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3 Material und Methoden

3.1 Wahl desModédlls

Aus friheren Arbeiten geht hervor, dass sich das Schaf bezlglich seiner kndchernen
Dimensionen fur die traumatologische und orthopédische Forschung as bewahrtes Versuchs-
tier eignet (Moroni et al., 1998; Claes et al., 1997; Hyldahl et al., 1991).

Trotz geometrischer Unterschiede der Tibiaform zu derjenigen des Menschen wird das Schaf
as Versuchstier verwendet, da die ovine Tibia anatomisch und biomechanisch zur Tibia des
Menschen groRRe Ahnlichkeiten aufzeigt (Finlay et al., 1995). Wenn die Voraussetzungen fur
eine korrekte Versuchsdurchfihrung mit den zu beachtenden Mal3nahmen (wie z. B. das
korrekte plazieren der Schrauben) geschaffen sind, steht einer Verwendung des Schafes als
geeignetes Model hinsichtlich der biologischen Antwort auf eine Fixateur externe-Montage
nichts im Wege (Finlay et al., 1995). So zeigten auch in vivo- Studien an humanen und
ovinen Tibiae, dass anliche Maximalbelastungen wahrend der normalen Laufphase auftreten
(Lanyon et al., 1975; Lanyon et al., 1979).

Um standardisierte Voraussetzungen zu schaffen, ist eine Tiergruppe gewéhlt worden, welche
in ithrem Knochenbau und Habitus gleich entwickelt sind und vor allem deren Gesundheits-
zustand medizinisch as unbedenklich zu beurteilen ist. Um eine représentative Anzahl an
Untersuchungsproben zu erhalten, wurden 16 weibliche Merinoschafe im Alter von zwei
Jahren und einem Gewicht von durchschnittlich 75 kg (x 10 kg) nach engehender
tierérztlicher Untersuchung in die tierexperimentelle Einrichtung der Charité eingestellt. Die
Altersbestimmung wurde anhand des Zahnbildes durchgefihrt. Es wurden weibliche Tiere
bevorzugt, um das Aggressionspotential aufgrund hormoneller Einflisse untereinander und
somit Ubermaliige Belastungen durch die Gruppenhaltung méglichst gering zu halten.

Die tierarztliche Untersuchung umfasste die dbliche klinische Untersuchung, um Vor-
erkrankungen auszuschlief3en. Die Schafe waren bel der Einstellung nicht trachtig und wurden
prophylaktisch mit dem Préparat ILIREN® (PGF 2 ?) behandelt, um eine nicht erkannte
Fruhtrachtigkeit abzubrechen. Zudem erhielten sie eine Paramunisierung durch das Praparat
BAYPAMUNE® (Paramunitétsinducer). AuRRerdem erfolgte eine Entwurmung durch die sub-
kutane Applikation von 1,5 ml IVOMEC? (Ivermectin) pro 50 kg KGW.
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Die Schafe wurden in einer Gruppe auf Einstreu und Stroh gehalten und zweimal téglich mit
Heu gefiittert. Wasser stand den Tieren ad libitum zur Verflgung. Es herrschten somit fir alle

Schafe dieser Versuchsgruppe gleiche Versuchsbedingungen.

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Forschungsprojektes , Entwicklung und
Testung eines biomechanischen Modells fur das Schafsbein zur Reduzierung und Optimie-
rung von Tierversuchen zur Frakturheilung® (Amtliche Tierversuchsnummer G 0188/99)
durchgefihrt.

3.2 Versuchsaufbau

3.2.1 Aufbau, Operation

Als Fixateursystem wird ein AO (Arbeitsgemeinschaft fir Osteosynthesefragen)- unilateraler
Fixateur (unilaterale Bauweise in einer Ebene, nach medial ausgerichtet) verwendet. Dieses
System (Abb. 4) besteht aus sechs gewindeschneidenden Schanz Schrauben mit
Dreikantspitze und einem auf¥eren Durchmesser von 5 mm (Material-Nr. 294.530, Synthes,
Schweiz), zwei die Schrauben verbindenden Karbonfaserstaben mit einem Durchmesser von
10 mm (Material-Nr. 394.83, Synthes, Schweiz) und sechs Verbindungsbacken (Material-Nr.
393.44/393.45, Synthes, Schweiz). Die Schanz" Schraubengewinde werden, dem
Knochendurchmesser entsprechend, moglichst passend gekirzt, da herausragende
Schraubengewinde die Pinpflege (tégliche Reinigung der Schrauben) erschweren und
weiterleitende Infektionen in den Knochen beginstigen kdnnen. Sechs Schrauben (3
Schrauben proximal und 3 Schrauben distal der zukinftigen Querosteotomie) werden
standardisiert in den Knochen eingebracht. Eine Schablone wird ca. 1 cm oberhalb des
medialen Malleolus der Tibia positioniert und sorgt fir einen konstanten Schraubenabstand
von 2,2 cm zwischen den Schrauben in dem proximalen und distalen Fragment und 3,0 cm
zwischen den frakturnahesten Schrauben. Die Bohrungen (Spiralbohrer, Material-Nr.310.350,
Synthes, Schweiz) werden mit einer druckluftgetriebenen AO-Pistole ausgefihrt.

Nachdem ein kndcherner Defekt der Tibiadiaphyse mittels oszillierender Knochensége gesetzt
wird, werden neben diesen Schrauben zum Vergleich zwei zusétzliche Schanz” Schrauben mit
einem &aufleren Durchmesser von 4 mm (Materia-Nr. 294.430, Synthes, Schweiz) jeweils

proximal und distal des Frakturspaltes dorsal im Knochen verankert. Diese Schrauben sind
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zwischen den proximalen Schrauben ,2° und ,,3* und zwischen den distalen Schrauben , 4"
und ,,5* positioniert und stehen mit dem Fixateurkonstrukt nicht in Verbindung. An diesen
werden fUr die Messungen der Frakturfragmentbewegungen, die mit dem Infrarot-Mef3system
(PCReflex, Qualisys, Schweden) erfolgen, reflektierende Marker angebracht.

Die die Schrauben und Karbonfaserstébe verbindenden Backen weisen einen Abstand von 5
mm zur aul3eren Haut auf.

Von den 128 Schrauben der 16 Tiere, abziglich der jeweils proximalsten und distalsten
Schraube und der proximalen und distalen frakturnahen Schrauben, gehen insgesamt 64
Schrauben (bzw. die entsprechenden schraubenumgebenden Knochenpraparate) in die weite-
ren Analysen mit ein. 29 Schrauben werden mit einem Poly(D,L-Lactid) beschichtet. Die
Verteilung der beschichteten oder unbeschichteten Schrauben in den Knochen ist randomisiert
worden. Dabei sind 16 beschichtete Schrauben, die mit dem Fixateurkonstrukt in Verbindung
stehen, und 13 beschichtete, die freistehend im Knochen verblieben, in den Knochen einge-

bracht worden.

