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Abstrakt (Deutsch)

ABSTRAKT (DEUTSCH)

Die Regeneration von ausgedehnten Knochendefekten nach Tumorresektion, Trauma
oder Infektion stellt eine grolle Herausforderung dar. Momentan ist ein
patientenindividuelles Verfahren zur Augmentation von Knochendefekten mit 3D Titan-
Gitterstruktur (Titan-Mesh-Scaffold) als Alternative zur autologen Knochentransplantation
in klinischer Erprobung. Es ist bekannt, dass die mechanische Umgebung eine
bedeutende Rolle bei der Knochenneubildung spielt. Es ist jedoch unklar, ob die
Steifigkeit eines soliden Titan-Mesh-Scaffolds in der Art optimiert werden kann, dass es
den Regenerationsprozess positiv unterstutzt. In dieser Studie untersuchten wir das
Potenzial zweier mechanisch optimierter Titan-Mesh-Scaffolds, bezogen auf eine
Knochenneubildung in einem segmentalen Knochendefektmodell im Schaf. Unter dem
Einsatz der Finite-Element-Analyse wurden zwei Titan-Mesh-Scaffolds mit gleichem
Design, aber mit unterschiedlichen Steifigkeiten entworfen. Das 3D Titan-Mesh
Herstellungsverfahren wurde angewandt, um zwei individuell angepasste Titan-Mesh-
Scaffolds (d.h. ein ,weiches“ und ein 3,5-mal harteres Titan-Mesh-Scaffold) herzustellen.
Die Titan-Mesh-Scaffolds wurden mit autologem spongidsem Beckenkammknochen
beflllt und in 4 cm lange mid-diaphysare Tibiaostetomiedefekte bei insgesamt zwolf
Schafen eingesetzt. Nach 24 Wochen zeigten die radiologischen und histologischen
Auswertungen eine dominierende asymmetrische laterale knécherne Uberbriickung, was
die vorhergesagten hoheren Spannungen beider Gruppen auf der lateralen Seite
widerspiegelt. Das knocherne Kallusgewebe zeigte sich sowohl lateral, als auch
innerhalb des Scaffolds. Innerhalb der Gruppe mit den weicheren Titan-Mesh-Scaffolds
kam es zu einer starkeren enchondralen Ossifikation und zu einer friheren
radiologischen, knéchernen Uberbriickung, als in der Gruppe mit den harteren Titan-
Mesh-Scaffolds. Mit diesem Modell wurde erstmals die Fahigkeit zur Regeneration von
Defekten kritischer GroRe, durch 3D-Laser-gesinterte Titan-Mesh-Scaffolds mit
unterschiedlich mechanischen Steifigkeiten dargestellt und es konnte die Uberlegenheit

einer weicheren Scaffoldstruktur veranschaulicht werden.




Abstract (English)

ABSTRACT (ENGLISH)

The regeneration of large bone defects after trauma, tumor resection, or infection is one
of the remaining challenges in orthopedic surgery. Currently, 3D added manufacturing of
Titan-Mesh-Scaffolds is under clinical evaluation as an alternative to autologous bone
grafting. Although it is known that the mechanical environment influences bone
regeneration, it remains unknown if the mechanical properties of rigid Titan-Mesh-
Scaffolds can be tuned to faster bone regeneration. In this study, we investigated the
potential of tuning Titanium-Mesh-Scaffold stiffness to promote bone regeneration in a
large bone defect in a sheep model by optimizing the scaffolds rigidity. We used finite
element techniques to design two Titan-Mesh-Scaffolds that, while having the same
geometry, presented with significant differences in Titan-Mesh-Scaffold stiffness. 3D
added manufacturing was employed to create two types of customized Titan-Mesh-
Scaffolds (i.e., a soft and a 3.5 times stiffer Titan-Mesh-Scaffold), which were filled with
cancellous bone graft and implanted in a 4 cm mid-diaphyseal tibia defect in twelve
sheep. At 24 weeks, radiological and histological analysis showed that an asymmetrical
callus formation that dominated the lateral defect bridging, reflecting the strain patterns
predicted for both Titan-Mesh-Scaffold groups. Bone grew on the outer Titan-Mesh-
Scaffold surface and directly through the inside mesh structure of the scaffold. The soft
Titan-Mesh-Scaffold showed increased endochondral bone formation and earlier
radiological bone bridging, as compared to the stiffer Titan-Mesh-Scaffold. This study is
the first to illustrate the potential of mechanically optimized Titan-Mesh-Scaffolds to
enhance bone regeneration in large bone defects.




Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Definition von kritischen Knochendefekten (critical-sized defect, CSD)

Segmentale Knochendefekte, die aufgrund ihrer Grof3e ohne operativen Eingriff innerhalb
der Lebenszeit eines Patienten und trotz physiologischer Umgebungsbedingungen nicht
kndchern durchbaut werden, werden als Defekte kritischer GréRe (critical-sized defect,
CSD) bezeichnet [2, 3]. In experimentellen Studien wurden Knochenverletzungen
untersucht und es wurde postuliert, dass ab einer bestimmten DefekigroRe kein
spontaner Selbstheilungsprozess stattfindet [4]. Mit einer Vielzahl von tierexperimentellen
Studien wurde versucht, den nicht regenerativen Schwellenwert zu ermitteln, der
schliel3lich als kritischer Knochendefekt definiert werden sollte. Ein kritischer
Knochendefekt kann somit als der kleinste intraossale Defekt, in einem bestimmten
Knochen eines Tieres, der wahrend der Lebzeit des Tieres nicht spontan heilt, definiert
werden [5-7]. Eine andere Definition sagt, dass es sich um solche Defekte handelt, bei
denen zu Lebzeiten des Tieres weniger als 10% kndcherne Regeneration stattgefunden
hat [5]. Nach Lindsey et al. geht es dann um einen segmentalen Knochendefekt, wenn
dieser in seiner Lange 2-2,5 fach den Durchmesser des betroffenen Knochens
Uberschreitet [8, 9]. Allerdings kann das kritische am Defekt auch von der
phylogenetischen Art der Spezies, der anatomischen Lage des Defektes, dem
angehangten Weichteilgewebe, den biomechanischen Konditionen der betroffenen
Gliedmalen, sowie von den metabolischen und systemischen Konditionen und von den

einhergehenden Krankheiten abhangen [6, 8].

CSDs werden durch fibroses Bindegewebe und nicht durch Knochenwebe ersetzt.
Schmitz et al. haben einen Mechanismus vorgestellt, welcher die zellularen
Heilungsvorgange der CSD erklart [10]. Sie behaupten, dass u.a. mit Hilfe von BMPs
oder Osteogenin, aus dem umliegenden Wundengebiet, auf die Osteoblasten und
Chondroblasten eine Differenzierung bewirkt wird [11]. Diese Zellen mineralisieren die
Extrazellulare Matrix und bilden knocherne Inseln. Diese Inseln bieten eine Leitstruktur
fur das neue Knochenwachstum. Die Gewebsfaktoren sind knapp in dem Zentrum von
CSD vorhanden, was zu einer niedrigen Differenzierung fuhrt. Den Chondrozyten und




Einleitung

Osteoblasten misslingt die Mineralisation der Matrix, wodurch schliel3lich der Defekt

durch fibroéses Bindegewebe ersetzt wird [12] .

1.2 Epidemiologie segmentaler Knochendefekte

Die haufigsten Knochendefekte nach einer Fraktur finden sich an der Tibia, was daran
liegt, dass der geringe Weichteilmantel fur offene Frakturen und Knochenverluste
pradisponiert [13-16]. Offene Frakturen an den oberen Extremitaten und im Stammskelett
sind weniger haufig [17, 18]. Die offenen Frakturen der Tibia fuhren in 17%-40% der Falle
zu einem relevanten Knochendefekt [19]. In der Studie von Keating et al. waren Frakturen
mit Knochenverlust zu 68% an der Tibia und zu 22% am Femur lokalisiert [17]. Bei 69%
aller Frakturen mit Knochenverlust lagen die Defekte diaphysar und zu den dbrigen Teilen
metaphysar oder artikular [17].

Betroffen sind vorwiegend jungere Manner nach Hochrasanztraumata [17, 19].
Menschen im hoheren Alter erleiden seltener solche Verletzungen [20]. Das
Durchschnittsalter der Patienten mit Knochendefekten war 37 Jahre und 71% der

Patienten waren mannlich [17].

Die Infektsanierung bei chronischer Osteomyelitis kann eine weitere Ursache fur Defekte
an den langen Roéhrenknochen darstellen [21]. Im Vergleich zu geschlossenen Frakturen,
liegt bei offenen Frakturen mit bis zu 40% das posttraumatische Infektionsrisiko deutlich
hoher [22, 23]. Insbesondere an der Tibia bestent aufgrund des geringen
Weichteilmantels ein Uberaus erhohtes Infektionsrisiko [23, 24].

1.3 Derzeitige Therapieoptionen von segmentalen Knochendefekten

Die Rekonstruktion von ausgedehnten Knochendefekten nach Tumorresektion, Trauma
oder Infektion stellt weiterhin ein bedeutsames klinisches Problem dar. Die
Rekonstruierbarkeit von segmentalen Knochendefekten hangt u.a. von deren
Lokalisation, GrofRe, Durchblutung und letztlich auch von der Compliance des Patienten
ab. Neben der Kallusdistraktion nach llizarov gibt es noch weitere Verfahren zur
Rekonstruktion von segmentalen Knochendefekten. Darunter zahlt z.B. der
endoprothetische Ersatz, die Masquelet—Technik und die Transplantation von autologer
Spongiosa oder von autologen, vaskularisierten Knochengrafts, welche den
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"Goldstandard" in dem gewichtstragenden Knochen darstellen [25-28]. Diese Verfahren

werden im Folgenden erlautert.

1.3.1 Kallusdistraktion nach llizarov

Die Kallusdistraktion mit einem Fixateur externe bietet einige Vorteile. Vor allem
hervorzuheben sind die minimale Invasivitat und die niedrigen Implantatkosten. Vorteile
bietet auch die Option einer abgestimmten Kompression an der Dockingstelle beim
Segmenttransport und die Korrektur von etwaigen Fehlstellungen [29-31].

Negativ zu erachten sind die prolongierte Therapiezeit und Rehabilitation, die Bildung von
Irritationen und Infektionen an den Eintrittsstellen der Drahte und Pins, sowie die
Entstehung von optisch auffalligen Narben. Die bedingte Bewegungseinschrankung und
die schmerzhafte Transfixation der Weichteile, fuhren zu einem geringen Tragekomfort
[29, 32].

1.3.2 Endoprothesen

Eine endoprothetische Versorgung fuhrt zu einer verhaltnismalig schnellen
Wiederherstellung der vollstandigen Belastbarkeit mit bedingt einschatzbarer Funktion.
Im Umgang mit Endoprothesen wird v.a. die hohe Kosteneffektivitat und die freie
Verfugbarkeit wertgeschatzt [33].

Die Moglichkeit von auftretenden Infektionen, Lockerungen und Frakturen durch die
Nutzung von Endoprothesen, beeinflussen das Heilungsergebnis negativ [34].

1.3.3 Biologische Rekonstruktionsverfahren

Fur die biologische Rekonstruktion von Knochendefekten wird in der Praxis oftmals die
Kombination von allogenen und autologen Knochentransplantaten eingesetzt. Bei der
Indikationsstellung sind mehrere Faktoren wie Alter, Lokalisation, Vaskularisierung im
Bereich des Knochendefektes, Belastbarkeit und andere Gegebenheiten zu
bertcksichtigen. Die biologisch kombinierte Rekonstruktion aus Allograft und
Endoprothese bietet die Vorteile der sicheren Lastubertragung und die Moglichkeit der
Weichteilinsertion des Allografts. Dahingegen bendtigt ein nicht-vaskularisiertes
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Transplantat Zeit um eingebaut zu werden, und birgt dazu auch ein hohes Risiko fur

Komplikationen, einschlieRlich Atrophie, Fraktur und Nonunion. [35, 36].

1.3.3.1 Allograft (Fremdknochen)

Mit dem Einsetzen allogener Transplantate ist eine Regeneration der Weichteile und ein
knochernes Einwachsen in das Wirtskelett moglich. Dadurch kann eine Rekonstruktion
normaler anatomischer Strukturen mit vergleichbaren biomechanischen Eigenschaften
erfolgen [35, 37]. Bei grolRen Knochendefekten werden allogene Knochentransplantate

hingegen nur noch bedingt angewendet.

Komplikationen bestehen v.a. in Ermudungsbriche, Resorptionen und Infektionen [38].

1.3.3.2 Autograft (Eigenknochen)

Die Verwendung von autologen Knochentransplanten, kann in Form von strukturellen

oder spongiosen Transplantaten erfolgen [35].

Bei den strukturellen Transplantaten wird zwischen zwei verschiedenen Verfahren
unterschieden — zum einen die vaskularisierte Methode mit Gefallanschluss des Grafts
und die nicht-vaksulare Methode, wo das Graft ohne Gefallanschluss in den

entsprechenden Defekt eingesetzt wird.

Bei der nicht vaskularisierten Knochentransplantation hat der verbliebende Knochen die
Moglichkeit, bei Erhalt des Periostschlauchs, vollstandig remodelliert zu werden. Auch
die kurze Operationsdauer und die verhaltnismafig niedrige technische Herausforderung

sprechen fur dieses Verfahren [39].

Dahingegen kommt es vergleichsweise zu einer verzogerten Defektheilung im
Empfangerknochen. Im Empfangergebiet kommt es vermehrt zu einer niedrigeren
Neovaskularisierungspotenz fur den minderdurchbluteten Knochen [40-42].

Bei der vaskularisierten Knochentransplantation ist durch die bessere Blutversorgung
eine hohere \Vitalitat des Knochens gegeben, was zu einem geringeren
Gewebeuntergang nach dem Eingriff fuhrt. Dadurch ist eine erhdhte Resistenz gegen
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Infektionen und Bestrahlungstherapien vorhanden. Im Empfangerknochen ist mit Hilfe

dieser Methode eine bessere knécherne Einheilung maoglich [43, 44].

Nachteilig ist die aufwendige Operationstechnik und die Moglichkeit eines Verschlusses
der Gefallanastomose, welches dann wiederrum einen nicht-vaskularisiertem Graft
gleicht. Die schwerwiegendste Komplikation im Empfangergebiet stellt der Verschluss
der Vene oder Arterie dar. In allen Fallen kommt diese Komplikation in 3-5% und bei
chronischen Entziindungszustanden in 7% vor [43, 44].

Die osteogene Potenz von autologer Spongiosa ist hinreichend bekannt und gilt immer

noch als Goldstandard in Bezug auf Osteoinduktion und Remodellierung [35, 45].

Allerdings erfordert die Gewinnung von autologer Spongiosa und vor allem eine
vaskularisierten Grafts einen zusatzlichen chirurgischen Eingriff und dies ist oft mit einer
nicht unbetrachtlichen Entahmemorbiditat verbunden. Aullerdem ist die verwendbare
Menge an autologem Knochen schon aus anatomischen Gesichtspunkten limitiert [35,
45].

Bei groReren Defekten, wie den kritischen Knochendefekten, wurden in den letzten
Jahren  Knochenersatzstoffe = zum  Spongiosamaterial  hinzugemischt.  Die
Zusammensetzung der Knochenersatzstoffe kann sich in verschiedenen Parametern
unterscheiden. Es muss die Herkunft, Vitalitat und die biologische Wertigkeit der
Knochenersatzstoffe =~ berlcksichtigt ~ werden.  Abgesehen  von  autologem
Knochenmarkaspirat, der Spongiosaplastik und verschiedenen Knochentransplantaten,
konnen u.a. auch alloplastische, xenogene Materialien, demineralisierte Knochenmatrix,
Bioglaser, Keramiken und resorbierbare/nichtresorbierbare Polymere eingesetzt werden.
Den ,perfekten® Knochenersatzstoff gibt es zum gegenwartigen Zeitpunkt allerdings noch
nicht [46, 47].

