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1 Einleitung

Knochenersatzstoffe kommen in der heutigen Medizin, insbesondere in der
Orthopédie und Unfallchirurgie vielseitig zum Einsatz. Bereits in den 70er Jahren
kamen resorbierbare Implantate auf, die, wie sich selbst auflosendes Nahtmaterial,
aus Polylactiden und Polyglycoliden hergestellt wurden. Trotz einiger
Fehlversuche 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 Auffiillung von Defekten z.B. nach
der Entfernung eines Knochentumors, in der Wirbelsdulenchirurgie oder bei
angeborenen Erkrankungen wird Knochenersatzmaterial hiufig verwendet
(GIANNOUDIS et al., 2005). Dabei kommen sehr unterschiedliche Werkstoffe

zum Einsatz.

1.1 Eigenschaften resorbierbarer Knochenersatzwerkstoffe

Alle Knochenersatzwerkstoffe miissen bestimmte Anforderungen erfiillen, um
einen erfolgreichen Einsatz zu gewéhrleisten. Die Implantate sollen in der Lage
sein, die Knochenneubildung anzuregen (Osteoinduktivitit). Zudem ist es wichtig,
dass das implantierte Material als Leitgeriist das natiirliche Knochenwachstum
erleichtert (Osteokonduktivitdt) und eine mechanisch kompetente Verbindung
zwischen Knochen und Werkstoff ermdglicht. Die eingesetzten Materialien diirfen
dabei keine Entziindungsreaktion im umgebenden Gewebe auslosen
(Biokompatibilitit) und sollen dariiber hinaus im Idealfall resorbierbar sein

(GIANNOUDIS et al., 2005).

Insbesondere die Forderung nach mechanischer Belastbarkeit stellt die
Materialforschung immer wieder vor neue Herausforderungen. Die auftretende
Belastung sollte nach erfolgter Implantation sofort in vollem Umfang
aufgenommen werden konnen. Im besten Fall wird im Verlauf der Degradation
bzw. Resorption diese Aufgabe dann von neugebildetem Knochen {ibernommen

(CLAES, 1992; HOFMANN & CLAES, 1992). Faktoren wie



1 Einleitung 2

Anwenderfreundlichkeit und Wirtschaftlichkeit diirfen bei der Auswahl eines
geeigneten Implantates nicht auBer Acht gelassen werden. So ist bei der
Verwendung resorbierbarer Implantate in der Regel keine zweite Operation zur
Entfernung des eingebrachten Materials notwendig, was nicht nur wirtschaftliche
Vorteile, sondern auch Entlastung fiir den Patienten mit sich bringt (RAIHA,
1992). Eine weitere wichtige FEigenschaft von degradierbaren Knochen-
ersatzwerkstoffen ist die Sterilisierbarkeit bzw. die Moglichkeit, die Implantate

unter sterilen Bedingungen produzieren zu kdnnen.

1.2 Ubersicht resorbierbarer Knochenersatzwerkstoffe

Resorbierbare Knochenersatzwerkstoffe sind definitionsgemdll Stoffe, die
entweder eigenstindig oder in Verbindung mit anderen Materialien den
Knochenheilungsprozess fordern und durch korpereigene Stoffwechselvorgénge
abgebaut werden kénnen (SCHNURER et al., 2003). Da sich die verwendeten
Materialien zum Teil erheblich in ihrer Zusammensetzung und ihren
Eigenschaften unterscheiden, sollen im Folgenden die wichtigsten resorbierbaren

Implantatmaterialien aufgefiihrt und erléutert werden.
Autologer Knochen:

Autologer Knochen stellt den wichtigsten Vertreter der Knochenersatzstofte dar,
ist aber nur begrenzt verfiigbar. Er wird in den meisten Féllen aus dem Kamm der
Beckenschaufel, dem Tibiakopf oder der Fibula enthnommen. Eine Entnahme von
sowohl spongidsem als auch kortikalem Knochen ist an allen genannten
Lokalisationen moglich (HEINEMANN et al., 2011). Eine weitere Mdoglichkeit
zur Entnahme bietet die Reamer-irrigator-aspiration-Technik (RIA-Technik).
Hierbei werden feine Knochenfragmente im Rahmen einer Markraumerweiterung
aus dem Femur entnommen, was ein weitaus geringeres Komplikationsrisiko birgt

als die Entnahme aus der Beckenschaufel (KOBBE et al., 2008).

Die Verwendung von autologem Knochen erscheint in Hinblick auf

Biokompatibilitdt, Osteokonduktivitit und Osteoinduktivitit nahezu optimal



1 Einleitung 3

(GIANNOUDIS et al., 2005). Es ist jedoch zu bedenken, dass die Moglichkeit zur
Entnahme von autologem Knochen stark eingeschriankt ist (GIANNOUDIS et al.,
2005). Ebenso gilt es, das durch die zusitzliche Operation zur Gewinnung des
autologen Knochens entstehende Risiko sowie die hinzukommende Belastung
durch einen verlidngerten Klinikaufenthalt, abzuwédgen (GIANNOUDIS et al.,
2005). AuBBerdem besteht eine nicht zu vernachlidssigende ,,Donor-site-morbidity*,
also Beschwerden, welche durch die Entnahme des autologen Knochens

verursacht werden (CALORI et al., 2014).
Xenogener Knochenersatz:

Bei der Verwendung von xenogenem bzw. allogenem Knochen werden sowohl
kortikaler als auch spongioser Knochen eingesetzt. In den meisten Féllen wird das
Material von Rindern gewonnen wund in weiteren Verfahren wie
Entmineralisierung, Sterilisation und Entproteinierung entsprechend aufbereitet.
Der so bearbeitete Knochenersatzstoftf gilt als osteokonduktiv und hinreichend gut
vertriglich. Die Gefahr einer Ubertragung von Infektionen kann durch die
Aufbereitung weitestgehend ausgeschlossen werden (VALENTINI & ABENSUR,
1997; GUARNIERI et al., 2016). Ein klarer Vorteil von xenogenem Knochen ist
die hohe Verfiigbarkeit und die Entlastung des Patienten, da diesem ein weiterer
Eingriff zur Gewinnung von autologem Knochen erspart bleibt (BLOCK &
POSER, 1995). Nachteile des xenogenen Knochenersatzes werden in erster Linie
durch die Aufbereitung bedingt. So reduzieren sich beispielsweise die
Osteoinduktivitit und die mechanische Belastbarkeit zum Teil erheblich
(GIANNOUDIS et al., 2005; HEINEMANN et al., 2011). Heutzutage wird
xenogener Knochenersatz unter anderem in der Dentalimplantologie und der

orthopddischen 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 koénnen in den

verschiedensten Formen und GroBen hergestellt werden. Als Pins, Schrauben,
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Anker und Nahtmaterial werden sie sowohl klinisch als auch experimentell
eingesetzt und werden dort z.B. zur Therapie chondraler sowie osteochondraler
Defekte verwendet. Die Degradation von Polymeren erfolgt durch hydrolytische
Spaltung und variiert sehr stark in ihrer Geschwindigkeit, je nach
Zusammensetzung und Strukturmerkmalen wie Porositit oder
Oberflachenbeschaffenheit (HOLLINGER & BATTISTONE, 1986; JANSSON et
al., 2000; WEGENER et al., 2009; WEGENER et al., 2010).

Keramische Werkstoffe und Biogliser:

Keramiken gehdren zu den anorganischen Stoffen, die entweder synthetisch
hergestellt oder biologisch aus boviner Spongiosa oder dem Exoskelett von
Korallen gewonnen werden kénnen (SCHNURER et al., 2003). Die am hiufigsten
verwendeten keramischen Materialien stellen Hydroxylapatit Cas(PO4);(OH) und
Tricalciumphosphat Ca;(PO,), dar. Da diese Verbindungen selbst im Knochen
vorkommen, liegt ihre Verwendung als Ersatzstoffe nahe. Aufgrund der
eingeschrankten mechanischen Belastbarkeit werden diese hauptsdchlich als
Fillstoffe bei Knochentransplantationen oder als Beschichtung in der Prothetik
verwendet (WITTE et al., 2008).

Kommt es zum Einsatz von Knochenzementen, spielen Calciumphosphat und
Calciumsulfat in diversen Zusammensetzungen eine wichtige Rolle. Aus ihnen
konnen Pasten hergestellt werden, die direkt in situ angewendet werden konnen.
Eine hohe Porositit der ausgehdrteten Masse wirkt sich zwar positiv auf die
Resorptionsgeschwindigkeit aus, verhélt sich aber indirekt proportional zur

Stabilitat (TAKAGI & CHOW, 2001).

Biogldser bestehen hdufig aus Siliziumdioxid SiO,, Calciumoxid CaO oder
Phosphorpentoxid P,Os und durchlaufen einen langwierigen Herstellungsprozess
mit Schmelztemperaturen von ca. 1500°C (SCHNURER et al., 2003). Als
Gewebestiicke, Granulat oder injizierbare Pasten werden Keramiken und
Biogléser zur Therapie von Knochendefekten eingesetzt und tragen unter anderem

zur Briickenbildung zwischen Knochenfragmenten bei (WITTE et al., 2008).
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Degradierbare Metalle:

Samtliche oben genannte Knochenersatzwerkstoffe eignen sich derzeit mangels
ausreichender mechanischer Belastbarkeit nur zur Uberbriickung von Defekten,
die zusétzlich mechanisch stabilisiert werden. Die Verwendung metallischer
Legierungen scheint in Bezug auf deren Materialeigenschaften wie Festigkeit und
Hérte nahezu optimal (WITTE et al.,, 2005). Im Gegensatz zu fritheren
Metalllegierungen, die so bestindig wie moglich sein sollten, ist es dabei wichtig,
dass die korrosiven Eigenschaften der degradierbaren Metalle erhalten bleiben
und dadurch der Abbauprozess von Implantaten bis zu einem gewissen Maf}
vorhersehbar bzw. steuerbar wird. Wie eingangs erwihnt, soll die auftretende
Belastung nach erfolgter Implantation sofort in vollem Umfang durch das
Implantat aufgenommen werden konnen. Schrittweise soll im Verlauf der
Degradation bzw. Resorption diese Aufgabe dann von neugebildetem Knochen
ibernommen werden (CLAES, 1992; WITTE, 2010). Dies setzt aber einen

zeitlich angepassten Degradationsprozess voraus.

Um ein Einwachsen von Gefdflen und ersten Knochenschichten in das Implantat
zu ermoglichen, ist die Verwendung eines offenporigen Materials notwendig
(KLAWITTER & HULBERT, 1971; FLATLEY et al., 1983). In Studien hat sich
eine Porengrofle von 50400 pum als geeignet erwiesen (PILLIAR, 1983).

Magnesiumbasierte offenporige Legierungen:

Magnesiumlegierungen werden heute vor allem in der Kardiologie, der
Kardiochirurgie sowie der Orthopidie experimentell erprobt und auch bereits
klinisch eingesetzt (HEUBLEIN et al., 2003; ZARTNER et al., 2005; WITTE et
al., 2007). Die rasche Korrosion von Magnesium und seinen Legierungen unter
physiologischen Bedingungen fiihrte zundchst dazu, dass es klinisch in der
Orthopédie nicht angewendet wurde. Limitierend fiir den intraosséren Einsatz war
zudem die durch die schnelle Korrosion bedingte Bildung von wasserstofthaltigen
Gasblasen (WITTE et al., 2005). Da fiir Wasserstoff kein physiologischer

Transportmechanismus existiert, ist die Eliminierung nur iiber Losung, Diffusion
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und Abtransport in extrazelluldrer Fliissigkeit moglich und geschieht entsprechend
langsam (OHTA, 2014). Erst durch die Zugabe von seltenen Erden, Aluminium,
Kalzium und Zink lieBen sich die Korrosionseigenschaften von
Magnesiumlegierungen deutlich verbessern (AGARWAL et al.,, 2016). Auch
verhindert eine Mikrolegierung mit Germanium wirkungsvoll eine vorzeitige

Korrosion von Magnesium (LIU et al., 2016).

Magnesiumlegierungen weisen in etwa einen Elastizitdtsmodul von E=44 GPa auf
und sind daher fiir die Uberbriickung von Knochendefekten in Bereichen mit
hoher mechanischer Beanspruchung weniger geeignet (SONG, 2007; YUSOP et
al., 2012). Zudem kann bei der Verwendung von Magnesiumlegierungen die
mechanische Belastbarkeit lediglich bis zu zwdlf Wochen sichergestellt werden,
was die Verwendung als lasttragendes Element weiter einschrinkt (LIU et al.,

2014).
Eisenbasierte offenporige Legierungen:

Im Gegensatz zu Magnesium weisen die meisten FEisenlegierungen einen
Elastizititsmodul von bis zu E=211 GPa auf, was diese fiir den Einsatz in
mechanisch beanspruchten Knochendefekten als geeigneter erscheinen lésst

(YUSOP et al., 2012).

Eisen stellt fiir den Organismus von Menschen und Tieren ein wichtiges Element
dar. Als Zentralatom von Himoglobin ist es am Transport, der Aktivierung und
der Lagerung von molekularem Sauerstoff beteiligt und spielt unter anderem eine
wichtige Rolle bei der Reparatur von Protein-, Lipid- und DNA-Schiden
(FONTECAVE & PIERRE, 1993; MUELLER et al., 2006).

In der Natur kommt Eisen nur selten in Reinform vor. Es findet sich hauptsédchlich
als Eisenoxid, welches in Form von Hydroxid auftritt. Nach Kieselsdure und
Tonerde kommen Eisenoxide am dritthdufigsten in der Erdkruste vor. Erst ab
einem FEisengehalt von ca. 25% kann Eisenerz technisch verwertet werden

(WINNACKER & KUCHLER, 1961).

Eisenbasierte degradierbare Implantate wurden zunéchst in der Form von Stents
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an Maiusen, Kaninchen und Schweinen experimentell erprobt. Die Implantate
erwiesen sich als biokompatibel. Toxische Degradationsprodukte konnten nicht
nachgewiesen werden. Es fanden sich Eisenablagerungen in direkter Umgebung
des Implantates sowie in entfernten Zellen. Jedoch verlduft der Abbau
eisenbasierter Legierungen in vivo deutlich langsamer als aufgrund von in vitro-
Versuchen zu vermuten gewesen wire (PEUSTER et al., 2001; PEUSTER et al.,
2006; MUELLER et al., 2012). Eine Studie aus 2009 gibt fiir reines Eisen eine
Degradationsrate von 20,4 pg/h an (ZHU et al, 2009). Hier gilt es durch
Verdnderung  der  Oberflichenbeschaffenheit und  Hinzufiigen  von
Legierungselementen die Degradationseigenschaften eisenbasierter Verbindungen

Zu optimieren.

1.3 Gesamtprojektbeschreibung

Das Kooperationsprojekt ,,DegraFer* (Projektleitung: PD Dr Bernd Wegener,
Klinikum der Universitdit Miinchen, Orthopéddische Klinik und Poliklinik)
beschiftigt sich mit der Entwicklung von belastbaren und resorbierbaren
Implantaten auf der Basis von zelluldren Metallschdumen. In Zusammenarbeit mit
dem Fraunhofer Institut fiir Fertigungstechnik und angewandte Materialforschung,
Institutsteil Dresden (IFAM) und dem Fraunhofer Institut fiir Keramische
Technologien und Systeme, Dresden (IKTS) wurden Implantate unterschiedlicher
eisenbasierter Legierungen hergestellt und charakterisiert. Im Tierversuch kamen
eine FeP- und eine FePSi-Legierung zum Einsatz. Eine Mg-CPC-Paste, mit der
die Implantate befiillt wurden, wurde vom Projektpartner InnoTERE GmbH,
Radebeul entwickelt. Die Anfertigung und Auswertung der Hartschnittpraparate
erfolgte an der Anatomischen Anstalt Lehrstuhl IT — Neuroanatomie der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen. Paraffinschnitte, Rontgen- und CT-
Aufnahmen wurden an verschiedenen Instituten und Kliniken der Tierdrztlichen
Fakultit der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen angefertigt und
ausgewertet. Gleiches gilt fiir die untersuchten Blutparameter. Als

Hauptzielgrofen gilt es, die Knochenregeneration und die Resorption des
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Implantates zu untersuchen. Zudem werden sdmtliche Ablagerungen des
abgebauten Eisens in Organen wie Milz, Leber, Niere und Lymphknoten erfaf3t.
Das Projekt wurde vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung als
Preistriger im Innovationswettbewerb zur Forderung der Medizintechnik 2010

pramiert.