Abb. 4: Modell einer Schafstibia mit medial

montiertem Fixateur und zwei zusétzlich einge-
brachten Schrauben in kranialer Ausrichtung (1 — 6

= Fixateurschrauben; A, B = freie Schrauben)

Beschichtungsverfahren:
Das Poly(D,L-Lactid) (PDLLA) wurde in flichtigem Ethylacetat bei Raumtemperatur gelost
und anschliefRend steril filtriert. Sterilisierte Schanz” Schrauben wurden zweimal im Abstand
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von ca. 10 sec. in die Loésung getaucht, um eine ausreichende, gleichméaldig verteilte Menge

auf die Implantate zu bringen (Schichtdicke 10 - 14 pm).

Abb. 5: Mediale Ansicht der Tibia: Eindrehen der Schanz” Schrauben mit Universalbohrfutter in vorgebohrte L 6cher

Abb. 6: Fixateurmontage intra operationem, mediale Ansicht. Mitte: platzierter Distanzhalter nach Distraktion der

osteotomierten Tibia
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Nach einer Versuchsdauer von neun Wochen, werden die Schafe fur die notwendige Ent-

nahme der Versuchsproben zur Beurtellung des Heilungsverlaufes euthanasiert.

Operation:

Nachdem die notwendigen Operationsvorbereitungen getroffen waren, erfolgte in rechter
Seitenlage des Schafes, nach vorhergehender Sedation mittels TRAPANAL® (Wirkstoff:
Thiopental) und anschliefRender Intubationsnarkose (Isofluran, N2O, O,), das Scheren des
rechten Unterschenkels. Perioperativ. wurde eine antibiotische Prophylaxe mit
AUGMENTAN 2,29 ® i. v. (Wirkstoff: Amoxicillin) durchgefiihrt.

Der Zugang zur rechten Tibia erfolgte von media Uber das Planum cutaneum cruris, da hier
keine Muskulatur den Zugang zur Tibia behindert. Zur Verankerung des Fixationssystems im
Knochen, wurden sechs gewindeschneidende Schrauben (5 mm @&, durchnumeriert von
proximal nach distal mit ,,1“ bis, 6) pro Schaf nach einer Hautinzision und Vorbohren des
Knochens (3,2 mm @ Bohrer) in beide Kortizes mittels Universalbohrfutter eingebracht. Das
Vorbohren erfolgte unter standiger Spulung mit steriler Kochsalzlésung durch die Bohrhiilse,
die durch die standardisiert positionierte Schablone eingebracht wurde und gleichermal3en als
Fuhrung und Gewebeschutz diente. Vor dem Eindrehen der Schrauben wurde die Vorbohrung
des Knochens bzw. der Knochendurchmesser mit Hilfe eines Tiefenmessers bestimmt und die
entsprechende Gewindeldnge ausgewahit.

Mit einem Drehmomentschraubenschltissel (small Paddy, BMS, Ireland) wurden bei allen
Schrauben die Eindrehmomente gemessen.

Im Folgenden wurde mit einer oszillierenden S&ge die Diaphyse der Tibia zwischen den
mittleren Schrauben vollsténdig durchtrennt. Ein Distanzhalter stellte sicher, dass die beiden
Knochenfragmente nach voriger Distraktion um 3 mm distrahiert blieben. Nun wurden die
Klemmbacken an zwei, parallel zur Tibia und die Schrauben verbindenden, Karbonfaser-
stében festgezogen, um das System bel einem 3 mm weitem Spalt zu fixieren. Zusétzlich
wurde nach Vorbohren (3,2 mm @) je eine gewindeschneidende Schanz” Schraube (4 mm &,
proximal= ,A*“, distal= ,B") im proximalen und distalen Fragment eingebracht, die nicht im
Fixateurverbund stand. Nach abschlief3ender Rontgenkontrolle, erfolgte der Wundverschluss.
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3.2.2 Postoperative Nachbetreuung der Tiere und Datener hebung

Unter tierdrztlicher Aufsicht wurden die Schafe nach Extubation bis zum vollstandigen Er-
wachen und Aufstehen in ihrem Stall beobachtet. Alle Schafe haben sich ohne Komplika-
tionen von der Operation erholt. Es wurde eine Schmerzbehandlung mit FINADYNE®
(Wirkstoff: Flunixin) (1 x tagl. 1,5 ml i. m., 3 Tage) durchgefihrt. Die Tiere durften sich
postoperativ frei in ihrem Gehege von ca. 13 m2 bewegen.

Abb. 7: montierter Fixateur an Tibia nach neun Wochen

Prae- und postoperativ wurden der Allgemeinzustand der Tiere téglich durch Tieréarzte
beobachtet und untersucht. Die Befunde wurden in einem Protokoll (Protokoll 1, Anhang)
festgehalten.

Eine regelméfdige Pflege der Haut an den Eintrittsstellen der Schrauben und eine Pflege der
Schrauben wurde mittels RIVANOL 5 % ® (Wirkstoff: Ethacridinlactate) zur Vorbeugung
einer externen Kontamination mit Keimen durchgefthrt. Dartiber hinaus wurde auch ein
Pinpflegeprotokoll gefuihrt (Protokoll 2, Anhang). Dieses diente dem spéteren Vergleich der
klinischen Ergebnisse mit denen der histol ogischen und mikrobiologischen Befunde.

Um den Sitz der Schrauben zu kontrollieren, wurden noch am narkotisierten Schaf Rontgen-
kontrollaufnahmen in zwei Ebenen (kraniokaudal, mediolateral) angefertigt. Zudem war
dieses der Anfang einer radiologischen Verlaufskontrolle, die daraufhin am stehenden Tier in

wochentlichen Abstéanden durchgefihrt wurde.
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Neben der radiologischen Kontrolle wurden postmortal computertomographische Aufnahmen
der Tibiae zur dreidimensionalen Darstellung des Frakturkallus angefertigt und mit der
intakten Gegenseite verglichen. Im Rahmen des Versuchsverlaufs wurden wéchentlich Blut-
entnahmen und ganganalytische Messungen durchgefihrt sowie Belastungen der Tier-

extremitat gemessen, die fir weitergehende Untersuchungen benttigt wurden.

o
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Abb. 8: Radiologischer Heilungsverlauf eines Tieres: von links: direkt

postoperationem, drei und sechs Wochen p. o., kraniokaudale Aufnahmen.

