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Klinischer Aspekt nach Gewebekonditionierung und zusétzliche Blutstillung mit 3% em
H,O, (Abb. 14) Die Knochendeckel wurden in die Defekte replantiert und durch die

genannten verschiedenen Osteosynthesemethoden fixiert (Abb. 15 und 16).

Abbildung 13 - Entfernung des Knochendeckels

Abbildung 12 — Trepanation der Kalotte
vom Defekt

Abbildung 14 — Zustand nach Osteotomie. Die Intakte Dura mater ist am Defektboden zu beobachten

Abbildung 16 — Fixation des Knochendeckels
links mit Excite und rechts mit Histoacryl.

Abbildung 15 — Fixation des Knochendeckels
links mit Titanplatten und Schrauben.
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Die Wunde wurde primar und einschichtig mit Knopfnahten Uber Vicryl 5-0rapid
(Ethicon,Johnson & Johnson MEDICAL GmbH, Norderstedt, Deutschland) verschlossen.
Zur Vorbeugung von Wundschmerzen erfolgte fir den Zeitraum von finf Tagen eine
Analgesie mit Novalgin 20 bis 30 Milligramm pro Kilogramm K&rpergewicht als subkutane
Injektion alle acht bis zwdlf Stunden.

Bei der taglichen Futterung wurde auf den Allgemeinzustand sowie besonders auf
die Operationswunde hinsichtlich Wundheilung, Serombildung und Infektion geachtet.
Hierbei wurde insbesondere der Heilungsverlauf an der Operationswunde beobachtet
und dokumentiert. Dartberhinaus Erfassung der Tagesaktivitét.

An Komplikationsmdglichkeiten sind insbesondere Infektionen, z.B. Abszesse oder
Fremdkoérperreaktionen zu befurchten. Aus diesem Grunde wurden eine transoperative
Infektionsprophylaxe mit Gentamicin p. inj. (1mg/kg) sowie post-operativ eine Antibio-
tikumtherapie mit gleicher Dosis zweimal taglich als subkutane Injektion bis zum flnften
postoperativen Tag durchgefuhrt.

Nach etwa sieben bis zehn Tagen und Abschluss der primaren Wundheilung sind bei
keinem Tier Anzeichen fir Schmerzen oder Entziindungen beobachtet worden.

Die Opferung erfolgte durch intrapulmonale Injektion von 5ml einer T61 Injektions-
l6sung (Fa. Hoechst Veterinar GmbH), die aus Embutramidum 200 mg, Mebezonii
iodidum 50 mg, Tetracaini hydrochloridum 5mg besteht. Die inneren Organe, Nieren
und Leber wurden operativ Uber einen direkten abdominalen Zugang exstirpiert und in
gepuffertes Formalin gebracht. Die Knochenproben wurden in einer alkoholischen

Loésung bis zu Bearbeitung aufbewahrt.

3.2.3 Roéntgen-Untersuchung

Die Réntgenuntersuchungen aller klinischen Proben wurden unmittelbar nach Ent-
nahme in der Rontgenabteilung am Deparment fir Zahn-, Mund- und Kieferheil-
kunde der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg durchgefihrt. Die Entwicklung
eines Standardprotokolls ermdglichte einen direkten Vergleich hinsichtlich der Ossi-
fikation nach den unterschiedlichen Osteosynthesetechniken. Daflir kam das Geréat
»Multipix CPH* der Firma Siemens (Munchen, Deutschland) zum Einsatz. Die réntgen-
ologische Darstellung basierte auf Standardfilmen des Formats 18 x 24cm flr samtli-
che Knochenproben. Es wurden dafir immer identische Filme (Kodak T-Mat Plus Dg)

verwendet. Der Film-Fokus betrug immer 1,15m.
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Bezuglich Einschatzung der Knochenheilung kam es zu einer rein subjektiven Abschét-
zung. Konsultationen mit Radiologen erbrachten keine sinnvolle Option, die verschiede-

nen Graustufenskalen zu nutzen.