Die Dissertationsleistung dieser Arbeit besteht in der Planung und Durchfiihrung
der Tierversuche, der statistischen Aufarbeitung und Analyse der Labordaten und

pathohistologischen Befunde sowie deren wissenschaftlicher Diskussion.

1.4 Fragestellung der Dissertation

Die Implantate werden im Tierversuch in Hinblick auf folgende Fragestellungen

untersucht:

1. Kommt es nach der Implantation von metallischen, degradierbaren
Knochenersatzstoffen zu entziindlichen Reaktionen im umliegenden

Gewebe, tributdren Lymphknoten und den untersuchten Organen?
2. Welche Degradationseigenschaften weisen die jeweiligen Implantate auf?

3. Kommt es zu Eisenmehrablagerungen in den untersuchten Organen der

Tiere?
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2 Material und Methoden

2.1 Implantationsmaterial

Als Implantate werden zellulédre, degradierbare Metallschdume verwendet, welche
vom  Fraunhofer Institut fiir  Fertigungstechnik und  Angewandte
Materialforschung (IFAM, Dresden) sowie dem Fraunhofer Institut fiir
keramische Technologien und Systeme (IKTS, Dresden) entwickelt, gefertigt und

charakterisiert wurden.

Zundchst wurden durch den Kooperationspartner mittels eines pulver-
metallurgischen Verfahrens Metallfolien gegossen, und diese auf ihre
Mikroporositidt sowie Degradationseigenschaften hin untersucht. Zum Einsatz
kamen Eisenlegierungen mit Phosphor, Silizium, Wolfram und Bor. In der
Mikrostrukturanalyse zeigte eine Zugabe von Phosphor die giinstigsten
Eigenschaften. Hierfiir wurden metallographische Schliffe angefertigt, welche
lichtmikroskopisch beurteilt und im Anschluss digital erfasset wurden. Die
Untersuchung der Mikroporositét erfolgte computergestiitzt. Ohne Phosphor
wiesen die Proben eine hohe Mikroporositit auf, was sich negativ auf die
Festigkeit des spéteren Implantates auswirkt (Abb. 1). Die in Abb. 1 sichtbaren
grolen Poren sind durch das GieBverfahren entstanden und haben keine

Bedeutung fiir das spétere Implantat (WEGENER, 2012).

Die Korrosionseigenschaften wurden mithilfe des Polarisationswiderstandes
untersucht. Hierbei sprechen niedrige Werte fiir ein korrosionsfreudiges Material.
Die entsprechenden Legierungen sollten dann in der eigenen Studie zum Einsatz
kommen. Die Messungen erfolgten bei 37°C in einer SBF-Ldsung (simulierte
Korperfliissigkeit). Bei der Untersuchung verschiedener Legierungen zeigte sich,
dass die als korrosionsfreudig geltenden Mn-Legierungen weitaus weniger
unterschiedliche Polarisationswiderstinde besitzen als Si-Legierungen. Bei der
rasterelektronenmikroskopischen Analyse zeigte sich vor allem bei Silizium-

Legierungen eine starke Flidchenkorrosion, welche im Gegensatz zur
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LochfraBBkorrosion den gleichméfigen Abtrag eines Implantates beglinstigt

(WEGENER, 2012).

Abbildung 1: Metallographische Schliffe, Mikrostruktur einiger mittels

Foliengiefsen hergestellter Proben mit den Legierungselementen Eisen, Silizium,
Phosphor, Wolfram und Bor (Quelle: IFAM, Dr. Quadbeck)

Im Anschluss daran wurde eine Rezeptur zur Beschichtung der Schaumbauteile,
welche das Grundgeriist fiir die spiteren Implantate darstellen, entwickelt. Ziel

war es, eine hohe Offenzelligkeit und eine geringe Anzahl von Benetzungsfehlern
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zu erreichen. Die besten Ergebnisse wurden mit einer Fe46 (BASF®) sowie einer
Fe55 (BASF®) Rezeptur erzielt. Wegen des hoheren Kohlenstoffgehaltes und der
damit zu erwartenden besseren Festigkeit wurde fiir die Eisen-eisenphosphid
Suspension die Fe55 Rezeptur verwendet. Als rheologisches Additiv diente
Mineralol. Um das Korrosionsverhalten der Metallschdume zu begiinstigen,
wurden den Suspensionen weitere Legierungselemente auf Basis von Wolfram

und Silizium hinzugefiigt.

Die anschlieBende Entbinderung erfolgte in drei Stufen und wurde unter einer
Argon-Wasserstoff-Atmosphédre  durchgefiihrt. Sie dient der Entfernung
organischen Materials. Im Folgenden fand die Sinterung unter reiner Wasserstoft-
Atmosphire statt. Je nach Legierung lag die Sintertemperatur zwischen 1080°C
und 1180°C. Auf diese Weise konnten Metallschdume mit einer Porositét von 92-
95% sowie einer Dichte von 0,4 bis 0,6g/cm® hergestellt werden. Im weiteren
Verlauf wurden die Porenweite sowie das Geflige der Schaumbauteile
charakterisiert. Es ergab sich eine maximale Abweichung zwischen den
Messwerten vor und nach der Sinterung von 20%, was eine gute Zellhomogenitit
bedeutet. Die endgiiltige Porositdt betrug 70ppi. Die lichtmikroskopische
Untersuchung der metallographischen Schliffe zeigte eine geringere Restporositét
der Fe0,6P- und Fe0,5Si-Legierungen im Gegensatz zu den wolframhaltigen
Proben. Aus dem axialen Drucktest nach DIN 50134 ergaben sich fiir
phosphorhaltige Schiume besonders hohe Werte fiir die obere Quetschgrenze
sowie fiir die Spannung bei Verformung um 1%. Die Elastizitit der Bauteile lag
deutlich unter den Werten von Knochen. Aufgrund der oben beschriebenen
Ergebnisse wurden fiir den Tierversuch Fe0,6P- und Fe0,5Si0,6P-Legierungen

verwendet.

2.2 Befiillung und Bearbeitung der Metallschaume

Vom Projektpartner InnoTERE GmbH, Radebeul wurde eine mit Magnesium
modifizierte Kalziumphosphatzementpaste (Mg-CPC) entwickelt, um die

Schaumstruktur der Implantate damit auszufiillen. Mg-CPC zeichnen sich im
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Vergleich zu reinem Kalziumphosphatzement (CPC) durch eine kiirzere
Degradationszeit und eine hohere Festigkeit von mindestens 60 MPa aus. Dies
ermdglicht eine Reduktion der Metallmenge bei gleicher Festigkeit des
Implantates  sowie  ein  schnelleres  Einwachsen des  Knochens.
Calziumphosphatzemente werden von Osteoklasten abgebaut und durch
neugebildeten Knochen ersetzt (XU et al, 2009), wihrend das
Metallschaumimplantat durch die zu erwartende ldngere Degradationszeit als
Stlitze und Leitgeriist dient. Vergleichbare Zementpasten kamen bereits in
Vorversuchen der InnoTERE GmbH zum Einsatz und wurden als gut vertrdglich

und osteoinduktiv getestet (miindliche Mitteilung Fa. InnoTERE GmbH).

Nachdem die Viskositdt der Zementpaste der Porengroe angepasst war, wurden
die Metallschaumbauteile mithilfe einer Kolbenspritze befiillt. Nach Aushérten
der befiillten Implantate erfolgte die weitere Bearbeitung wieder im Fraunhofer
Institut fiir Fertigungstechnik und angewandte Materialforschung, Institutsteil
Dresden (IFAM). Durch Zuschneiden und anschlieBendes Schleifen erhielten die
Implantate ihre keilformige Geometrie (Abb. 2). Die Malle der Implantate betrug
20mm x 10mm x Smm bzw. 3,5mm Um eine gute Verankerung im Knochen zu
gewihrleisten, sollte der Metallschaum den Zement iiberragen. Daher wurden alle
Implantate in einer kommerziellen Sandstrahlanlage mit autoklaviertem

Aluminiumoxid mit einer mittleren Korngr6e von 110 pm bearbeitet.
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Abbildung 2: Implantationsfertiges gestrahltes Verbundbauteil aus Metallschaum
und Mg-CPC (Quelle: IFAM Dr Quadbeck)

2.3 Versuchsaufbau

Das Experiment wurde entsprechend den in der eigenen Arbeitsgruppe etablierten

Methoden durchgefiihrt.

2.3.1 Versuchstiere

Fiir den Versuch wurden ausgewachsene weibliche Merino Schafe von ca. 70-80
kg und einem Alter von ca. ein bis zwei Jahren verwendet. Die Tiere stammten
aus der Schafzucht Thomas Hoyler, Gut Hochmutting 1, 85764 Oberschleilheim,

wo auch die Unterbringung der Versuchstiere erfolgte.

2.3.2 Tierhaltung

Die Tiere wurden gemeinsam in einem separaten mit Stroh eingestreuten

Stallabteil bzw. auf einer Weidefliche in der Herde untergebracht. Fiir die
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Tierpflege = waren Mitarbeiter der  Schafzucht verantwortlich.  Eine
veterindrmedizinische Untersuchung der Schafe erfolgte in den ersten beiden
Wochen post operationem téglich, spédter wochentlich durch die betreuenden
Tierdrzte Dr. Korbinian Pieper und Hanns Manuel Zeus. Eine zusétzliche
Gesundheitskontrolle erfolgte zweimal téglich durch Tierpfleger bzw. den Schéfer.
Futter, bestehend aus Raufutter und Silage, wurde morgens und abends angeboten,

Wasser stand ad libitum zur Verfiigung.

2.3.3 Tierversuchsantrag und statistische Beurteilung

Die Tierversuche wurden in der Zeit von Oktober 2012 bis November 2013 unter
Beachtung des Tierschutzsgesetztes (TschG) durchgefiihrt. Das Versuchsvorhaben
wurde durch die Regierung von Oberbayern unter der Versuchsnummer 55.2-1-
54-2532-64-12 genehmigt. Zudem wurde ein statistisches Gutachten am Institut
fiir medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie der
Medizinischen Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen (Direktor
Prof. Dr. rer. nat. U. Mansmann) durchgefiihrt. Um bei einem Fehler erster Art
von 0=0,05 eine Power von 1-f=0,8 zu erreichen, werden pro Gruppe 10 Tiere

benotigt.

2.3.4 Gruppeneinteilung der Tiere

Die insgesamt 30 Schafe wurden in drei Gruppen zu je 10 Tieren randomisiert,
wobei jeder Gruppe zwei zusitzliche Reservetiere zugeordnet wurden. So ergaben
sich zwei Implantatgruppen sowie eine Kontrollgruppe (Abb. 3). Die

Kenntlichmachung der Versuchstiere erfolgte mittels Ohrmarken.
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30 weibliche
Mernnoschafe
Implantatgruppe 1 Implantatgruppe 2 Kontrollgruppe
10 Schafe 10 Schafe 10 Schafe
2 Reservetiere 2 Reservetiere 2 Reservetiere

Abbildung 3: Gruppeneinteilung zu Beginn des Tierversuches

Die Tiere der Implantatgruppe 1 (n=10) erhielten im Rahmen des operativen
Eingriffes eines der o.g. Implantate bestehend aus einer FeP-Legierung. Die
Schafe der Implantatgruppe 2 (n=10) erhielten unter gleichen Bedingungen ein
Implantat bestehend aus einer FePSi-Legierung. Bei den verbleibenden Tieren,
welche der Kontrollgruppe (n=10) zugeordnet wurden, wurde die Osteotomie mit
einer TPLO Platte der Firma Synthes® (Abb. 4) versorgt. Bei Erkrankung eines
Versuchstiers oder bei insuffizienter Verankerung der Implantate wurden gemél
der Tierversuchsgenehmigung Ersatztiere hinzugezogen oder ein Gruppenwechsel
der Schafe, z.B. in die Kontrollgruppe, vorgenommen. Die Versuchsdauer betrug

jeweils 12 Monate bis zur Euthanasie.

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

2.4.1 Narkose und OP-Vorbereitung

36 Stunden vor dem Eingriff wurden die Tiere niichtern gehalten, Wasser stand ad
libitum zur Verfiigung. Um unndtigen Transportstress zu vermeiden, erfolgte die
Versuchsdurchfiihrung sowie die pra- und postoperative Unterbringung der Tiere
auf dem Gelédnde des Schifers Thomas Hoyler. Fiir den operativen Eingrift stand

ein gefliester Raum mit OP-Bedingungen zur Verfiigung.

Zu Beginn wurde eine Vordergliedmafle der Schafe rasiert und eine
Venenverweilkaniile in die v. cephalica platziert. Zu diesem Zweck wurde das
Gebiet um die Einstichstelle rasiert sowie desinfiziert. Initial wurden 0,3 mg/kg
i.v. Midazolam (Dormicum®, Roche Pharma AG, Grenzach, Deutschland) und 0,3
mg/kg i.v. Butorphanol (Torbugesic®, Pfizer GmbH, Berlin, Deutschland)
appliziert. Zusétzlich 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). Zur
Narkoseeinleitung und um eine Intubationsfdhigkeit zu erreichen, wurden 4-7
mg/kg i.v. Propofol (Narcofol®, CP Pharma, Burgdorf, Deutschland) verabreicht
und im Anschluss daran intubiert. Zur Narkoseaufrechterhaltung wurde eine
Inhalationsanésthesie mittels Isofluran (Isofluran CP®, CP Pharma, Burgdorf,
Deutschland) und Sauerstoff durchgefiihrt. Um intraoperative Fliissigkeitsverluste
auszugleichen, wurden die Versuchstiere mit einer isotonischen NaCl-Losung
infundiert. Die Uberwachung der Vitalparameter wihrend der Narkose erfolgte
mittels Pulsoximeter, Kapnographen und EKG. Die Durchfiihrung der Anésthesie

oblag dem betreuenden Tierarzt Dr. med. vet. Pieper.

2.4.2 Operativer Eingriff

Nach der Narkotisierung der Tiere wurden diese in Seitenlage verbracht und das
linke Hinterbein rasiert. Eine anschlieBende Desinfektion erfolgte mit Kodan

Tinktur Forte (Fa. Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland). Das
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Operationsgebiet wurde dann mit sterilen Einmalabdeckartikeln abgedeckt. Fiir
die Durchfiithrung der Operation waren ein steril gekleideter Operateur sowie ein
Assistent anwesend. Nun folgte eine gerade ca. fiinf bis sieben Zentimeter lange
Inzision auf Hohe des medialen Tibiakopfes. Ein bis zwei Zentimeter unterhalb
der Gelenkfliche wurde der Knochen mithilfe einer oszillierenden Sdge subtotal
osteotomiert. Die Kortikalis der gegeniiberliegenden Seite blieb dabei bestehen.
Der dadurch entstandene Spalt wurde im Anschluss mit einem Hintermann-
Osteotomiesperrer geweitet, bis das keilféormige Implantat (Dicke S5mm)
eingepasst werden konnte. Nach dem Entfernen des Osteotomiesperrers erlangte
das Implantat durch die starke Elastizitit des Knochens einen festen Sitz (Abb. 6).
AnschlieBend wurden Periost und die dariiber liegende Subcutis mit
Einzelknoptheften und 2.0 Vicryl Fiaden (Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland)
verschlossen. Dem folgte die Naht der Haut. Zusétzlich wurde zur Beendigung
des operativen Eingriffes, ein Pflastersprithverband (Nobecutan Spray, Fa. Astra,
Wedel, Deutschland) auf die Wunde aufgebracht. Wie in 2.2.4. erwéhnt, wurde bei
den Tieren die der Kontrollgruppe angehorten, der Defekt mit einer TPLO Platte
(Fa. Synthes, West Chester, Pennsylvania, USA) fixiert (Abb. 5). Die
Operationsdauer betrug 30-45 Minuten. Zur Infektionsprophylaxe wurde allen in
den Versuch eingeschlossenen Schafe unmittelbar praoperativ 2,2g i.v. Augmentan
(Fa. SmithKline Beecham Pharma GmbH, Miinchen, Deutschland) per
Kurzinfusion appliziert. Zur analgetischen Versorgung erhielten die Versuchstiere
direkt post operationem, sowie sechs und 12 Stunden postoperativ 10ug/kg s.c.
Buprenorphin (Temgesic®, Fa. Essex Pharma GmbH, Miinchen, Deutschland). Bei
Anzeichen von Lahmheit und SchmerzéduBerungen wie Zéhneknirschen, Pressen
gegen die Stallwand, Futterverweigerung und LautduBerungen erfolgte eine
weitere Schmerzmedikation nach Bedarf mit Novalgin und Metacam. Die Schafe
konnten sich im Anschluss an den Eingriff frei in dem fiir sie vorgesehenen
Gehege bzw. auf der Weide bewegen. Wasser und Futter standen ad libitum zur
Verfiigung. Als Abbruchkriterien fiir den Tierversuch wurden nicht beherrschbare

lokale Infektionen, Allgemeinerkrankungen und Versagen der Implantate
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festgelegt. Bei intra- oder postoperativen UnregelmiBigkeiten wie Frakturen oder
gebrochenen Implantaten bestand die Mdoglichkeit, die Tiere der Kontrollgruppe
zuzuordnen. Hierfiir wurde der Defekt mit einer TPLO Platte versorgt. War dies
nicht moglich, so wurden die Tiere infolge der nicht beherrschbaren