Bei der Masquelet-Technik handelt es sich um eine Modifizierung der Spongiosaplastik,
wobei in das Defektlager voribergehend ein Zementplatzhalter eingesetzt wird [48]. Um
den Zementblock bildet sich im Verlauf eine Membran aus, die als Transplantatlager fur
die transplantierende Spongiosa nach ca. sechs bis 16 Wochen fungiert. In dieser
Membran wurden Knochenwachstumsfaktoren in hoher Konzentration nachgewiesen

[49]. Es mUssen meist zusatzlich interne Osteosynthesen oder ein Fixateur externe zur
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Stabilisierung angewendet werden [48, 50]. Die Osteosynthese erfolgt vorwiegend mit

einer Marknagelung, einer Platte oder einem Ringfixateur [22, 23, 51].

1.4 Entwicklung von Titan-Mesh-Scaffolds

1986 wurde erstmals ein Titan-Mesh-Scaffold von Harms und Biedermann fur die
Anwendung in der Wirbelsaulenchirurige entwickelt. Das ovalférmige Mesh-Cage wurde
als intravertebraler Platzhalter eingesetzt und spater kommerziell vertrieben [52, 53]. Im
Weiteren wurden die Titan-Mesh-Scaffolds auch fur Defekte in Rohrenknochen
eingesetzt. Cobos et al. beschrieb im Jahr 2000 zwei Falle, in welchen die
durchschnittlichen Tibiadefekte neun Zentimeter lang waren und in einem Schritt
anatomisch rekonstruiert werden konnten, sodass die betroffenen Extremitaten
unmittelbar nach der Operation bereits belastbar waren [52]. In beiden Fallen wurde eine
kndcherne Uberbriickung beobachtet und keine weiteren Operationen waren notwendig.
Die Implantate mussten die mechanische Stabilitdt der physiologischen Belastungen
widerstehen kdnnen und gleichzeitig die Aufnahme des Knochentransplantatmaterials
ermdglichen. Die Implantate wurden mit autologen und/oder mit allogenen
Knochentransplantaten aufgefullt und der Knochen mit Marknageln stabilisiert [52, 54,
55]. Diese einfachen rhombischen Titan-Mesh-Scaffolds wurden im Gegensatz zu den
3D-Laser-gesinterten Titanimplantaten der vorliegenden Studie weder in Ihrer Form, ihrer
Grolde, noch in Ihrer Gesamtsteifigkeit patientenspezifisch hergestellt [56]. Die Struktur
eines Titannetzwerkes beeinflusst die Steifigkeit und diese hat wiederum eine
wesentliche Auswirkung auf die knocherne Integration [57]. Die porose Struktur des
Titan-Mesh-Scaffolds ermoglicht die Diffusion von Flussigkeit und die Revaskularisierung
aus den benachbarten Geweben. Der Titan-Mesh-Scaffold muss die folgenden
Voraussetzungen erfullen: Platzhalterfunktion, Anregung der Geweberegeneration,
Biokompatibilitat, hohe Primarstabilitat und Sterilisierbarkeit [58]. Ob die Steifigkeit und
Harte des Titan-Mesh-Scaffolds ahnlich zu dem zu ersetzenden Gewebe sein sollte, ist
noch unklar und wird debattiert. Die Meinungen stimmen aber in der Hinsicht miteinander
uberein, dass die Porengrof3e und Poreninterkonnektivitat die Zelleinwanderung und den
Stoffaustausch nicht hindern soll, vielmehr soll es eine unterstiutzende Funktion

einnehmen [59-61]. Mit Hilfe neuer  Technologien (dreidimensionale
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Fertigungsstrategien) ist die Herstellung von Titanimplantaten (sog. Titan-Mesh-
Scaffolds), nach patientenindividuellen Maf3stdben, mit den genannten Anforderungen
moglich. Mittels Computertomographie kann der Knochendefekt dreidimensional
visualisiert und basierend auf diesem Datensatz kann ein Titan-Mesh-Scaffold entworfen
werden. Anschliel3end erfolgt die Herstellung im Sinterungsverfahren. Der Titan-Mesh-
Scaffold besteht aus makropordsen, untereinander stark vernetzten Balkenelementen,
die je nach Anforderung zusammengestellt werden konnen. Durch Verandern der
Konfiguration der Balkenelemente ist es moglich, die mechanische Umgebung
einzustellen [57]. Unter Berucksichtigung der bekannten mechano-biologischen
Steuerung der Knochenneubildung konnen so Titan-Mesh-Scaffolds hergestellt werden,
die ein lokales mechano-biologisches Profil aufweisen. Dieses Profil ermoglicht optimale
Konditionen fir das Einwachsen und fur den Erhalt des Knochens [62-64]. Die
Behandlung von groBen Knochendefekten kann durch die Integration der
Knochentransplantate in den Poren des Titan-Mesh-Scaffolds gefordert werden. Die
Bereiche der mechanischen Beanspruchungen fur eine komplikationslose Bildung der
Knochensubstanz wurden zuvor festgelegt [65]. GroRe Knochendefekte fuhren jedoch zu
einer signifikanten Reduktion des mechanischen Belastungsbereiches, wo der
Knochenheilungsprozess stattfindet [66]. Es ist zu erwarten, dass das
Knochentransplantatmaterial die notwendigen biologischen Signale liefert, die den
Knochenheilungsprozess einleiten. Es bleibt jedoch unklar, ob die mechanische
Umgebung eine bedeutende Rolle bei der Knochenneubildung spielt. Solche Kenntnisse
sind der Schlissel bei der Gestaltung des Titan-Mesh-Scaffolds als Alternative zu
derzeitigen und mitunter suboptimalen Behandlungsstrategien.

1.5 Kritische Knochendefektmodelle

Bei der Auswahl einer bestimmten Tierart zur Verwendung in einem kritischen
Knochendefektmodell (Critical Size Defect - CSD) muss eine Reihe an Faktoren
bertcksichtigt werden. Im Vergleich zum Menschen sollte das gewahlte Tiermodell
sowohl signifikant physiologische, als auch pathophysiologische Ahnlichkeiten zeigen.
Mehrere Veroffentlichungen der letzten Jahrzehnte haben Hunde als ein geeignetes
Modell fur die Forschung im Zusammenhang mit menschlichen orthopadischen
Bedingungen beschrieben [67-70]. Calhoun et al. war der erste, der eine gut kontrollierte
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Untersuchung von CSDs in den Mandibeln von Mischlingshunden vorstellte. Defekte
wurden durch die einseitige Entfernung des vierten Pramolaren und seines zugehorigen
Knochens (ca. 15 mm) préapariert. Intraorale und extraorale Zugange zum Unterkiefer
wurden angewandt, wahrend die Fixierung entweder mit einer extraoralen Schiene aus
rostfreiem Stahl oder einer internen Fixierungsplatte erreicht wurde [71, 72]. Die Vorteile
des Hundemodells sind dadurch gepragt, dass sie eine menschenahnliche
Knochenmineraldichte besitzen und Uber eine figsame Natur verfugen [67-70].

Niederlohmann hat ein kritisches Knochendefektmodell in der Maus entwickelt. Er hat
einen externen Fixateur (MouseExFix, RISystem, AO Research Institute Davos, Schweiz)
verwendet, welcher am rechten Femur angebracht wurde. Mit dem verwendeten
MouseExFix-System konnte man einen 3 mm groRen Defekt erzeugen, welcher die
praklinische Begutachtung von Konzepten zur lokalen Knochenregeneration ermoglichte
[73].

Anderson et al. zeigten in ihrer Studie, dass mittels eines einfachen und reproduzierbaren
chirurgischen Verfahrens, in den Darmbeinfligeln ausgewachsener Ziegen, kritische
Knochendefekte erzeugt werden konnen, um Knochentransplantate und
Knochenersatzmaterialien zu evaluieren. Die Ziege wurde ausgewahlt, weil sie ein
grolRes Tier ist und im Vergleich zu Ratten oder Kaninchen, die in anderen kritischen
Defektstudien untersucht wurden, eine Knochenbildungsrate aufweist, die mit der des
Menschen ahnlicher und damit vergleichbarer ist. In dieser Studie wurden kritische
Knochendefekte mit einem Durchmesser von 17 mm erzeugt. [74].

Das kritische Knochendefektmodell im Schaf hat die Vorteile, dass die Schafe ein
ahnliches Korpergewicht entsprechend dem Menschen besitzen und dass sie fugsame
Tiere sind. Zusatzlich erlaubt die die Dimension des Rohrenknochens das Einsetzen
menschlicher Implantate [68-70, 75]. Mastrogiacomo et al. verwendete in seinem
kritischen Defektmodell 18 Schafe im Alter von zwei Jahren. Der Defekt wurde auf der
medialen Seite der Tibia in einer Gro3e von 4,8 cm geschaffen. Eine Stahlplatte (10-12
Lécher von 4 mm Durchmesser fir 4,5 mm Schrauben) wurde auf dem Knochen

angebracht, um die erforderliche mechanische Stabilitat zu erhalten [76].
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1.6 Zielstellung

Das Ziel der Arbeit war zu untersuchen, ob die Stabilisierung eines kritischen,
segmentalen Knochendefekts von 4 cm Ausdehnung in der Schafstibia mit der
Kombination aus einem Titan-Mesh-Scaffold und einer winkelstabilen Platte
erfolgreich zu rekonstruieren und dauerhaft zu stabilisieren ist.

Als weiteres Ziel galt es in diesem Modell zu analysieren, ob die Modifikation des
Titan-Mesh-Scaffolds hinsichtlich seiner Steifigkeit einen Einfluss auf die

Knochenregeneration hat.

1.7 Hypothesen

Vier Zentimeter messende segmentale Knochendefekten in der Schafstibia
konnen durch das Einbringen eines angepassten und mit autologer Spongiosa
gefullten Titan Mesh Scaffolds und der zusatzlichen Stabilisierung mit einer
winkelstabilen Platte zur Ausheilung gebracht werden.

Die unterschiedlichen Steifigkeiten der 3D-Laser-gesinterten Titan-Mesh-
Scaffolds zeigen bei groRen segmentalen Knochendefekten im Schafsmodell
einen  unterschiedlichen  radiologischen  Heilungsprozess bzw. ein

unterschiedliches radiologisches und histologisches Heilungsergebnis.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Tiermodell

Das Groftiermodell mit Schafen wurde fur klinisch realistische Knochendefekte an Femur
und Tibia bereits entwickelt und validiert [70, 77, 78]. Dadurch wird ein klinisch relevanter
Vergleich etablierter Materialien, Methoden sowie die Untersuchung neuer Verfahren
ermoglicht [79]. Fur die Studie wurde ein Groftiermodell mit Schafen gewahlt, aufgrund
ihres menschenahnlichen Korpergewichts, Knochen-Dimensionen und Knochenumbau
[68]. Hiermit wurde eine Studie von Defekten kritischer Grof3e (d.h. die DefektgrdlRe
Ubersteigt zweifach den Durchmesser des betroffenen Knochens) im Groftiermodell
durchgefuhrt, die den anspruchsvollen klinischen Situationen ahneln. Das verwendete
Groftiermodell bestand aus 15 weiblichen Merino-Mix-Schafen mit einer Defektgroflie
von 4 cm. Die Defekte wurden mittels Kombination aus Titan Mesh Scaffold und

winkelstabiler Plattenosteosynthese rekonstruiert.

2.2 Das Titan-Mesh-Scaffold Design

In dieser Studie wurde mittels der Technologie des Laser Sinterings (Rapid
Manufacturing) ein defektfullender Titan-Mesh-Scaffold verwendet.

Im Rahmen der individualisierten Behandlung von Patienten mit grof3en
Knochendefekten konnen heute individuelle, dem Defekt angepasste Titan-Mesh-
Scaffolds konstruiert werden. Insbesondere in der Neurochirurgie als auch in der Mund-,
Kiefer- und Gesichtschirurgie finden diese Implantate bereits verbreiteten Einsatz. Der
klinische Einsatz zur Rekonstruktion von segmentalen Knochendefekten bei
unfallchirurgisch-orthopadischen Patienten ist von groRer Bedeutung und hat ein
bedeutendes Entwicklungspotential. Zur Evaluation dieses Potentials und derjenigen
Parameter, die im Resultat zu einer besseren Performance der Technik fuhren konnten,
haben wir Titan-Mesh-Scaffold in standardisierter Grof3e und Form verwendet. Fur die
Uberprifung des biomechanischen Aspektes der Studie ist es notwendig, dass
standardisierte Untersuchungsbedingungen hinsichtlich der Defektgroe, -lokalisation
und der Titan-Mesh-Scaffold Gro3e vorliegen. Diese zeigten, bezogen auf die

Schafstibia, eine nahezu anatomische Passform. Die Lange des Titan-Mesh-Scaffolds
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betrug 40 mm und der Durchmesser des runden Querschnitts 20 mm (Abbildung 1). Im
zentralen Anteil des Titan-Mesh-Scaffolds wurde ein Kanal belassen. Der Kanal hatte
einen Durchmesser von 10 mm. Um eine kndcherne Integration zu erlauben, bestand der
Titan-Mesh-Scaffold aus einem definiertem hochporésen Gitternetzwerk mit
groRtmoglicher Interkonnektivitat der Poren. Dieses Netzwerk hatte eine klassische
Honigwabenstruktur. Diese Gestaltung wurde wegen ihrer  gunstige
Elastizitatseigenschaften und wegen ihrem guten Wiederstand gegen Druck und gegen
Biegebelastungen gewanhlt [57]. Das Gitternetzwerk (mesh) erlaubte die Befullung mit
autogener Spongiosa, die in diesem Falle aus den beiden Beckenkammen der Schafe
gewonnen wurde. Durch die mechanische Modifikation der Gitternetzstreben (struts)
konnte die biomechanische Steifigkeit des Konstruktes modifiziert werden. Insgesamt
wurden in dieser Studie zwei Titan-Mesh-Scaffolds mit unterschiedlicher Steifigkeit
verwendet. Beide Titan-Mesh-Scaffolds wurden so entwickelt, dass die mechanische
Stabilitat im Rahmen der physiologischen Belastungen war. Je rigider das Titan-Mesh-
Scaffold im Verhaltnis zum Knochen ist, desto starker ausgepragt findet eine
Inaktivitatsatrophie (stress-shielding) und folglich ein Knochenabbau statt [80]. Bei der
Konstruktion der Titan-Mesh-Scaffolds wurde darauf geachtet, dass der weichere Titan-
Mesh-Scaffold eine minimale Inaktivitatsatrophie (stress-shielding) aufweist, wahrend der
hartere Titan-Mesh-Scaffold durch die verkleinerte Fenestrierung immer noch eine
unkomplizierte Aufnahme des Knochentransplantatmaterials ermoglicht. Zu diesem
Zweck wurde einmal 1,2 mm fur den weicheren - und einmal 1,6 mm fur den steiferen
Titan-Mesh-Scaffold als Strebendurchmesser (beam diameter) gewahlt (Abbildung 1).
Daraus resultiert eine Steifigkeit von 0,84 GPa (weich), 2,88 GPa (hart) und eine Porositat
von 82% (weich), 73% (hart). Finite Element Berechnungen zeigten, dass in beiden Titan-
Mesh-Scaffolds die hochsten Spannungen auf der lateralen Seite, gegenuberliegend der
Fixierplatte auftreten [1]. Dazu passend wurden die hochsten Spannungen innerhalb des
Kallusgewebes ebenfall auf der lateralen Seite des Kontruktes festgestellt. Die maximale
Von-Mises-Spannung liegt, bei kombinierter Biegezug- und Druckfestigkeit, in beiden
Titan-Mesh-Scaffolds mit Plattenosteosynthese (LCP) unter der Streckgrenze des
Werkstoffes (weicher Titan-Mesh-Scaffold + LCP: 350 MPa, harter Titan-Mesh-Scaffold
+ LCP: 200 MPa, Streckgrenze des Werkstoffes 600 MPa) [1].