3.2.4 Histologische Untersuchungen

Nach Euthanasie der Kaninchen wurde den Tieren die Kalotten entnommen, numme-
riert und in 70% Alkohol fixiert. Die Knochenproben wurden mittels Hamatoxylin-Eosin
(HE), Masson-Goldner und Giemsa Farbung untersucht. AuBerdem wurden bei allen
Versuchstieren Nieren- und Leberproben enthommen. Diese Proben wurden mittels
HE-Farbung untersucht, um eventuelle pathologische Veranderungen festzustellen.
Entwasserung und Einbetten der Knochenproben:

Die Aufarbeitung der Knochenproben zu histologischen Préaparaten, die nicht mit einem
Mikrotom schneidbar sind, wie in diesem Falle die Kaninchenknochen mit Titanplatten
und Schrauben, erfolgte mittels des Verfahrens der Kunststoffeinbettung und Trenn-
Dunnschliff-Technik (Donath und Breuner, 1982; Dickson, 1984), die die Verarbeitung
von unentkalktem Knochen erlaubt. Der Kunststoff, Methylmethacrylat (MMA, Technovit
9100, Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland), durchdringt das Gewebe gleich-
méaBig und polymerisiert durch Warme und unter Zugabe eines Polymerisationsstarters
zu Polymethylmethacrylat, so dass ein homogener schneid- bzw. sdgbarer Probenblock
entsteht. Durch Zusatz von Weichmachern (Dibuthylphtalat) kann der Hartegrad des
Polymerisates an die Konsistenz des Knochens angepasst werden. Das ist notwendig,
um Bruche und Abldsungen an der Kontaktzone des Kunststoffs zum Knochen bei der
Weiterverarbeitung zu verhindern. Vor der Einbettung in MMA ist eine sorgféltige Ent-
wasserung und Entfettung der Proben Bedingung. Die Préparate wurden dazu in einer
aufsteigenden Alkoholreihe dehydratisiert und mit Xylolersatz (Histoclear, Shandon,

Frankfurt a. M., Deutschland) entfettet, wie in der Tab. 6 abgebildet (Noebel, 2007).
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Tabelle 6 — Entwasserung und Entfettung der Knochenproben

Reagenz Zeit (Tage)

Ethanol 70 % mind.3*
Ethanol 95 -96 % 3
Ethanol 100 % 2
Ethanol 100% 2
Histoclear® 2
Histoclear® 2

* die Flussigkeit ist insbesondere bei Tribungen mehrmals zu wechseln
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Nach dieser Prozedur wurden die Proben schrittweise in MMA eingebettet, um eine

vollstandige Infiltration mit dem Kunststoff zu gewahrleisten. Als Einbettformen dienten

Glaser mit luftdicht verschlieBbaren Deckeln. Die Knochenproben mussten stets voll-

stédndig mit der Flissigkeit bedeckt sein.

Die Einbettung wurde nach dem in Tabelle 7 aufgefuhrten Schema durchgeftihrt:

Tabelle 7— Einbettung der Knochenproben in MMA

MMA Lésung Dibuthylphtalat Benzoylperoxid Dauer
(Weichmacher) (Polymerisationsstarter)
MMA 1 100 ml 5 Tage
MMA 2 95 ml 5 ml 19 3 Tage
MMA 3 95 ml 5 ml 39 bis zur
Aushartung

Herstellung von Dinnschliffen:

Aus den eingebetteten Gewebeblécken wurden mit der Trenn-Dunnschliff-Technik,

modifiziert nach Donath und Breuner (1982), Diinnschliffe fir die histologische Auswer-

tung hergestellt. Folgende Gerate kamen zum Einsatz:

- Exakt-Trennschleifsystem,

- Exakt-Mikroschleifsystem,

- Exakt-Préazisionsklebepresse (alle EXAKT Apparatebau GmbH, Norderstedt, D).
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Zunéachst wurden die Proben mit dem Trennschleifsystem, das eine wassergekuhlte
Diamant-Bandsage darstellt, in finf Scheiben von ca. 800um Dicke gesagt. Diese
wurden auf einen Plexiglasobjekttrager aufgeklebt und mit dem Mikroschleifsystem
(Nassschleifverfahren mit Spezialschleifpapier) auf ca. 70 bis 110um Dicke geschliffen.