Komplikationen (z.B. Fraktur in der Aufwachphase) euthanasiert.
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Abbildung 5: Schaf, Kniegelenk, Erprobung eines eisenbasierten, degradierbaren
Knochenersatzwerkstoffes: intraoperativer Situs mit TPLO Platte, Tier der
Kontrollgruppe
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Abbildung 6: Schaf, Kniegelenk, Erprobung eines eisenbasierten, degradierbaren
Knochenersatzwerkstoffes: intraoperativer Situs mit Implantat, Tier der
Implantatgruppe 1

2.5 Euthanasie

Nach Beendigung des Versuchszeitraumes von 12 Monaten post operationem fand
die Euthanasie der Schafe durch den betreuenden Tierarzt Dr. Korbinian Pieper
mittels einer intravendsen Pentobarbitalinjektion (Narcoren®16g/100ml, Fa.
Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) von 40ml statt. Die Durchfiihrung
erfolgte unmittelbar vor der Sektion der Tiere und fand im Institut fiir
Tierpathologie der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen (Kommissarische

Leitung: Prof. Dr. Mathias Ritzmann) statt.
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2.6 Bildgebende Verfahren

2.6.1 Rontgenologische Untersuchung

Eine rontgenologische Untersuchung fand jeweils direkt post operationem sowie
sechs und 12 Monate nach dem Eingriff statt. Zu diesem Zweck wurden die Tiere
von einem Assistenten fixiert. Die anschlieBenden Aufnahmen wurden durch den
Versuchsleiter sowie den betreuenden Tierarzt vorgenommen. Alle beteiligten
Personen waren mit Schutzkleidung und Dosimeter ausgestattet. Es wurde ein
mobiles Rontgengerdt (HF 400 ML, Fa. Gierth, Riesa, Deutschland) verwendet.
Die belichteten Rontgenkassetten wurden darauthin umgehend in die Chirurgische
und Gynidkologische Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitét
Miinchen (Vorstand: Prof. Dr. Andrea Meyer-Lindenberg) verbracht und dort
digital entwickelt (Abb. 7 und Abb. 8). Die oben angegebenen Rontgenaufnahmen
dienten der Uberpriifung des korrekten Sitzes des Implantates sowie der

Verlaufsdokumentation des Tierversuchs.
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Abbildung 7: Schaf, Kniegelenk, Erprobung eines eisenbasierten, degradierbaren
Knochenersatzwerkstoffes: p.op. Rontgenaufnahme, latero-lateraler Strahlen-
gang, Tier der Kontrollgruppe mit TPLO Platte

Abbildung 8: Schaf, Kniegelenk, Erprobung eines eisenbasierten, degradierbaren
Knochenersatzwerkstoffes: p.op. Rontgenaufnahme, latero-lateraler Strahlen-
gang, Tier der Implantatgruppe 1
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2.6.2 Computertomographie

Eine computertomographische Untersuchung wurde zu den Zeitpunkten 6 und 12
Monate post operationem durchgefiihrt. Die erste Untersuchung, zum Zeitpunkt 6
Monate post operationem, fand an der Chirurgischen und Gynidkologischen
Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen (Vorstand: Prof.
Dr. med. vet. Andrea Meyer-Lindenberg) unter der Leitung von Dr. med. vet.
Korbinian Pieper statt. Als Computertomograph kam ein SOMATOM Definition

AS (Fa. Siemens, Miinchen, Deutschland) zum Einsatz.

Die zweite Untersuchung wurde am Institut fiir klinische Radiologie der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen (Direktor: Prof. Dr. med. Dr. hc. Maximilian
Reiser, FACR, FRCR) unter der Leitung von PD Dr. med. Notohamiprodjo unter
Verwendung eines SOMATOM Definition Flash CT-Scanners (Fa. Siemens,
Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt. Untersucht wurden ausschlieBlich die
bereits grob in Form gesédgten, in Alkohol eingelegten Tibiakopfprédparate zum
Zeitpunkt 12 Monate post operationem (Abb. 9). Die Aufnahmen dienten der

klinischen Verlaufsdokumentation und makroskopischen Beurteilung.

Abbildung 9: Schaf Tibiakopf, CT-Aufnahme 12 Monate p.op, Tier der Implantat-
gruppe 2, Longitudinalschnitt, Implantat als keilf6rmige Struktur zu erkennen
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2.6.3 Kontaktradiographie

Nach der unter Punkt 2.7.3 beschriebenen Aufarbeitung der Praparate, wurden die
MMA Schnitte in der Anatomischen Anstalt der Ludwig-Maximilians-Universitét
Miinchen, Lehrstuhl II, Neuroanatomie (Direktor: Prof. Dr. med. C. Schmitz)
unter der Anleitung und Kontrolle von Prof. Dr. Stefan Milz im
kontaktradiographischen Verfahren untersucht. Hierfiir wurden die Schnitte direkt
auf einen Agfa-Strukturix Rontgenfilm gelegt und in einem cabinet x-Ray
System-Faxitron (Fa. Hewlett Packard, McMinnville, Oregon, USA) bei einer
Rohrenspannung von 18 kv fiir 30 Sekunden belichtet (Abb. 10). Die Entwicklung
der Rontgenfilme erfolgte voll automatisiert. Die daraus entstandenen
Bildsequenzen wurden im Anschluss hochauflosend digitalisiert und optisch

erfasst.

Abbildung 10: Schaf, Tibia, kontaktradiographische Aufnahme, MMA Schliff, Tier
der Kontrollgruppe (links), Tier der Implantatgruppe 1 (rechts)

2.7 Histopathologische Aufarbeitung der entnommenen Proben

2.7.1 Organentnahme und Sektion der Versuchstiere

Die Sektion sowie die Organentnahme der Tiere erfolgte im Institut fiir
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Tierpathologie der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen (Kommissarische
Leitung: Prof. Dr. Mathias Ritzmann). Wurde nach der Euthanasie der Tod der
Tiere durch den Tierarzt Dr. Korbinian Pieper festgestellt, erfolgte die vollstindige
Sektion sowie die Probenentnahme durch einen Tierpathologen des Institutes fiir
Tierpathologie. Neben einer makroskopischen Beurteilung wurden Proben aus
dem Herzen, der Leber, den Nieren, der Milz, der Lunge, dem Gehirn sowie den
tributdren Lymphknoten In. popliteus und In. iliofemoralis entnommen. Die
Gewebeproben wurden umgehend in Formalin fixiert. Im Anschluss folgte die
Priaparation des linken Tibiakopfes. Nachdem die Priparate sorgfiltig von
umgebender Muskulatur und Bindegewebe befreit worden waren, erfolgte eine
Reduktion auf die im Tierversuch osteotomierte Region mithilfe einer
Fleischereibandsdge. Hierauf wurden die Knochenproben umgehend in Ethanol

96% fixiert, um sie fiir die weiteren Untersuchungen vorzubereiten.

2.7.2 Histopathologische Aufarbeitung und Beurteilung der Organproben

Die histopathologische Aufarbeitung und Untersuchung fand im Institut fiir
Tierpathologie der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen (Kommissarische
Leitung: Prof. Dr. Mathias Ritzmann) unter der Anleitung von Dr. M. Leipig und
Dr. M. Ch. Langenmayer

Nach der Entnahme wurden die ca. lem x lcm grofen Organproben bei
Raumtemperatur in eine wéssrige, gepufferte Formalinlosung 10% verbracht.
Darin verblieben diese mehrere Stunden bis zur vollstindigen Fixierung. Im
Anschluss daran wurden die Proben zundchst mit Leitungswasser gespiilt und
danach in einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol (Fa. W. Graen GmbH &
Co, Miinchen, Deutschland) entwissert. Dem folgte das Einbetten in heiles
Paraffin (Fa. Sherwood Medical, St. Louis, USA). Um nach dem Abkiihlen die
histologischen Schnitte anzufertigen, kam ein Rotationsmikrotom (HM 315,

Mikrom, Fa. Walldorf, Deutschland) zum Einsatz.

Anschliefend wurden die Schnitte auf einen Objekttrager (Engelbrecht,
Deutschland) aufgebracht und durch Trocknung fiir das Féarben vorbereitet. Die
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einzelnen Arbeitsschritte wurden anhand etablierter Farbeprotokolle durchgefiihrt.
Als Ubersichtsfirbung kam eine Hidmaulaun-Eosin Firbung zum Einsatz. Zu
diesem Zweck wurden die Schnitte 10 Minuten in Xylol (Fa. W. Grden GmbH &
Co, Miinchen, Deutschland) entparaffiniert und mithilfe einer absteigenden
Alkoholreihe wieder in ein wéssriges Milieu tiberfiihrt. Die Proben wurden dann
fiinf Minuten lang in Mayer's Hamalaun Lésung (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) gefarbt und anschliefend weitere fiinf Minuten warm gewaissert.
Zur Differenzierung wurden die Préparate 2-5 mal in HCI-Alkohol 0,5% getaucht
und darauthin erneut gewissert. Dem folgte das zweiminiitige Féirben in
Eosinlosung 1%. Hierfiir wurden 10g Eosin gelblich (Fa. Applichem., Darmstadt,
Deutschland) in 1000ml heissem aqua dest. geldst, anschlieend filtriert und mit
1,5ml Eisessig (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) vermengt. Die Schnitte
wurden dann in destilliertem Wasser gespiilt und mittels einer aufsteigenden
Alkoholreihe und Xylol (Fa. W. Griden GmbH & Co, Miinchen, Deutschland)
wieder entwéssert. Danach folgte das Eindecken mit Histokitt. Um zwei- sowie
dreiwertiges Eisen nachweisen zu konnen, kam die Farbung Turnbullblau nach
Quinkes zum Einsatz. Hierfiir wurden die Schnitte auf einen mit Silan
beschichteten Objekttrager (Star Frost, Engelbrecht, Deutschland) aufgezogen.
Um die Ergebnisse nicht zu verfdlschen, wurden ausschlieBlich
Kunststoffpinzetten verwendet. Die Proben wurden 10 Minuten in Xylol (Fa. W.
Griaen GmbH & Co, Miinchen, Deutschland) entparaffiniert und mithilfe einer
absteigenden Alkoholreihe wieder in ein wéssriges Milieu iiberfiihrt. Diese
wurden dann eine Stunde in Ammoniumsulfidlésung 10% (Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland) verbracht und anschlieBend in destilliertem Wasser gespiilt. Dem
folgte ein zehnminiitiges Farben in Kaliumhexacyanoferrat 10% (Fa. AppliChem.,
Darmstadt, Deutschland) und ein erneutes Spiilen in destilliertem Wasser. Die
Schnitte wurden dann weitere fiinf Minuten in Kernechtrot 0,1% (Fa. Merck,
Darmstadt, Deutschland) geférbt, wiederum gespiilt und im Anschluss daran
mithilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol (Fa. W. Grden GmbH & Co,

Miinchen, Deutschland) entwissert. Die Proben wurden dann in Histokitt
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eingedeckt und bis zur Auswertung lichtgeschiitzt gelagert.

2.7.3 Histopathologische Aufarbeitung und Beurteilung der
Tibiakopfpraparate

Die histopathologische Aufarbeitung und Untersuchung der Knochenproben und
der Implantate fand in der Anatomischen Anstalt der Ludwig-Maximilians-
Universitidt Miinchen, Lehrstuhl II, Neuroanatomie, (Direktor: Prof. Dr. med. C.

Schmitz) unter der Leitung von Prof. Dr. Stefan Milz statt.

Zu Beginn wurden die entnommen Knochenpriparate an einer Bandsdge mit
Diamantsigeblatt  (Cut-grinder, Fa. patho-service GmbH, Oststeinbek,
Deutschland) grob in Form gesdgt und anschlieBend iiber einen Zeitraum von ca.
3 Monaten in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert. Im Anschluss daran
wurden von allen Priparaten drei ca. 2,0x1,0x0,5cm gro3e Proben entnommen
und fiir die weitere Bearbeitung in  Methylmethacrylat (MMA,
Methacrylsdauremethylester) eingebettet. Nach dem vollstindigen Aushirten des
MMA wurden von jedem Block mithilfe einer Innenlochsidge (SP1600, Fa. Leica,
Wetzlar, Deutschland) ca. 200um dicke Scheiben angefertigt. Diese wurden
zundchst wie unter Punkt 2.6.3 beschrieben gerdntgt und im Anschluss auf
Kunststoffobjekttrager der Firma Exakt advanced technologies GmbH
(Norderstedt, Deutschland) aufgebracht. Hierfiir wurden die Schnitte mit einem
Sekundenkleber (Cyanolit 201, Fa. Biirklin, Oberhaching, Deutschland)
bestrichen und blasenfrei auf den Objekttriager aufgebracht. Im Anschluss wurde
der beschickte Objekttriger zwischen zwei Teflon- sowie zwei Metallplatten
gelegt und fiir ca. 20 Minuten in einen Schraubstock gepresst. Nach der Entnahme
wurden die aufgeklebten Schnitte an einem Mikroschleifgerit Exakt 400 CS, (Fa.
Exakt advanced technologies GmbH, Norderstedt, Deutschland) mit Hermes P800
Schleifpapier (Fa. Hermes, Hamburg, Deutschland) plan und diinn (bis zum
Verschwinden der Riefen) geschliffen und in einem zweiten Arbeitsschritt mit
Hermes P 2500 Schleifpapier (Fa. Hermes, Hamburg, Deutschland) spiegelblank
poliert. Die erste Serie der MMA Schnitte wurde mit Giemsa-Eosin geférbt.
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Hierfiir wurde mittels einer Pipette Giemsalosung (Fa. Sigma Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland) auf die Schnitte aufgebracht und diese 30 Minuten lang
bei 60°C in eine feuchte Kammer verbracht. Im Anschluss daran, wurden die
Proben kurz in Essigsdure 0,1% getaucht und in destilliertem Wasser gespiilt. Im
zweiten Schritt wurde auf die Schnitte Eosinldsung 0,1% sowie ein Tropfen
Eisessig aufgebracht. Nach vier Minuten wurden die Proben in destilliertem
Wasser gesplilt und wenn nétig zur Differenzierung kurz in Ethanol 90% getaucht.
Um III-wertige Eisenionen nachweisen zu kdnnen, wurde die zweite Schnittserie
mit Berliner Blau und Kernechtrot (Fa. Chroma, Waldeck GmbH & Co. KG,
Miinster, Deutschland) gefarbt. Die Oberfliche der MMA-Schnitte wurde nicht
wie iiblich mit Ameisensdure angeitzt, da Erfahrungen aus Vorversuchen gezeigt
hatten, dass die Ameisensdure mit dem Metallimplantat oxidativ reagiert und so
die Ergebnisse verfalscht werden kdnnten. Die Proben wurden mit einer Losung
aus 50%-igem Ferrocyankalium sowie 1%-iger Salzsdure libergossen und fiir 30
Minuten bei 30°C in eine feuchte Kammer verbracht. Im Anschluss daran wurden
die Proben in destilliertem Wasser gespiilt und fiir eine Minute in ein Bad aus
Kernechtrot (Fa. Chroma, Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster, Deutschland)
gegeben. Nach erneutem Spiilen in destilliertem Wasser konnten die Proben
getrocknet werden. Die Lagerung erfolgte verschlossen, vor UV-Strahlung
geschiitzt. Bei Prdparaten, die UnregelmifBigkeiten wie z.B. entziindliche
Verdnderungen aufwiesen, wurden zusidtzliche Proben entnommen und zur

genaueren Differenzierung mit Himalaun und Eosin gefarbt.