Die mechanische Kompetenz des Titan-Mesh-Scaffolds in Kombination mit

Plattenosteosynthese erlaubte die postoperative Belastung des Konstruktes.
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Abbildung 1: Darstellung der beiden verwendeten Titan-Mesh-Scaffolds. Der Titan-Mesh-
Scaffold besal} eine Strebendicke von 1,6 mm (linker Titan-Mesh-Scaffold)
bzw. eine Strebendicke von 1,2 mm (rechter Titan-Mesh-Scaffold).

2.3 Fixateur interne

In dieser Studie wurde ein interner Plattenfixateur (Stahl, Breite der Locking Compression
Plate - LCP 4,5 mm, 9 Loch, DePuy Synthes, Salzburg, Austria) mit dynamischen
Kopfverriegelungsschrauben verwendet (5.0 DLS, DePuy Synthes, Salzburg, Austria).
Der Einsatz von winkelstabilen Plattenosteosynthesen (LCP) gehért heute zum absoluten
Standard in der Unfallchirurgie. Die Platten kdnnen minimalinvasiv eingebracht werden
[81] und der Frakturspalt bleibt von der Platte Uberbrickt und unangetastet. Es wird in
der Regel eine indirekte Frakturreposition angewendet, demzufolge schont man die
Blutversorgung, Weichteile und die mikrovaskularen Strukturen. Aus diesem Grund
wurde diese minimalinvasive Operationstechnik in der Kombination mit der

Plattenkonstruktion (LCP+DLS), als biologische Plattenosteosynthese benannt [82].
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Die dynamische Kopfverriegelungsschraube (Dynamic Locking Screw — DLS) behalt die
Vorteile der Ublichen Winkelstabilitat bzw. wird durch dynamische Komponenten erganzt
[83]. Der Schraubenkopf (Platten-Schrauben-Interface) ist Uber einen Stift mit einer
Gewindehllse (Schrauben-Knochen-Interface) verbunden. Durch das Spiel zwischen
Gewinde und Stift wird eine zusatzliche Bewegung zwischen Knochen und Platte
ermdglicht (Abbildung 2) [84].

Bei einer konventionellen Plattenosteosynthese kommt es zu einer asymmetrischen
Frakturbewegung, die dynamische Kopfverriegelungsschraube Iasst eine gleichmafige
Frakturbewegung an der Gegenkortikalis und zugewandten Kortikalis zu (trans- und

ciscortex).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Plattenosteosynthese ohne und mit dynamischer
Kopfverriegelungsschraube (A-D): Osteosynthese mit
Kopfverriegelungsschraube ohne (A) und mit axialer Belastung (B),
Osteosynthese mit dynamischer Kopfverriegelungsschraube (DLS) ohne (C) und
mit axialer Belastung (D). Modifiziert nach Ddbele, S. et al. [83, 84].

2.4 Gruppeneinteilung

Die Tiere wurden in zwei Gruppen mit jeweils sieben Schafen eingeteilt. Eine zusatzliche
Gruppe mit einem Schaf diente als Positivkontrolle, in welchem der Defekt mit einem um
180 Grad gedrehten autologen Knochentransplantat gefillt wurde (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Gruppeneinteilung
Titan-Mesh- Anzahl
Gruppe Defektfiillung Stabilisierung Scaffold e
Fiillung

. Strebendicke: 1,2 mm 4,5 mm LCP 7,5 ml autologe .
Steifigkeit: 0,84 GPa +5.0 DLS Spongiosa

2 Strebendicke: 1,6 mm 4,5 mm LCP 7,5 ml autologe -
Steifigkeit: 2,88 GPa + 5.0 DLS Spongiosa

3 Autologes 4,5 mm LCP Autologes ]

(Kontrolle) Knochentransplantat + 5.0 DLS Knochentransplantat

2.5 Tierhaltung

In der Untersuchung (Tierversuchsantragsnummer G0172/12, Landesamt flir Gesundheit
und Soziales/Abteilung Veterindrwesen Berlin) wurden 15 weibliche Merino-Mix-Schafe
(mittleres Gewicht 61 kg; Standardabweichung % 6 kg; Alter = 2,5 Jahren) herangezogen.
Die Tiere wurden im Laufe des Versuchs in der Tierexperimentellen Einrichtung der
Charité, Campus Virchow-Klinikum untergebracht. Wahrend der gesamten
Untersuchungsdauer wurden die Stalle klimatisiert. Die durchschnittliche
Raumtemperatur betrug zwischen 17 und 20 °C. Die Tiere wurden in Kleingruppen

gehalten.

Der Gesundheitszustand der Tiere wurde nach der Anlieferung Uberpruft. Die Stalle
wurden mit Stroh und Hobelspanen eingestreut. Der Einstreu wurde einmal wochentlich
erneuert. Die Schafe wurden zweimal taglich mit Heu gefuttert. Die Tiere bekamen
Wasser ad libitum aus den Selbsttranken. Um die Schafe durch positive Konditionierung
an die Experimentatoren, sowie das Handling wahrend des Versuches zu gewohnen
wurden Apfel, Mdhren und Kraftfutter verfiittert. Die Tiere wurden praoperativ sukzessive
an das Gurtsystem sowie an den Verbandswechsel gewohnt, bis diese die Mallnahmen

stressfrei tolerierten.
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2.6 Operatives Vorgehen

2.6.1 Operationsvorbereitung und Narkose

Die Tiere wurden ca. 12 Stunden vor der Narkose nuchtern gehalten. Wasser wurde in
diesem Zeitraum weiterhin ad libitum zur Verfiugung gestellt.

Der Gesundheitszustand der Schafe wurde vor Narkoseeinleitung tberpriift. Uber eine
Venenverweilkanuile (Grofe 1.3 x 45 mm, 18 GA, BD VenflonTM Pro, Becton Dickinson
Therapy, Helsingborg, Schweden) in der V. cephalica antebrachii der rechten
Vordergliedmale, wurde je nach Korpergewicht und Wirkung zwischen 0,5 und 1,5 mg
Thiopental- Natrium (Trapanal® Altana Pharma GmbH, Konstanz, Deutschland) injiziert.
Wahrend der Applikation wurden die Reflexe der Tiere kontrolliert. Mithilfe eines
Laryngoskops (Laryngoskopgriff Mc. Intosh, Freiburger Model, Sonderlaryngoskopspatel
Modell Foregger 30 cm fiur Tiere, RGQ, Tuttlingen, Deutschland) und eines
Trachealtubus (Hi- ContourTM, 9,0 mm Breite, 33 mm Lange, Mallinckrodt Medical,
Athlone, Ireland), wurden die sedierten Schafe intubiert. Der Cuff wurde geblockt und das
Tubusende wurde im linken Maulwinkel mittels Klebeband (Leukoplast®, 1,25 cm Breite,
BSN medical GmbH & Co. KG, Hamburg, Germany) befestigt. Eine Magen-
Schlundsonde (Willy Risch AG, Kernen, Deutschland, Durchschnitt 14 mm) diente zum
Ablassen des entstandenen Gases aus dem Pansen. Die Augen der Tiere wurden unter
der Verwendung von Bepanthen® Augensalbe (Je-napharm®, Jena, Deutschland) vor
dem Austrocknen geschutzt. Wahrend der Operation, wurden die Schafe mit einem
Inhalationsnarkosegerat (Ventilator 711, Siemens, Berlin, Deutschland) beatmet,
welches aus einer Gasmischung mit Lachgas (20-40 % N20, OzLinde® Gas Therapeutics
GmbH & Co. KG, UnterschleiRheim, Deutschland), 2 % Isofluran, Forene®, Abbott
GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland) und Sauerstoff (ca. 50 % O:Linde® Gas
Therapeutics GmbH & Co. KG, UnterschleiRheim, Deutschland) bestand. Das
Atemzugvolumen betrug ca. 10 - 15 ml/kg Koérpergewicht, bei einer eingestellten
Atemfrequenz von ca. 14 - 20 Atemzigen pro Minute. Wahrend des gesamten
Operationsverlauf, wurde ein Monitoring der Herzfrequenz, des Blutdrucks und der
peripheren Sauerstoffsattigung durchgefuhrt. Als antibiotische Abschirmung wurden
Sulbactam-Natrium (1094 mg), Ampicillin-Natrium (2128 mg) (3 g Unacid®, Pfizer
Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland), als Flissigkeits- und Elektrolytersatz 1000 -
3000 ml Infusionslésung (Jonosteril®, Fresenius Kabi, Bad Homburg v.d.H., Deutschland)
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und Volulyte 6% 500 ml (Fresenius Kabi Deutschland GmbH D-61346 Bad Homburg)

intravenos verabreicht.

Das Schaf wurde auf dem Operationstisch mit Gurten fixiert und mit Kissen gepolstert.
Im Bereich des linke Vorderbeins wurde die Haut, rasiert und mit Alkohol entfettet bevor
ein Durogesic SMAT 75ug/h Fentanyl® Pflaster (Janssen- Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland) mittels Pflasterklebestreifen auf der Haut fixiert wurde. Die Operationsfelder
wurden rasiert, desinfiziert (Polividon-lod, B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) und mit sterilen Operationstichern (Steri- DrapeTM, Firma 3M Health Care,
Neuss, Germany) abgedeckt. Vor dem ersten Hautschnitt bekam das Tier zur Analgesie
im Bolus i.v. 2 - 3 ml Fentanyl®- Janssen 0,5 mg (Janssen- Cilag GmbH, Neuss,
Deutschland). Die Analgesie wurde durch wiederholte Bolusgaben wahrend der Narkose
aufrechterhalten.

2.6.2 Die Gewinnung der autologen Spongiosa

Die Tiere wurden in der Brust-Bauch-Lage zur Gewinnung der autologen Spongiosa
gelagert. Steriles Abwaschen und steriles Abdecken der Operationsfelder Mittels Skalpell
(21er Klinge, FEATHER SAFETY RAZOR Co., LTD, Osaka, Japan) wurde die Haut
jeweils Uber dem Beckenkamm geoffnet. Die Crista iliaca wurde Uber den ca. 7 cm langen
Hautschnitt frei prapariert. Die ansetzenden Muskeln wurden von Beckenkammen
abgel6st und der Knochen wurde mithilfe von Hammer und Meil3el auf gespreizt. Als
nachstes wurde die Spongiosa mit einem scharfen Loffel enthommen und in eine
Knochenmihle eingefiillt (Abbildung 3 A-B). Die Spongiosa wurde mithilfe der
Knochenmihle zerkleinert (Abbildung 3 C) und in den Titan-Mesh-Scaffold eingesetzt.
Die gedffnete Kortikalis wurde mit Einzelhaften adaptiert (VICRYL Plus 1, Polyglactin,
JOHNSON & JOHNSON Medical Products Wien, Osterreich). Es wurde ein schrittweiser
Wundverschluss durchgefiihrt. Zunachst wurde die Unterhaut (VICRYL Plus 3-0,
Polyglactin, JOHNSON & JOHNSON Medical Products Wien, Osterreich) und
anschlie®end die Haut (Prolene 3-0, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland)
fortlaufend genaht.
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Abbildung 3: Darstellung der Gewinnung der autologen Spongiosa (A-C): Entnahme der
Spongiosa (A). Befillung der Knochenmihle mit den Knochenmaterial (B).
Darstellung der gemahlenen Spongiosa (C).
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2.6.3 Defektsetzung, Stabilisierung

Nach Gewinnung der autologen Spongiosa erfolgte eine Umlagerung des Tiers auf die
rechte Korperseite. Dabei wurde das linke Bein nach vorne angebunden. Das zu
operierende rechte Bein wurde mit der medialen Seite nach oben auf einen Tisch
gelagert, um einen stabileren Zugriff zu ermdglichen (Abbildung 4).

Abbildung 4: Darstellung Uber die Lagerung des Schafes:
Das Tier liegt auf der rechten Korperhalfte.

Steriles Abwaschen und Abdecken des gesamten linken Hinterlaufes. Die Haut tGber der
Tibia wurde mit einem Skalpell (21er Klinge, FEATHER SAFETY RAZOR Co., LTD,
Osaka, Japan) in der Lange von einem zehn Zentimeter langen Hautschnitt gedffnet und
subkutane Gewebe mittels eines Elektrokauters bis zur Tibia frei prapariert (Abbildung 5
A). Die neun Loch Stahl-Platte wurde mit Hilfe einer Biegepresse (Gebruder Martin GmbH
& Co. KG, 78532 Tuttlingen, Deutschland) durch ein leichtes Biegen an die anatomische
Form der Tibia angepasst. Die ersten zwei DLS-Schrauben (von distal nach proximal
zahlend das zweite und dritte Loch auf der LCP Platte) wurden auf dem distalen Knochen
befestigt. Dazu wurde ein Spiralbohrer (Durchmesser: 4,3 mm), eine Druckluft betriebene
Bohrmaschine (Fa. DePuy Synthes, Schweiz) und eine Fihrungsblichse verwendet. Als
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Nachstes wurde (von distal nach proximal zahlend das achte Loch der LCP) zur
temporaren Fixation von Bruchfragmenten der Kirschner-Draht gesetzt (Abbildung 5 B).
Durch die stabile Fixierung der Sageschablone mit einer Schraube am Knochen, wurde
es ermoglicht, einen exakt vier Zentimeter grolen Knochendefekt zu setzen (Abbildung
5 C). Dabei wurden eine oszillierende Sage unter Wasserkiihlung sowie zwei Homann-
Haken zum Schutz des Weichteilgewebes verwendet. Danach wurde der Titan-Mesh-
Scaffold (Abbildung 5 D-F) mit den Laschen nach kaudal in den entstandenen
Knochendefekt eingesetzt. Anschlielend wurde mittels eines Spiralbohrers
(Durchmesser: 3,5 mm) der Plattenspanner proximal befestigt (von distal nach proximal
zahlend in dem neunten Loch der LCP). Die LCP wurde damit distal fixiert und der
Plattenspanner proximal fixiert. Der Plattenspanner wurde angezogen und bewirkte damit
eine Vorspannung auf den Titan-Mesh-Scaffold (Press-Fit Implantation) aus (Abbildung
6). Die folgende DLS wurde in das siebte Schraubenloch eingesetzt (von distal nach
proximal zahlend das siebte Loch auf der LCP Platte). Als Nachstes wurde der Kirschner-
Draht entfernt und durch eine Schraube ersetzt (von distal nach proximal zahlend das
achte Loch der LCP). und der anschlie®end entfernte Plattenspanner wurde durch eine
DLS ersetzt. Als Letztes wurde die DLS in das erste Loch gesetzt (von distal nach
proximal zahlend das erste Loch der LCP). Erst nachdem alle sechs DLS- Schrauben
festgezogen waren, wurde die Titan-Mesh-Scaffold mit Kleinfragmentschrauben
(Durchmesser: 3,5 mm) befestigt (Abbildung 7).

Die Defektsetzung bei dem Tier aus Gruppe 3 erfolgte grundsatzlich in gleicher Weise.
Allerdings erfolgte die Fullung des 4 cm Defektes durch das Resektat, welches um 180
Grad gedreht in den Defekt wieder eingesetzt wurde. Nach dem Einsetzen wurde das
Resektat mit einer DLS Schraube stabilisiert und die zusatzliche Fixierung des Beins
erfolgte wie in den anderen Gruppen mit der LCP Platte und weiteren sechs DLS

Schrauben.
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Abbildung 5:

Darstellung des Operationsablaufes (A-F): Tibia wurde vom Gewebe befreit (A).
Der Kirschner-Draht wird eingesetzt (B). Die Sageschablone wird eingesetzt (C).
Sicht durch die Pore (D). Der gefiillter Titan-Mesh-Scaffold und entnommenes
Knochenfragment werden vergleichend dargestellt (E). Darstellung des gefillten
Titan-Mesh-Scaffolds (F).
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Abbildung 6: Darstellung des Plattenspanners: Der Plattenspanner wird angezogen.