Die Oberflache wurde innerhalb dieses Arbeitsganges anschlieBend poliert.

3.2.5 Féarbung fur Histomorphometrie: Masson-Goldner

Die Trichromfarbung nach Masson-Goldner eignet sich fir die bildanalytische Aus-
wertung histologischer Préparate und wird im Labor fir Experimentelle Orthopédie
standardméaBig fur Untersuchung von Knochenwachstum und -verteilung verwendet, da
sie weitgehend untersucherunabhangige, objektive und quantitative Ergebnisse liefert.
Diese Farbemethode erlaubt eine gute Differenzierung unverkalkter Knochenmatrix
und Weichgewebe gegenulber der mineralisierten Knochensubstanz. Tabelle 8 fasst die

Farben der entsprechenden Strukturen zusammen.

Tabelle 8 — Darstellung der zelluldren und extrazellularen Strukturen bei der Masson-Trichrom-Goldner-
Farbung (Romeis, 1989).

Farbung Zytoplasma Erythrozyten Osteoid/ mineralisierter verkalkte
Bindegewebe Knochen Knorpelmatrix

Masson - rétlichbraun orange rotorange grin hellgriin

Trichrom-

Goldner

3.2.6 Giemsa-Farbung

Zur qualitativen Beurteilung der Gewebestrukturen wurde die Oberflachenfarbung nach
Giemsa (Romeis, 1989) gewahlt. Der Farbkontrast zwischen Zellen und der Interzellu-
larsubstanz ist auch im Hartgewebe eindeutig und wird deshalb fir die qualitative histo-
logische Beurteilung der Préparate genutzt. Tabelle 9 benennt die farbliche Darstellung

der jeweiligen Gewebsstrukturen.

Tabelle 9: Darstellung der zellularen und extrazelluldren Strukturen bei der Giemsa-Farbung

Farbung Osteoblasten Osteoklasten/ Osteoid/ Alter Neu gebildete

Knochen Bindegewebe Knochen Knochen

Giemsa blau blau blassblau zartrosa rosa
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3.2.7 Hadmatoxylin-Eosin-Farbung der Knochenproben

Zur besseren Untersuchung und Beurteilung der Gewebe und Zellstrukturen bei der
lichtmikroskopischen Auswertung wurden die einzelnen Schnittprédparate mit Hama-
toxylin-Eosin geférbt. Die HE-Farbung (Hamatoxylin-Eosin-Farbung) stellt die Routine-
Farbung der Wahl fur Entziindungsprozesse dar. Bei der Hadmatoxylin-Eosin-Farbung
handelte es sich um eine histologische Ubersichtsfarbung, bei der die Kerne blau und
das Bindegewebe rosa dargestellt werden.

Die in Paraffin eingebetteten Knochenproben wurden in einer Starke von 5um mit dem
Mikrotom geschnitten und auf einen Objekttrager mit verdinntem EiweiBglycerin auf-
gezogen und anschlieBend bei 37 Grad Celsius getrocknet. Als Materialien kamen
Farbkuvetten und folgende Reagenzien zum Einsatz: Hdmatoxylin nach Mayer, Eosin,
eine Alkoholreihe, Carbolxylol, Xylol und Depex.

Das Xylol zu Beginn sorgte fur die Entparaffinierung. Die mehrstufige Alkoholreihe
war fur die gewebeschonende Entwéasserung zustandig. Um die Kerne anzufarben,
wurde Hamatoxylin nach Mayer angewendet, fir die Plasmaférbung Eosin.

Zur Differenzierung wurde eine zweite Alkoholreihe bis zur vollstandigen Schlieren-
freiheit jeweils kurz angewendet.

Die Schnittpraparate wurden auf den Glastradgern mit Kaiser-Glyzerin (Merck GmbH,
Darmstadt, Deutschland) fixiert. Dieser thermoplastische, bei Raumtemperatur harte
Stoff wurde zunéchst durch Einbringen der Flasche in ein heiBes Wasserbad verflissigt.
Dann wurde eine geringe Menge der klaren, mittel-viskosen Flissigkeit mit einer Pipette
mittig auf den Objekttrager aufgebracht. AnschlieBend wurde das geféarbte Schliffpré-
parat darauf gelegt und leicht angedriickt. Auch die Praparatoberflache wurde mit
Kaiser-Glycerin bedeckt und der glaserne Tragerdeckel unter leichten Druck auf-
gebracht. Nach Entfernen der seitlichen Uberschiisse erstarrte das Kaiser-Glyzerin wie-

der, und die Praparate konnten lichtmikroskopisch betrachtet und untersucht werden.

