiche (PEUSTER et al., 2006).



 5 Zusammenfassung 81 5 ZusammenfassungDie Entwicklung und Erprobung von abbaubaren Implantaten stellt ein wichtigesGebiet  der  biomechanischen  Forschung  dar.  So  bietet  die  Verwendung  vondegradierbaren  Knochenersatzwerkstoffen  zur  Überbrückung  größerer  Defekteviele Vorteile in den Bereichen der Orthopädie und Unfallchirurgie. EingebrachteImplantate  sind  im  Idealfall  in  der  Lage  die  volle  mechanische  Belastungaufzunehmen, um diese dann im Laufe der Degradation an den einwachsendenKnochen  zu  übertragen.  Als  Leitgerüst  wirken  sie  zudem osteokonduktiv  undfördern so den Heilungsverlauf.  Für  den Patienten entfällt  darüber  hinaus eineweitere Operation zur Entfernung von nicht degradierbaren Implantaten. Für die in der eigenen Arbeit verwendeten Implantate kamen FeP- und FePSi-Legierungen  zum  Einsatz.  FeP-Legierungen  hatten  sich  in  Vorversuchen  dereigenen  Arbeitsgruppe  als  geeignet  erwiesen,  um  experimentell  in  Form  vondegradierbaren Implantaten eingesetzt zu werden. Die Dichte der im vorliegendenProjekt  verwendeten  Metallschaumbauteile  betrug  0,4-0,6  g/cm3  mit  einerPorosität von 70ppi. Die Poren wurden mit einer Mg-CPC Paste befüllt, um so dasmetallische  Implantationsmaterial  zu  reduzieren  ohne  dabei  die  mechanischenEigenschaften  negativ  zu  beeinflussen.  Mg-CPC  wurden  bereits  in  mehrerenStudien als gut verträglich und osteoinduktiv getestet.Die  eingebrachten  Implantate  zeichneten  sich  durch  eine  gute  mechanischeBelastbarkeit  aus.  Trotz  der  geringen  Knochenneubildung,  welche  sich  nur  ineinem  Fall  nachweisen  ließ,  kam  es  im  Verlauf  des  Tierversuches  zu  keinerInstabilität der Osteosynthesen. Entzündliche Veränderungen in direkter Umgebung des Implantates konnten nurin  einem  Fall  nachgewiesen  werden.  Entzündliche  Veränderungen  derentnommenen Organe wiesen nur im Fall  der  Lunge signifikante Unterschiedezwischen den Versuchsgruppen auf, welche sich aber nicht mit Sicherheit auf dasImplantat  zurückführen  lassen.  Die  histologisch  nachweisbarenEisenablagerungen  der  Organproben  zeigten  keine  signifikanten  Unterschiede



 5 Zusammenfassung 82zwischen den Gruppen, weshalb sich ein Zusammenhang mit dem eingebrachtenMaterial nicht bestätigen lässt. In  der  Auswertung  der  Entzündungsparameter  der  entnommenen  Blutprobenzeigte  sich  kein  Hinweis  auf  einen  akuten  oder  chronischen  entzündlichenProzess, der durch das Implantat bedingt sein könnte.Bei der Untersuchung der Serumparameter konnte eine signifikante Erniedrigungder alkalischen Phosphatasen, zum Zeitpunkt 12 Monate post  operationem, derImplantatgruppe 2 im Vergleich zur Implantatgruppe 1 und der Kontrollgruppenachgewiesen werden. Sämtliche Werte befanden sich im Referenzbereich.  Beiden  untersuchten  Serumparametern  Eisen,  Phosphor  und  Ferritin  zeigten  sichkeine signifikanten Unterschiede.Aufgrund der  vorliegenden  Ergebnisse,  können  sowohl  das  FeP-  als  auch  dasFePSi-Implantat als gut verträglich eingestuft werden und erscheinen in Bezug aufFestigkeit  und  Biokompatibilität  geeignet,  als  degradierbarer  Knochenersatzverwendet zu werden. Verbesserungsbedarf besteht in der Degradationsrate undder Osteoinduktivität. Dies gilt es durch weitere Forschungsansätze zu optimieren,da  sie  gegenwärtig  den  Anforderungen  an  die  Degradationskinetik  noch  nichtgenügen.



 6 Summary 83 6 SummaryDevelopment and trial of metal based biodegradable implants are major topics inbiomechanical research. The use of degradable bone implants for repairing largedefects, offers a lot of advantages in orthopedic and trauma surgery. Metal basedimplants ideally can bear the full mechanical load and give it, during the processof degradation, to the ingrown bone. As a scaffold they act osteoconductive andpromote healing. For the patient the use of a degradable implant means no furthersurgery for removing  non degradable materials.In  the  own  study we  used  FeP-  and  FePSi-alloys,  as  they have  shown  to  besuitable materials in earlier trials. We were using a metal foam with a density of0,4-0,6 g/cm3  and a porosity of 70ppi. The porous structure was filled with Mg-CPC in order to reduce the metal, without influencing the mechanical properties.Mg-CPC was tested to be biocompatible as well as osteoinductive. Although there was only a small formation of new bone, the implants showed agood  strength.  No  instability  of  osteosynthesis  has  been  observed  during  theanimal testing. Inflammation in the near surroundings of the implant was detected in one caseonly.  Without  a  proven  relation  to  the  implant,  a  significant  increase  ofinflammatory alteration of lung tissue was determined. Accumulation of iron hasbeen seen in the histopathological evaluation of organs. However there was nostatistical relation or relation to the placed material as well.When analyzing blood samples we found no hint to acute or chronic inflammatoryprocesses caused by the implant.At  the  point  of  12  month  post  operationem,  a  significant  decrease  of  serumalkaline  phosphatases  was  detected,  regarding  implant  group  2  in  relation  toimplant group 1 as  well  as to the control  group.  All  the data were within thereference values. For iron, phosphor and ferritin no statistical differences could befound.



 6 Summary 84Due to the results FeP- and FePSi-implants can be considered to be biocompatibleand  stable.  Therefore  materials  seem to  be  suitable  for  the  use  as  degradableimplants. However there is need to improve degradation rate and osteoinductivityin  following  experimental  trails  because  implants  used  do  not  achieverequirements of degradation kinetics yet.
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