3.3 Probenentnahme und Aufbereitung

3.3.1 Tdotung

Nach neun Wochen Standzeit der Schafe erfolgte die Euthanasie der Tiere durch die tber-
dosierte Gabe von TRAPANAL® (Wirkstoff: Thiopental) und Kaliumchlorid (7,5 %). Der
Tod wurde auskultatorisch festgestellt. Anschlief3end erfolgte die Entnahme der rechten Tibia
Das Drehmoment der Schrauben, mit dem diese intraoperativ eingedreht bzw. mit dem sie
postmortem wieder herausgedreht wurden, wurde gemessen und in ,, Newton Zentimeter”
angegeben. Dazu wurde der Drehmomentschltissel eingesetzt.
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Von der die Schrauben umgebenden Haut wurden Abstriche mittels sterilem Tupfer ge-
nommen. Anschlief3end wurden die Schrauben mit einem Universalbohrfutter ausgedreht. Um
zu ermitteln, ob eine oberflachliche Keimbesiedlung der kortikal integrierten Schrauben
Implantate vorliegt, und ob diese mdglicherweise von gewissen Faktoren (z. B. Beschichtung,
Belastung) beeinflusst wird, wurden die herausgedrehten Schrauben auf mikr obiologischen
Blutagar-Platten ausgerollt und auf pathogene Bakterien untersucht.

3.3.2 Entnahmeder Knochenproben

Fur die histologischen, histochemischen und histomorphometrischen Untersuchungen wurden
Knochenscheiben einschliefdlich einer Hélfte des Bohrkanals aus der Tibia entnommen. Die
von Haut und Weichteilgewebe groftentells freipraparierten Unterschenkelknochen der
Schafe mussten hierfir horizontal in eine Haltevorrichtung gespannt werden, sodass sie mit
einer Bandsige (Exakt-Trennschleifsystem mit einzuspannendem Trennband, Exakt-
Apparatebau GmbH) in gleichmaldig grofRe Scheiben gesdgt werden konnten. Die Bandsége
ist unter Wasserkiihlung senkrecht zur Tibialéngsachse vom ehemaligen Schraubeneintritt bis
zum Schraubenaustritt gefihrt worden, sodass transversale, 4 mm dinne Knochenscheiben

entnommen werden konnten (Abb. 9 und 10).
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Abb. 9: rechts; Schafstibia mit Fixateurkonstrukt, links: Knochenscheibe ohne Schraube

Abb. 10: 4 mm dicke Knochenscheibe mit Schraubenkanal in Kunststoff eingebettet
(rechts - Eingangskortikalis der Schraube mit hellgrauem Punkt markiert)

3.3.3 Fixieren und Einbetten der Proben

Den ersten Schritt der Knochenaufbereitung stellt die Fixierung dar. Dabel werden die
komplexen intra- oder supravitalen Stoffwechsel prozesse unterbrochen und die postmortalen
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Zerfalserscheinungen gestoppt. Die Fixierdauer ist abhangig von der Objektbeschaffenheit
und sollte moglichst rasch nach der Tétung erfolgen.

Eine 10 %ige gepufferte Formalinlésung (die Lésung enthielt zusdtzlich neben Formalin
Natriumbarbital, Glukose und Natriumchlorid) sorgte fur eine gleichméidige Fixierung der
dunnen Knochenscheiben bis zur weiteren Verarbeitung. Diese Fixierung dauerte gewohnlich
einen Tag an. Die Préparate, welche sich in Glasern auf einem Schittler (HS 501 digital,
KIKA Labortechnik) befanden, wurden fir die konventionelle Histologie in einer aufsteigen

den Alkoholreihe entwassert. Hierbei waren folgende Alkoholkonzentrationen zu durch

laufen:

3Tage 70 %
2x3Tage 80 %
2x3Tage 96 %
3x7Tage 100 %

Um Schrumpfungen oder ZerreilRen der Pr8parate zu verhindern, erfolgt dieser Vorgang
stufenweise, indem man von schwach- zu hochprozentigem Alkohol Ubergeht. Der Prozess
fahrt zu einer Verdichtung und somit zu einer Hartung des Gewebes. Anschlief¥end miissen
die Praparate zur Entfettung einen Tag in en Intermedium GUberfihrt werden (Xylol). Diese
Intermedien verdréngen den Alkohol aus dem Gewebe und mischen sich mit dem nach
folgenden Einbettmedium (Kunststoff), welches wiederum das Intermedium Xylol
letztendlich vollstandig ersetzt.

Die fixierten Knochenproben werden nun in ein speziell fir mineraisierte Gewebe ent-
wickeltes Kunststoffpolymerisationssystem (TECHNOVIT® 9100 NEU, Heraeus Kulzer)
eingebettet. Dieses System hat neben einem Katalysatorensystem aus Peroxid und Amin als
Grundlage den Kunststoff Methylmethacrylat. Ein das Gewebe vollsténdig durchdringendes
Einbetten der Proben erfolgte durch eine eintdgige Préinfiltration und eine darauffolgende
Infiltration fr ca. zwei Tage im Kuhlschrank mit den entsprechenden Ldsungen. Davor
wurde alerdings die Basisosung des Einbettmediums mittels Chromatographiesule mit
AlLO3 entstabilisiert. Gema3 Anleitung des Herstellers garantiert das entstabilisierte
TECHNOVIT® 9100 ein gleichmaRiges Ergebnis fir ale immunhistochemischen
Untersuchungen analog der Paraffinhistologie. (Stabilisatoren, welche in der Lésung
normalerweise enthalten sind, sind Molekile, die eine Polymerisierung verhindern oder

extrem verlangsamen, indem sie vorzeitig entstehende Radikale abfangen.)
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Die nun unter Sauerstoffausschluss stattfindende chemische Polymerisation erfolgte in
unseren Versuchen bel Temperaturen um den Gefrierpunkt. Somit wird die Ableitung der
Polymerisationswarme gewahrleistet. Die Dauer der Polymerisation betrug etwa 12 Stunden.
Die in verschlief3bare glaserne Probegefél3e nun ausgehérteten Kunststoffblécke mit darin

enthaltenen Knochenproben wurden anschlief3end wieder entnommen und weiterverarbeitet.

3.34 Schneiden am Mikrotom

Die in Technovit-Kunststoffbl6cke eingebetteten Knochenproben wurden mit einem weiteren
Kunststoff (TECHNOVIT® 3040) an der Unterseite ummantelt, um den Blécken eine hdhere
Stabilitét und grof3ere Oberfléche, die beim Einspannen in das Mikrotom von Vorteil war, zu
verleihen. Bel dem Mikrotom handelte es sich um ein mikroprozessorgesteuertes Hart- und
Grof3schnittmikrotom (SM 2500 Polycut S, Leica Mikrosystems, Nussloch GmbH, Germany)
mit elektrischem Antrieb. In das Mikrotom war ein Hartmetallmesser (Leica Microsystems,
Nussloch GmbH, Germany) eingespannt. Es sind anschlief3end gleichméflige Serienschnitte
mit einer Schichtdicke von 6 um angefertigt worden. Die Serienschnitte sind daraufhin auf
Standardobjekttrager aufgezogen worden, die vorher mit Alkohol gereinigt und 2 min mit
50 °C warme Chromalaun-Gelatinel 6sung beschichtet waren. Die zum Schutz vor Austrock-
nung und Faltenbildung mit 100 % Alkohol betréufelten Schnitte wurden zunéchst mit einer
StreckflUssigkeit (70 Telle 70 % Alkohol, 30 Teile Butoxyethylacetat) und einem Pinsel
geebnet, bevor sie mit einer Plastik-(Polyathylen) Schutzfolie (Kisolfolie) abgedeckt wurden
und einem Glasstab moglichst fatenfrel vorsichtig gegléattet wurden.