3.2.8. Lichtmikroskopie

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden an einem Forschungsmikroskop (Typ
Vanox AH3) der Firma Olympus (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg) durchgefihrt.
Die mittlere VergréBerung wéhrend der histologischen Beurteilung der Dinnschliffe lag

dabei bei 1: 300.
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Diese VergréBerungen errechnen sich aus folgenden Faktoren:
- Objektiv = 10 — 40

- Fluoreszenzblock = 1,25

- Okular =10

3.2.9 Histomorphometrie

Die Histomorphometrie ermdglicht die Messung von zwei- und dreidimensionalen Struk-
turen sowie quantitativen Beurteilung histologischer Knochenpréparate. Diese Technik
kann Informationen liefern, die andere Messverfahren, wie die Knochendichtemessung
oder biologische Marker des Knochenumbaus nicht erbringen. Insbesondere hat man
ein zu groBen Teilen objektives Verfahren der Knochenstrukturanalyse zur Hand. Die
Analysen wurden mittels eines vollautomatischen Bildanalysesystems KS 300 (Carl
Zeiss Vision GmbH, Jena, Deutschland) durchgefuhrt. Mikroskopische Bilder der Schliff-
préparate wurden uber einen Videoaufsatz an einem Lichtmikroskop (Typ Axioplan,
Carl Zeiss Vision GmbH, Jena, Deutschland) digitalisiert. Uber den HLS Modus, der im
System zur Verfliigung steht, war es méglich, eine digitale Kopie zu erzeugen, die dem
tatséchlich sichtbaren Bild qualitativ nahe kommt. Das urspringliche Farbbild (Echt-
farbomodus RGB) wird im HLS Modus in drei Grauwertbilder mit jeweils 24 Bit Farb-
tiefe zerlegt. Farbintensitat und Farbséattigung kénnen dabei zusatzlich getrennt geregelt
werden. Somit wird die Farbanpassung fir die Bildverarbeitung besser mdglich.

Eine 100-fache VergréBerung wurde gewéhlt um die histologischen Strukturen darzu-
stellen. Der gesamte Defekt wurde durch Einzelbilder zu einem Gesamtbild zusammen-
gesetzt um den gesamten Umfang zu berlcksichtigen.

Ein Lichtmikroskop wurde an dem KS 300 steuerbaren Scanningtisch angeschlos-
sen (Merzhauser, Wetzlar, Deutschland), um diese Bilderstellung zu realisieren. Nach
Zentrierung des Praparates auf dem Scanningtisch konnte die Bilderstellung erfolgen.
Das Gesamtbild entstand aus 48 zusammengeflgten Einzelbildern, was einem Aus-
gabebild von 2238 x 2240 Pixeln entsprach.

Mit der Unterstitzung der Firma Carl Zeiss Vision GmbH wurde ein speziell an die
Praparate angepasstes Makro erstellt. Einzelne Segmentierungsschritte ermoglichten,

verschiedene Strukturen zu trennen. Kriterium fur deren Zuordnung war die jeweilige



Eigene Untersuchungen 34

Farbe im sichtbaren Bild, die im Falle des Gewebes durch die Masson-Goldner-Farbung
bestimmt wird. Bestimmte Grauwerte werden den jeweiligen Komponenten (Knochen,
Osteoid) zugeordnet. Eine bestimmte Klasse wird dann durch ein grafisches Overlay
gekennzeichnet, das heiBt, einem bestimmten Bereich von Grauwerten wird eine Falsch-
farbe zugeordnet. Der Untersucher kann dieses Verfahren als interaktiven Kontrolime-
chanismus nutzen. Er ist somit in der Lage, die exakte Erfassung relevanter Strukturen
zu kontrollieren und Artefakte aus der Messung auszuschlieBen. Aus der Segmentierung
wird ein Binarbild der jeweiligen Struktur erzeugt und durch binare Bildoperationen
korrigiert. Durch die Software sind die Messbedingungen vorgegeben, so dass diese flr
alle untersuchten Préparate identisch sind (Noebel, 2007).