Abbildung 7: Darstellung des befestigten Titan-Mesh-Scaffolds und der aufliegenden LCP mit
den DLS Schrauben
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2.6.4 Narkoseausleitung und postoperative Versorgung

Nach der Anfertigung von Réntgenaufnahmen im mediolateralen und anteroposterioren
Strahlengang, wurde fur das rechte Hinterbein ein Halbschalencastverband aus Gips
angefertigt. Zur Narkoseausleitung wurde das Tier mit reinem Sauerstoff beatmet. Das
Monitoring erfolgte unter permanenter Beobachtung wahrend der Operation, bis das Tier
selbstandig stabil atmete. Nachdem der Tubus gezogen wurde, wurde das Tier in den
Stall Gberfuhrt. Dort wurde das Tier auf einem Heuballen, mit einem unterstitzenden
Gurtsystem, gelagert (Abbildung 8). Nach der weiteren Beobachtung der
Nahrungsaufnahme im Gurtsystem, konnte das Tier nach ca. 2 Stunden wieder ohne

Hilfe stehen und wurde daraufhin in die Einzelbox entlassen.

Abbildung 8: Darstellung des Schafs nach der Operation: Das Schaf befindet
sich im Gurtsystem und wird unterstitzend auf einem Heuballen gelagert.
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2.7 Nachsorge

In den darauffolgenden sieben Tagen erhielten die Tiere taglich s.c. Finadyne 2,2ml/50kg
(Finadyne®, RP, Flunixin-Meglumin, Essex Pharma GmbH, Miinchen, Deutschland) zur
Analgesie. Zusatzlich wurden bis zum Fadenzug (14 Tage nach dem Eingriff) alle zwei
Tage s.c. Veracin RS 3ml/50kg (Albrecht GmbH 88323 Aulendorf) als Antibiose
verabreicht. Drei Tage nach dem Eingriff wurde dem Tier ein weiteres Fentanyl- Pflaster
(Durogesic® SMAT, 75 ug/ h, Janssen- Cilag GmbH, Neuss, Deutschland) zugefthrt. Der
Verband wurde wochentlich erneuert. Zur Kontrolle des Heilungsverlaufes wurden im
monatlichen Abstand Roéntgenaufnahmen in zwei Ebenen (anteroposterior und

mediolateral) angefertigt.

2.8 Euthanasie und Gewinnung der Praparate

Nach einer Standzeit von 24 Wochen wurden die Tiere getotet. Dazu wurden jeweils 2,5
g Thiopental- Natrium Uber einen vendsen Zugang verabreicht, wodurch die Schafe in
eine tiefe Narkose versetzt wurden bis zum Ausfall der Reflexe und der Atmung.
Anschliel3end erhielten die Tiere 100 ml Kaliumchlorid i.v. (7,45 %, B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland), was den Herzstillstand verursachte. Der Tod des
jeweiligen Tieres wurde durch Auskultation Uberprift. AnschlieBend wurden im
Sektionsraum die Tibiae vorsichtig von Muskeln und Fettgewebe frei prapariert und vom
Kniegelenk und Tarsokruralgelenk abgetrennt (Abbildung 9) AnschlieRend wurden
Roéntgenaufnahmen mit dem Implantat in zwei Ebenen (anteroposterior und mediolateral)

angefertigt. Dann wurden die Metaphysen abgesetzt.
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Abbildung 9: Exemplarische Darstellung eines Praparates: Die Tibia wurde abgetrennt und es
wurden zwei, dem Osteotomiedefekt angrenzende, DLS Schrauben entfernt.
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2.9 Histologische Aufarbeitung der Praparate

2.9.1 Fixierung und Sagen der Praparate

Damit das Kallusgewebe bis zu dem Tag des Sagens ausreichend in dem Titan-Mesh-
Scaffold fixiert blieb, wurden zwei dem Osteotomiedefekt angrenzende DLS Schrauben
entfernt (Abbildung 10). Die Tibiae wurden in eine 10 %iges Formaldehyd-Alkohol-
Lésung (Zusammensetzung: 324 ml 37 %iges Formaldehydlésung, 550 ml 100 %iges
Ethanol, 130 ml 0,1 molarer Barbital- Natrium-Puffer, und 6g Glukose) fur einen Tag im
Kihlschrank bei 4°C fixiert. Am nachsten Tag wurde das Praparat vor dem Sagen eine
Stunde lang mittels Leitungswasser gewassert. Anschliel3end wurden vorsichtig die DLS
Schrauben und die LCP Platte entfernt und die proximalen und distalen Tibiaenden mit
Hilfe einer Sage (Makrotrennschleifsystem, Exakt, Norderstedt, Deutschland) abgesagt.
Der Sageschnitt wurde senkrecht zur Tibialangsachse durch den ehemaligen
Schraubenkanal, der jeweils proximal und distal dem Scaffold angrenzenden Schraube,
durchgefiihrt (Abbildung 11). Dann wurden die anterioren und posterioren Tibiahalften
cranial mit Bleistiftmarkierungen versehen, damit die Tibiahalften auseinandergehalten
werden konnen (Abbildung 12). Als Nachstes wurde die Tibia parallel zur
Tibialangsachse, von medial nach lateral, entlang der ehemaligen Schraubenkanale,
halbiert (Abbildung 13 und Abbildung 14). Damit entstanden die nachfolgenden zwei
Blocke: anteriorer Block S1 und posteriorer Block S2. Nicht mehr bendtigtes
Muskelgewebe und Bindegewebe wurde vorsichtig lateral, kranial und kaudal entfernt.
Die gewonnenen Praparate, wurden fur weitere funf Tage in frisch angesetzter

Fixierlosung gelagert.

&)

»

A

Abbildung 10: Darstellung der zu entfernende Schrauben:
Vor der Fixation wurden zwei dem Osteotomiedefekt angrenzende DLS
Schrauben (gelbe Pfeile) entfernt (Tier aus der Gruppe 3; postoperative
anteroposteriore Réntgenaufnahme).
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Abbildung 11: Exemplarische Darstellung Uber das Praparat beim Abségen der Tibia Enden:
Die Tibia wurde von seitlich eingespannt und der Sageschnitt erfolgte senkrecht
zur Tibialangsachse durch den ehemaligen Schraubenkanal.

anterior/cranial
S1
anterior/canial
medial [ J lateral
[ J
S2
posterior/caudal
posterior/caudal

Abbildung 12: Schematische Aufsicht des Sageschnittes und Beschriftung der Blocke:
Die entstandenen anteriore und posteriore Tibiahalften wurden cranial mit
Bleistiftmarkierungen versehen. Die anteriore Halfte S1 wurde mit einem Punkt
und die posteriore Halfte S2 wurde mit zwei Punkten gekennzeichnet.
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posteriorer Block S2 anteriorer Block S1

Abbildung 13: Exemplarische Einspannungsdarstellung der Probe in dem Halter. Das Praparat
wurde so eingespannt, dass nach dem mediolateralen Sageschnitt zwei gleich
grofRe Titan-Mesh-Scaffoldhalften entstehen kdnnen. Es sind die
Bleistiftmarkierungen S1 und S2 cranial zu sehen.

anteriorer Block S1 posteriorer Block S2

Abbildung 14: Exemplarische Darstellung der entstandenen zwei Blocke nach dem
mediolateralen Sageschnitt. Es sind der anteriorer Block S1 (links) und
posteriorer Block S2 (rechts) zu sehen.
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2.9.2 Aufbereitung fur die Kunststoffhistologie

Nach dem Auswaschen der Fixierflussigkeit wurden die Praparate in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwassert (Tabelle 2). Die Proben wurden nach jedem Alkoholwechsel fur
15 min. in den Exsikkator gestellt und evakuiert (400-600 mbar). Die Evakuierung wurde
fur 15 min. im Exsikkator (Vacuubrand, Wertheim, Deutschland) mit extern
angeschlossener Vakuumpumpe durchgefuhrt. Der Exsikkator mit der angeschlossenen
Vakuumpumpe diente dazu, die Luftblasen aus den Proben und der PMMA L6sung zu

entfernen.

Tabelle 2: Entwasserungschema
Konzentration Zeit Lagerungstemperatur
70 % Ethanol 7 Tage Raumtemperatur
80 % Ethanol 7 Tage Raumtemperatur
80 % Ethanol 7 Tage Raumtemperatur
96 % Ethanol 7 Tage Raumtemperatur
96 % Ethanol 7 Tage Raumtemperatur
100 % Ethanol 7 Tage Raumtemperatur
100 % Ethanol 7 Tage Raumtemperatur
100 % Ethanol 7 Tage Raumtemperatur

Um den Benetzungsgrad der Praparate zu erhdhen und den Entwasserungsprozess zu
beschleunigen, wurde ein Schuttler verwendet (HS 501 digital, IKA Labortechnik,
Staufen, Deutschland). Nach der Entwasserung wurden die Proben vier Stunden lang in
100 %igem Xylol (J.T. Baker, Deventer, Holland) unter der Anwendung des Exsikkators
(Vacuubrand, Wertheim, Deutschland) entfettet. AnschlieRend fand der viertagige
Prainfiltrationsprozess  lichtgeschutzt im Kuihlschrank bei 4°C, statt. Die
Prainfiltrationslésung bestand aus einer Basislosung (Technovit® 9100 NEU, Heraeus
Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) und aus einem "Harter 1" (Technovit®, Heraeus
Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland). Die Basisldsung wurde mittels einer mit 50g
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Aluminiumoxid (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) geflllten Chromatographiesaule
(Eckart & Ziegler Eurotop GmbH, Berlin, Deutschland) hergestellt. Die Saulefillung mit
50g Aluminiumoxid konnte fur die Entstabilisierung von 3 | Basislosung verwendet

werden.
Tabelle 3: Ubersichtstabelle von Lésungsansetzungen in der Kunststoffhistologie
Basislosung PMMA Harter 1 Harter 2 Regler
Pulver
Prainfiltration 200 ml 19
Infiltration pro 250 ml 2049 19
Stammlésung A | pro 500 mli 80g 39
Stammlésung B | pro 50 ml 4 ml 2 ml
Polymerisations 9 Volumenteile Stammlosung A
-gemisch +
1 Volumenteil Stamml6sung B

Fiar die Herstellung von ca. 250 ml Infiltrationslosung, wurde 200 ml entstabilisierte
Basislosung (Technovit® 9100 NEU, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland) in
einen Erlenmeyerkolben gegeben (DURAN Group GmbH., Wertheim/Main, Deutschland)
und auf den Magnetrihrer gestellt (Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach,
Deutschland). Mit Hilfe eines Ruhrfisches wurde die Lésung mechanisch gerihrt.
Unterdessen wurde 20 g PMMA Pulver (Technovit® 9100 NEU, Heraeus Kulzer GmbH,
Wehrheim, Deutschland) in die Basislosung (Technovit® 9100 NEU, Heraeus Kulzer
GmbH, Wehrheim, Deutschland) gegeben und auf insgesamt 250 ml aufgefullt. Nach ca.
zwei Stunden hatte sich das PMMA Pulver (Technovit® 9100 NEU, Heraeus Kulzer
GmbH, Wehrheim, Deutschland) vollstandig aufgelést und die Ldsung wurde Klar.
Anschliefend wurde 1g "Harter 1" (Technovit®, Firma Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim,
Deutschland) hinzugegeben und erneute 20 Min. mit Hilfe des Magnetrihrers vermischt
(Tabelle 3).
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Die Proben wurden vier Tage in einer Préinfiltrationslésung im Kuhlschrank bei 4°C
belassen. Nach der Prainfiltration wurden die Praparate fur vierzehn Tage, vor Licht
geschutzt, im Kihlschrank bei 4°C, in der Infiltrationslésung aufbewahrt. Nach sieben
Tagen wurden die Praparate in eine frische Infiltrationsldsung, unter der Verwendung des
Exsikkators, bei einem Druck von mind. 600 mbar, fir 10 Minuten (Vacuubrand,

Wertheim, Deutschland), gestellt.

Zur Einbettung wurden zwei verschiedene Losungen angewendet: Die Stammlosung A
und die Stammlosung B. Beide LOsungen wurden frisch, kurz vor dem Gebrauch
angesetzt. Bei der Herstellung von Stammldsung A, wurde 350 ml entstabilisierte
Basislosung (Technovit® 9100 NEU, Wehrheim, Deutschland) in einen Erlenmeyerkolben
gegeben (DURAN Group GmbH., Wertheim/Main, Deutschland), auf den Magnetrihrer
gestellt (Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach, Deutschland) und mittels
eines Ruhrfisches gerthrt. Dann wurde 80 g PMMA Pulver (Technovit® 9100 NEU,
Wehrheim, Deutschland) in die Basislésung (Technovit® 9100 NEU, Wehrheim,
Deutschland) gegeben und auf 500 ml mit entstabilisierter Basislésung aufgefillt. Die
Stammlésung wurde zwei Stunden lang geruhrt, bis das PMMA Pulver (Technovit® 9100
NEU, Wehrheim, Deutschland) vollstandig aufgelést war. Abschlielend wurden 3 g
"Harter 1" hinzugegeben und die Stammlosung A wurde 20 min. weiter geruhrt. Bei der
Herstellung von Stammlésung B wurden 44 ml entstabilisierte Basislosung (Technovit®
9100 NEU, Wehrheim, Deutschland) in einen Erlenmeyerkolben gegeben (DURAN
Group GmbH., Wertheim/Main, Deutschland). Dieser wurde auf dem Magnetrihrer
gestellt (Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach, Deutschland) und es wurde
mittels eines Ruhrfisches gerlhrt. Inzwischen wurden 4 ml "Harter 2 (Heraeus Kulzer
GmbH, Wehrheim, Deutschland) und 2 ml Regler (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim,
Deutschland) in die Basislésung gegeben und weitere 2 min. gertihrt. Vor dem Einbetten
wurde die Beschriftung der Praparate kontrolliert (Gruppe, Schafsnummer und
Blocknummer) und mit der spater zu schleifenden Seite nach unten auf dem Boden der
Glaser platziert. Die Stammldsungen A und B wurden im Verhaltnis 9:1 gemischt und mit
den Praparaten in Glaser gefullt. Die anschlieend schnellere Evakuierung, wurde durch
die Nutzung eines vorgekuhlten Exsikkators, mit extern angeschlossener Vakuumpumpe,
fur 15 min durchgefiuhrt (400-600 mbar, Vacuubrand, Wertheim, Deutschland). Zur
Aushartung wurden die Proben 72 Stunden lang im Kuhlschrank bei ca. - 4°C und
weiteren 24 Stunden unter dem Abzug gehalten.
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2.9.3 Herstellung der Schliffpraparate

Die Kunststoffblocke wurden mit einer Schleifmaschine (Phoenix 3000, EXAKT
Apparatebau  GmbH, Norderstedt, Deutschland) zurechtgeschliffen. In der
Schleifmaschine wurden Schleifpapiere (Hermes Schleifmittel GmbH Hamburg,
Deutschland) mit unterschiedlichen Kérnungen (grob nach fein, Gréfe: 80, 1000, 1200,
2500, 4000) verwendet. Die Kunststoffobjekttrager (patho-service GmbH, Oststeinbek,
Deutschland) wurden ebenfalls durch das Schleifsytem mit dem Schleifpapier P 1200
angeschliffen und beschriftet (Gruppe, Schafsnummer und Blocknummer). Die Praparate
wurden in der Art angeschliffen (BUEHLER MetaServ™ 250, Esslingen, Deutschland),
dass das Praparat nur noch von einem dinnen Kunststoffrand umgeben war. Dann wurde
auf der nicht gekennzeichneten Seite des Praparates Technovit 4000 (Heraeus Kulzer
GmbH, Wehrheim, Deutschland) aufgetragen und anschlielend in die Klebepresse
gegeben (Exakt Apparatebau GmbH, Norderstedt, Deutschland). Dabei wurde die zu
untersuchende Seite nach unten gelegt. Der Kunststoffobjekttrager (patho-service
GmbH, Oststeinbek, Deutschland) wurde im Oberteil der Presse (Exakt 401 Apparatebau
GmbH, Norderstedt, Deutschland) mit Vakuum gehalten und anschlieRend auf das
Praparat abgesenkt. Der Polymerisationsprozess betrug etwa zehn Minuten. Das
aufgeblockte, angeschliffene Praparat, wurde mit Petrolbenzin (Merck KgaA, Darmstadt,
Deutschland) gereinigt und die Dicke des Praparates wurde vermessen. Mit Hilfe eines
Licht-Polymerisationsgerats (Exakt 402 Apparatebau GmbH, Norderstedt, Deutschland)
und einer Vakuumpumpe (Exakt 398 Apparatebau GmbH, Norderstedt, Deutschland)
wurde das Praparat zu einem ,Sandwich® erzeugt. Zwischen dem Praparat und dem
Kunststoffobjekttrager, wurde ein Prazisionskleber (Technovit VLC 7210 Heraeus Kulzer
GmbH, Wehrheim, Deutschland) aufgetragen, welcher nach acht Minuten im Blaulicht
auspolymerisiert. Das hergestellte ,Sandwich® wurde im Dunkeln sechs Stunden lang
ausgehartet, erneut gemessen und die Kleberschicht berechnet, um so die genaue Dicke
des Schliffes zu erhalten. Dann erfolgte das Sagen (Makrotrennschleifsystem, Exakt
Apparatebau GmbH, Norderstedt, Deutschland) des ,Sandwiches*. Es wurde ein 500 ym
grolRes Stuck aus dem ,Sandwich“ abgesagt. Der hergestellte Schnitt wurden mit einer
Schleifmaschine (Phoenix 3000, EXAKT Apparatebau GmbH, Norderstedt, Deutschland)
und mit 1000 - 4000er Schleifpapieren (Hermes Schleifmittel GmbH Hamburg,
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Deutschland) bis hin zur gewtinschten Dicke runtergeschliffen. Die endgultige Dicke nach
der Politur der Praparate betrug, bei der kombinierte Safranin Orange/von Kossa-
Farbung, 100 pym.