Um in den FarbelGsungen ein spéteres Abschwemmen der Schnitte von den Objekttréagern zu
verhindern, verblieben sie zum Trocknen Uber Nacht in einer Presse in einem Brutschrank bel
59 °C.

3.3.5 Histologische Farbungen
3.3.5.1 Kombinierte Safranin-Orange/von K ossa-Farbung

Zur Farbung der verschiedenen Gewebeanteile wurde ein nach von Kossa (1901) und
Winiwarter (1908) modifiziertes Farbeprotokoll verwendet. Die einheitliche Schwérzung aler
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mineraisierten (v.a. kalziumphosphathaltigen) Gewebeanteile und die Rotfarbung anderer
Anteile ergibt sehr kontrastreiche Bilder zur histomorphometrischen Analyse.

Mineralisiertes Knorpel- und Knochengewebe sind schwarz geférbt, Mineralisationsfronten
(z. B. unter Osteoidsaumen) schwarz granuliert hervorgehoben. Eine Kombinationsférbung
mit Safranin-Orange flhrt zu einer weiteren kontrastreichen speziellen Darstellung von
Osteoidsaumen, Zellen und Weichteilgewebe, welche rot dargestellt werden. Das hyaline
Knorpelgewebe farbt sich leicht rot an.
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Abb. 11. Safranin-Orange/von Kosse-Farbung eines in Methylmethacrylat
eingebetteten Knochenschnittes mit Bohrkanal

3.3.5.2 Masson Goldner Trichrom-Farbung

Die histologische Farbung nach einem Protokoll von Goldner (1938) hebt die folgenden Zell-
und Gewebeanteile hervor. Die Zellkerne farben sich bréunlich-schwarz an, wahrend sich das
Zytoplasma ziegelrot hervorhebt. Die kernlosen Erythrozyten unterscheiden sich von den
kernhaltigen Zellen in ihrer orangegelben Farbe. Bindegewebe und saure Mukosubstanzen
stellen sich bladgrin im Gegensatz zu mineralisertem Knochengewebe dar, welches
leuchtend grtin hervorsticht. Verkaktes Knochengewebe nimmt eine hellgrine Farbe an. Die

unverkakten Osteoidsdume werden rot gefarbt.
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Abb. 12: Trichron-Farbung nach Masson-Goldner eines in Methylmethacrylat
eingebetteten Knochenschnittes mit Bohrkanal

3.3.5.3 Enzymhistochemische Darstellung der Osteoklasten

Das Enzym Saure Phosphatase wird von aktiven Osteoklasten synthetisiert. Dieses Enzym
wurde nach der Methode von Barka (1962) in den entplasteten MMA-Praparaten nach
Vorbehandlung mit einer Reaktionsdsung dargestellt. Durch dieses Nachweisverfahren wird
dieses intrazelluldre Enzym durch Naptthol- AS-BI-Phosphat rot angeférbt und somit die
Osteoklasten identifiziert (siehe Farbeprotokoll im Anhang, Protokoll 7).

Abb. 13: Osteoklasten in einer Howshipschen Lakune, Priméarvergrofierung (100x) eines histologischen Préparates
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Abb. 14: Osteoklasten in einer Resorptionslakune, PrimarvergroRerungen (40x und 100x) eines
hi stol ogi schen Préparates

3.4 Analyse-invivo

In den folgenden zwel Kapiteln des Methodenteils werden die Analyseverfahren (in vivo, ex

vivo) erlautert, die sowohl fir die Tiere als auch fir die spéter aufgearbeiteten Proben genutzt
wurden.

3.4.1 Allgemeinprotokoll / Score

Taglich wurde der Allgemeinzustand der Tiere im Rahmen einer klinischen Allgemein-
untersuchung beurteilt. Es wurde ein modifizierter Score von Wolfensohn und Lloyd (1994)
zur Abschétzung von Schmerzen, Leiden und Sch&den bel Versuchstieren eingesetzt und
unter anderem Korperhaltung, Verhalten, Futter- und Wasseraufnahme, Urin- und Kotabsatz
Uberprift (Morton u. Griffiths, 1985).
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3.4.2 Pinpflegeprotokoll / Score

Die erforderte tagliche Pinpflege erfolgte an den Untersuchungstagen immer im Anschluss an

die ganganalytischen Messungen, radiologischen Kontrollaufnahmen und Blutentnahmen.

1. Reinigung der Schanz” Schrauben des Fixateurs mit H,O5 (3 %ig),
Uberprifen der Schanz” Schrauben auf Beweglichkeit.
2. Entfernung der Krusten mit steriler Pinzette,
Reinigung der Schraubent Eintrittsstelle mit sterilem NaCl (0,9 %ig).
3. Spulen der Eintrittsstelle der Schrauben mit Rivanol (0,1 %iQ)
» Druckspulung”, 20 ml Spritze, gelbe Kanlle.
4.  modifizirter Score (Grade 1 - 4) nach Mahan (1991),

eingeschlossene Parameter: Spannung, Rotung, Wérme und purulenten Ausfluss

Bel den Schraubenaustrittsstellen wurde makroskopisch auf Anzeichen von Entziindung wie
Rétung, Warme, Schmerzhaftigkeit und serdse/eitrige Sekretion geachtet. Die Befunde
wurden mit einem modifizierten Score nach Mahan von ,0* bis , 3 bewertet. Der Score ist
eine Methode zur objektiven Beurteilung der Gewebereaktionen an den Schrauben

audtrittsstellen.

?? Keine Reaktion [0]

?? Leichte Entziindungserscheinungen [1]: Eintrittsstelle vermehrt warm oder schmerzhaft,
wenig ser 6ses Exsudat

?? Mélige Entziindungserscheinungen [2]: Eintrittsstelle vermehrt warm und schmerzhaft,
manRig bis viel ser 6ses Exsudat oder wenig eitriges Exsudat

?? Starke Entzindungserscheinungen B]: Eintrittsstelle vermehrt warm und schmerzhaft,

gerttet, maiig bis viel eitriges Exsudat

Tab. 1: modifizierte Pin-Haut Reaktionen nach der Bewertung von Mahan et al. (1991)

Pinlockerungen wurden nicht im modifizierten Score beriicksichtigt, sondern unter Besonder-

heiten vermerkt.
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Be infizierten Pineintrittsstellen wurden sterile, mit Rivanol getrankte, Kompressen um die
entsprechende Schanz’Schraube gewickelt und gegebenenfalls LEUKASE N KEGEL®
(Wirkstoff: Framycetinsulfat) lokal appliziert.

Zum Schutz vor groben Verunreinigungen wurde téglich ein neuer Schlauchverband Uber den

Unterschenkel und den Fixateur gestreift.