Die Parameter werden durch Falschfarben vom Untersucher festgelegt. Nacheinander
werden Osteoid und Knochen markiert. Bestimmt wird die sogenannte ROl (Region of
Interest) mit dem Osteotomiespalt im Zentrum. Innerhalb dieser Messzone werden die

morphometrischen Daten erhoben (Abb. 17).

Abbildung 17 —Histologischer Schnitt mit ROI (region of interest) als Viereck abgebildet

Knochenneubildung und Knochenreifung wurden nach folgenden internationalen Para-
metern charakterisiert (Parfitt, 1988):

1. TBV (trabecular bone volumen) = BV/TV in%: Der Anteil mineralisierter Knochen-
substanz innerhalb des Messfeldes (ROI).

Der Parameter fir die Knochendichte im Frakturspalt dient der Bestimmung des trabe-
kularen Knochenvolumens und ist der maB3geblichste Parameter bei der Knochenhisto-
morphometrie.

2. Osteoid/Os in%: Dieser Parameter charakterisiert den prozentuellen Anteil an Osteoid
im Vergleich zu mineralisierter Knochensubstanz innerhalb der interessierenden Region
(ROI) und wird ins Verhaltnis zum Knochenvolumen (mineralisierter Knochensubstanz)
innerhalb des Messfeldes gesetzt. Auf diese Weise kann der Mineralisierungsgrad und
die Reifung des Knochens ausgewertet werden. Hier gilt: Je hdher der Anteil Osteoid,

desto niedriger ist der Mineralisierungsgrad.
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3.2.10 Statistik

Das Datenverarbeitungsprogramm SPSS fur Windows 12 (SPSS Deutschland GmbH,
Mulnchen) wurde auserwahlt zur graphischen Darstellung und statistischen Aufarbeitung
der histomorphometrisch gewonnenen Ergebnisse. Die Werte der Messwiederholungen
gingen gemittelt in die statistische Auswertung ein nachdem Sie dreimal vom gleichen
Untersucher gemessen wurden. Grundlage der Berechnung stellten VerhaltnisgroBen
dar, die ohne Berlcksichtigung von MaBeinheiten bestimmt wurden. Die einzelnen
Parameter zweier unterschiedlicher Osteosynthesematerialien wurden im zeitlichen Kon-
text miteinander verglichen.

Folgende Voraussetzungen gelten: Die Stichproben sind unabhéngig voneinander,
und eine Normalverteilung liegt aufgrund des geringen Stichprobenumfangs nicht vor.
Geprift werden sollte die zentrale Tendenz der Unterschiede zwischen den drei Osteo-
syntheseverfahren innerhalb eines Zeitraums (Sachs, 1992; Jansen und Laatz, 2003).
Unter diesen Bedingungen wurde der Oneway-ANOVA-Test fur den Vergleich der
Mittelwerte herangezogen. Das Signifikanzniveau wird auf p< 0,05 festgelegt. Der
Post-Hoc-Bonferoni-Test als scharferes Kriterium wurde zuséatzlich durchgefihrt. Die

deskriptive Statistik mit erhobenen Mittelwerten wurde ebenfalls erfasst.



4.  Ergebnisse

4.1 Klinische und makroskopische Untersuchungen

Waéhrend des Untersuchungszeitraumes und vor der Opferung wurden die Tiere
regelméBig untersucht. Dehiszenzen und Wundinfektionen sind nicht beobachtet
worden (Abb.18 und 19). Alle Wunden heilten primér. Sie wurden bei normaler Kéfig-
aktivitat gehalten und haben nach der Operation bis zur Opferung durchschnittlich 1 kg

an Korpergewicht zugenommen.

|

Abbildung 18 — New Zeeland White Rabbit Abbildung 19 — Identisches Tier 4 Wochen
vor der Operation nach Operation zeigt eine reizlose Narbe

Zum Zeitpunkt der Opferung erfolgte vor der Probenentnahme eine makroskopische
Inspektion des Operationsgebietes. In keinem Fall konnten Verédnderungen der um-
liegenden Gewebe, Infektionszeichen oder Knochenresorptionen gefunden werden.