Die Auswertung der Proben erfolgte unter der Leitung von Prof. Dr. Stefan Milz.
Hierfiir wurden die geférbten Schnitte zundchst mit einem Durchlichtmikroskop
(Axiophot, Fa. Carl Zeiss GmbH, Miinchen, Deutschland) begutachtet und zur
weiteren Auswertung fotografiert. Um den Anteil des noch vorhandenen
Knochenzementes an der Gesamtflache des Implantates im Schnitt zu ermitteln,
wurden mithilfe der Software Zeiss AxioVision Rel. 4.8 beide Flichen manuell
markiert und im Anschluss wie unter Punkt 3.3.1 beschrieben berechnet. Die

weitere statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels SPSS 21 (Fa. IBM,
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Armonk, New York, USA).

2.7.4 Statistische Methodik fiir die histopathologischen Befunde

Um die vorliegenden Daten auf Normalverteilung zu testen, wurden Q-Q Plots
iiber die Gesamtheit der Daten sowie {iber die einzelnen Gruppen angefertigt und
beurteilt. Die Ergebnisse zeigten keine Normalverteilung. Aufgrund der geringen
Fallzahl wurde auf eine Testung mittels Kolmogorov-Smirnow-Test verzichtet.
Fiir die weitere Beurteilung der Daten kamen ausschlieSlich non-parametrische
Tests zum Einsatz. Zu Beginn wurde der Kruskal-Wallis-Test fiir k-unabhéngige
Stichproben (SPSS 21) verwendet, um zu iiberpriifen, ob alle Parameter aus einer
Grundgesamtheit stammten. Bei Signifikanzen bzw. Ablehnung der Nullhypothese
(die Lageparameter sind in allen Gruppen gleich) erfolgte eine gezielte Testung
mittels Mann-Whitney-U-Test (SPSS 21), der einen Vergleich von
Lageparametern  zweier Gruppen ermdglicht. Die  Festlegung der
Irrtumswahrscheinlichkeit erfolgte auf 5%. Zu Beginn der statistischen
Auswertungen erfolgte eine Beratung durch Frau Dr. Eva Hoster, Institut fiir
Medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie der
Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen (Direktor: Prof. Dr. rer. nat. U.

Mansmann).

Die statistische Auswertung der entziindlichen Verdnderungen der entnommenen
Organproben (Abb. 29 und Abb. 30) erfolgte anhand eines, im Rahmen dieser

Dissertation erstellten Scores:

Entziindliche Verinderungen:

L 0-9% entziindliche Verdnderungen innerhalb eines reprisentativen
Gesichtsfeldes

II. 10-25% entziindliche Verdnderungen innerhalb eines repriasentativen
Gesichtsfeldes

I 26-50% entziindliche Verdnderungen innerhalb eines reprisentativen

Gesichtsfeldes
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IV. > 50% entziindliche Verdnderungen innerhalb eines reprisentativen
Gesichtsfeldes
Eisenablagerungen:

Um die intra- und extrazelluldren Eisenablagerungen (Abb. 25, Abb. 26 und Abb.
27) statistisch auswerten zu konnen, wurde wie fiir die entziindlichen

Verdnderungen ein semiquantitativer Score erstellt.

L 0-9% Eisenablagerungen innerhalb eines reprisentativen
Gesichtsfeldes

II. 10-19% Eisenablagerungen innerhalb eines reprisentativen
Gesichtsfeldes

I 20-30% Eisenablagerungen innerhalb eines reprisentativen
Gesichtsfeldes

IV. > 30% Eisenablagerungen innerhalb eines reprédsentativen
Gesichtsfeldes

2.8 Laborwerterhebung und Auswertung

2.8.1 Blutprobenentnahme

Die Blutprobenentnahme erfolgte bei allen Tieren postoperativ sowie nach sechs
und zwolf Monaten, um Verdnderungen der alkalischen Phosphatase-, Phosphor-,
Eisen- und Ferritinwerte sowie Verdnderungen des Differentialblutbildes
aufzuzeichnen. Hierfiir wurden die Schafe durch einen Assistenten im Stehen am
Hals fixiert. Die Entnahme erfolgte an der v. jugularis externa. Dabei kam eine
Safety-Kaniile (0,9x38mm) der Firma Sarstedt, Norderstedt Deutschland zum
Einsatz. Als Probengefdfle wurden jeweils eine Serum-Monovette (Sarstedt REF
05.1104 — 4,5 ml) und eine EDTA-Monovette (Sarstedt REF 05.1167 — 2,7 ml)
verwendet. Nach der Blutentnahme wurden die Probenrohrchen mit der
entsprechenden Ohrmarkennummer versehen und umgehend in die Medizinische

Kleintierklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen (Vorstand: Prof.
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Dr. med. vet. Karin Hartmann) verbracht und auf die oben genannten Parameter

untersucht.

2.8.2 Aufarbeitung der Blutproben

Die Aufarbeitung der Blutproben erfolgte an der Medizinischen Kleintierklinik
der Universitdit Miinchen (Klinikleitung: Prof. Dr. Karin Hartmann). Hier

erfolgten unter Leitung von Frau Dr. Karin Weber die weiteren Untersuchungen.

2.8.3 Statistische Methodik fiir die Laborbefunde

Um die vorliegenden Daten auf Normalverteilung zu testen, wurden Q-Q Plots
iiber die Gesamtheit der Daten sowie {iber die einzelnen Gruppen angefertigt und
beurteilt. Die Ergebnisse zeigen keine Normalverteilung. Aufgrund der geringen
Fallzahl wurde auf eine Testung mittels Kolmogorov-Smirnow-Test verzichtet.
Fiir die weitere Beurteilung der Daten kamen ausschlieBlich non-parametrische
Tests zum Einsatz. Zu Beginn wurde der Kruskal-Wallis-Test fiir k-unabhéngige
Stichproben (SPSS 21) verwendet, um zu iiberpriifen, ob alle Laborparameter aus
einer Grundgesamtheit stammen. Bei Signifikanzen bzw. Ablehnung der
Nullhypothese (die Lageparameter sind in allen Gruppen gleich) erfolgte eine
gezielte Testung mittels Mann-Whitney-U-Test (SPSS 21), der einen Vergleich
von Lageparametern zweier Gruppen ermoglicht. Die Festlegung der

Irrtumswahrscheinlichkeit erfolgte auf 5%.
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3 Ergebnisse

3.1 Verlauf des Tierversuchs

3.1.1 Mortalitit, Erkrankungen und Gruppenwechsel der Versuchstiere

Im Verlauf des Tierversuchs verstarben insgesamt vier Tiere. Drei Schafe mussten
intraoperativ bzw. in der Aufwachphase euthanasiert werden. Grund hierfiir waren
in allen Fillen Frakturen des Tibiakopfes durch unkontrollierbares Fluchtverhalten
der Tiere, mit konsekutiver Uberbelastung. Fiir ein intraoperativ verstorbenes
Schaf kam ein Reservetier zum Einsatz. Ein weiteres Versuchstier verstarb fiinf
Monate post OP mit Verdacht auf Pneumonie. Eine Obduktion wurde nicht
durchgefiihrt. Aufgrund einer zu groB8en Osteotomie wurde das urspriinglich einer
Implantatgruppe zugehorige Schaf mit der Nummer 44219 der Kontrollgruppe
zugeordnet. Im weiteren Verlauf kam es zu keiner Instabilitdit der

Ostheosynthesen.

3.1.2 Endgiiltige Gruppeneinteilung

Nach dem oben aufgefiihrten Tod und dem Gruppenwechsel einiger Versuchstiere

ergab sich folgende Gruppeneinteilung (Abb. 11):

28 weibliche
Mernnoschafe
Implantatgruppe 1 Implantatgruppe 2 Kontrollgruppe
n=9 n=10 n=9

Abbildung 11: finale Gruppeneinteilung
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3.2 Makroskopische Beurteilung

Bei der makroskopischen Beurteilung der durch Sdgen zugetrimmten
Tibiakopfpraparate waren die Implantate deutlich erkennbar. Auch deren
keilformige Struktur war weitestgehend erhalten. Die Implantate (Abb. 12 und
Abb. 13) waren ihrerseits von einem braunen Randsaum mit teils korniger
Struktur umgeben (1). Ahnliche Strukturen fanden sich auch im angrenzenden
Markraum wieder. Im Zentrum des Implantates zeichnete sich eine scharf
begrenzte, hellgrau bis weille Masse (2) ab, die teilweise von einem braunlichen
Rand (3) umgeben war. Bei einem Tier zeigte sich eine starke und ausgedehnte
Rotfarbung im Markraum um das Implantat. Die Préparate der Kontrollgruppe

zeigten makroskopisch gesunden Knochen.

Abbildung 12: Schaf Tibia, Nativschnitt FePSi-Implantat, 12 Monate p.op
(Erklirung siehe Text)
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Abbildung 13: Schaf Tibia, Nativschnitt FeP-Implantat 12 Monate p. op.
(Erklirung siehe Text)

3.3 Histopathologische Ergebnisse

3.3.1 Mikroskopische Auswertungen der Tibiakopfpriparate

Die quer zu ihrer Langsachse geschnittenen Implantate wurden zu Beginn der

histologischen Auswertung in drei ROI’s (Region of interest) eingeteilt, die je

nach Farbung und Probe mehr oder weniger deutlich darstellbar waren:

ROI 1 Zentralpartie: Zement- sowie Metallstruktur erhalten.

ROI 2 Ubergangszone: Scharf zur Zentralpartie abgegrenzter Bereich.
Deutliche  Zeichen der Degradation des Zements vorhanden.

Metallstruktur iiberwiegend unverdndert.

ROI 3 Randpartie: Keine Zementstruktur erkennbar, beginnende

Degradation der Metallstege.

Die drei ROI's wurden anhand der gefarbten und fotografierten MMA Schliffe mit

Hilfe der Software Zeiss AxioVison Rel. 4.8 ausgewertet. Die Einteilung der

Zentralpartie erfolgte durch eine zentrale Lingsachse. Ubergangszone und
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Randpartie waren schalenféormig um die Zentralpartie angeordnet, weshalb in
diesem Fall die Dicke der einzelnen Schichten bestimmt wurde. Im Bereich von
ca. 0-2mm oberhalb und unterhalb der Zentralachse war die Zentralpartie gelegen.
Darauf folgte die Ubergangszone mit ca. 0-lmm. Die Abgrenzung von der
Ubergangszone zur Randpartie war flieBend. Letzterer konnte dennoch eine Dicke
von ca. 0-2mm zugeordnet werden (Abb. 14). Bei frakturierten Implantaten bzw.
bei beginnender Auflosung der Implantate stellten sich die ROI’'s analog zum

obigen Schema zwei- oder mehrfach geteilt dar (Abb. 15).
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Abbildung 14: Schaf, Tibia, MMA Schliff, Giemsa Eosin Fdrbung, metrische
Einteilung der ROI's anhand der Zentralachse, Tier der Implantatgruppe 1
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Abbzldung 15: Schaf szza MMA Schlzjf Gzemsa Eoszn Farbung, Implantat mzt
zweigeteilten ROI'’s, Tier der Implantatgruppe 2

Giemsa Eosin Firbung:

Bei der Auswertung der Giemsa Eosin gefarbten Schnitte der beiden
Implantatgruppen fiel zunédchst eine braune Substanz, angrenzend an die
Randzone auf, von der die Implantate umgeben waren. Das metallische
Implantatmaterial war bei der Mehrzahl der Proben noch fast vollstindig
vorhanden. Jedoch waren bei siamtlichen Implantaten Zeichen der Degradation
erkennbar, die unterschiedlich stark ausgeprigt waren. Diese reichten von einem
kaum sichtbaren Abbau bis hin zu einer beginnenden Auflosung des Implantates.
Speziell um die Randpartie war der Abbau deutlich erkennbar. Als Zeichen der
Degradation wurde die Verfarbung durch Korrosion sowie das sich Verjiingen der
Metallstege, das Schwinden von Zement in den porenformigen Strukturen und die
Ansammlung von Degradationsprodukten definiert. Die die Implantate

umgebende braune Substanz ist vermutlich letzteren zuzuordnen. Uberdies



3 Ergebnisse 36

konnten in allen Féllen die Bildung einer bindegewebigen Kapsel sowie in einem
Fall (Abb. 16) eine beginnende Knochenneubildung (farberisches Verhalten) in

der Ubergangszone des Implantates festgestellt werden.

Abbildung‘ 16: Schaf, Tibia, MMA Schliff, Tier der Implania‘tgr ppe 1, Giemsa
Eosin Fiarbung, Knochenneubildung im Zentrum des Implantates

R

Entziindliche Verdnderungen, wie zelluldre Infiltration des Markraumes sowie ein
gehduftes Vorkommen von Granulozyten und Makrophagen wurden in einer
Probe (Abb. 17-20) beobachtet. Auffillig war hierbei, dass sich sowohl in der
Entziindungszone als auch auflerhalb im Fettmark Anzeichen von zellgebundenem
Fremdmaterial fanden. Hierbei handelte es sich entweder um Abbauprodukte des
Implantates oder um Resorptionsprodukte, die aus der Entziindungszone stammen

(z.B. Zelldetritus).
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Abbildung 17: Schaf, Tibia, Nativschnitt, dunkelroter Randsaum zwischen
Implantat und rotem Knochenmark spricht fiir ein entziindliches Geschehen, Tier
der Implantatgruppe 2
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Abbildung 18: MMA Schliff, Giemsa Eosin Fdrbung, Implantatgruppe 2, Hinweis
auf entziindliche Reaktion im Implantat nahen Markraum

Abbildung 19: Schaf Tibia, Paraffinschnitt, Impantatéruppé
2, HE Farbung. Zeichen von zellgebundenem Fremd-
material in der Entziindungszone
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| £50 um
Abbildung 20: Schaf Tibia, Paraffinschnitt, Implantatgruppe 2 HE Fdrbung:
Zellgebundenes Fremdmaterial im Fettmark, auflerhalb der Entziindungszone

Mg-CP-Zement:

Die Zementfiillung stellte sich im Bereich der Zentralpartie als kompakte, meist
homogene Masse dar, die sich in der Ubergangszone immer weiter 15chrig
zersetzte und in der Randpartie nicht mehr in ihrer urspriinglichen Form
erkennbar war. Der Ubergang von der Zentralpartie zur Ubergangszone lieB sich

scharf durch eine braune schmal umlaufende Struktur abgrenzen.
Metallisches Implantatmaterial:

Im Bereich der Zentralpartie erschienen die eisenbasierten Strukturen metallisch
glinzend mit scharf abgegrenzten Rindern. In der Ubergangszone waren erste
Farbabweichungen sichtbar, zudem wirkten die Rénder der Metallstege weniger
scharf begrenzt. In der Randpartie stellten sich die metallischen Strukturen mit

unscharfen Réndern sowie deutlichen braunen bis schwarzen Farbverdnderungen
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dar.

Berliner Blau Reaktion:

Bei der Auswertung der Schnitte der Implantatgruppen nach erfolgter Berliner
Blau Reaktion fiel die oben beschriebene braune Masse auf, von der die
Implantate umgeben waren (Abb. 21). Die Zentralpartie (1) bestand aus einer
kraftig blau gefarbten kompakten Struktur und lief sich weniger deutlich von der
Ubergangszone abgrenzen als bei den Giemsa Eosin gefirbten Priparaten. Eine
deutliche Blaufiarbung zeigten auch die an die Zentralpartie angrenzenden

Metallstege (2).

i

Abbildung 21: Schaf ibia, MMA Schliff. Berliner Blau Reaktion, fmpdntatgruppe
1 (Erklirung siehe Text)

Bei der Berliner Blau Reaktion waren deutliche Zeichen der Resorption von
Zement und Metall in Randpartie und Ubergangszone zu erkennen. Besonders

auffillig waren mit blauer Farbe angereicherte, tubuldre Strukturen, die der
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Zentralpartie zu entspringen schienen (1). Diese Kanile verliefen meanderformig
durch das Implantat in die angrenzenden bindegewebigen bzw. kndchernen
Strukturen. Mit einem anfinglichen Durchmesser von durchschnittlich 0,13 mm
verjlingten sich die Tubuli bis zu ihrem vollstdndigen Verschwinden. Teilweise
entstand der Eindruck, dass von einzelnen Kandlen wurzelartige Verzweigungen
abfiihrten. Besonders deutlich zeigt dies der Schnitt eines Implantates im dulleren
Randbereich, in dem sich ausschlieBlich Ubergangszone und Randpartie darstellen
(Abb. 22). Eine weitere Struktur, die sich nur in der Berliner Blau Reaktion
deutlich zeigte, ist eine schmale blaue Linie (2), die das Implantatbett nach lateral
umgibt und rein optisch eine Grenze zum umliegenden Knochen darstellt. Nach
3+

lateral an diesen Bereich angrenzend fanden sich nur wenige bis gar keine Fe

positiven Strukturen.