3.4.3 Radiologie

Die wdchentliche radiologische Verlaufskontrolle fand mit den Rontgenaufnahmen in der
neunten Woche ihren Abschluss. Im Folgenden wurde der Eintritt in den Knochen, der
Austritt sowie der Verlauf der Schraube im Knochen anhand der Rontgenaufnahmen aus-
gewertet. Dazu wurde ein Mikroradiographie-Score (Kay et al., 1998) verwendet, der osteo-
lytische Veranderungen des die Schrauben umhillenden Knochens in Form von Aufhellungen
des Knochengewebes mit Grad 1 bis Grad 4 bewertet (Tab. 2).

Score-Punkte | Bewertung

keine Lysen

Lysen in Einganskortex- oder Ausgangskortex

mittelschwere Lysen der Eingangskortex

NI S

Lysen entlang des gesamten Pintrakts

Tab. 2: Radiologie-Score nach Kay et al. (1998)

3.5 Analyse - ex vivo
35.1 Ein- und Ausdrehmomente

Nachdem die rechtsdrehenden Eindrehmomente fir die Schanz'Schrauben wahrend der
Operation bzw. wahrend des Einbringens in den Knochen gemessen wurden, ist nach der

T6tung bzw. vor dem Herausdrehen der Schrauben der gleiche Drehmomentschliissel wieder



Material und Methoden 57

aufgesetzt worden. Der Drehmomentschliissel wurde auf eine Vierkantmutter aufgesteckt,
welche wiederum mit einer kleinen Schraube am obersten Ende der Schanz’Schraube be-
festigt war. Beim Ausdrehen wurden linksdrehend die Drehmomente immer von der selben
Person gemessen. Diese Drehmomente sind von klinischer Relevanz, da die Drehmomente
zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns und zum Versuchsende miteinander verglichen werden
kénnen und die Unterschiede dieser Drehmomente die biomechanische Festigkeit der

implantierten Schraube widerspiegeln.

3.5.2 Mikrobiologie

Mit einem sterilen Tupfer wurde an der umgebenden Haut der Schraubeneintritte ein Abstrich
genommen und in ein Transportmedium (TRANSWAB®) verbracht. Anschlielend erfolgte
ein Ausstrich der Probe auf eine mikrobiologische Blutagar-Platte (Columbia-Agar mit 5%
Schafblut, Becton Dickinson, Heidelberg, Germany). Die Pinumgebung wurde anschlief3end
mit BRAUNOL® (Polyvidoniod) getrankt, um Keime der Hautflora zu eiminieren. Nach fiinf
Minuten wurden die Schrauben schliefdlich unter Spreizung der die Schrauben umgebenden
Haut aus dem Knochen gedreht und die Schraubenspitzen vorsichtig auf Blutagar ausgerollt
(Abb. 14).

Abb. 14: Abrollen der herausgedrehten und gekirzten Schraube auf Blutagarplatte
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Anschlief?end wurden die Platten fir die mikrobiologischen Untersuchungen fir 24 h bei
37 °C inkubiert. Es wurden folgende Erregerkolonien identifiziert: Staphylococcus aureus,
Corynebacterium sp., vergriinende Streptokokken, gramnegative Stabchen, [>hamolysierende
Streptokokken Saphylococcus aureus wurde mittels Agglutinations-Schnelltest (Slidex
Staph Plus Reagenz, bioMerieux, Marcy.l"Etoile, France) nachgewiesen. Mit diesem Test
werden blaue Latexpartikel mit humanem Fibrinogen und monoklonalen Antikérpern sens-
bilisiert und weisen gleichzeitig den Clumpingfactor Protein A und S. aureus-spezifische
Oberflachenantigene nach. Bei Anwesenheit von S. aureus kommt es zu einer mit blofRem
Auge sichtbarer Agglutination. Eine Infektion mit (¥h&molysierenden Streptokokken konnte
Uber eine einfache Enzymextraktion (Streptex, Remel Inc., Lenexa, USA) identifiziert
werden. Dabel werden von Steptokokken produzierte Antigene im endgultigen Extrakt mit
spezifischen Antikérpern beschichteten Latexpartikeln zusammengebracht, welches zu einer
deutlichen Agglutination fuhrt.

Gramnegative Stdbchen wurden Uber biochemische Methoden (sog. ,Bunte Reihe®)
identifiziert, wahrend die Erreger Corynebacterium und Bacillus sp. durch ihre spezies-
spezifische Kolonieform und -farbe bestimmt wurden.

Es erfolgte ein semiquantitatives Scoring koloniebildender Einheiten. Diese Einheiten wurden
in einem Scoring-System festgehalten. Bewertet wurde das VVorkommen der koloniebildenden
Einheiten (KbE): 1 = vereinzelte, 2 = maldige, 3 = zahlreiche Kolonien.

Da der Erreger Staphylococcus aureus bei einer Pintrakt-Infektion am haufigsten beobachtet
wird und den haufigsten postoperativen Wundinfektionserreger darstellt, der zu einer Osteo-
myelitis fuhren kann, wurde diesem grampositiven Bakterium die meiste Bedeutung
beigemessen (Clasper et al., 2001). Sein Anhaften im Gewebe wird durch Matrixproteine
(Fibronektin, Kollagen und Laminin) und Plasmaproteine (Fibrinogen, Fibrin und Vitro-
nektin) beglunstigt (Anderson, 1993).

Andere pathogene Keime wurden in dieser Studie nicht weiter beriicksichtigt, da solche selten

oder nie als Ursachen fur Hellungsstérungen in Frage kommen.

3.5.3 Histologie

Die mit Safranin Orange/von Kossa gefarbten histologischen Prgparate wurden licht-
mikroskopisch auf Farbedefekte, schnittbedingte Zusammenhangstrennungen oder sonstige
Artefakte untersucht.
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Digienigen Praparate, bei denen makroskopisch oder mikroskopisch eine mittel- bis hoch
gradige Infektion in Form von Pinauslockerungen oder knécherner Destruktion vorlag,
wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Es war nicht moglich diese Proben durch eine
vollstdndige histologische oder histomorphometrische Analyse auszuwerten, weil die
Schrauben-KnochenK ontaktflache zerstort war.

Als infiziert gelten die Bohrkanalpréparate, die histologisch aufgrund einer Osteomyelitis als
nekrotisch zu beurteilen waren und somit histomorphometrisch nicht auswertbar erschienen.
Von den dazugehohrigen Schraubenoberflachen wurden mikrobiologische Proben ent-
nommen. Eine malig bis reichliche Besiedlung der Blutplatten mit pathogenen Bakterien
(Staphylococcus aureus, Corynebacterium sp.) war ein weiterer Hinweis fir eine Pintrakt-

Infektion und stimmte Uberwiegend mit dem pathohistologischen Befund Uberein.