2.9.4 Histologische Farbung der Gewebeschliffe

An allen aufbereiteten Praparaten wurde eine kombinierte Safranin Orange/von Kossa-
Farbung durchgefihrt (Tabelle 4). Diese Farbung erlaubt, dank ihres hohen Kontrasts
zwischen mineralisiertem und nicht mineralisiertem Gewebe, die histomorphometrische
Auswertung der einzelnen Praparate. Das mineralisierte Knorpel- und Knochengewebe
erscheint nach der Farbung schwarz und das Bindegewebe, Muskelgewebe, hyaliner
Knorpel und nicht mineralisierter Knochen rétlich (Abbildung 15).
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Tabelle 4: Farbeprotokoll kombinierte Safranin Orange/von Kossa-Farbung
Arbeitsschritt Zeit
1 . | Entplasten mit MEA (bzw. Xylol) 3x 30 min.
(J.T. Baker, Deventer, Holland)
2. | Absteigende Alkoholreihe (100->70%), Aqua dest. Je 2 min.
3. | 3 % wassrige Silbernitratlésung 10 min.
(Merck, Darmstadt, Deutschland)
4. | Aqua dest. 3x spulen (in zwei
Kuvetten)
5. | Natriumcarbonat-Formaldehyd-L6sung 2 min.
6. | In Leitungswasser wassern 10 min.
7. | 5 % Natriumthiosulfat-Losung 5 min.
(Merck, Darmstadt, Deutschland)
8. | In Leitungswasser wassern 10 min.
9. | Aqua dest. 5 x eintauchen
10. | Safranin-O 8 min.
(Merck, Darmstadt, Deutschland)
11. | Aqua dest. 5 x eintauchen
12. | 96 % Alkohol 2 X2 min.
13. | 100 % Alkohol 2 X2 min.
14. | Entfetten in Xylol 2 X 2 min.
(J.T. Baker, Deventer, Holland)
15. | Eindecken mit Vitro-Clud®
(R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland)
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10 mm

Abbildung 15: Exemplarische Darstellung eines Schliffes gefarbt nach Safranin-O/von Kossa
aus der Gruppe des harten Titan-Mesh-Scaffolds

2.10 Auswertung

2.10.1 Deskriptiv

Die Praparate wurden mithilfe eines Lichtmikroskops (DM300, Leica© Microsystems,
Wetzlar, Deutschland), bei aufsteigender VergroRerung untersucht. Bei der
Untersuchung wurde auf die nachfolgenden Gesichtspunkte geachtet: die Lage des
Titan-Mesh-Scaffoldes innerhalb des Defektes, Gewebezusammensetzung innerhalb
des Osteotomiedefektes, Gewebeverteilung, kndécherne Kallusauspragung und die
kortikale Knochenstruktur.

2.10.2 Rontgenologische Auswertung

Es wurde von allen Tieren monatlich standardisierte anteroposteriore und lateromediale
Rontgenaufnahmen angefertigt, um den Heilungsprozess zu verfolgen und zu bewerten.
Es wurden zusatzlich die Position der Platte, der Schrauben und des Titan-Mesh-
Gerustes sowie mogliche Fehler und das Auftreten von Aufhellungen um die Schrauben,
beurteilt. Fir die rontgenologische Beurteilung der Uberbriickung des
Osteotomiedefektes wurde das Bridging - Score (B-Score) zur Hilfe genommen. Die
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Einteilung des B-Scores stellte in zwei Kategorien das Ausmaly der kndchernen
Uberbriickung dar. Eine komplette Uberbriickung (B1) lag vor, wenn der
Osteotomiedefekt vollstandig kndchern tiberbriickt war. Keine Uberbriickung (B2) lag vor,
wenn keine knocherne Uberbriickung innerhalb des Osteotomiedefektes stattfand
(Abbildung 16)

o
SN,

Abbildung 16: Exemplarische Darstellung des Bridging - Scores:
Réntgenologische Kontroll-Bildgebung (im anteroposterioren Strahlengang) von
einem Tier aus der Gruppe des weichen Titan-Mesh-Scaffolds nach 0 (A), 4 (B)
und 24 (C) Wochen postoperativ. Das Tier erhielte B2 (A) nach 0 Wochen und B1
(C) nach 24 Wochen postoperativ.

2.10.3 Vorbereitung fur die histomorphometrische Auswertung und Festlegung der

Regions of Interest (ROIs)

Um eine einheitliche Auswertung der Praparate zu ermoglichen, wurden Regions of
Interest (ROIs) festgelegt (Abbildung 17) Die gefarbten Praparate wurden mithilfe eines
Mikroskops (Axioskop 40, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen, Deutschland) und
einer Computersoftware (AxioVision, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen,
Deutschland) digitalisiert. Das Objekt wurde mit 1.6-facher VergréRerung
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aufgenommen. Zum GréRenvergleich wurden Malstabsbalken mit LA&ngenangaben von
10 mm auf dem Bild platziert. Nach dem Digitalisieren wurden die Bilder in JPEG Format
abgespeichert. Das digitalisierte Praparat wurde mit dem Bildbearbeitungsprogramm
(Adobe Photoshop CC 2014, Adobe Systems GmbH, Miinchen, Deutschland) horizontal
ausgerichtet und unter Berlcksichtigung des Seitenverhaltnisses verkleinert (lange
Seite 4000 Pixel).

Es wurden zehn ROls angelegt: Die Mediale ROl besteht aus der Periostalen Medialen
ROI und aus der Medialen Struts ROI. Auf der gegeniberliegenden Seite befindet sich
die Laterale ROI, welche die Laterale Struts ROl und die Periostale Laterale ROI
beinhaltet. Weiterhin ist im Bereich der Pore die Endostale ROI zu erkennen. Die
Centrale ROI besteht aus der Proximalen Centralen ROl und aus der Distalen Centralen
ROI (Abbildung 17).

Central distal

2 1 e g‘l o
Laterale_: :“Laterale Struts ROI " .-

! . Periostale aterale:ROI

Abbildung 17: Abbildung von der Festlegung der ROls flr die Histomorphometrie

2.10.4 Histomorphometrische Bildanalyse

Die bearbeiteten Bilder der Gewebeschliffe von 12 Schafen wurden mithilfe eines
individualisierten Computerprogramms (Makro, ImagedJ Version 1.50, Image Processing
and Analysis in Java [85]) ausgewertet. Das Kontrolltier mit autologem
Knochentransplantat wurde nicht in die histomorphometrische Bildanalyse einbezogen.
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Die kombinierte Safranin Orange/von Kossa-Farbung wurde zur Messung der Knochen-
und Bindegewebeflache verwendet. Das Makro konnte die mineralisierte (schwarz
gefarbt), von der nicht-mineralisierten Knochenflache (rot gefarbt) unterscheiden. Mit
dieser Software konnten die ROIs halbautomatisch gezeichnet und anhand
unterschiedlicher Farbpixel, die Flachen errechnet werden. Um die Gewebetypen zu
verifizieren, wurde parallel zu dem Computerprogramm mit einem Lichtmikroskop
(DM300, © Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) bei Bedarf noch manuell
korrigiert. Die Leerflachen, in denen kein Gewebe zu sehen war, wurden auf dem
Praparat anhand unterschiedlicher Farbpixel errechnet und anschlielend manuell
verbessert. Die Knorpelflachen wurden im gesamten Kallusgewebe geortet und manuell
ausgewabhlt. Die Ergebnisse der histomorphometrischen Auswertung wurden in relativen
Zahlen (%) dargestellt. Die Absolutwerte bezogen sich auf eine ROI-Flache. Titanflachen
und Leerflachen zahlten nicht mit in die Grundflache. Das Makro hat die folgenden

Parameter pro ROI errechnet:
1. Leerflache [mm?]
2. Titanflache [mm?]
3. Flache des mineralisierten Knochens [mm?]
4. Knorpelflaiche [mm?],

5. Bindegewebeflache [mm?]

2.10.5 Statistik

Die Messwerte der histomorphometrischen Bildanalyse wurden in Excel (Version 15.20,
Microsoft Corporation, Redmond, Vereinigte Staaten) zusammengefiihrt und
anschlieRBend in SPSS (IBM Corporation SPSS Statistics 24, Armonk, Vereinigte Staaten)
importiert und ausgewertet. Die zwolf Tiere wurden in zwei Gruppen ausgewertet. Es
handelt sich um qualitative, voneinander unabhangige Merkmale: Gruppe 1 stand fur den
weichen Titan-Mesh-Scaffold und Gruppe 2 fur den harten Titan-Mesh-Scaffold. Es
konnten nur nicht parametrische Tests durchgefuhrt werden, da keine Normalverteilung
vorlag. Da die Gruppen unverbunden und die Werte nicht normalverteilt waren, wurde
der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test durchgefuhrt. Fur alle Vergleiche wurde ein
Signifikanzniveau (a) von 5 % bestimmt und demzufolge lag die Irrtumswahrscheinlichkeit
(p) bei 0,05.
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Die Ergebnisse werden in Boxplots prasentiert. Mittels Boxplots wurden 75-
Prozentquartil, 50-Prozentquartil (Median) und 25- Prozentquartil dargestellt. Weiterhin
werden der Maximumwert, der Minimumwert, Ausreil3er und der Extremwert dargestellt.
Der Interquartilsabstand (IQR) bezieht sich auf den Abstand zwischen 75-Prozentquartil
und 25- Prozentquartil. Der Median liegt genau in der Mitte des Interquartilsabstandes.
Dieser teilt die Box in zwei Halften, in denen jeweils 50 % der Daten liegen. Unterhalb
der Whisker bis 75-Prozentquartil bzw. bis 25- Prozentquartil (bis zur Box) liegen die
Datenwerte, die sich in dem aulReren 50 % der Daten befinden (Abbildung 18). Die Lange
der Whisker ist auf das 1,5-fache des Interquartilsabstandes limitiert. Die Datenwerte, die
aullerhalb der Spannweite liegen, werden als Ausreil3er bzw. Extremwerte bezeichnet.
Datenwerte zwischen 1,5x IQR und 3x IQR werden als Ausreif3er und Datenwerte Uber
3x IQR als Extremwerte genannt [86, 87]. Die statistisch signifikanten Unterschiede

werden im Text erlautert.

Oberes Whisker
..... ——— - (Maximum)

- 75-Prozentquartil
-a Median

Spannweite

Interquartilsabstand

- 25-Prozentquartil

..... —1 g unteres Whisker
(Minimum)

O «gmmm AusreiBer
% <@mm Extremwert

Abbildung 18: Darstellung eines Boxplots
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3 ERGEBNISSE

3.1 Postoperative Phase

Alle Tiere belasteten die operierte Gliedmale vollstandig. Es zeigte sich eine volle
Gewichtsbelastung an den rechten, operierten Hintergliedmallen. Zwei Tiere mussten
vorzeitig aus dem Versuch ausgeschlossen werden. Ein Schaf ist im Stall nach vier
Tagen postoperativ ausgerutscht und erlitt dabei eine proximale Tibiafraktur durch das
erste Schraubenloch (Schaf 28, Gruppe 2) und ein weiteres Tier ist in der Aufwachphase
verstorben (Schaf 1, Gruppe 1). Drei Tiere aus der Gruppe des weichen- und ein Tier aus
der Gruppe des harten Titan-Mesh-Scaffolds erlitten  Druckstellen im
Sprunggelenkbereich, aufgrund des Gipsverbandes. Der Gipsverband fand Anwendung
zur Vermeidung einer Uberlastung der Tibia. Zur Behandlung wurde Hydrokolloidverband
(Hydrocoll, HARTMANN AG, Heidenheim, Deutschland), Penicillin (Benzylpenicillin-
Procain-1H20, bela-pharm GmbH & Co. KG, Vechta, Deutschland), Schmerzmittel
(Finadyne®, RP, Flunixin-Meglumin, Essex Pharma GmbH, Miinchen, Deutschland) und
haufigeren Verbandwechsel, bis hin zur Heilung, angewendet (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Zusammenfassung der klinischen Befunde (modifizierte Darstellung nach
Pobloth et al. 2018)

Beobachtungen wahrend der Heilungszeit Behandlung
Gruppe|Ausgeschlossen
= i Entzindung des| Flunixin- lokales Wund-
(n=7) | aus der Studie Druckstellen|Lahmheit|Serom g . |Antibiotika
Beckenkamms |Meglumin management
X
(Anasthesie)
. X X X X
weich
X X X X
X X X X
X X X X
hart
X (Fraktur)

3.2 Rontgenologische Ergebnisse

Keines der Tiere zeigte wahrend des gesamten Studienverlaufs ein Versagen des Titan-
Mesh-Scaffold oder der eingebrachten Platten. Zum Zeitpunkt von acht Wochen nach
den operativen Eingriffen wurden bei zwei Tieren Aufhellungen um die proximalen
Kleinfragmentschrauben des Titan-Mesh-Scaffolds festgestellt, was auf eine Lockerung
der Schrauben hingedeutet hat (Abbildung 19). Allerdings zeigte keines der Tiere Zeichen
einer Instabilitat des Implantat-Systems. Die weiche Titan-Mesh-Scaffold Gruppe zeigte
eine frilhere Uberbriickung des Osteotomiedefektes. Bereits acht Wochen postoperativ
zeigten zwei Tiere dieser Gruppe, eine vollstandige kndcherne Uberbriickung (Kategorie
B1 des B-Scores) auf der AuRenflache des Titan-Mesh-Scaffolds, auf. Zwdlf Wochen
postoperativ erreichten drei Schafe aus der "weichen Titan-Mesh-Scaffold Gruppe" den
B1 (im Vergleich dazu war zum selben Zeitpunkt kein Tier aus der ,harten Titan-Mesh-
Scaffold Gruppe® in der Kategorie B1 aufzufinden).
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Abbildung 19: Roéntgenologisches Bild der  Aufhellungen um die proximalen
Kleinfragmentschrauben zum Zeitpunkt von acht Wochen postoperativ (im
lateromedialen Strahlengang).