Samtliche Proben sind nach der Entnahme fotografisch dokumentiert worden (Abb. 20 —
25). Auf der Innenseite der Schadelkalotte wurden keine Veranderungen der Dura mater
oder des anliegenden Hirngewebes festgestellt. Die Abbildungen 20 und 21 zeigen den
gleichen Schadelkalottenausschnitt nach 8 Wochen von auBen und von innen, in dem
zwei kreisrunde Knochenfragmente durch Histoacrylkleber bzw. durch Excite fixiert
waren. Obwonhl deutliche Uberschiisse des Acrylats (Abb. 21— hier durch einen weiBen
Pfeil gekennzeichnet) an der Kalotteninnenseite hervortreten, konnten makroskopisch

keine Veranderungen in diesem Bereich gefunden werden.
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Abbildung 20 — Histoacryl (links) und Excite Abbildung 21 — Histoacryl (links) und Excite

(rechts) nach 8 Wochen. AuBenseite der Ka- (rechts) nach 8 Wochen. Innenseite der Ka-

ninchenkalotte. ninchenkalotte. WeiBer Pfeil zeigt den Acrylat-
Uberschuss.

Die Abbildungen 22 und 23 zeigen eine Probe der Excite/Titan-Gruppe acht Wochen
postoperativ. Durch beide Verfahren konnte hier ein gutes Wundheilungsergebnis
erreicht werden, welches den klinischen Aspekt des Kaninchens vor der Opferung besta-
tigte. Auf der Innenseite perforierten die Titanschrauben die Kalotte (schwarzer Pfeil
Abb. 23).

Abbildung 22 — Excite (links) und Titanium Abbildung 23 — Excite (rechts) und Titanium

(rechts) nach 8 Wochen. AuBenseite der Ka- (links) nach 8 Wochen. Innenseite der Kanin-

ninchenkalotte chenkalotte. Schwarzer Pfeil zeigt die Perfo-
ration.

In einer anderen Gruppe erfolgte die Fixation der Knochendeckel mittels Titanplatten im
Vergleich zu Histoacryl (Abb. 24 und 25). Auf dieser Probe ist ein deutlicher Uberschuss
des Histoacryls auf der AuBenseite sichtbar (weiBer Pfeil Abb. 24). Die Titanschrauben
perforierten ebenfalls die innere Kortikalis, es konnte jedoch makroskopisch keinen

negativen Effekt beobachtet werden (Abb. 25).
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Abbildung 24 — Titanium (links) und Histo- Abbildung 25 — Titanium (links) und Histoacryl
acryl (rechts) nach 8 Wochen. AuBenseite (rechts) nach 8 Wochen. Innenseite der Kanin-
der Kaninchenkalotte. Weisser Pfeil zeigt den chenkalotte. Schwarzer Pfeil zeigt die Perfora-
Acrylatiberschuss. tion der Titanschrauben.

Auf dem intraoperativen Foto (Abb. 26) vor Praparatentnahme kdnnen die fixierten
Knochendeckel in vivo betrachtet werden. Die Wundheilung im Skalpbereich war zu
diesem Zeitpunkt bereits vollstdndig abgeschlossen. Die Weichgewebe wie Muskel,
Periost und Hautorgan zeigen keine Auffélligkeiten. Nach Entnahme der Knochenpro-

ben wurde makroskopisch in keinem Fall eine Auffalligkeit im Durabereich gefunden.

Abbildung 26 — Excite (links) und Histoacryl (rechts) nach 8 Wochen. Intraoperatives Bild vor
Entfernung der Knochenprobe aus der Kaninchenkalotte.
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4.2 Rontgenologische Ergebnisse

Die radiologische Untersuchung erfolgte direkt nach der Knochenprobenentnahme. Die
Ergebnisse stimmen mit den klinisch und makroskopisch angefiuhrten Beobachtungen
iiberein. Es folgt ein Uberblick der radiologischen Ergebnisse fiir jeden Untersuchungs-
zeitraum (Abb. 27 — 32).