Abb. 15: Safranin Orange/von K ossa geférbter Schraubenkanal, schwere Osteolyse mit
Uberschieffender Kallusreaktion im Eintrittsbereich (linker Bildrand) der Schraube

Da die Kalushildung im Osteotomiebereich einen zu hohen Einfluss auf die kndchernen
Strukturen der frakturnahen Schraubenkande ,3“ und ,,4“ hinsichtlich Knochenneubildungen
und Knochenresorptionen nehmen wirde, wurden nur die kndchernen Schraubenkande ,, 2"
und ,5 (belastetet) und ,A* und ,,B“(unbelastet) in die Auswertung mit eingeschl ossen.

Insgesamt konnten 64 Préparate ausgewertet werden. Die Auswertung erfolgte zum einen
semiquantitativ mittels ,, Scoring”, zum anderen quantitativ anhand computergestitzter Bild-

analyse.
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3.5.4 Histologische Auswertung

3.5.4.1 Semiquantitative Methode

Zur Beurteilung der Schrauben K nochentReaktionen wurde ein histol ogisch-histochemischer
,Grading Score" in Anlehnung an Petty und Mitarbeiter (1985) entwickelt. Dazu wurden die
unten aufgelisteten Parameter ausgewahlt und nach einer Wertetabelle klassifiziert, um die

Osteointegritét der Implantate zu bewerten (siehe Tab. 3).

Ausmal3 des Remodelings der die Schrauben umgebenden Kortikalis
Ausdehnung der Resorptionszonen im Knochengewebe des Bohrkanals
Osteoklastenaktivitét (Haufigkeit des Vorkommens entlang des Bohrkanals)
Auftreten von hyalinem Knorpelgewebe

Ausdehnung periostalen zugebildeten Knochens

Ausdehnung endostalen zugebildeten Knochens

Vorhandensein einer fibrosen Zwischenschicht zwischen Schraube und Knochen

Ausmal’ der bindegewebigen Proliferation am Schraubeneintritt

© © N o ok~ wDdPRE

Ausmal3 der Fremdkorperreaktionen am Schraubeneintritt (Fremdkorperriesenzellen,

Hypervaskularisierung, Entziindungszellen)

Es wurde die Abhangigkeit der einzelnen Parameter zueinander hergestellt und die
Punktebeurteilung wurde fir die spater zu untersuchenden Gruppen zusammengefasst.

Um sich einen Uberblick zu verschaffen, wurde das histologische Praparat (Safranin-O./von
Kossa-gefarbt) mit einer 2,5-fachen VergrofRerung lichtmikroskopisch betrachtet. Mit dieser
UbersichtsvergréRerung konnten somit die kndchernen Kallusanteile, die Knorpelanteile und
die bindegewebigen Proliferationen bewertet werden. Daraufhin wurde mit einer 40-fachen
VergroRerung der Pineintritt auf Fremdkorperreaktionen untersucht. Diese wurden durch
Fremdkorperriesenzellen, Entzindungszellen, Zellanhdufungen und durch eine eventuell vor-
liegenden Hypervaskularisierung charakterisiert. Es mussten mindestens zwei dieser Merk-
male as Zeichen fur eine Fremdkorperreaktion vorhanden sein. Die Knochendichte der
Kortikalis musste im Folgenden am Pineintritt und —austritt eingeschétzt und mittels Punkte-
tabelle benotet werden. Beim Durchmustern des gesamten Prdparates wurde ein Eindruck
Uber das Ausmald der Resorptionszonen gewonnen. Die nach MassonGoldner geféarbten
Schnitte wurden auf eine mesenchymale Implantat-Knochernt Zwischenschicht untersucht.

Ebenso wurde anhand dieser Farbung die Beurteilung der Fremdkdrperreaktionen noch
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einma vorgenommen. Abschlief3end wurde auf einem weiteren Schnitt aus der selben Ebene
mittels histochemischer Darstellung des Enzyms saure Phosphatase die Anzahl der Osteo-
klasten ermittelt. Das Vorkommen dieser Zellen wurde auf die Anzahl der ausgewerteten
Schraubenzacken im Bohrkana bezogen. Zum Auswertungsbereich zahlte nur die unmittel-
bare Umgebung (diese wurde durch Abfahren der Zacke mit einem Gesichtsfeld in 40-facher
VergrofRerung begrenzt) einschliefdlich der SchraubenKnochenKontaktflache. Die kortikalen
Anteile der Proben und die Kallusbereiche wurden getrennt voneinander beurteilt.

Die moglichen Grading-Score-Werte reichen von 0 bis maximal 2,2. Dieser Wert errechnete
sich aus den zu vergebenen Punkten (aus Tabelle 3 zu entnehmen) geteilt durch die Anzahl
der ausgewerteten Parameter (mindestens sechs von neun) (Beispiel: insgesamt 16 Punkte fir
8 ausgewertete Parameter vergeben = Wert 2). Anschlie?end wurde der Mittelwert der

berechneten Werte beider Untersucher errechnet

Histologischer Grading Scor e

zur Beurteilung von Schrauben - Knochen Reaktionen
I Resorptionszonen wenig 4
(entlang des Pinkanals) maiig 2
vid 0
Il Osteoklasten Zellen 0-5 2
(Pinkanal- Umgebung) Zellen 5-10 1
Zellen >10 0
111 Remodelling wenig 2
(Pinkanal- Umgebung) mafig 1
Knochendichte/ Osteonendurchmesser vie 0
IV Knorpelanteile wenig 2
(Pinkanal- Umgebung) maiig 1
vid 0
V  Periostaler Kallus wenig 0
mafig 1
vid 2
Vvl Endostaler Kallus wenig 0
méaiig 1
vie 2
VIl Mesenchymale Zwischenschicht fehlt 2
(mit Masson-Goldner zu Beurteilen) schmal 1
breit 0
Vil Bindegewebige Proliferation wenig 2
(Pineintritt-Bereich) mafig 1
vid 0
IX  Fremdkdrper- Reaktionen normale Zellularitét 2
(Pineintritt- Bereich) méaisige Hyperzellularitét 1
FKRZ, Entziindungszellen/ schwere Hyperzellularitét 0

Zellanhaufung

Tab. 3: modifizierter histologischer Grading Score (nach Petty et al., 1985)



Material und Methoden 62

3.5.4.2 Quantitative Methode

Ein computergestiitztes Auswertungssystem bietet eine weitere Mdoglichkeit, um die
histologischen Knochenschnitte zu analysieren und quantitativ zu beurteilen. Das System be-
steht in diesem Fale aus einer Morphometrie-Software (KS 400 Version 3.0, Carl Zeiss
Vison GmbH, Eching), einem Personalcomputer und Monitor. Die histologischen Schnitt-
praparate wurden per hochauflésender Digitalkamera (Nikon Superhigh-Performance
3xZoom Cool Pix 990, Japan) in Verbindung mit einem Leuchttisch digitalisiert (Ein
stellungen: Portrait, Blitz aus, 5,3 - 5,9 F, P1:125, Fine 8). Routineméaldig wurde hierbel ein
Millimetermal3, das an die Lokalisation der jeweiligen Pineintrittsstelle gelegt wurde, fur die
spater notwendige Kalibrierung im digitalen Bild festgehalten (Abb. 16a). Der Rechner bietet
die Mdglichkeit, die digitalen Bilder mit einem eigens fir die versuchsspezifischen
Anforderungen festgelegten Programm zu bearbeiten. Die problemorientierten Programm:-
algorithmen sind vor allem zur Identifizierung spezifischer Strukturen codiert worden. Dieses
Programm vereinfacht die Erfassung von Distanzen und Fléchen in Abhangigkeit von deren
unterschiedlicher Anféarbbarkeit. Dadurch werden die Berechnungen und Auswertungen
vereinfacht und beschleunigt.