Die Gruppe des harten Titan-Mesh-Scaffolds, zeigte nach vier Wochen entlang der
AuRenflache des Titan-Mesh-Scaffolds eine leichte kndcherne Kallusbildung, welche sich
kontinuierlich Uber die 24 Wochen vergroRerte. Allerdings erreichte diese Gruppe den
Bridging - Score B1 spater, als die Gruppe des weichen Titan-Mesh-Scaffolds. Erst nach
24 Wochen erhielten 50 % der Tiere den Bridging -Score B1, wobei die Gruppe des
weichen Titan-Mesh-Scaffolds das gleiche Ergebnis schon nach 12 Wochen postoperativ
erreichte. In beiden Gruppen wurde das Knochenwachstum Uberwiegend auf der

kontralateralen Seite des Plattenfixiersystems beobachtet (Abbildung 20).

Das Kontrolltier (Schaf 6, Gruppe 3: Autograft + LCP + DLS) zeigte einen Heilungsverlauf,
in dem der Osteotomiedefekt nach 24 Wochen vollstéandig verknéchert war. Durch das
Implantieren des Autografts, wurde der Osteotomiedefekt von den Kortices
rontgenologisch nachweisbar postoperativ unterbrochen. Die Osteotomiekante war bis
acht Wochen postoperativ sowohl proximal als auch distal sichtbar und man konnte
bereits eine knocherne Kallusbildung auf der lateralen Seite beobachten. Nach 12
Wochen postoperativ war die proximale Osteotomiekante nicht mehr réntgenologisch
nachweisbar. Nach 24 Wochen postoperativ war die distale Osteotomiekante immer noch
sichtbar, wobei die logitudinale Kontinuitat der Kortikalis, auf der lateralen Seite, deutlich
ausgepragter war (Abbildung 21).
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Gruppe 1

post- 4 8 12 16 20 24
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Abbildung 20: Exemplarische Rodntgendarstellung (im anteroposterioren Strahlengang) von
jeweils einem Tier aus der Gruppe 1 und 2 (Gruppe 1: 0,84 GPa, A-G; Gruppe 2:
2,88 GPa, H-N) nach 0, 4, 8, 12, 16 und 24 Wochen postoperativ. Beide Tiere
erhielten B1-Score, wobei das Schaf der Gruppe 1 bereits nach 8 Wochen (C) und
das Schaf der Gruppe 2 erst nach 24 Wochen (N) eine vollstdndige kndcherne
Uberbriickung aufzeigte. In beiden Gruppen wurde das Knochenwachstum
Uberwiegend auf der kontralateralen Seite des LCP-Plattensystems beobachtet.
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Abbildung 21: Réntgendarstellung des Kontrolltieres im anteroposterioren Strahlengang
(Gruppe 3: autograft + LCP & DLS, A-E) nach 0, 8, 12, 20 und 24 Wochen
postoperativ. Das Kontrolltier zeigte postoperativ eine vollstandige Verknécherung
nach 24 Wochen.
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Tabelle 6: Darstellung des Erwerbes von Bridging -Score B1 und B2 in den zwei
Gruppen

Zeit post Gruppe 1 (n=6) Gruppe 2 (n=6)
opP B-Score | Prozent | B-Score | Prozent | B-Score | Prozent | B-Score | Prozent

[Wochen] | gy B2 B1 B2
0 0 0,0% 6 100,0% 0 0,0% 6 100,0%
4 0 0,0% 6 100,0% 0 0,0% 6 100,0%
8 2 33,3% 4 66,7% 0 0,0% 6 100,0%
12 3 50,0% 3 50,0% 0 0,0% 6 100,0%
16 3 50,0% 3 50,0% 0 0,0% 6 100,0%
20 3 50,0% 3 50,0% 0 0,0% 6 100,0%
24 4 66,7% 2 33,3% 3 50,0% 3 50,0%
Gesamt: 4 66,7% 2 33,3% 3 50,0% 3 50,0%

3.3 Histologische Ergebnisse

3.3.1 Deskriptive Histologie

Bei der histologischen Auswertung wurden in den Praparaten die folgenden
Gewebetypen unterschieden: das knocherne Kallusgewebe, das Bindegewebe, das

Knorpelgewebe und das Kortikalisgewebe.

Durch den mediolateralen Sageschnitt der Tibia erschienen die Kortikalis als vier durch
den Markraum getrennte Vierecke. Die Kortikalis wurde in proximodistaler Richtung,
durch den 40 mm langen Osteotomiedefekt, gespalten. Nach der Standzeit von 24
Wochen war die Osteotomiekante in den histologischen Praparaten schelcht zu
erkennen. Drei Praparate beider Gruppen zeigten nahe zur Osteotomie eine verminderte
Gewebedichte in dem kortikalen Knochen. Das Kortikalisgewebe beinhaltete
abwechselnd langs angeschnittene Havers-Kanale und vereinzelt Volkmann-Kanale, die
sich mit den Havers-Kanalen verbunden hatten (Abbildung 22). Das kndcherne
Kallusgewebe wuchs auf der AulRenseite des Titan-Mesh-Scaffolds, interkortikal durch
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die Struts endostal in die Pore herein. FUnf von sechs Praparaten zeigten in beiden
Gruppen lateral eine knocherne Uberbriickung. Bis auf zwei Praparate (jeweils ein
Praparat aus jeder Gruppe) konnte ein knécherner Markraumschluss beobachtet werden.
Im knochernen Kallusgewebe konnten verschiedene Knochenstrukturen festgestellt
werden. Es konnten u.a. quer getroffene Osteone beobachtet werden (Abbildung 23).
Weiterhin konnten in den Knochenlamellen eingemauerte Osteozyten festgestellt
werden. Mit zunehmendem Abstand vom Kortikalisgewebe, bildete das knocherne
Kallusgewebe ein lockeres Netzwerk. In diesem Bereich, vor allem in der Pore, bestand
das knocherne Kallusgewebe in erster Linie aus Geflechtknochen. Das wenig
anzutreffende  Knorpelgewebe bildete kleine Inseln, die unterschiedliche
Mineralisationsphasen aufzeigten (Abbildung 24). In fiunf Praparaten (drei Praparate aus
der Gruppe 1 und zwei Praparate aus der Gruppe 2) konnte hyaliner Knorpel angetroffen
werden. Das Knorpelgewebe war vor allem distal-lateral auffindbar und hatte immer
Kontakt zum Knochen (Abbildung 25).

In den Gruppen des harten- und des weichen Titan-Mesh-Scaffolds erfolgte auf der
medialen Seite jeweils keine kndcherne Uberbriickung, auRer bei einem Praparat aus der
Gruppe 1. Nur ein Praparat aus der Gruppe 2 bildete in der zentralen Pore vergleichbar
so viel Geflechtknochen wie die meisten Praparate aus der Gruppe 1 (Abbildung 26). Zur
Ubersicht werden aus der Gruppe des weichen- und des harten Titan-Mesh-Scaffolds
jeweils drei Schliffe dargestellt (Abbildung 27).
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Abbildung 22:

Darstellung von langs
angeschnittenen Havers-
Kanalen (Pfeile) und einem
Volkmann-Kanal (Dreieck) bei
kombinierter Safranin
Orange/von Kossa-Farbung
(Tier der Gruppe 1).

Abbildung 23: Darstellung eines Osteons aus

dem lateral - proximalen
knochernen Kallusgewebe:
konzentrisch angeordnete
Osteozyten, deren
Zellfortsatze mit dem Havers-
Kanal verbunden sind
(kombinierte Safranin
Orange/von Kossa-Farbung,
Tier der Gruppe 1).
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Abbildung 24: Darstellung der Mineralisationsfront: Aufnahme aus dem distal-lateralen neu
gebildeten Geflechtknochen. Hyaliner Knorpel saulenartig angeordnet mit
Kontakt zum knéchernen Kallusgewebe (kombinierte Safranin Orange/von
Kossa-Farbung, Tier der Gruppe 1).
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Abbildung 25: Aufnahme eines Struts aus dem Scaffold mit umgebendem knéchernen

Kallusgewebe. Sichtbare Knochenverbindungen zum Titan (Pfeile) und Hyaliner

Knorpel (Kreise) in Kontakt zum Titan (kombinierte Safranin Orange/von Kossa-
Farbung, Tier der Gruppe 1).

Abbildung 26: Schliff gefarbt nach Safranin-O/von Kossa (Tier der Gruppe 2). Dieses Tier bildete

in der zentralen Pore vergleichbar so viel Geflechtknochen wie die meisten
Praparate aus der Gruppe 1.
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W ot

10 mm

distal

Abbildung 27: Schliffe gefarbt nach Safranin-O/von Kossa, drei Praparate pro Gruppe. Die

Schliffe A-C entstammen aus der Gruppe des weichen und die Schliffe D-F aus

der Gruppe des harten Titan-Mesh-Scaffolds.
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3.4 Ergebnisse der Histomorphometrie

3.4.1 Gewebeverteilung in der Total ROI

Mineralisiertes Knochen-, Binde - und Knorpelgewebe wird ins Verhaltnis zur Total ROI
gesetzt. Die Gruppe 1 zeigte einen statistisch signifikant hdheren Knorpelanteil mit 0,94%
+/- 1,19% (p=0,045) als die Gruppe 2 (Tabelle 7 und Abbildung 28). Der Knorpelanteil in
der Gruppe 2 lag lediglich bei 0,19 +/- 0,39%. In der Gruppe mit den weichen Titan-
Mesh-Scaffolds (Gruppe 1) lag der min. Knochengewebeanteil in dieser ROI bei 37,02%
+/- 9,63%. Die Gruppe 2 zeigte auch ein nahezu vergleichbares Resultat mit 34,01%
+/- 7,57%. Der Bindegewebeanteil in der Gruppe 1 lag bei 61,26% +/- 9,34% und in der
Gruppe 2 bei 65,24% +/- 7,53%. (Tabelle 7).

Tabelle 7: Darstellung der min. Knochen-, Knorpel- und Bindegewebeflache in der Total
ROI; p-Wert: Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (p<0,05)
Min. Knochen- Knorpel- Bindegewebe-
flache [%] flache [%] flache [%]
Median 37,02 0,94 61,26
Gruppe

1 Mittelwert 34,58 1,29 64,12
=) Standardabweichung 9,63 1,19 9,34
Gruppe Median 34,10 0,19 65,24
2 Mittelwert 32,02 0,31 67,68
(n=6) | Standardabweichung 7,57 0,39 7,53
p-Wert 0,242 0,045 0,197
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Abbildung 28: Darstellung der min. Knochen-, Knorpel- und Bindegewebeflache in der Total ROI
in relativen Zahlen [%]; pro Gruppe n=6, Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (p<0,05)
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3.4.2 Verteilung des mineralisierten Knochengewebes

verschiedenen ROls

innerhalb der

fanf

Das mineralisierte Knochengewebe wird in Mediale Struts-, Laterale Struts-, Periostale

Laterale-, Periostale Mediale - und Endostale ROls prasentiert. Die Gruppe 2 zeigte in

der Periostalen Medialen ROI einen statistisch signifikant hdheren min. Knochenanteil
mit 35,83% +/- 7,11% (p=0,008) als die Gruppe 1 (Tabelle 8 und Abbildung 29). Bis auf
die Mediale Struts ROl und Periostale Mediale ROI zeigte die Gruppe 1 hdohere min.

Knochengewebeanteile. Der hochste min. Knochengewebeanteil lag in der Gruppe 1 in
der Periostalen Lateralen ROl mit 47,24% +/- 24,78% und in der Gruppe 2 in der Laterale
Struts ROI mit 40,52% +/- 6,76%.

Tabelle 8: Darstellung der min. Knochengewebeverteilung in finf verschiede ROIs in
relativen Zahlen [%]; p-Wert: Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (p<0,05)
Mediale | Laterale | Periostale | Periostale
_ Endostale
Struts Struts Laterale Mediale
ROI [%]
ROI[%] | ROI[%]| ROI [%] ROI [%]
Median 17,08 41,25 47,24 12,24 35,75
Gruppe 1 | Mittelwert 17,59 43,48 43,27 13,65 36,11
(n=6) Standard-
] 10,46 21,11 24,78 11,62 11,42
abweichung
Median 23,24 40,52 35,71 35,83 27,66
Gruppe 2 | \ittelwert 21,85 41,26 34,59 32,64 27,75
(n=6) Standard-
] 9,71 6,76 25,13 7,11 11,66
abweichung
p-Wert 0,294 0,409 0,155 0,008 0,155
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100 K] Periostale Mediale ROI [%]
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Abbildung 29: Darstellung der min. Knochengewebeverteilung in finf verschiedene ROIs in
relativen Zahlen [%]; pro Gruppe n=6; p-Wert: Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
(p<0,05)

3.4.3 Mineralisierte Knochengewebeverteilung in der medialen und lateralen ROls

In der medialen ROI konnte eine signifikant hohere Knochenbildung in der Gruppe 2
(p=0,032), im Vergleich zu der Gruppe 1 festgestellt werden. Das meiste knécherne
Kallusgewebe wurde in beiden Gruppen lateral gebildet (Tabelle 9 und Abbildung 30).
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Tabelle 9: Darstellung der min. Knochengewebeverteilung in Medialer und Lateraler ROl in
relativen Zahlen [%]; p-Wert bezieht sich auf Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
(p<0,05)
Laterale ROI
[%] Mediale ROI [%]
Median 46,21 16,72
Gruppe 1 ,
Mittelwert 45,64 16,24
(n=6)
Standardabweichung 20,04 9,74
Median 38,74 29,71
Gruppe 2
Mittelwert 41,69 26,32
(n=6)
Standardabweichung 10,83 8,75
p-Wert 0,294 0,032
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Abbildung 30: Darstellung der min. Knochengewebeverteilung in Medialer und Lateraler ROl in

relativen Zahlen [%]; pro Gruppe n=6; p-Wert: Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
(p<0,05)
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3.4.4 Mineralisierte Knochengewebeverteilung in der Proximalen Centralen ROI

und Distalen Centralen ROI

In der Proximalen Centralen ROl und in der Distalen Centralen ROl waren keine
signifikanten Unterschiede in dem min. Knochengewebe zu beobachten. Die groften
kndchernen Gewebeanteile, wurden jeweils in der Proximalen Centralen ROl mit 24,37%
+/- 19,48% und in der Distalen Centralen ROl mit 25,50% +/- 15,88%, der Gruppe 1
beobachtet (Tabelle 10 und Abbildung 31).

Tabelle 10: Darstellung der min. Knochengewebeverteilung in der Proximalen Centralen ROI
und Distalen Centralen ROI in relativen Zahlen [%]; p-Wert: Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test (p<0,05)

Proximale
Centrale ROI Distale Centrale
[%] ROI [%]
Median 24,37 25,50
Gruppe 1 ,
Mittelwert 25,17 25,19
(n=6)
Standardabweichung 19,48 15,88
Median 12,58 8,10
Gruppe 2
Mittelwert 15,41 13,59
(n=6)
Standardabweichung 7,46 9,43
p-Wert 0,294 0,120
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Abbildung 31: Darstellung der min. Knochengewebeverteilung in der Proximalen Centralen ROI
und Distalen Centralen ROI in relativen Zahlen [%]; pro Gruppe n=6; p-Wert:
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (p<0,05)
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der rontgenologischen Auswertung wurde festgestellt, dass die knocherne
Kallusbildung auf der kontralateralen Seite des Plattenfixiersystems (lateral) am starksten
ausgepragt war. Die Osteotomiedefekte beider Gruppen zeigten dadurch ein
asymmetrisches Heilungsergebnis. Dieses dominierende laterale kndcherne
Kallusgewebe stammte von den angrenzenden proximalen und distalen Tibiaarealen.
Das knocherne Kallusgewebe wuchs auf der Aulenseite des Titan-Mesh-Scaffolds,
sowie durch die honigwabenférmigen Struts und fullte das zentrale Loch des Titan-Mesh-
Scaffolds auf. Beide Gruppen zeigten ein fruhes rontgenologisches Heilungsergebnis. In
der Gruppe 1 war jedoch eine friihere vollstandige kndcherne Uberbriickung zu
erkennen. Zwei Tiere aus der Gruppe 1 zeigten rontgenologisch bereits nach acht
Wochen eine vollstandige kndcherne Uberbriickung (B1), wobei in der Gruppe 2 erst
nach 24 Wochen erste Tiere eine vollstandige kndcherne Uberbriickung aufweisen

konnten.