\ i 3

Abbzldung 22: Schaf Tibia, MMA Schliff, Implantatgruppe 2, Berllner Blau
Reaktion, Ubergangszone und Randpartie mit Fe**-haltigen tubuldren Strukturen
(1) und blaugefirbter knochenseitiger Umrandung (2).
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Die mikroskopische Auswertung beider Farbungen der Kontrollgruppe ergab
keine histopathologischen Besonderheiten (Abb. 23). Die Priparate zeigten

unverianderten Knochen.

2 mm

Abbildung 23:Schaf Tibia, MMA Schliff, Berliner Blau - Eosin Féirbung, Tier der
Kontrollgruppe, Spongiosa mit unverdndertem Knochen, kein Eisen nachweisbar

Zementresorption:

Um ein MaB fiir den Abbau des Knochenzements nach einem Jahr zu erhalten,
wurde die relative Zementresorption bestimmt (Tab. 1). Hierfiir wurden anhand
der MMA Schliffe die Fliche des Implantates sowie die des nicht resorbierten
Zementes (inklusive der darin eingebetteten Metallimplantatanteile) ermittelt und

anhand der folgenden Formel berechnet.

Resorption in % = Fldche nicht resorbierter Zement * 100 / Fldche des

Implantates

Die Berechnungen ergaben einen Mittelwert von 80,4% Zementresorption beider
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Implantatgruppen. Fiir die Implantatgruppe 1 (FeP) ergab sich ein Wert von
85,1%, fiir die Implantatgruppe 2 (FePSi) ein Wert von 76,1% (Abb. 24).

Implantatgruppe Mittelwert N Standardabweichung
1 85,1% 9 18,7
2 76,1% 10 18,6
Insgesamt 80,4% 19 18,7

Tabelle 1: Ubersicht der Zementresorption in Prozent

100,00

80,00

Prozent

60,00

40,00

Implantatgruppe

Abbildung 24: Relative Zementresorption von Implantatgruppe 1 und
Imlantatgruppe 2 ein Jahr post operationem
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3.4 Statistische Auswertung entnommener Organproben

3.4.1 Eisenablagerungen in den Organen
Untersucht wurde folgender Zusammenhang:

Gibt es Unterschiede in den Eisenablagerungen der entnommenen Organe
zwischen der Implantatgruppe 1, der Implantatgruppe 2 und der
Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 12 Monate post operationem?

Fiir die Eisenablagerungen in den einzelnen Organen (Abb. 25, Abb. 26 und Abb.
27) wurde der Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt (Tab. 2). In keinem der
untersuchten  Fille wurde ein p-Wert wunterhalb des festgelegten
Signifikanzniveaus von 0,05 ermittelt. Es bestehen somit keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Eine weitere Testung mittels Mann-

Whitney-U-Test konnte daher ausbleiben.

In. In. In. In. Gehirn | Lunge | Herz | Leber | Niere
popliteus | popliteus | iliofemor | iliofemor
sinister | dexter alis alis
sinister | dexter

Chi-Quadrat 1,863 1,451 1,837 0,804 0,000 0,245] 2,111} 3,216 0,206

df 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Asymptoti- 0,394 0,484 0,399 0,669 1,000f 0,885] 0,348 0,200] 0,902
sche

Signifikanz

Tabelle 2: Statistik fiir Kruskal-Wallis-Test fiir die FEisenablagerungen in den
entnommenen Organen, der Implantatgruppen 1 und 2 sowie der Kontrollgruppe

Es zeigten drei Tiere der Kontrollgruppe, fiinf der Implantatgruppe 1 und sieben
der Implantatgruppe 2 Eisenablagerungen in den Inn. iliofemorales dexter. Zu

Eisenablagerungen in den Inn. poplitei dexter kam es bei zwei Tieren der

Kontrollgruppe, drei der Implanatgruppe 1 und vier der Implantatgruppe 2.
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—_— —_— - Il 3 X 3 & D
Abbildung 25: Schaf Implantatgruppe 2, Turnbullblau Reaktion, Niere: einzelne
Epithelien mit granulirem zytoplasmatischen, eisenhaltigen Material, Maf3stab:

100um

2 PR

Abbildung 26: Schaf Implantatgruppe 2, Tt urnbullblau Reaktion, Ln Iliofemorali
sinister: Bindegewebstrabekel assoziierte Makrophagen mit diffusem zyto-
plasmatischen, eisenhaltigen Material, Mafstab: 100um
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:"' 3#' < : e T ,’.- ; ' S TN S
Abbildung 27: Schaf, Implantagruppe 1, Turnbullblau Reaktion, Ln. popliteus
dexter: Bindegewebstrabekel assoziierte Makrophagen mit granuldrem zyto-
plasmatischen, eisenhaltigen Material, Mafstab: 100um

3.4.2 Entziindliche Verinderungen in den Organen
Untersucht wurde folgender Zusammenhang:

Gibt es signifikante Unterschiede in den entziindlichen Verdnderungen der
entnommenen QOrgane 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 festgelegten
Signifikanzniveaus von 0,05. Somit gibt es signifikante Unterschiede zwischen

mindestens zwei Gruppen (Tab. 3).
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Lunge In. In. In. In. Gehirn| Herz | Leber | Niere | Milz
popliteus | popliteus | iliofemo- | iliofemo-
sinister dexter ralis ralis

sinister dexter

Chi-Quadrat | 9,362 1,800 0,000 1,800 0,000 | 0,478 | 1,763 1,883 | 1,517 0,024
df 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Asymptoti- | 0,009 0,407 1,000 0,407 1,000 | 0,787 | 0,414 ] 0,390 | 0,468 | 0,988

sche

Signifikanz

Tabelle 3: Statistik fiir Kruskal-Wallis-Test fiir die entziindlichen Verdnderungen
in einzelnen Organen der Kontrollgruppe, der Implantatgruppe 1 und der
Implantatgruppe 2

Beim Vergleich von Implantatgruppe 1 und Implantatgruppe 2 ergab der Mann-
Whitney-U-Test einen p-Wert unterhalb des festgelegten Signifikanzniveaus von
0,05. Dies zeigt eine signifikante Erh6hung der entziindlichen Verdanderungen der
Lunge von Implantatgruppe 2 zu Implantatgruppe 1 (Tab. 4 und Tab. 5).

Die Histologie der aufgefundenen entziindlichen Verdnderungen sind beispielhaft

in den Abbildungen 29-31 aufgefiihrt.
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Gruppe N Mittlerer Rang Rangsumme
Lunge Implantatgruppe 1 9 6,11 55,00
Implantatgruppe 2 10 13,50 135,00
Gesamt 19

Tabelle 4: Statistik fiir Mann-Whitney-U-Test fiir die entziindlichen Verdn-
derungen der Lunge der Implantatgruppen eins und zwei

Lunge

Mann-Whitney-U 10,000
Wilcoxon-W 55,000

4 -3,059

Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0,002
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] 0,003"

a. Gruppenvariable: Gruppe
b. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

Tabelle 5: Statistik fiir Mann-Whitney-U-Test fiir die entziindlichen Verdn-
derungen der Lunge der Implantatgruppen eins und zwei*
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T T |
Kontrallgruppe Implantatgruppe 1 Implantatgruppe 2
Gruppe

Abbildung 28: Signifikante Erhohung der entziindlichen Verdnderungen der
Lunge von Implantatgruppe 2 im Vergleich zur Implantatgruppe 1, Ordinate
zeigt die Gradation (1-4)
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Abbildung 31: a) Schaf Hippocampus, HE-Fdrbung, o.b.B. b) Schaf Leber, HE-
Férbung, 0.b.B. c¢) Schaf Herz, HE-Fdrbung, einzelne Sarcozystis Zysten, sonst
0.b.B. d) Schaf Milz, HE-Fdrbung, akute Stauung, vermutlich bedingt durch
Euthanasie, Maf3stab: 100um

3.5 Beurteilung der Kontaktradiographie

Bei der Beurteilung der kontaktradiographischen Aufnahmen war es zunéchst
wichtig, die verschiedenen Strukturen mit unterschiedlicher Rontgendichte klar
voneinander zu unterscheiden. Metall ist rontgendichter als Knochen und stellt
sich somit in den Aufnahmen heller dar. Knochenzement weist je nach
Zusammensetzung eine dhnliche Dichte wie physiologischer Knochen auf.
Aufgrund von Abbauvorgingen zeigte sich der verbleibende Zement im Inneren
des Implantates weniger dicht als der umliegende Knochen. Weichteildichte
Strukturen stellen sich als leichte Verschattungen dar. Bei der Auswertung waren
die Implantate als keilférmige, stark rontgendichte, spongidse Struktur, mit einer
weitaus weniger dichten, aber deutlich zu erkennenden Masse in ihrem Zentrum

erkennbar. Die Metallschaumimplantate beider Gruppen waren von einem
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Spaltraum, der sich als schmale Authellungszone darstellte, umgeben und

erschienen frei schwebend, ohne Kontakt zum umgebenden Lagerknochen.

Nach digitaler VergroBerung der Aufnahmen und zum Teil Verdnderung der
Wichtung zeigten sich die Implantate von einer Masse bindegewebiger Dichte
umgeben, die aber nicht in allen Fillen den beschriebenen Spaltraum vollstindig
iiberbriickte (Abb. 32). Auch kontaktradiographisch lieBen sich die Implantate in
Zentralpartie, Ubergangszone und Randpartie einteilen. Eine Knochenneu- oder
Kallusbildung konnte lediglich in einem Fall beobachtet werden. Die eigentliche
Diagnose einer Knochenneubildung erfolgte anhand des gefdrbten Schnittes,
jedoch finden sich auch in der Kontaktradiographie Zeichen fiir dieses Gewebe
(Abb. 33). Deutlich zeigte sich, dass sdmtliche Implantate nach lateral, also im
Bereich der Spongiosa, von einer knochernen Lamelle umgeben waren. Nach

medial waren die Implantate nur bindegewebig bedeckt.
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Spaltraum

Weichteildichte
Struktur

Abbildung 32: Schaf, Tibia Kontakt-
radiographie, MMA Schliff Tier der
Implantatgruppe 1 mit deutlicher Spalt-
raumbildung

Abbildung 33: Schaf, Tibia, Kontaktradiographie, MMA Schliff
Tier der Implantatgruppe 1, rontgendichte Struktur im Zentrum
des Implantates, interpretiert als Knochenneubildung

53
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3.6 Blutbild und Differenzialblutbild
Untersucht wurden folgende Zusammenhinge:

Gibt es signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe, der
Implantatgruppe 1 und der Implantatgruppe 2 im Blutbild und
Differenzialblutbild zu den Zeitpunkten sechs und zwolf Monate post

operationem?

Es erfolgte eine Kruskal-Wallis-Testung, mit dem Ergebnis, dass in keinem Fall
die Nullhypothese abgelehnt wurde. Somit gibt es keine signifikanten
Unterschiede im Blutbild und Differenzialblutbild zwischen der Implantatgruppe
1, der Implantatgruppe 2 sowie der Kontrollgruppe zu den Zeitpunkten sechs und
zwOlf Monate post operationem und eine weitere Testung mittels Mann-Whitney-

U-Test konnte unterbleiben.

3.7 Serumwerte

3.7.1 Alkalische Phosphatase
Untersucht wurde folgender Zusammenhang (Tab. 6):

Gibt es einen signifikanten Unterschied im Serumspiegel der alkalischen
Phosphatase 6 bzw. 12 Monate post operationem zwischen der

Implantatgruppe 1, der Implantatgruppe 2 und der Kontrollgruppe?
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ALPU/L6 ALP U/L 12 Monate p.op.
Monate p.op.
Chi-Quadrat 5,302 6,147
df 2 2
Asymptotische Signifikanz 0,071 0,046

b. Gruppenvariable: Gruppe

Tabelle 6: Statistik fiir Kruskal-Wallis-Test fiir den Serumspiegel der alkalischen
Phosphatase’ zu den Zeitpunkten sechs und zwolf Monate post operationem.

Der Kruskal-Wallis-Test ergibt flir die Verteilung der alkalischen Phosphatase
zwischen der Implantatgruppe 1, der Implantatgruppe 2 und der Kontrollgruppe
zum Zeitpunkt 12 Monate post operationem einen p-Wert von p < 0,05, sodass
zwischen mindestens zwei Gruppen signifikante Unterschiede im Serumspiegel
der alkalischen Phosphatase bestehen. Es folgte eine weitere Testung mittels

Mann-Whitney-U-Test (Tab. 7 bis 10).
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Gruppe N Mittlerer Rang | Rangsumme
ALP U/L 12 Monate p.op. Kontrollgruppe 9 12,72 114,50
Implantatgruppe 2 10 7,55 75,50
Gesamt 19

Tabelle 7: Statistik fiir Mann-Whitney-U-Test fiir den Serumspiegel der
alkalischen Phosphatase der Kontrollgruppe und der Implanatgruppe 1

ALP U/L 12 Monate p.op.
Mann-Whitney-U 20,500
Wilcoxon-W 75,500
V4 -2,002
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0,045
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] 0,043°

a. Gruppenvariable: Gruppe
b. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

Tabelle 8: Statistik fiir Mann-Whitney-U-Test fiir den Serumspiegel der
alkalischen Phosphatase der Kontrollgruppe und der Implanatgruppe 1°

Der Mann-Whitney-U-Test zeigt fir den Vergleich von Kontroll- und
Implantatgruppe 2 einen p-Wert unterhalb des festgelegten Signifikanzniveaus
von p=0,05. Damit zeigt sich eine signifikante Verringerung des Spiegels der
alkalischen Phosphatase der Implantatgruppe 2 im Vergleich zur Kontrollgruppe
zum Zeitpunkt zwolf Monate post operationem (Abb. 34).
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Gruppe N Mittlerer Rang | Rangsumme
ALP U/L 12 Monate p.op. | Implantatgruppe 1 9 13,00 117,00
Implantatgruppe 2 10 7,30 73,00
Gesamt 19

Tabelle 9: Statistik fiir Mann-Whitney-U-Test fiir den Serumspiegel der
alkalischen Phosphatase der Implantatgruppe 1 und der Implantatgruppe 2

ALP U/L 12 Monate p.op.

Mann-Whitney-U
Wilcoxon-W
Z
Asymptotische Signifikanz (2-seitig)
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)]

18,000
73,000
-2,206
0,027
0,028°

a. Gruppenvariable: Gruppe

b. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

Tabelle 10: Statistik fiir Mann-Whitney-U-Test fiir den Serumspiegel der
alkalischen Phosphatase der Implantatgruppe I und der Implantatgruppe 2°

Der Mann-Whitney-U-Test zeigt fiir den Vergleich von Implantatgruppe 1 und

Implantatgruppe 2 einen p-Wert unterhalb des festgelegten Signifikanzniveaus

von p=0,05. Damit zeigt sich eine signifikante Verringerung des Spiegels der

alkalischen Phosphatase der Implantatgruppe 2 im Vergleich zur Implantatgruppe

1 zum Zeitpunkt zwolf Monate post operationem (Abb. 34).
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Abbildung 34: Signifikante Verringerung der alkalischen Phosphatase der
Implantatgruppe 2 im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Implantatgruppe 1
zum Zeitpunkt 12 Monate post operationem.

Fiir die Verteilung des Spiegels der alkalischen Phosphatase sechs Monate post
operationem ergibt der Kruskal-Wallis-Test einen p-Wert von 0,71. Es besteht
daher kein signifikanter Unterschied zwischen zwei Gruppen (Tab. 11 und Abb.
35).
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ALP U/L 6 Monate p.op.
Chi-Quadrat 5,302
df 2
Asymptotische Signifikanz 0,071

Tabelle 11: Statistik fiir Kruskal-Wallis-Test fiir den Serumspiegel der alkalischen
Phosphatase der Implantatgruppe 1, der Implantatgruppe 2 und der
Kontrollgruppe zum Zeitpunkt sechs Monate p.op.