Um das System auf eine einheitliche Malseinheit bel alen Praparaten anzugleichen, wurde
von den jeweils darauffolgenden Arbeitsschritten bei den digitalen, tber den Rechner einge-
lesenen Prdparaten die Millimeterangaben verwendet und bel jedem neu eingelesenen

Préparat mittels manueller Distanzeingabe kalibriert.

Zu guantifizierende Parameter:

1. Kortikale Knochendichte am Pineintritt

Kortikale Knochendichte am Pinaustritt

Periostale Knochenflache am Pineintritt

Periostale Knochenfl&che am Pinaustritt
Mineralisierte periostale Knochenflache am Pineintritt
Mineralisierte periostale Knochenfl&che am Pinaustritt
Periostale Knochendichte am Pineintritt

Periostale Knochendichte am Pinaustritt

Endostale Knochenflache

© © N o g bk~ WD

10. Mineralisierte endostale Knochenflache
11. Endostale Knochendichte
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In den folgenden Schritten wurden bestimmte Bezugsgrof3en fir die quantitative Erfassung
dieser Flachen festgesetzt. Da die Pinkandle untereinander in ihrer medianen Schnittebene
Abweichungen unterlegen sind (es war technisch nicht méglich, das Ségeblatt zentriert durch
den Kana zu flhren), musste eine Standardisierung im Rahmen der Berechnung von Flachen
erzielt werden. Je weiter die Schnittfihrung vom Zentrum des Bohrkanals abweichte, desto
mehr Remodeling Vorgange der umliegenden Kortikalis wirden bel gleich zu verwendender
Maske (Region of Interest: ROI) in die Auswertungen mit einbezogen werden. In die
Auswertungsmaske wirde also bei optisch verkleinerten Pinkandlen mehr Remodeling
Flache als bel zentral geschnittenen, optisch grofieren Pinkanden, einbezogen werden.

Um dieses auszugleichen, wurde eingangs jeder Flachenmessung der mittlere Pinkanal-
durchmesser als Bezugsmal? errechnet, damit es méglich war, eine dem Pinkanal angrenzende
Flache zu bestimmen. Das heilét also, je grofder der angeschnittene Hohlraum im histologi-
schen Préparat in der zentralen Schnittfiihrung war, desto grof3er war die spater zu berechnent
de Flache (ROI). Bel peripher durch den Schraubenkanal gefuhrten Schnittpréparaten wurde
im Ausgleich dazu eine kleinere Flache der Kortikalis ausgewertet.

Eine dem Pindurchmesser entsprechende Flache fur die periostalen Kallusformationen wurde
ebenfalls parallel bestimmt.

Eine Voraussetzung fir die quantitative Erfassung der einzelnen Fl&chenanteile der ver-
schiedenen Gewebe war, die Farbwerte (Pixel) fir den Knochen zu segmentieren (Abb. 16b),
um farberisch getreue Farb- und Kontrastunterschiede einzustellen. So wurden die nach von
Kossa schwarz geféarbten knocherne Anteile von dem System erkannt und die Hohlréume im
Knochen ausgeschlossen. In Form einer bindren Maske wird ein Abbild der detektierten
Farbanteile erstellt, welches nun eine unabhangige Bearbeitung des Ausgangsbildes ermig-
licht. Auf diese Weise konnten durch Markierung der Kortikalis und anderer knécherner
Anteile bestimmte Flachen und -relationen ermittelt werden.

Die fur jeden Schnitt errechnete ROl wurde Uber jeweils beide kortikalen und periostalen
Pineintritts- und Austrittsstellen einschliefdlich der Schraubeneinkerbungen im Knochen ge-
legt (Abb. 16d). Die kortikale Knochendichte wurde nach Eingrenzen der kortikalen Anteile
innerhalb der Gesamt-ROI sowohl am Pineintritt als auch am Pinaustritt getrennt voneinander
gemessen. Gleichermal3en wurde mit der periostalen Kallusflache, die manuell innerhalb der
ROI umgrenzt wurde, verfahren (Abb. 16€). Die mineralisierte periostale Kallusflache
errechnete das Programm aus der vorher gemessenen periostalen Kallusflache durch

Berechnen der geschwérzten Knochenanteile. Die periostale Kallusdichte wurde aus der
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Kallusflache und den mineraisierten Anteilen ermittelt. Ebenso wurde hier der Eintritt und
Austritt der Implantate getrennt voneinander beurtellt.

Zum Abschluss erfolgte noch die Abgrenzung der Markraumfléache. Anfangs wurde durch
manuelles Markieren die Flache des Markraumes bestimmt (Abb. 16c), um im Folgenden die
endostalen Kallusanteile zu ermitteln. Bel diesen Flachenberechnungen wurde als ein ,Mal3
der Angleichung” unterschiedlicher Schnittebenen die ROI im Markraum durch die mittlere
Kortikalisbreite definiert. Anhand dieser Flache konnte die endostale K allusflache abziiglich
der Bohrkanalflache errechnet werden (Abb. 16f). So liegt bei einem dinneren Kortex ein
verhaltnismaldig grof3er Markraum vor, was dazu fuhrte, die Messregion kleiner zu wahlen als
bei Knochenschnitten, die einen breiteren Kortex und somit auch einen relativ kleineren
Markraum aufweisen. Analog zu den periostalen Parametern errechnete das bildanalytische
System aus der endostalen Kallusfléche die mineralisierte endostale Kallusflache als auch

dieendostale Kallusdichte.
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Abb. 16a: Kalibrierung des digitalen Bildes durch das Abb. 16b: Schwarz geférbte kndcherne Anteile des

Anlegen eines Referenz-Viereckes an ein eingelesenes oberen Bildes werden im unteren Bild griin dargestellt.
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Abb. 16c. Der markierte Markraum wird in diesem Abb. 16d: Das weile Rechteck stellt eine von vier
Bild durch das Makro griin gefarbt. ROIs des auszuwertenden Kortex und der periostalen
Anteile dar.
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ADbb. 16e: Dasrot geférbte Areal stellt die beispielhafte ~ Abb. 16f: Die weil3e Flache schliesst die eine Hélfte
Markierung des auszuwertenden Kortex dar. der endostalen Kallusanteile fur die folgenden
Auswertungen mit ein.