Finf aus sechs Proben beider Gruppen zeigten histologisch eine vollstandige knécherne
Uberbriickung, sowohl durch die Wabenstruktur als auch (iber die AuRenflache des Titan-
Mesh-Scaffolds. In der Gruppe des weichen Titan-Mesh-Scaffolds wurde in diesen funf
Proben die zentrale Pore (Endostale ROI) mit einer groRen Menge an Geflechtknochen
gefullt, wodurch beide Markraume verschlossen wurden. In der Total- ROl zeigte die
Gruppe des weichen Titan-Mesh-Scaffolds (Gruppe 1 mit 37,02 [%]), die grolite Menge
an Knochen, im Vergleich zur Gruppe des harten Titan-Mesh-Scaffolds. Im Vergleich zu
der Gruppe des harten Titan-Mesh-Scaffolds, wies die Gruppe des weichen Titan-Mesh-
Scaffolds in der Total-ROlI signifikant hdhere Anteile an Knorpel auf (Gruppe 1 mit 0,94
[%]). In der histomorphometrischen Analyse konnte eine fortgeschrittene
Knochenbildung, auf der lateralen Seite und ein geringerer min. Knochengewebeanteil,
auf der medialen Seite, beobachtet werden. Die Tibia zeigte in beiden Gruppen einen
grolReren periostalen lateralen min. Knochengewebeanteil, als in der Endostalen ROI. In
beiden Gruppen wurde am meisten min. Knochengewebe in der Endostalen ROI, der
Lateralen Struts ROI und in der Periostalen Lateralen ROI gebildet. Es wurde in beiden
Gruppen in der Lateralen ROl mehr knochernes Kallusgewebe gebildet, als in der
Medialen ROI (Gruppe 1 mit 46,21 [%], Gruppe 2 mit 38,74 [%]). Die Untersuchungen
zeigten, dass in der Mitte des Osteotomiedefektes, in Gruppe des weichen Titan-Mesh-
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Scaffolds, mehr kndchernes Kallusgewebe auffindbar war, als in der Gruppe des harten
Titan-Mesh-Scaffolds. In dem Vergleich zwischen den Proximalen- und Distalen
Centralen ROls wies die Gruppe des weichen Titan-Mesh-Scaffolds in beiden ROIls mehr
gebildetes kndchernes Kallusgewebe auf (Gruppe 1 in Proximale Centrale ROl mit 24,37
[%] und in der Distalen Centralen ROI mit 25,50 [%]) als die Gruppe des harten Titan-
Mesh-Scaffolds. In der deskriptiven Histologie und in der histomorphometrischen
Auswertung wurde festgestellt, dass die Gruppe des weichen Titan-Mesh-Scaffolds
grolRere min. Knochen- und Knorpelgewebeanteile als die Gruppe des harten Titan-
Mesh-Scaffolds aufweist. Auch die rontgenologische Analyse zeigte eine schnellere

Knochenregeneration zu Gunsten der Gruppe des weichen Titan-Mesh-Scaffolds.
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4 DISKUSSION

4.1 Beantwortung der Hypothesen

Es konnte in dieser Studie nachgewiesen werden, dass die Rekonstruktion eines 4 cm
messenden segmentalen Knochendefektes der Schafstibia mittels eines Titan-Mesh-
Scaffolds, in Kombination mit einer winkelstabilen Plattenosteosynthese mit Dynamic
Locking Screws suffizient, stabilisiert werden kann und hierdurch eine Heilung des
Defektes ermoglicht wird.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Modulation der Steifigkeit des Titan-Mesh
Cages in dem vorgestellten Tibiadefektmodell im Schaf einen relevanten Einfluss auf das
kndcherne Einwachsverhalten hat. Durch den Einsatz des ,weicheren* Scaffolds (0,84
GPa) konnte im Vergleich zum ,harteren Scaffold (2,88 GPa) ein signifikant besseres

Heilungsergebnis nachgewiesen werden.

4.2 Relevanz des Tiermodells

In dieser Studie wurde ein Groldtiermodell mit 15 weiblichen Merino-Mix-Schafen
angewendet, da der Knochenaufbau des Schafes sehr ahnlich zu dem menschlichen
Knochen ist [70, 88, 89]. Fur zahlreiche Fragestellungen im Bereich der ossaren
Regeneration haben sich die Schafe als bewahrtes Versuchstier herausgestellt [68, 89].
Schafe sind Fluchttiere, weshalb diese nach einer Operation ihre Gliedmalien viel
schneller mit einer hGheren Last belasten, als das beim Menschen der Fall ist. Es kann
also davon ausgegangen werden, dass eine erfolgreiche Stabilisierung eines
segmentalen Knochendefektes kritischer GrofRe beim Schaf, mit dem gleichen Konstrukt
wie beim Menschen erst recht erfolgreich sein wird, da eine bewusste Entlastung der
Extremitat durchgefluhrt werden kann. Ausgewachsene Schafe haben zusatzlich die
Vorteile, dass sie ein dem Menschen ahnliches Korpergewicht besitzen und die
Dimension ihrer R6hrenknochen die Implantation von Osteosynthesematerial erméglicht,
welches beim Menschen Anwendung findet [69, 70].

62



Diskussion

4.3 Diskussion der Ergebnisse

Gegenliber der Distraktionsosteogenese oder der Ubertragung vaskularisierter kortikaler
Knochen, belegen die Resultate der vorliegenden Studie den Vorteil der Rekonstruktion
von grof3en segmentalen Knochendefekten durch winkelstabile Platte-Schrauben-Titan-
Mesh-Scaffold-Konstrukten im Schafsmodell. Diese Rekonstruktion erlaubt die
ursprungliche Gliederlangenwiederherstellung und die unmittelbare
Gliedmalenstabilitat, was mit endoprothetischen Losungen vergleichbar ist. Zusatzlich
bietet die Rekonstruktion alle Vorteile der biologischen Wiederherstellung [1, 55]. Beide
Titan-Mesh-Scaffolds (weich und hart) zeigten in der rontgenologischen Analyse eine
frihe Knochenbildung auf der Implantatoberflache. Das Knochenwachstum auf der
Aulenseite des Titan-Mesh-Scaffolds fuhrte zu einer vollstandigen knochernen
Uberbriickung tber den Defekt. Die prognostizierte héhere mechanische Stimulation auf
der lateralen Defektseite, deckte sich mit dem ausgepragten Einwachsen von Knochen,

auf der lateralen Defektseite [1].

Eine kndcherne Uberbriickung in der Gruppe des harten Titan-Mesh-Scaffolds war erst
nach 24 Wochen réntgenologisch nachweisbar. Die Gruppe des weichen Titan-Mesh-
Scaffolds zeigte eine schnellere Knochenregeneration, im Vergleich zur Gruppe des
harten Titan-Mesh-Scaffolds. Bereits nach acht Wochen war hier eine kndcherne
Uberbriickung, Uber den Defekt in kritischer GroRe zu erkennen. Dieser schnellere
Regenerationsprozess kann mit der hdheren mechanischen Stimulation des weichen
Titan-Mesh-Scaffolds erklart werden [1]

Als Vorstudie wurde eine Finite-Element-Analyse  durchgefuhrt, um die
Widerstandsfahigkeit des Titan-Mesh-Scaffolds gegen mechanisches Versagen zu
uberprufen, bzw. die Spannungsverteilungen innerhalb des Konstruktes zu detektieren
[1]. Durch die mediale Verankerung des Plattenfixiersystems wurden in der Finite-
Element-Analyse die hdheren Spannungen auf der lateralen Seite vorhergesagt, was das
asymmetrische Heilungsergebnis widerspiegelt. Niedrigere Spannungen wurden nahe
zur Fixationsplatte (medial) prognostiziert [1]. Dementsprechend entwickelte sich auf

dieser Defektseite weniger knochernes Kallusgewebe.

Finf aus sechs Praparaten beider Gruppen zeigten 24 Wochen nach der Operation in
der histologischen Analyse einen fortgeschrittenen Heilungsprozess mit unilateraler
kndcherner Uberbriickung Uber dem Osteotomiedefekt. In den Praparaten konnten auch
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radiologisch die asymmetrische laterale kndcherne Kallusbildung nachgewiesen werden.
Jedoch fuhrte die Verwendung vom weichen Titan-Mesh-Scaffold in der zentralen Titan-
Mesh-Scaffoldpore zu einem groReren Knochenwachstum und zu einem
fortgeschrittenen Lamellenknochenremodelling im Vergleich zu den Praparaten aus der
Gruppe des harten Titan-Mesh-Scaffolds. Neben dem Knochen auf der Aul3enflache des
lateralen Titan-Mesh-Scaffolds wuchs das knocherne Kallusgewebe auch in die
honigwabenférmige Struktur (entlang der Struts) hinein. Die mediale Defektseite
spiegelte in beiden Gruppen ein fruheres Heilungsstadium, im Gegensatz zur lateralen
Defektseite wider.

Es konnte gezeigt werden, dass durch die mechanische Optimierung hin zum weichen
Scaffold die Inaktivitdtsatrophie minimiert wurde (stress-shielding), was wiederum die
Knochenheilung gefordert haben konnte [1]. Es ist bekannt, dass mechanische
Belastungen in einer bestimmten GroRenordnung die Gewebemineralisierung und

knocherne Kallusbildung unterstitzen [90, 91].

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die mechanischen Spannungen innerhalb
des weichen Titan-Mesh-Scaffolds vorteilhafter waren, was zu groReren Anteilen an
Knorpel und hoheren Anteilen an knéchernem Kallus, im Vergleich zu den harten Titan-
Mesh-Scaffolds, fihrte. Thompson et al. beschreiben, dass die Zellen chondrogener
Abstammung Knorpelgewebe sezernieren und dieses Gewebe als Vorlage fur die
Kallusbildung dient [92]. Hypertrophe Knorpelzellen kdnnen angiogenetische und
osteogene Faktoren sezernieren, welches eine entscheidende Rolle in der
Vaskularisierung des Defektes und bei der Ablagerung der mineralisierten extrazellularen
Matrix spielt, welches einem knéchernen Kallus entspricht [93]. Es wurde gezeigt, dass
niedrige mechanische Spannungen die desmale Ossifikation und die intermediaren
Spannungen der enchondrale Ossifikation fordern [94, 95]. Ubereinstimmend damit
wurde in unserer Studie gezeigt, dass der enchondrale Ossifikationsprozess durch
hohere mechanische Spannungen innerhalb des weichen Titan-Mesh-Scaffolds
stimuliert wurde. M Mehta et al. konnten mit ihrer Studie nachweisen, dass grole
Knochendefekte zur Verringerung der mechanischen Spannungen fuhren [66]. In der
vorliegenden Arbeit wurden durch die Aufnahme des Titan-Mesh-Scaffolds die
mechanischen  Spannungen innerhalb der regenerierenden Region weiter
heruntergesetzt. Die Titan-Mesh-Scaffolds sind steife Strukturen, welche den grofien
Knochendefekten eine hervorragende mechanische Stabilitat verleihen. Allerdings
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Ubertragen diese nicht die hohen mechanischen Spannungen auf die betroffene
Frakturstelle. Dank der mechanischen Modifikation der Gitternetzstreben (struts) konnte
die mechanische Steifigkeit minimiert werden und trotzdem verleiht gleichzeitig der Titan-
Mesh-Scaffold eine ausreichende Stabilitat fur die Frakturstelle. Es konnte in dieser
Studie gezeigt werden, dass die Feineinstellung der mechanischen Eigenschaften des
Titan-Mesh-Scaffolds den Knochenheilungsprozess positiv beeinflusst [66]. Die autologe
Spongiosa-Fullung verschaffte einen ausreichend biologischen Anreiz zur Einleitung der
Knochenheilungsreaktion. Hingegen ist bekannt, dass dies allein nicht ausreichend ist,
um einen Defekt kritischer Grof3e zu heilen [96, 97].
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4.4 Vergleich mit weiteren Studien

Bisher haben sich nur wenige Studien mit Knochendefektregeneration durch Titan-Mesh-
Scaffolds beschaftigt. In diesen Studien wurden hingegen zylindrische Titan-Mesh-
Scaffolds (in Harms design) angewendet. Das Potential fir die Knochenregeneration in
grolRen Knochendefekten durch einen 3D-Laser-gesinterten Titan-Mesh-Scaffold wurde
noch in keiner Studie untersucht. Insbesondere gibt es bisher keine vergleichbare
Untersuchung, die sich mit der Modulation der Steifigkeiten des Scaffolds zur
Defektuberbrickung und die damit verbundenen Folgen auf das knocherne
Einwachsverhalten beschaftigt haben.

4.4.1 Studien mit segmentalen Knochendefekten im Schafsmodell

Die Mehrzahl der Studien mussen als Kurzzeitstudie betrachtet werden, bei der innerhalb
des Versuchszeitraums kein vollstandiger Knochenumbau zu erwarten ist. In vielen
Fallen geben die Autoren keine wichtigen Informationen Uber das Alter der Tiere, die
Unterbringung und die unterstutzenden Fixationsmethoden an. In der Literatur findet man
wenig Studien, in denen Defekte kritischer GrofRe in HOhe von 30 mm im Schafsmodell
uberschritten werden [5, 68, 98].

Gao et al. verwendete in seiner Studie eine Defektgrofie von 16 mm und die
Beobachtungszeit betrug nur vier Monate. Uber das Alter der Tiere und der Tierhaltung
wurden keine Informationen von den Autoren zur Verfiugung gestellt. Die Fixierung
erfolgte durch Uberlappende Autokompressionsplatten mit 8 und 6 Lochern. Es wurden
Biocoral und Tricalcium Phosphat-Zylinder Implantate miteinander verglichen. Im
Vergleich zu TCP zeigte die Gruppe der biokoralen Implantaten eine deutliche Zunahme
an aulderen Kallus, eine hohere Dichte bereits nach drei Wochen und eine Erh6hung der
Drehmomentkapazitat. Seine Fixierungsmethode mit Uberlappenden Platten nicht lege
artis und wird klinisch nicht angewendet im Gegensatz zu unseren Fixationssytem (LCP),
was heute zum absoluten Standard in der Unfallchirurgie gehort [68, 99].

Die Knochenheilung bei segmentalen Diaphysendefekten kritischer GroRe bei
Schafstibiae wurde ebenfalls von Gugala et al. untersucht. Defekte wurden mit einer
einzigen, porosen, rohrenformigen Membran oder mit anatomisch geformten, porosen
Doppelrohr-in-Rohr-Membranen  Uberbrickt. Membranen mit unterschiedlichen

Porenstrukturen wurden allein und / oder in Kombination mit autologem

66



Diskussion

Knochentransplantat appliziert. Die diaphysaren Defekte waren 40 mm lang und wurden
mit einem bilateralen AO-Fixateur externe stabilisiert. Die operierten Tiere waren 6-7
Jahre alt. Die Kontrollgruppe, in der autologes Knochentransplantat ohne irgendeine
Membran verabreicht wurde, wurde nicht beschrieben. Eine Defektheilung wurde nur bei
Tieren beobachtet, bei denen ein autogenes Knochentransplantat zusammen mit
perforierten Membranen verwendet wurde. Es wurde mehr Knochen in den mit
Doppelrohr-in-Rohr bedeckten Defekten gebildet, als in der einzigen, rohrenférmigen
Membran Gruppe. Der knocherne Kallus wurde bevorzugt innerhalb des Raums
zwischen den Rohrchen gebildet, was ein radiographisch und histologisch dichteres
Erscheinungsbild ergab. Die Dicke des neuen Knochens zwischen den Rohrchen hatte
eine Dicke, die der des intakten Cortex entsprach. Dadurch, dass die Gruppe mit dem
autologen Knochentransplantat ohne Membran nicht beschrieben wurde, lasst sich dies
mit unserer Studie auch schwer vergleichen. Es lasst sich jedoch beobachten, dass in
unserer Studie die kndcherne Kallusbildung in beiden Gruppen sichtbar war und die Dicke
des neugebildeten Knochens bei den meisten Praparaten den Cortex Uberstieg [5, 68,
100].