250,00

200,00

o
o
o
3
[
C 150,00 T
L]
=
w
|
=
2
o _
& 100,00
<L
50,00 L

00 T T T
Kontrollgruppe Implantatgruppe 1 Implantatgruppe 2
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Abbildung 35: Keine signifikanten Unterschiede im Spiegel der alkalischen
Phosphatase zum Zeitpunkt sechs Monate post operationem

3.7.2 Eisen, Phosphor, Ferritin

Fiir die Parameter Eisen, Phosphor und Ferritin wurde folgender Zusammenhang

untersucht:
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Gibt es signifikante Unterschiede in den Serumspiegeln oben genannter
Parameter zwischen der Kontrollgruppe, der Implantatgruppe 1 und der
Implantatgruppe 2 zu den Zeitpunkten sechs bzw. zwolf Monate post

operationem?

Die Testung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test. In keinem der untersuchten
Félle lag die asymptotische Signifikanz unter dem festgelegten Niveau von
p=0,05. Es bestehen somit keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen zu den untersuchten Zeitpunkten und die Durchfithrung des

Mann-Whitney-U-Tests konnte unterbleiben.

Zur Veranschaulichung werden 1im Folgenden sédmtliche Ergebnisse

zusammengefasst (Tab. 12).
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Implantatgruppe 1

Implantatgruppe 2

Kontrollgruppe

Anzahl gesamt

n=9

n=10

n=9

Anzeichen von
Degradation

n=9

n=10

n=0

Entziindliche
Verdnderung im
Bereich des
Implantatbettes

n=0

n=1

n=0

Knochenneubildung

n=1

n=0

n=0

Implantatresorption in
%

Eisenablagerungen in
Organen

Entziindliche
Verdnderungen in
Organen

signifikante Erhdhung im
Bereich der Lunge

Spaltraumbildung
zwischen Knochen
und Implantat

n=9

n=10

n=0

Blut- und
Differentialblutbild

Alkalische
Phosphatase 6 Mo

p-op

Alkalische
Phosphatase 12 Mo

p-op

signifikante Erniedrigung

Eisen, Phosphor,
Ferritin 6 Monate p.op

Eisen, Phosphor,
Ferritin 12 Monate

p-op

keine signifikante Verédnderung

Tendenz zur Verdnderung

signifikante Verdnderung

Tabelle 12: Zusammenfassung der Ergebnisse
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4 Diskussion

4.1 Tierversuch

Das Schaf stellt auf den Gebieten der orthopédisch unfallchirurgischen Forschung
und der Knochenbruchheilung das Standardmodell fiir viele Versuche und Studien
dar (SCHMIDT et al., 2006). Daneben werden im Bereich der Bioimplantologie
auch Hunde, Ziegen, Schweine und Kaninchen verwendet. In seltenen Féillen
werden sogar Pferde als Versuchstiere eingesetzt (PEARCE et al., 2007). Schafe
hatten sich in Vorversuchen der eigenen Arbeitsgruppe als gutmiitige und
widerstandsfdahige Tiere erwiesen. Dariiber hinaus sind sie kostengiinstig zu
beschaffen und in Haltung und Fiitterung weitaus geniigsamer als z.B. Hunde oder
Pferde. Als Nutztiere sind sie in groflen Zahlen verfiigbar und als Lebensmittel
liefernde Tiere weitaus weniger im Fokus von Tierversuchsgegnern als die
klassischen Heim- bzw. Haustiere (NEWMAN et al., 1995). Durch ihre Gréfe und
ihr 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 Ahnlichkeit in GréBe und Gewicht zum
Menschen 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 der
Regel ihr Korpergewicht immer auf alle GliedmaBlen verteilen (NUNAMAKER,
1998). Der somit entstechende dauerhafte mechanische Reiz ist nach dem
Wolff'schen Gesetz entscheidend fiir den Heilungsverlauf (RUFF et al., 2006).
Auch die Knochenheilungsrate der Schafe dhnelt der des Menschen. Wenn auch
bei Tieren im Allgemeinen von einer schnelleren Knochenheilung ausgegangen
wird (MARTINI et al., 2001), stellt das Schaf im Rahmen dieser Studie das ideale

Versuchstier dar.
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4.2 Histopathologie

4.2.1 Organproben

Um entziindliche Verdanderungen sowie Eisenablagerungen beurteilen zu konnen,
wurden Proben der tributiren Lymphknoten sowie von Lunge, Gehirn, Herz,
Leber, Niere und Milz entnommen. Die histologische Beurteilung sédmtlicher
Organpréparate erfolgte ausschlieBlich durch einen Veterinarpathologen, um
Abweichungen weitestgehend ausschlieBen zu konnen. Eine dadurch erzielte hohe

Standardisierung war fiir die anschlieBende Erstellung eines Scores unerlésslich.

Die statistische Auswertung der entziindlichen Verdnderungen =zeigt eine
signifikante  Erhohung von Entziindungsreaktionen der Lunge von
Implantatgruppe 2 zu Implantatgruppe 1, jedoch nicht zur Kontrollgruppe.
Dennoch besteht die Moglichkeit, dass der signifikante Unterschied in der
Legierung der Implantate liegt. So wurde fiir das Implantat der Implantatgruppe 2
0,5% Silizium verwendet. In der Literatur gilt vor allem Siliziumdioxid (S10,) als
zytotoxisch und proinflammatorisch (PANAS et al., 2013). Zwar wurde in der
genannten Studie die Wirkung von Metalloxid Nanopartikeln auf das
Lungengewebe und Makrophagen in vitro untersucht, dennoch kann eine dhnliche
Wirkung von oxidiertem Silizium in vivo nicht sicher ausgeschlossen werden. Die
Frage, ob bei der Degradation der Implantate auch SiO, freigesetzt wird, wurde in

der eigenen Arbeit nicht untersucht.

In der Halbleitertechnologie wird eine Oxidschicht von Silizium in thermischen
Verfahren, ndmlich der trockenen und der nassen Oxidation erzeugt. Bei beiden
Verfahren herrschen Temperaturen um 1000°C (HILLERINGMANN, 2014). Die
Sintertemperaturen des in dieser Arbeit verwendeten Implantates erreichten
ebenfalls mehr als 1000°C. Selbst bei Raumtemperatur, an der Luft oder unter
Wasser kann Silizium eine natiirliche Oxidschicht ausbilden (ALBERS, 2010). Da
unter den genannten Bedingungen eine Oxidation von Si mdglich ist, ldsst sich
zumindest nicht widerlegen, dass ein eventueller Zusammenhang zwischen den

festgestellten, signifikant erhohten entziindlichen Verédnderungen der Lunge von
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den Tieren der Implantatgruppe 2 und der Verwendung von Silizium besteht.

Eine weitere Moglichkeit flir eine entziindliche Verdnderung der Lunge stellt beim
Schaf die vermindse Pneumonie dar. Ursachen hierfiir sind in der Regel grof3e
(Dictyocaulus sp.) und kleine (Protostrongylidae) Lungenwiirmer. Larven- bzw.
Wurmanschnitte sind histologisch nicht immer darstellbar. Bei einem Befall zeigt
sich in der Histologie meist eine massive Infiltration mit Leukozyten sowie eine
Hypertrophie der glatten Muskulatur der Bronchioli (BAUMGARTNER, 2012).
In vielen Fillen fungieren vermindse Pneumonien wegbereitend flir weitere
bakterielle Infektionen der Lunge (JENKINS et al., 2007). In der eigenen Arbeit
lieBen sich Parasiten der Lunge in sechs Fillen histologisch nachweisen. Ein Tier
der Kontrollgruppe, zwei Tiere der Implantatgruppe 1 und drei Tiere der
Implantatgruppe 2 zeigten Anschnitte von Lungenwiirmern. Diese Tatsache allein
geniigt jedoch nicht als Beweis einer ginzlichen Abwesenheit von Parasiten bei
den iibrigen Tieren, die entziindliche Prozesse der Lunge zeigten. Aus diesem
Grund muss die vermindse Pneumonie als mdogliche Ursache fiir die

entziindlichen Veranderungen der Lunge in Betracht gezogen werden.

Bei der Auswertung der Eisenablagerungen zeigten sich keine signifikanten
Eisenmehrablagerungen im Vergleich von Implantatgruppe 1, Implantatgruppe 2
und der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 12 Monate post operationem. Auftéllig
hierbei war, dass sich auch in den Lymphknoten der nicht operierten, rechten Seite
deutliche Eisenablagerungen zeigten. In Anbetracht der Tatsache, dass sowohl bei
der Entnahme als auch der spiteren Bearbeitung nicht génzlich auf die
Verwendung metallischer Gegenstinde verzichtet werden kann, muss unterstellt
werden, dass es sich bei den vorliegenden Fillen um Artefakte oder um die

Produkte einer Himatomresorption handelt.

Histopathologisch wird eine iibermdflige Eisenablagerung als Hadmosiderose
bezeichnet. In Kombination mit der daraus resultierenden Gewebsschiadigung
spricht man von einer Himochromatose. Diese kann sowohl erblich als auch

sekundér infolge einer erhohten Eisenaufnahme auftreten (NIEDERAU, 2003;
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SALLER et al., 2007). Betrachtet man diese Erkrankung, bei der iiberméBig viel
Eisen, 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 geringen
Belastung des Organismus durch den Degradationsprozess der Implantate

ausgegangen werden.

Auch in Vorversuchen der eigenen Arbeitsgruppe konnte kein Zusammenhang
zwischen dem  Abbau eisenbasierter Implantate und signifikanten
Eisenmehrablagerungen in parenchymatdsen Organen festgestellt werden. In einer
2006 veroffentlichten Studie untersuchten PEUSTER und Mitarbeiter die
Biokompatibilitit von degradierbaren Eisenstents. Hierfiir wurden Stents mit
einem Durchmesser von 6-12 mm in die Aorta descendens von 29 Minipigs
implantiert. Auch hier zeigten die histopathologischen Ergebnisse keine
Eisenmehrablagerungen in Organen wie Leber, Herz, Niere, Lunge, Milz und
Pankreas (PEUSTER et al.,, 2006). An dieser Stelle sei erwdhnt, dass im
Menschen und den meisten Sdugetieren kein korpereigener Mechanismus zur
aktiven Eisenausscheidung existiert. Zudem richtet sich die Resorption des enteral
aufgenommenen Eisens nach dem aktuellen Bedarf. Die Ausscheidung erfolgt
passiv iiber Stuhl bzw. Kot, Urin und Schweill (SALLER et al., 2007; ZHAO &
ENNS, 2012). Parenteral aufgenommenes Eisen kann von verschiedenen Zellen
und Geweben aufgenommen werden, steht aber in seiner Gdnze dem Organismus
zur Verfiigung, was dann zu einem Uberangebot, der sog. Eiseniiberladung fithren
kann. Hier akkumuliert das Eisen vor allem in Organen wie Herz, Leber und Milz
(MUSUMECT et al., 2014). Dies bestitigt die Annahme der geringen Belastung

des Organismus durch eisenbasierte Degradationsprodukte.

4.2.2 Tibiakopfpraparate

Bei der histologischen Auswertung der Tibiakopfpraparate wurden die Reaktion
des um das Implantat liegenden Knochens, Bildung von Osteoid im Bereich des

Implantates sowie Eisenablagerungen und histologisch nachweisbare entziindliche
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Verdnderungen in der direkten Umgebung untersucht. Zudem wurde die

Degradation des eingebrachten Mg-CPC in relativen Zahlen bestimmt.

Es wurden Kontaktradiographien angefertigt, mit dem Ziel, das Einwachsen von

Knochen sowie das Degradationsverhalten beurteilen zu kdnnen.

Die bei der makroskopischen Beurteilung auffélligen braunen, kdrnigen
Strukturen, die sich auf der Schnittfliche der in aufsteigender Alkoholreihe
entwisserten Préparate auch weiter auBerhalb des Implantatbettes befanden,
konnten in dieser Form histologisch nicht nachgewiesen werden. Somit bleibt der
Ursprung der Strukturen weiterhin unklar. Als wahrscheinliche Ursache kédme in
Betracht, dass es sich bei den Strukturen um Produkte handelt, die beim
Zurechtsdgen der Implantate entstanden sind. Diese wiirden sich nur auf der
duBeren Schnittfliche befinden und wiren nach der Anfertigung der MMA

Schliffe aus dem Zentrum des Implantates nicht mehr zu finden.

Histologisch zeigte sich im Implantatbett bei allen Tieren der Implantatgruppen
eine braune Substanz, bei der es sich mit hdchster Wahrscheinlichkeit um eine
Ansammlung metallischer und nicht metallischer Degradationsprodukte handelt.
Ein Gehalt an Fe’* Ionen konnte im Rahmen der Nachweisgrenze histologisch
ausgeschlossen werden. Das metallische Implantationsmaterial war bei allen
Tieren zum Zeitpunkt 12 Monate post operationem noch fast vollstdndig erhalten,
was fiir einen langsamen Degradationprozess spricht. Der Mittelwert fiir die
Resorption des Knochenzements mit dem die Implantate befiillt waren, betrug
zum Zeitpunkt 12 Monate post operationem 80,4 %. Bei lediglich einem Préparat
zeigte sich eine sowohl histologisch als auch rontgenologisch nachweisbare
Knochenneubildung in der Ubergangszone des Implantates. In Vorversuchen der
eigenen Arbeitsgruppe konnte ein Einwachsen von Knochen in eisenbasierte
Metallschaumbauteile ~ dhnlicher  Legierungen  nachgewiesen  werden.
Verantwortlich fiir die geringe Knochenneubildung in der eigenen Arbeit konnten
die im  Vergleich zu Vorversuchen verdnderte Porengrofle  des

Metallschaumbauteils und die damit verbundene Metallreduktion sowie die
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verwendete Mg-CP-Zementpaste und deren Abbauprodukte sein. In einer Studie
aus 2015 untersuchten ZHANG und Mitarbeiter anhand von zylinderférmigen
Implantaten den Effekt von Mg bei der Modifikation von Kalzium-
phosphatzementen auf die Adhdsion sowie die Differenzierung von
Knochenmark-Stromazellen. Zum Einsatz kamen Implantate aus CPC sowie
modifiziertem CPC mit einem Anteil von 5%, 10% und 20% MPC. Im
Tierversuch wurden je zwei der porigen Bauteile in die Schédelkalotte von
insgesamt 27 vier Monate alten, méannlichen Ratten implantiert. Zu den
Zeitpunkten zwei, vier und acht Wochen post operationem wurden die Tiere
euthanasiert und nach Aufbereitung der ROI’s histologisch sowie mikro-
computertomographisch untersucht. Nach vier Wochen zeigte sich ein deutliches
Einwachsen von neuem Knochen iiber das gesamte Volumen des SMCPC
Implantates, ohne erkennbare Spaltbildung zum Lagerknochen. Wenn auch
erheblich weniger, so fand sich bei den CPC- und 20MCPC-Bauteilen ebenfalls
eine Neubildung von Knochen. Nach acht Wochen zeigten sich sowohl bei der
SMCPC- als auch bei der 20MCPC-Gruppe deutlich weniger Reste des
eingebrachten Materials als bei der CPC-Gruppe. Dies spricht fiir eine schnellere
Biodegradation des Mg-modfizierten CPCs (ZHANG et al., 2015). Die Ergebnisse
zeigen einen positiven Effekt von Magnesium auf das Degradationsverhalten und
die Osteoinduktivitit des in der eigenen Arbeit verwendeten Knochenzementes.
Hier muss unterstellt werden, dass die geringe Knochenneubildung in
Zusammenhang mit der Struktur des Metallbauteils steht, oder durch die
massenhafte  Ansammlung von metallischen wund nicht metallischen

Degradationsprodukten verursacht wird.

In einer bereits unter 4.2.1 erwihnten Studie aus 2006 beschreiben PEUSTER und
Mitarbeiter eine zeitabhdngige Infiltration des an das Implantat angrenzenden
Gewebes mit Immunzellen. Kurz nach der Implantation waren Granulozyten und
Lymphozyten die vorherrschenden Zellen, welche im weiteren Verlauf von
Makrophagen abgelost wurden. Mehrkernige Riesenzellen fanden sich nur

vereinzelt. Hochgradige Entziindungen oder toxische Effekte lieen sich nicht
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nachweisen (PEUSTER et al., 2006). Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen
der eigenen Arbeit. Entziindliche Verdnderungen im Implantatbett und den
umliegenden Bereichen lieBen sich nur in einem Fall feststellen. Hier wurde
sowohl in der Entziindungszone als auch aulerhalb zellgebundenes Fremdmaterial
nachgewiesen, welches nicht mit Sicherheit dem Implantat zugeordnet werden
kann. Es besteht zudem die Moglichkeit, dass es sich um Abbauprodukte aus dem

entziindlich veranderten Bereich handelt.