Histochemie

Die Zahlung der Osteoklasten die Uber ihren Gehat an dem Enzym saure Phosphastase
histochemisch sichtbar gemacht wurden, erfolgte manuell unter dem Mikroskop. So war es
moglich, die einzelnen Zellen gezielt entlang des Schraubenkanals zu erfassen. Die kortikalen
und neuformierten Kallusbereiche (periosta und endostal) wurden getrennt voneinander
hingchtlich des Auftretens dieser mehrkernigen Riesenzellen beurteilt. Die Gesichtsfelder
wurden entsprechend zum Scoring in 40-facher Vergroferung gewahlt und es wurden die-
jenigen Osteoklasten gezahit, die innerhalb der knochernen Areale (Schraubenzacken und
deren unmittelbare knécherne Umgebung) zu sehen waren. Es wurde auf diese Weise sowohl
die durch Osteoklasten gekennzeichnete lakundre Resorption verkalkten Knochens als auch
die durch diese speziellen Zellen bewirkte perforierende Resorption, die entlang der Gefélie
im Knochen stattfindet, erfasst. Anschlief3end wurde die Anzahl der Zellen auf die Anzahl der
ausgewerteten Schraubenzacken bezogen.

Diese Untersuchung am Mikroskop wurde von dem Autor dieser Arbeit und einem weiteren
unabhangigen Untersucher durchgefuhrt und die Mittelwerte der Zellzahlen pro histologi-
schem Pr8parat im untersuchten Areal wurden fur die weiteren statistischen Auswertungen

verwendet.
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3.6 Statistik

Es wird davon ausgegangen, dass die Ergebnisse nicht von den Schraubenpositionen im
Knochen abhéngen, die einen beschichteten oder unbeschichteten Pin tragen. Der Versuchs-
aufbau war so angelegt, dass in jedem Versuchstier alle moglichen Kombinationen hinsicht-
lich der Belastung und Beschichtung der Implantate in dem Knochen gegeben war.

Bei den verschiedenen Analysen stand eine geringere Anzahl Proben zur Verfligung als
urspringlich vorgesehen, da es aufgrund schwieriger Probengewinnung und Aufarbeitungs-
prozesse zu einer Reihe von ,missing data® (fehlenden Werten) gekommen ist und einige
Schraubenkandle mikrobiologisch und histologisch nicht angemessen ausgewertet werden
konnten. Die berechneten Werte der Analysen wurden abgesehen vom Autor von einer
weiteren Person gegengemessen, um einen individuellen Messwertfehler auszuschlief3en. Bei
allen Zweifach-Mef3werten wurde der Mittelwert genommen.

Die Evaluierung der klinischen und rontgenologischen Daten konnte an allen 64 zu unter-
suchenden Schraubenpositionen vollstandig durchgefhrt werden.

Mikrobiologische Befunde der Hautabstriche wurden an 43 von 64 moglichen Proben
erhoben und die mikrobiologische Analyse der Schraubenoberfldche wurde an 58 von 64
moglichen Proben durchgeftihrt, die schliefdich in die Auswertungen mit einflief3en konnten.
Sechs mikrobiologische Befunde konnten aufgrund von Pinverlusten wahrend des Versuches
(drei) und fehlenden Befundbdgen (drei) nicht analysiert werden.

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurden die histologischen, histochemischen
und histomor phometrischen Daten in das Datenverarbeitungsprogramm SPSS fir Windows
10.0 (SPSS Deutschland GmbH, Munchen) Ubertragen (Die Messungen von zwel vonein
ander unabhangigen Untersuchern wurden gemittelt).

Die Messergebnisse wurden anschlief3end in ,, Box-and-Whisker-Plot“-Graphiken dargestellt.
Aus diesen Graphiken sind sowohl die Lage als auch die Streuung der Ergebnisse auf einen
Blick ersichtlich. In den ,Boxplots* werden der Median als Querbalken und die Werte, die
innerhalb des ersten und des dritten Quartils liegen, durch die Begrenzung der Box ange-
geben. Innerhalb dieser Perzentile liegen 50 % der gemessenen Werte. Digienigen Werte, die
innerhalb der 1,5-fachen Breite eines Boxplots liegen werden in Form von ,, Whiskers* darge-
stellt. Ausreif3er und Extremwerte werden in der Graphik as Kreise und Sterne markiert. Flr
die Ergebnisse der Ubrigen Analysen wurden Tabellen und Diagramme in dem Programm
EXCEL 97 fur Windows erstellt.
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In die weitere Datenverarbeitung gingen die gemittelten Werte des histologischen Grading
Scores, der histochemischen Osteoklastenidentifizierung und Mehrfachmesswerte einzelner
Parameter der bildanalytischen, histomorphometrischen Berechnung in die statistischen Aus-
wertungen ein, die anschlief3end mit SAS (Version 8.1, Cary NC, USA) berechnet wurden.

In dieser Studie stellen die Faktoren Beschichtung, Belastung und zufdlig ausgewahite
Schafe einer homogenen Gruppe die unabhangigen Variablen dar. Beschichtung und Be-
lastung sind dabel als systematische Einflussfaktoren zu sehen, das individuelle Schaf
dagegen als Faktor mit zufdligen Effekten. Da fir jedes Tier mehrere Messungen unter den
verschiedenen Bedingungen der beiden systematischen Faktoren durchgefiihrt wurden, ergibt
sich innerhalb des zufélligen Faktors Schaf ein zweifaktorielles Design, das sich fir den
Betrachter in Form vier verschiedener Gruppen darstellt (1) unbeschichtet, unbelastet; (2)
unbeschichtet, belastet; (3) beschichtet, unbelastet; (4) beschichtet, bel astet.

Die zu untersuchenden Parameter der einzelnen Scores bzw. die histochemischen oder bild-
analytischen Parameter bilden die abhangigen Variablen, die als Zielkriterien oder Ziel-

merkmal e betrachtet werden.

Da sich die Annahme fur eine Normalverteilung fir die betrachteteten Zielmerkmale schwer
begriinden |&sst, wurde ein nichtparametrischer Ansatz nach Brunner (1999) gewahlt und die
Studie gemél einer Versuchsanlage (LD-F2) mit longitudinalen Daten fir eine homogene
Gruppe von Individuen mit zwei ,,sub-plot* Faktoren analysiert (Brunner 1999, Modell 2.2
auf S. 26 und Schema 2.2 auf S. 27). Dies enspricht einer zweifaktoriellen nicht-
parametrischen Varianzanalyse fir Daten mit Messwieder holungen. In dem somit ver-
wendeten nicht-parametrischen Marginalmodell wurden Hypothesen Uber die Rangverteilun
gen der wiederholten Messungen formuliert und die Effekte der unabhéngigen Variablen Uber
eine ANOVA-&hnliche Statistik bewertet.

Die angegebenen p-Werte zeigen die signifikanten Unterschiede der untersuchten Préparate-
gruppen bel einem festgelegten Signifikanzniveau von 0,05 (5 %) an. Diese Unterschiede
charakteriseren die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben und stellen keine

allgemein glltigen Aussagen dar.