Wefer et al. fuhrten eine Studie zur Entwicklung und Erprobung eines auf
Echtzeitsonographie basierenden Scoringsystems durch, um die Heilung eines
Knochendefekts mit einem pordosen Hydroxylapatit-Knochenersatzmaterial oder
spongidsem Knochentransplantat aus dem Beckenkamm vorherzusagen und durch eine
anterolaterale Platte zu stabilisieren. Obwohl die Autoren ihren 20-mm-Defekt als ein
Modell mit kritischer Gro3e beschrieben, wurde keine Vergleichsgruppe herangezogen.
Die Definition einer kritischen Defektgroflie, die per Definition mindestens das 2-2,5-fache
des Durchmessers des Knochens betragen soll, ist im Rahmen dieser Studie somit nicht
erfullt. Ein Vergleich fallt daher schwer. [68, 101].

Variationen in DefektgréRen und Methoden der Defektfixierung (Externer Fixateur,
Marknagelung,  Plattenfixierung), @ sowie  postoperative  Behandlungs- und
Managementkonzepte erschweren den Vergleich von Studien und erlauben keine
verlasslichen Schlussfolgerungen. Gegenwartige therapeutische Ansatze umfassen die
Anwendung von Knochentransplantaten (autolog, allogen, xenogen), sowie Implantaten
aus verschiedenen synthetischen und naturlichen Biomaterialien oder beinhalten einen
segmentalen Knochentransport. Keine der beschriebenen Therapien hat sich jedoch als
voll befriedigend erwiesen. Die Optimierung von Zell-Gerust-Kombinationen und lokal
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oder systemisch aktive Stimuli bleibt ein komplexer Prozess, der durch eine stark
voneinander abhangige Menge charakterisiert ist. Folglich mussen diese Entwicklungen
durch klinische Erfahrungswerte, sowie durch Kenntnisse der biologischen Grundlagen
gepflegt und bewertet werden. Um die grof3en Probleme des Knochengewebes zu I6sen,
mussen sich die Forscher auf die funktionale Beurteilung von biologischen und
biomechanischen Parametern der Konstrukte verlassen. Um jedoch einen Vergleich
zwischen verschiedenen Studien und ihren Ergebnissen zu ermoglichen ist es wichtig,
dass Tiermodelle, Fixiergerate, chirurgische Verfahren und Messmethoden standardisiert
sind. Nur dadurch kann eine Sammlung von einem zuverlassigen Datenpool erreicht
werden, was als Basis fur weitere orthopadische- und Tissue-Engineering Entwicklungen
dienen kann [68].

4.4.2 Studien mit vorgefertigten zylindrischen Titan-Mesh-Scaffolds

Fujibayashi et al. untersuchte die chemische und thermische Oberflachenbehandlung
von steifen zylindrischen Titan-Mesh-Scaffolds bei einem 10 mm grolRen mid-
diaphysaren Femurdefekt im Kaninchenmodell. Dabei wurde ebenfalls die Entstehung
von Kallus auf der Oberflache des Titan-Mesh-Scaffolds beobachtet. Des Weiteren war
der knécherne Einwuchs in die Netzstruktur mit einer ineinander greifenden Verzahnung
zwischen Titan-Mesh-Scaffold und Knochen auf der Mikroradiographie zu erkennen. Im
Gegensatz zu den Titan-Mesh-Scaffold unserer Studie, waren diese einfach konzipierten
Titan-Mesh-Scaffolds hinsichtlich ihrer Steifigkeit nicht mechanisch optimiert [102].

Lindsey et al. fullten die Titan-Mesh-Scaffolds mit demineralisierter Knochenmatrix bevor
sie in einen 3 cm grof3en mid-diaphysaren Osteotomiedefekt der Hundefemur eingesetzt
wurden. Zusatzlich erfolgte die osteosynthetische Stabilisierung mittels Marknagel als
zentralem Krafttrager. Obgleich hier allein schon aufgrund der mechanischen Differenz
zwischen der Marknagelstabilisierung und der additiven Plattenosteosynthese in unserer
Studie kein direkter Vergleich angestrebt werden kann, konnte dennoch ein ahnliches
Knochenwachstum auf der Aul3enflache und innerhalb der Fenestration des Titan-Mesh-
Scaffolds bei jedoch fehlenden Zeichen einer enchondralen Ossifikation nachgewiesen
werden [8].

Durch die dargestellten Differenzen in den jeweiligen Studien hinsichtlich deren
Gesamtdesign, der unterschiedlichen Tiermodelle und Stabilisierungsprinzipien bis hin

zum  Cagedesign und deren differente  Fullung mit Knochen oder
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Knochenersatzmaterialien ist ein Vergleich zu unserem Modell schwierig, bzw. nur

ansatzweise moglich.

4.4.3 Studien mit mechanisch veranderten zylindrischen Titan-Mesh-Scaffolds

Eine etwas bessere Vergleichbarkeit lieRe sich mit Studien erwarten, die zumindest

ebenso eine Modulation der Steifigkeit des Cagekonstruktes zum Inhalt haben.

Es wurde in verschieden Studien unter dem Einsatz der Finite-Element-Analyse, das
Design des konventionellen Harms-Mesh-Scaffolds durch eine Anderung, der Titan-
Mesh-Scaffold-Geometrie und / oder die Porengréf3e untersucht. Wieding, J., et al. haben
festgestellt, dass die Minimierung der Materialmenge des inneren Strebendurchmessers
einen geringeren Einfluss hat als die Erhohung der Porositat, wenn die Geruste unter
biomechanischer Belastung belastet werden. Die Verwendung eines numerischen
Optimierungsprozesses erwies sich als praktikables Mittel, um die Menge des bendétigten
Titanmaterials zu reduzieren, ohne die biomechanische Leistung des Gerusts negativ zu
beeinflussen (Steifigkeit 3,5 GPa — 19,1 GPa). Wir haben in unserer Studie auch ein
pordses Scaffolddesign verwendet, wobei die Steifigkeit unserer Scaffolds noch niedriger
lagen (0,84 GPa und 2,88 GPa) und trotzdem eine Resistenz gegen mechanisches

Versagen gewahrleistet haben [103, 104].

In einer weiteren Studie wurden zwei porose Titan-Mesh-Scaffolds, mit verschiedenen
geometrischen Formgebungen und mit einer relativ steifen Struktur (E-Modul 8.22 + 0.53
und 5.9 + 0.4 GPa) im Schafsmodell untersucht. Das erste Scaffolddesign wurde durch
selektives Laserschmelzen (SLM Solutions GmbH, Libeck), basierend auf den CAD-
Daten eines biomechanisch optimierten Gerustdesign, hergestellt. Dieser Scaffold wies
eine Hohe und einen Durchmesser von 20 und 17 mm auf. Das zweite Scaffolddesign
("Flex-Cage") bestand aus einer perforierten Titanplatte mit einer Dicke von 0,7 mm
(bereitgestellt von DOT GmbH, Rostock, Deutschland). Die Héhe und der Durchmesser
des Scaffolds betrugen 22 bzw. 17 mm. In dieser Studie wurde die Stabilitat der Titan-
Scaffolds in segmentalen mid-diaphysaren metatarsalen Knochendefekten (20 mm), im
Vergleich zu kontralateralen unbehandelten (intakter) Knochen fur zwei verschiedene
Zeitraume (12 und 24 Wochen postoperativ) untersucht. Die Tiere wurden in vier zufallige
Gruppen eingeteilt. Tiere aus den Gruppen | und |l wurden mit dem SLM-Scaffold fur 12
(n =10) und 24 Wochen (n = 4) behandelt. Tiere der Gruppe Ill und IV wurden mit
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Flex-Cage-Scaffold fur 12 (n =7) bzw. 24 Wochen (n =4) behandelt. Die SLM-Scaffolds

wurden zusatzlich mit Calciumphosphat beschichtet. Der innere Kern der Flex-Scaffolds
wurde mit BONITmatrix® (CaP-Granulat mit einer Gré3e von ca. 0,6 x 4 mm) gefillt und
in eine Kollagenmatrix eingebettet. Das Granulat bestand aus einer Mischung der beiden
Calciumphosphate (Teilchengréfie von etwa 90 nm) und b-TCP (Teilchengrof3e von etwa
400 nm) im Verhaltnis 60:40. AnschlieRend wurde es in eine biologisch aktive
Siliziumdioxidmatrix eingebettet. Bei beiden Implantattypen bildete sich an der lateralen
Seite neuer Knochen. Auf der medialen Seite, wo die Plattenkonstruktion angebracht
wurde, wurde bei beiden Implantattypen eine minimale Knochenbildung festgestellt. Die

Knochenbildung um die Scaffolds war bei weniger steifen Implantaten hoher.

Ein direkter Vergleich zwischen beiden Studien ist nicht moglich, da die mechanischen
Gegebenheiten, wie Steifigkeit und Scaffolddesign unterschiedlich sind. Das
asymmetrische Heilungsergebnis auf der kontralateralen Seite des Plattenfixiersystems,
war mit unserer Studie vergleichbar, was die die hoheren Spannungen auf der lateralen
Seite widerspiegelt. Niedrigere Spannungen traten nahe zur Fixationsplatte (medial) auf.
Des Weiteren zeigen unsere histomorphometischen Ergebnisse in der Gruppe des
weicheren Scaffolds auch eine groRere Menge an knochernen Kallus [105].
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4.5 Zusammenfassung

Die  Rekonstruktion von  segmentalen  Knochendefekten stellt in  der
unfallchirurgisch/orthopadischen Praxis eine groRe Herausforderung dar. Es gibt derzeit
verschiedene Methoden zur Defektuberbrickung, die ihrerseits verschiedene Vor- und
Nachteile haben. Zur Weiterentwicklung der Technologie im Bereich der
Defektrekonstruktion sind aktuell malRangefertigte Titanscaffolds mit Gitternetzstruktur in
klinischer Erprobung. Das Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, ob die Stabilisierung
eines kritischen, segmentalen Knochendefekts von 4 cm Ausdehnung mit der
Kombination aus dem Titan-Mesh-Scaffold und einer winkelstabilen Platte erfolgreich zu
rekonstruieren und dauerhaft zu stabilisieren ist. Als weiteres Ziel galt es zu analysieren,
ob die Modifikation des Titan-Mesh-Scaffolds hinsichtlich seiner Steifigkeit einen Einfluss
auf die Knochenregeneration hat. Dafur haben wir ein Groftiermodell mit Schafen
gewahlt, da es fur klinisch realistische Knochendefekte an Tibia bereits entwickelt und
validiert ist [70, 77, 78]. In dieser Studie wurde mittels der Technologie des Laser
Sinterings (Rapid Prototyping) ein Titan-Mesh-Scaffold entwickelt, dessen Lange 40 mm
und der Durchmesser des runden Querschnitts 20 mm betrug. Durch die mechanische
Anpassung der Gitternetzstreben (struts) konnte die biomechanische Steifigkeit des
Konstruktes modifiziert werden. Bei der Analyse mit Finite-Elemente-Techniken der
Titan-Mesh-Scaffolds wurde darauf geachtet, dass der Titan-Mesh-Scaffold eine
minimale Inaktivitatsatrophie (stress-shielding) aufweist und gleichzeitig ein adaquates
Widerstandsverhalten gegen mechanisches Versagen besitzt. Durch die mediale
Verankerung des Plattenfixiersystems wurden in der Finite-Element-Analyse die hoheren
Spannungen auf der lateralen Seite vorhergesagt [1]. Daraus resultierte eine wabenartige
Scaffoldkonfiguration mit einer Steifigkeit von 0,84 GPa (weich) und 2,88 GPa (hart). Die
Stabilisierung erfolgte unter dem Einsatz von winkelstabilen Plattenosteosynthesen
(LCP) und dynamischen Kopfverriegelungsschrauben (Dynamic Locking Screws — DLS).
Die Tiere wurden in zwei Gruppen (Gruppe 1 mit weichen Titan-Mesh-Scaffolds, Gruppe
2 mit harten Titan-Mesh-Scaffolds) mit jeweils sieben Schafen eingeteilt und wahrend ein
weiteres Schaf die Positivkontrolle darstellte. Bei 15 weiblichen Merino-Mix-Schafen
(mittleres Gewicht 61 kg; Standardabweichung + 6 kg; Alter = 2,5 Jahren) wurde tibial ein
diaphysarer Segmentdefekt mit einer kritischen GrofRe (per Definition zwei- bis
zweieinhalb-facher Durchmesser des betroffenen Knochens) von 4 cm Lange gesetzt.
Der weiche und harte Titan-Mesh-Scaffold wurde jeweils mit der gleichen Menge
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autologer Beckenkammspongiosa (7,5 ml) geflllt, press-fit in den segmentalen Defekt
eingebracht und anschliel3end mit der 4,5-mm-Stahl-LCP + DLS stabilisiert.

Die radiologischen Untersuchungen zeigten eine eine frihere vollstandige knocherne
Uberbriickung des Osteotomiedefektes (Bridging - Score B1) bereits acht Wochen
postoperativ fur die Gruppe mit den weichen Titan-Mesh-Scaffolds. Im Vergleich dazu
erreichte die Gruppe mit den harten Titan-Mesh-Scaffolds den Bridging -Score B1 erst
nach 24 Wochen. In beiden Gruppen war die Kallusbildung vorwiegend auf der
kontralateralen Seite des Plattenfixationssystems zu erkennen. Korrespondierend zu den
radiologischen Ergebnissen zeigte die deskriptive Histologie ebenfalls auf der lateralen
Seite eine asymmetrisch dominierende Knochenbildung. Die histomorphometrische
Analyse von mineralisiertem Knochen, Weichgewebe und Hyalinknorpel in den ROIls
(laterale und mediale ROIs) bestatigte das rdntgenologische Ergebnis einer
asymmetrischen mineralisierten Kallusbildung auf der lateralen Defekiseite, die den
durch FE-Analysen vorhergesagten hoheren lateralen Spannungen entspricht. Im
Vergleich zu der Gruppe des harten Titan-Mesh-Scaffolds, wies die Gruppe des weichen
Titan-Mesh-Scaffolds in der Total-ROI signifikant héhere Anteile an Knorpel auf (Gruppe
1 mit 0,94 [%] vgl. Gruppe 2 mit 0,19 [%]). Die Gruppe des weichen Titan-Mesh-Scaffolds
wies sowohl in den Proximalen- als auch in den Distalen Centralen ROIs, mehr gebildetes
kndchernes Kallusgewebe auf (Gruppe 1 in Proximale Centrale ROI mit 24,37 [%], vgl.
Gruppe 2 mit 12,58 [%] und in der Distalen Centralen ROI mit 25,50 [%] vgl. Gruppe 2
mit 8,10 [%)]) als die Gruppe des harten Titan-Mesh-Scaffolds.

Ein direkter Vergleich mit anderen Untersuchungen bezuglich zylindrischer Titan-Mesh-
Scaffolds in kndchernen Defektmodellen ist nicht moglich, da jeweils eine deutliche
Diskrepanz bezuglich Studiendesign und mechanischer Grundgegebenheiten besteht.
Im Einzelnen konnten hingegen Ubereinstimmungen hinsichtlich des asymmetrischen
Heilungsergebnisses auf der kontralateralen Seite des Plattenfixationssystems
festgestellt werden. Des Weiteren konnte untermauert werden, dass die Verwendung von
Scaffolds mit einer geringeren Festigkeit im Ergebnis zu einer groReren Kallusbildung
flhrt.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass sich die Titan-Mesh-Scaffolds unserer
Studie in Kombination mit autologer Spongiosa, im Schafsmodell sowohl in der
,weichen®, als auch ,rigiden“ Ausfuhrung eine adaquate Behandlungsmaoglichkeit von
kritischen segmentalen Knochendefekten darstellen. Im Hinblick auf eine etwaige
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Uberlegenheit der unterschiedlichen Scaffolds zeigte sich der weiche Scaffold hinsichtlich
radiologischer und histomorphometrischer Kallusbildung im Ausheilungsergebnis
uberlegen.
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