Bei der histologisch nachweisbaren blauen schmalen Umrandung, von der das
Implantatbett nach lateral umgeben war, handelt es sich um einen mit Fe’* Tonen
angereicherten Bereich. Dieser grenzt direkt an die kndchernen Strukturen des
Implantatbettes an, weshalb vermutet werden kann, dass der Lagerknochen eine
mechanische Barriere flir Degradationsprodukte darstellt. AufBerhalb dieses
Bereiches, konnten keine wesentlichen Ablagerungen von dreiwertigem Eisen
nachgewiesen werden. Dieses befand sich stark angereichert in der Zentralpartie
des Implantates sowie in den davon abfiihrenden tubuldren Strukturen, welche in
der Literatur bislang nicht beschrieben wurden. Hier kann nur diskutiert werden,
ob diese Strukturen als Transportkanile dienen, um z.B. Fe**-haltiges Material aus
dem Implantatbett zu befordern. Es gilt jedoch zu beachten, dass dreiwertiges
Eisen an Transferrin binden und so in den Zellstoffwechsel gelangen kann. So
wiirde das Vorliegen von Fe’* in diesem Fall dafiirsprechen, dass Implantateisen

abgebaut und im Wirtsorganismus weiter verarbeitet wird (YANG et al., 2012).

4.3 Kontaktradiographie

Um Knochenneubildung und die Degradation des Implantates beurteilen zu

konnen, wurden Kontaktradiographien sdamtlicher Préparate angefertigt.

Hier konnte der in der histologischen Auswertung beschriebene, fortgeschrittene
Abbau des Knochenzementes bestétigt werden. Deutlich zeigte sich die zum Teil
bindegewebig iiberbriickte Spaltraumbildung zwischen Implantat und einer neu
gebildeten kndchernen Lamelle, von der die Implantate nach lateral umgeben

waren. Auch die Kallusbildung konnte rontgenologisch nachgewiesen werden.
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Dies spricht zum einen fiir einen Umbauprozess knocherner Strukturen, zeigt aber
deutlich ein Zuriickweichen des Knochens im Implantatbett, was die Annahme,
das Einwachsen von Knochen wiirde durch das Vorhandensein der

Degradationsprodukte verhindert, unterstiitzt.

Da es im Verlauf des Tierversuches zu keiner Instabilitdt der Osteosynthesen
gekommen ist und es rontgenologisch keinen Hinweis auf Frakturen gegeben hat,
kann davon ausgegangen werden, dass trotz ausgebliebener knocherner
Durchbauung, der operierte Bereich zu jeder Zeit in der Lage war, die volle

mechanische Belastung zu tragen.

4.4 Laborparameter

4.4.1 Referenzwerte

Referenzwerte fiir Laborparameter des Schafes sind in der Literatur in
ausreichender Anzahl zu finden, weichen aber héufig voneinander ab. Als
Orientierung wurden bei der Auswertung der Laboruntersuchung unter anderem
die Referenzbereiche-Schaf der Klinik fiir innere Krankheiten der Pferde,
Wiederkduer und Schweine der Universitét Leipzig, eine Studie von DIAS und
Mitarbeiter (2008) sowie die von TSCHUOR und Mitarbeiter (2008)
beschriebenen Referenzwerte zugrunde gelegt. Sofern sich die in dieser Arbeit
ermittelten Werte im Referenzbereich befanden, wurde der Gruppenvergleich zur

statistischen Beurteilung herangezogen.

4.4.2 Alkalische Phosphatase

Zur Gruppe der alkalischen Phosphatasen gehoren verschiedene Isoenzyme. So
existieren im menschlichen Korper die intestinale, keimzellspezifische,
plazentaspezifische sowie die gewebeunspezifische alkalische Phosphatase. Aus
letzterer entstehen durch Glycosylierung weitere Isoenzyme, némlich
leberspezifische,  knochenspezifische = und  nierenspezifische  alkalische

Phosphatase (MOSS, 1986; ALLEN, 2003).
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Alkalische Phosphatasen sind, iiber eine glycosylphosphatidylinositol Verbindung,
an die Zellmembran gebundene Proteine und werden von verschiedenen Zelltypen
synthetisiert. In Blutserum bzw. -plasma kommen sie auch in geloster Form vor
(RAYMOND et al., 1991). Im Korper eines gesunden erwachsenen Menschen
haben ca. 95% der ungebundenen alkalischen Phosphatasen ihren Ursprung in
Leber oder Knochen und stellen somit einen verldsslichen Parameter fiir
spezifische Krankheitsgeschehen oder physiologische Prozesse wie Knochen-
heilung dar (SHARP et al., 2007). Die bei erhohter Osteoblastenaktivitét
freigesetzte knochenspezifische alkalische Phosphatase ist somit ein Indikator fiir
vermehrt stattfindende Knochenumbauprozesse (ALLEN, 2003). Eine signifikante
Erhohung der alkalischen Phosphatase zu den Zeitpunkten 6 und 12 Monate post
operationem konnte beim Vergleich der Gruppen im vorliegenden Versuch nicht
festgestellt werden. In einer Studie aus 2005 untersuchten KOMMENOU und
Mitarbeiter den Zusammenhang zwischen der Aktivitdit der alkalischen
Phosphatase und der Knochenbruchheilung. Der Serumspiegel der alkalischen
Phosphatase wurde an insgesamt 83 Hunden mit chirurgisch versorgten Frakturen
der langen Knochen untersucht. Die Messungen wurden am Tag des Eingriffs, 10,
20 und 30 Tage post operationem sowie im Anschluss daran monatlich
durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten ein Maximum der alkalischen Phosphatase
10 Tage post operationem. Zwei bis fiinf Monate nach dem Eingriff lagen die
Werte wieder im Referenzbereich (KOMNENOU et al., 2005). Eine weitere
Studie beschreibt den Verlauf der alkalischen Phosphatase wéhrend der
Knochenbruchheilung beim Menschen. Maximale Werte von bis zu 429 U/L
werden nach 21 Tagen erreicht (MULJACIC et al., 2013). Es besteht somit die
Moglichkeit, dass eine zu erwartende Erh6hung des Serumspiegels der alkalischen
Phosphatase in den eigenen Untersuchungen nicht erfasst wurde. In der Literatur
wird der Referenzbereich der alkalischen Phosphatase mit 15,0-331,0 U/L (DIAS
et al., 2008) bzw. mit 60-300 U/L (KLINIK FUR INNERE KRANKHEITEN
DER PFERDE, 2016) angegeben. Samtliche Werte der untersuchten Tiere lagen

1m Referenzbereich.
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In der eigenen Arbeit zeigte sich eine signifikante Erniedrigung der alkalischen
Phosphatase zum Zeitpunkt 12 Monate post operationem der Implantatgruppe 2
im Vergleich zur Implantatgruppe 1 und der Kontrollgruppe, die allerdings noch
im Referenzbereich lag. In einer aktuellen Studie beschreiben ARUN und
Mitarbeiter die Auswirkung verschiedener Schiadel-Hirn-Traumata unter anderem
auf den Serumspiegel der alkalischen Phosphatase. Fiir diesen Versuch wurden
Ratten durch unterschiedliche Methoden (StoBwelle, stumpfer Schlag) Schidel-
Hirn-Traumata zugefiigt. Nach 6h bzw. 24h wurden die Tiere euthanasiert und im
Anschluss Gehirn sowie Blutplasma entnommen. Der stumpfe Schlag bewirkte
ein Absinken der alkalischen Phosphatase im Plasma um 32% und 37% zu den

Zeitpunkten 6h und 24h nach Traumasetzung (ARUN et al., 2015).

Speziell bei der knochenspezifischen alkalischen Phosphatase zeigt sich ein
Absinken der Aktivitdt beim adulten Tier im Vergleich zum Jungtier. Dies ist der
Tatsache geschuldet, dass Knochenumbauprozesse sowie -neubildungen im
erwachsenen Korper weitaus weniger stattfinden als beim heranwachsenden Tier
(ARYA et al., 2015). In der eigenen Studie befanden sich alle verwendeten Schafe
in etwa in demselben Alter. Daher kann ein Unterschied im Serumspiegel der
alkalischen Phosphatase bedingt durch das Lebensalter der Tiere ausgeschlossen

werden.

Als eine weitere Ursache fiir eine Erniedrigung der freien alkalischen Phosphatase
kommt die Hypophosphatasie in Betracht. Hierbei handelt es sich um eine seltene
Erkrankung, die mit einer Mutation des ALPL-Genes, welches die alkalischen
Phosphatasen codiert, einhergeht. Dies resultiert in einer verminderten Aktivitat
vor allem von knochen-, leber- und nierenspezifischer alkalischer Phosphatase
(LINGLART & BIOSSE-DUPLAN, 2016). Die Hypophosphatasie beim Tier ist
in der Literatur nicht ausreichend beschrieben. Dennoch findet sie in einer Studie
aus 2014 als mogliche Ursache fiir Zahn- und Gebisserkrankungen des Schafes

Erwédhnung (TATARA et al., 2014).

In der eigenen Studie gab es keine Anzeichen fiir genetische Vorerkrankungen
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sowie Schidel-Hirn-Traumata. Zudem lagen alle Werte der alkalischen
Phosphatase im Gesamtintervall der oben genannten Referenzwerte. Es ist somit
davon auszugehen, dass der Eingriff keinen nennenswerten Einfluss auf den
Serumspiegel der alkalischen Phosphatase hat. Dies konnte auch in Vorversuchen

der eigenen Arbeitsgruppe bestétigt werden.

4.4.3 Serumeisen und Ferritin

Eisen stellt den Hauptbestandteil der verwendeten Implantate dar und wurde somit
als Parameter fiir eine eventuelle Eisenbelastung des Organismus durch die

Implantate herangezogen.

Eisen ist ein klassisches, essenzielles Spurenelement und wird iiberwiegend im
Diinndarm, vor allem aber im Duodenum resorbiert. Die Ausscheidung von Eisen
erfolgt liberwiegend fikal (VON ENGELHARDT & BREVES, 2005). Bei
durchschnittlicher Erndhrung nimmt ein Mensch ca. 20mg Eisen pro Tag auf. Die
resorbierte Menge ist aber abhdngig vom aktuellen Bedarf. So liegt bei weiblichen
Individuen in der Schwangerschaft bzw. Trachtigkeit oder wihrend der
Laktationsperiode, die Eisenaufnahme um ein Vielfaches hoher (SALLER et al.,
2007). Zudem richtet sich die FEisenresorption nach der Menge des
aufgenommenen Eisens. Folgt auf eine Didt mit geringem Eisenanteil ein Wechsel
zu einer eisenhaltigen Erndhrung, sinkt die Resorption entsprechend. Dieses

Phénomen findet auch in umgekehrter Form statt (BANNERMANN et al., 1962).

Rund 70% des Eisens im Korper eines Menschen findet sich gebunden im
Hémoglobin. Dieses Enzym stellt mit Eisen als Zentralatom den
Sauerstofftransport von der Lunge zu den iibrigen Geweben sicher. Ferritin und
Hiamosiderin stellen die wichtigsten nicht Him basierten Komponenten dar. Als
Transportprotein ist Ferritin in der Lage bis zu 4500 Eisenionen (Fe*) in 16slicher
und nicht toxischer Form zu speichern (ROPELE & LANGKAMMER, 2016). Die
Ferritinwerte korrelieren mit den Eisenreserven im Gewebe. So entspricht
beispielsweise 1mg/l Ferritin 10mg Eisen im Gewebe (SALLER et al., 2007).

Dieser Zusammenhang ist aber nicht immer verldsslich. So verstarben in den
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letzten zwei bis drei Jahrzehnten an Thalassimie erkrankte Patienten an
Herzversagen, aufgrund einer Eiseniiberladung, trotz im Vorfeld festgestellter, im
Referenzbereich gelegener Ferritinwerte (KOLNAGOU et al., 2006). Thalassdmie
ist eine chronische, erblich bedingte Erkrankung des Blutsystems, welche mit
einer Reduktion der Hidmoglobinsynthese einhergeht. Bei schweren Formen
bedarf die aus der Erkrankung resultierende chronische hdmolytische Andmie,
einer Infusionstherapie mit roten Blutkorperchen. Dies fiihrt haufig zu einer

kumulativen Eiseniiberladung (MARTIN & HAINES, 2016).

In der eigenen Arbeit zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Kontrollgruppe, der Implantatgruppe 1 und der Implantatgruppe 2 im
Serumeisenspiegel zu den Zeitpunkten 6 Monate und 12 Monate post
operationem. Der in der Literatur angegebene obere Grenzwert von 34,3 pumol/l
(TSCHUOR et al., 2008) wurde in drei Fillen zum Zeitpunkt sechs Monate post
operationem iiberschritten. In zwei Féllen wurden die Tiere der Kontrollgruppe in
einem Fall der Implantatgruppe 1 zugeordnet. Zum Zeitpunkt 12 Monate post
operationem wurde der Wert von 34,3 pmol/l in keinem Fall erreicht. Da der
Hochstwert nur von einem Tier der Impantatgruppen um 2,6 pmol/l {iberschritten
wurde, kann insgesamt von einer geringen Belastung des Organismus durch freies

Eisen ausgegangen werden.

Keine signifikanten Unterschiede zeigten sich auch beim Vergleich der
Ferritinwerte der drei Versuchsgruppen zu den Zeitpunkten 6 Monate und 12
Monate post operationem. Referenzwerte flir Ferritin beim kleinen Wiederkauer
konnten bei der Literaturrecherche nicht gefunden werden. Da nach SALLER und
Mitarbeitern (2007) in der Regel eine Korrelation zwischen den Eisen- und
Ferritinwerten besteht, ist davon auszugehen, dass Eisen ein bestimmendes

Element fiir den Ferritinspiegel darstellt.

4.4.4 Phosphor

Mit 0,6 Legierungsprozent hat Phosphor, wie auch Silizium, einen

vergleichsweise geringen Anteil an der metallischen Struktur des Implantates.
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Allerdings kam es bei der Herstellung des Zementes zum Einsatz, mit dem die
Metallschdume  befiillt ~ wurden. Eine  genaue  Untersuchung  des
Blutphosphorspiegels zu den Zeitpunkten 6 und 12 Monate post operationem war
daher unerldsslich, um eine eventuelle Freisetzung von Phosphor erfassen zu

konnen.

Phosphor gehort zu den Mineralstoffen und stellt zusammen mit Calcium den
wesentlichen Bestandteil der mineralischen Knochensubstanz in Form von
Hydroxylapatit dar. Im Korper eines Sdugetieres liegt der Phosphorgehalt bei 4-7
g/kg, wobei hiervon ca. 80% auf das Skelett entfallen (VON ENGELHARDT &
BREVES, 2005). Beim Menschen betrdgt der Gesamtgehalt des im Korper
gespeicherten Phosphors ca. 700g im Durchschnitt. Hiervon entfallen, &hnlich wie
beim Sdugetier, 85% auf das Skelett und 15% auf den Intrazellularraum. Lediglich
1% befindet sich in den extrazelluldren Fliissigkeiten (HRUSKA et al., 2008). Die
Phosphatkonzentration im Serum des Menschen betrdgt ca. 0,8-1,4 mmol/l
(NICOLL et al., 2015) und liegt damit niedriger als die in der Literatur
angegebenen Referenzwerte fiir den kleinen Wiederkduer. Diese betragen 1,2-2,3

mmol/l (TSCHUOR et al., 2008) bzw. 1,44-2,85 mmol/l (DIAS et al., 2008).

Die Phosphathomdostase wird hauptsdchlich von drei Organen reguliert: Im
Diinndarm findet die Phosphor- bzw. Phosphatresorption statt. Im Gegensatz dazu
stellt die Niere das wichtigste Organ fiir die Phosphorexkretion dar. Der Knochen
fungiert als Speicher (CHUN et al., 2016).

Die empfohlene Tagesdosis von Phosphor fiir einen erwachsenen Menschen liegt

bei 700g/d (BERGMAN et al., 2009).

Schwankungen im Phosphorspiegel sind héufig abhingig von der Jahreszeit.
Verantwortlich hierfiir ist die unterschiedliche Verfiigbarkeit von Futter- bzw.
Nahrungsmitteln und deren divergierender Gehalt an Phosphor (PERNTHANER
et al., 1993; BAUMGARTNER & PERNTHANER, 1994).

Ein zu erwartender Anstieg des Phosphorspiegels bis hin zu einer

Hyperphosphatidmie kann verschiedene Ursachen haben. Zum einen kommen eine
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iibermdfige Aufnahme sowie eine erhohte Knochenresorption in Frage, zum
anderen konnen eine mangelhafte renale Ausscheidung oder Medikamentengabe
Ursache eines erhohten Bluphosphorspiegels sein. Beim Menschen kénnen selbst
bei einer Arteriosklerose oder der koronaren Herzkrankheit erhohte Werte
auftreten (KAWAGISHI et al., 1995; BLOCK & PORT, 2000; GOODMAN et al.,
2000; FOLEY et al., 2009).

Signifikante Unterschiede im Phosphorspiegel der Kontrollgruppe, der
Implantatgruppe 1 und der Implantatgruppe 2 zu den Zeitpunkten 6 bzw. 12
Monate post operationem konnten in der eigenen Arbeit nicht nachgewiesen

werden. Zudem befanden sich alle Werte im Referenzbereich.

4.4.5 Blutbild und Differenzialblutbild

Um eventuelle entziindliche Prozesse auch hdmatologisch nachweisen zu kdnnen,
wurden Blut- sowie Differenzialblutbild untersucht und statistisch ausgewertet. In
keiner der untersuchten Proben gab es signifikante Unterschiede zwischen der
Kontrollgruppe, der Implantatgruppe 1 und der Implantatgruppe 2 zu den

Zeitpunkten sechs und zwolf Monate post operationem.
Differenzialblutbild:

Es wurde die Gesamtzahl der Leukozyten bestimmt und weiter nach neutrophilen,
eosinophilen und basophilen Granulozyten, nach Lymphozyten sowie Monozyten
differenziert. Die in der Literatur angegebenen Referenzwerte fiir Leukozyten
weisen leichte Abweichungen auf: 4,0-12,0 x 10°/L (JACKSON & COCKROFT,
2007), 4,5-11,4 x 10°/L (TSCHUOR et al., 2008), bzw. 5,1-15,9 x 10°/L
(LEPHERD et al., 2009). Eine wichtige Gruppe der Leukozyten stellen die
Granulozyten dar. Diese fiarben sich histologisch in unterschiedlicher Weise an
und werden daher in neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten
unterteilt. Granulozyten erkennen Infektionserreger entweder indirekt nach
Opsonisierung, oder indirekt mit Rezeptoren {iiber sogenannte Pathogen-

assoziierte molekulare Muster (VON ENGELHARDT & BREVES, 2005). Sie
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phagozytieren samtliche Noxen wie Bakterien oder Fremdkorper (WEYRAUCH
et al., 2009). Die in der Literatur angegebenen Referenzwerte fiir segmentkernige
neutrophile Granulozyten liegen bei 0,7-6,0 x 10°/L (JACKSON & COCKROFT,
2007) und 1,07-6,74 x 10°/L (TSCHUOR et al., 2008). Keine in der eigenen
Studie ermittelten Werte lagen auBlerhalb des Referenzbereiches. Zudem zeigten

sich keine statistischen Veranderungen zwischen den Versuchsgruppen.

Der Referenzbereich der eosinophilen Granulozyten von 0,04-1,04 x 10°/L
(TSCHUOR et al., 2008) und 0,0-1,0 x 10°/L (JACKSON & COCKROFT, 2007)
wurde in der vorliegenden Arbeit nur in einem Fall {iberschritten. Ein statistischer

Zusammenhang mit den eingebrachten Implantaten besteht jedoch nicht.

Eine Eosinophilie weist auf eine eosinophile Entziindung, in der Regel ausgeldst
durch eine Parasitose, hin. Unter Ausbildung einer digestiven Vakuole zwischen
eosinophilen Granulozyten und Parasiten kommt es zur Degranulation. Hierbei
wird die basische eosinophile Peroxidase freigesetzt, welche die Hiille von
Parasiten und deren Eiern schéddigt. Da die Halbwertzeit eosinophiler
Granulozyten im Blut wesentlich kiirzer ist als im Gewebe, kann eine eosinophile
Entziindung auch ohne feststellbare Blut-Eosinophilie vorliegen (WILLARD &
TVEDTEN, 2011).

Die Referenzwerte fiir basophile Granulozyten von 0,0-0,3 x 10%/L (KLINIK
FUR INNERE KRANKHEITEN DER PFERDE, 2016) und 0,0-1,5 x 10°/L
(TSCHUOR et al., 2008) wurden in der eigenen Studie weder erreicht noch
iiberschritten. Signifikante Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wurden

nicht festgestellt.

Lymphozyten werden nach ihrem Ort der Ausdifferenzierung in B (Bone)- und T
(Thymus)- Lymphozyten unterteilt. Die Aufgabe der B-Lymphozyten besteht
hauptsidchlich in der Produktion von Antikérpern im Rahmen einer
Immunreaktion. T-Lymphozyten differenzieren sich in Helferzellen oder
zytotoxische T-Zellen. Uber das Blut wandern sie direkt zum Infektionsort (VON
ENGELHARDT & BREVES, 2005). Im Vergleich zu den iibrigen Wiederkduern
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sind die Lymphozyten der Schafe kleiner. Die in der Literatur angegebenen
Referenzbereiche von 3,53 — 11,88 x 10°/L, bzw. 2,0 — 9,0 x 10°/L wurden in
keinem Fall iiberschritten (JACKSON & COCKROFT, 2007; TSCHUOR et al.,
2008). Selbiges gilt auch fiir die Untersuchung der Anzahl von Monozyten.
Zudem wurde kein signifikanter Anstieg der Monozyten, deren Hauptaufgabe es
ist, Bakterien, Fremdkorper sowie nekrotisches Gewebe zu phagozytieren, im Blut
nachgewiesen. Dies zeigt auch eine in vitro Studie von FESER und Mitarbeitern.
Hier wurde der FEinfluss von degradierbaren Magnesiumlegierungen auf die
Funktion der dendritischen Zellen und Monozyten untersucht. Im Rahmen der
Arbeit wurden keine Verdnderungen an den Monozyten nachgewiesen (FESER et
al., 2011). Auch PEUSTER und Mitarbeiter zeigten in einer Studie, in der
degradierbare Eisenstents in die Aorta von Schweinen implantiert wurden, keine

signifikante Verdnderung der Leukozytenzahl (PEUSTER et al., 2006).

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass die
verwendeten Implantate keine pathologischen, systemischen Immunreaktionen

hervorrufen und somit als gut vertréglich eingestuft werden kdnnen.
Hdamoglobin und Erythrozyten:

Héamoglobin ist ein fast kugelférmiges Protein mit einem Durchmesser von ca. 5,5
nm. In erster Linie ist es fiir den Transport von Sauerstoff im Blut zustdndig. Es
befindet sich in hoher Konzentration im Cytosol von Erythrozyten, deren
Hauptaufgabe wiederum darin besteht, den Transport von Hdmoglobin und somit
auch die Bindung und Freisetzung von Sauerstoft sicherzustellen (NELSON &
COX, 2009). Die Erythrozyten von Schafen sind weitaus kleiner als die des
Menschen, dafiir aber in groBerer Anzahl vorhanden (WELS, 1958). Dieser
GroBenunterschied erklért auch die Abweichung im MCH (JONES & ALLISON,
2007). Die in der Literatur angegebenen Werte fiir das MCV liegen bei 27-34 fl
(TSCHUOR et al., 2008), oder 28—40 {1 (JONES & ALLISON, 2007).

Erythrozyten werden im Knochenmark gebildet. Die Erythropoese unterliegt dem
Einfluss des in der Niere gebildeten Hormons Erythropoetin. Nach etwa 120
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Tagen werden Erythrozyten, iiber das Monozyten-Makrophagen-System, in der
Milz abgebaut. Erythropoetin ist ein potentes Glykoprotein und wird heutzutage
zur Behandlung von Andmien unterschiedlichster Genese eingesetzt (DEBELJAK
& SYTKOWSKI, 2012). Die in der Literatur angegebenen Referenzwerte fiir
Erythrozyten von 8,7-12,9 x 10'%/1, bzw. 8,018 x 10'%/l wurden in keinem Fall
iiberschritten (JACKSON & COCKROFT, 2007; TSCHUOR et al., 2008). Zudem
gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen zu den
Zeitpunkten sechs und zwdlf Monate post operationem. Auch PEUSTER und
Mitarbeiter untersuchten in einer Studie an Schweinen mit degradierbaren
Eisenstents Verdnderungen von Erythrozyten und Himoglobin. Auch hier konnten
keine signifikanten Abweichungen bedingt durch die Implantation festgestellt
werden (PEUSTER et al., 2006).

Thrombozytenzahl:

Thrombozyten haben ihren Ursprung im Knochenmark, wo sie zundchst als
Megakaryozyten heranreifen. Die reifen Zellen verlassen das Knochenmark und
zerfallen bei diesem Prozess in bis zu 1000 Thrombozyten. Kommt es dann zu
einer Gefalverletzung, lagern sich in kiirzester Zeit Thrombozyten an die
freigelegten Bindegewebsstrukturen (VON ENGELHARDT & BREVES, 2005).
Wie Leukozyten so konnen auch Thrombozyten bei einer entziindliche Reaktion

oder Stress erhohte Werte aufweisen (JONES & ALLISON, 2007).

Die in der Literatur angegebenen Werte von 100-800 x 10°/ul bzw. 250-750 x
10°*/ul wurden in keinem der untersuchten Fille iiberschritten (SHERMAN &
ROBINSON, 1983; JONES & ALLISON, 2007). Dariiber hinaus zeigten sich
keine  signifikanten = Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe der
Implantatgruppe 1 und der Implantatgruppe 2 zu den Zeitpunkten sechs und zwolf
Monate post operationem. Eine Thrombozytdmie durch entziindliches Geschehen,
Endotoxinfreisetzung oder &hnlichem hat zu keinem Zeitpunkt vorgelegen
(IRMAK et al., 2006). Passend zu den eigenen Ergebnissen zeigten sich auch in

einer Studie mit degradierbaren Eisenstents von PEUSTER und Mitarbeitern
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keine signifikanten Verdnderungen der Thrombozytenzahlen (PEUSTER et al.,
2006).

Die Auswertung von Blut- und Differenzialblutbild zeigt keine gréBeren
Abweichungen von den in der Literatur beschriebenen Referenzwerten. Auch
bestehen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen zu den
Zeitpunkten sechs und zwolf Monate post operationem. Es gibt keine Anzeichen,
dass durch das Implantat eine Immunreaktion in Form einer systemischen akuten
oder chronischen Entziindung ausgelost wurde. Insgesamt kann von einer
geringen Belastung des Organismus durch die verwendeten Implantate

ausgegangen werden.

Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich auch bei PEUSTER und Mitarbeitern.
Keine Werte der untersuchten Parameter befanden sich aullerhalb der

Referenzbereiche (PEUSTER et al., 2006).
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5 Zusammenfassung

Die Entwicklung und Erprobung von abbaubaren Implantaten stellt ein wichtiges
Gebiet der biomechanischen Forschung dar. So bietet die Verwendung von
degradierbaren Knochenersatzwerkstoffen zur Uberbriickung groBerer Defekte
viele Vorteile in den Bereichen der Orthopéddie und Unfallchirurgie. Eingebrachte
Implantate sind im Idealfall in der Lage die volle mechanische Belastung
aufzunehmen, um diese dann im Laufe der Degradation an den einwachsenden
Knochen zu iibertragen. Als Leitgeriist wirken sie zudem osteokonduktiv und
fordern so den Heilungsverlauf. Fiir den Patienten entfillt dariiber hinaus eine

weitere Operation zur Entfernung von nicht degradierbaren Implantaten.

Fiir die in der eigenen Arbeit verwendeten Implantate kamen FeP- und FePSi-
Legierungen zum FEinsatz. FeP-Legierungen hatten sich in Vorversuchen der
eigenen Arbeitsgruppe als geeignet erwiesen, um experimentell in Form von
degradierbaren Implantaten eingesetzt zu werden. Die Dichte der im vorliegenden
Projekt verwendeten Metallschaumbauteile betrug 0,4-0,6 g/cm’ mit einer
Porositédt von 70ppi. Die Poren wurden mit einer Mg-CPC Paste befiillt, um so das
metallische Implantationsmaterial zu reduzieren ohne dabei die mechanischen
Eigenschaften negativ zu beeinflussen. Mg-CPC wurden bereits in mehreren

Studien als gut vertriglich und osteoinduktiv getestet.

Die eingebrachten Implantate zeichneten sich durch eine gute mechanische
Belastbarkeit aus. Trotz der geringen Knochenneubildung, welche sich nur in
einem Fall nachweisen lie3, kam es im Verlauf des Tierversuches zu keiner

Instabilitét der Osteosynthesen.

Entziindliche Verdnderungen in direkter Umgebung des Implantates konnten nur
in einem Fall nachgewiesen werden. Entzlindliche Verdnderungen der
entnommenen Organe wiesen nur im Fall der Lunge signifikante Unterschiede
zwischen den Versuchsgruppen auf, welche sich aber nicht mit Sicherheit auf das
Implantat zuriickfiihren lassen. Die histologisch nachweisbaren

Eisenablagerungen der Organproben zeigten keine signifikanten Unterschiede
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zwischen den Gruppen, weshalb sich ein Zusammenhang mit dem eingebrachten

Material nicht bestdtigen lasst.

In der Auswertung der Entziindungsparameter der entnommenen Blutproben
zeigte sich kein Hinweis auf einen akuten oder chronischen entziindlichen

Prozess, der durch das Implantat bedingt sein konnte.

Bei der Untersuchung der Serumparameter konnte eine signifikante Erniedrigung
der alkalischen Phosphatasen, zum Zeitpunkt 12 Monate post operationem, der
Implantatgruppe 2 im Vergleich zur Implantatgruppe 1 und der Kontrollgruppe
nachgewiesen werden. Sdmtliche Werte befanden sich im Referenzbereich. Bei
den untersuchten Serumparametern Eisen, Phosphor und Ferritin zeigten sich

keine signifikanten Unterschiede.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse, konnen sowohl das FeP- als auch das
FePSi-Implantat als gut vertréglich eingestuft werden und erscheinen in Bezug auf
Festigkeit und Biokompatibilitdt geeignet, als degradierbarer Knochenersatz
verwendet zu werden. Verbesserungsbedarf besteht in der Degradationsrate und
der Osteoinduktivitét. Dies gilt es durch weitere Forschungsansitze zu optimieren,
da sie gegenwirtig den Anforderungen an die Degradationskinetik noch nicht

geniigen.
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6 Summary

Development and trial of metal based biodegradable implants are major topics in
biomechanical research. The use of degradable bone implants for repairing large
defects, offers a lot of advantages in orthopedic and trauma surgery. Metal based
implants ideally can bear the full mechanical load and give it, during the process
of degradation, to the ingrown bone. As a scaffold they act osteoconductive and
promote healing. For the patient the use of a degradable implant means no further

surgery for removing non degradable materials.

In the own study we used FeP- and FePSi-alloys, as they have shown to be
suitable materials in earlier trials. We were using a metal foam with a density of
0,4-0,6 g/cm® 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 a
good strength. No instability of osteosynthesis has been observed during the

animal testing.

Inflammation in the near surroundings of the implant was detected in one case
only. Without a proven relation to the implant, a significant increase of
inflammatory alteration of lung tissue was determined. Accumulation of iron has
been seen in the histopathological evaluation of organs. However there was no

statistical relation or relation to the placed material as well.

When analyzing blood samples we found no hint to acute or chronic inflammatory

processes caused by the implant.

At the point of 12 month post operationem, a significant decrease of serum
alkaline phosphatases was detected, regarding implant group 2 in relation to
implant group 1 as well as to the control group. All the data were within the
reference values. For iron, phosphor and ferritin no statistical differences could be

found.
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Due to the results FeP- and FePSi-implants can be considered to be biocompatible
and stable. Therefore materials seem to be suitable for the use as degradable
implants. However there is need to improve degradation rate and osteoinductivity
in following experimental trails because implants used do not achieve

requirements of degradation kinetics yet.
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