Im direkten Vergleich zeigt sich ein réntgenologisch vergleichbarer Heilungsprozess fir
alle Fixationsmethoden mit einem geringen Vorteil der Adhéasiv-Gruppen gegentiber der
Titangruppe.

Die Abbildungen 27 und 28 zeigen zunéchst die beginnende Gewebeaufflllung der
Osteotomielinien nach 4 Wochen postoperativ ohne osteolytische Begleitreaktionen
des umliegenden Knochens.

Nach 12 Wochen konnte im Rontgenbild eine nahezu identische Durchstrahlung der
Osteotomielinien, Knochendeckel und umliegenden Knochengewebe bestétigt werden

(Abb. 32).

Abbildung 27 — Gruppe Excite (links) und Abbildung 28 — Gruppe Titan (links) und Excite
Histoacryl (rechts) nach 4 Wochen. (rechts) nach 4 Wochen.

Abbildung 29 — Gruppe Excite (links) und Abbildung 30 — Gruppe Titan (links) und
Histoacryl (rechts) nach 8 Wochen. Excite (rechts) nach 8 Wochen.
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Abbildung 31 — Gruppe Excite (links) und Abbildung 32 — Gruppe Titan (links) und
Histoacryl (rechts) nach 12 Wochen Excite (rechts) nach 12 Wochen

In zwei Fallen musste eine Auflésungsreaktion des Knochens im Sinne einer Osteolyse
beobachtet werden, in einer Probe nach Pelletfixation durch Histoacryl (Abb.33—-34)
und in einer anderen Probe nach Fixation durch Titanplatte und -schraube (Abb. 35).
Obwohl in beiden Fallen eine Resorption von Knochen im Osteotomiebereich gefun-
den wurde, konnte keine weitere negative Reaktion, weder Wundheilungsstérung, noch
Entzindung, festgestellt werden. Die Knochenresorption war somit nur im Réntgenbild
sichtbar.

Die Abbildung 33 zeigt den rechten Knochendeckel durch Histoacryl fixiert. Diese
Knochenproben sind nach 8 Wochen entnommen. Auf dem Rdéntgenbild wird die Aus-
dehnung der Resorptionszone deutlich (weiB3er Pfeil Abb. 34). In der klinischen Untersu-

chung wurde keine Mobilitat des Fragmentes festgestellt.

Abbildung 33 — Klinisches Bild von Knochenprobe. Abbildung 34 — Rontgen von Knochenprobe.
Gruppe Titan (links) und Histoacryl (rechts) nach 8 Gruppe Titan (links) und Histoacryl (rechts) nach
Wochen. WeiBer Pfeil zeigt die Osteolysestelle. 8 Wochen. WeiBer Pfeil zeigt die Osteolysestelle.
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Im anderen Fall wurde eine Resorption an einem durch Titanplatte fixierten Knochen-
deckel beobachtet (weiBer Pfeil Abb.35). Auch hier wurden keine weitere Fremdkor-
perreaktionen oder Entziindungszeichen beobachtet. Die Platte sowie Schrauben und

Knochendeckel selbst waren ebenfalls klinisch fest und stabil.

Abbildung 35 — Réntgen von Knochenprobe. Gruppe Titan (links) und Histoacryl (rechts)
nach 4 Wochen. WeiBer Pfeil zeigt die Osteolysestelle.

4.3 Histologische Ergebnisse

4.3.1 Hamatoxylin- und Eosin-Farbung

Die Knochenproben wurden mittels Hadmatoxylin und Eosin (HE) geférbt und aus-
gewertet. Diese Farbung dient zur Darstellung entzindlicher Zellen im Untersuchungs-
bereich.

Zum Ausschluss einer méglichen systemisch-toxischen Wirkung der Einzelkomponenten
erfolgte eine zusatzliche histologische Untersuchung der Leber- und Nierengewebe mit-
tels HE-Farbung. Sowohl klinisch als auch im histologischen Bild konnten keine Auffél-
ligkeiten gefunden werden.

In den Leber- und Nierenpraparaten zeigte sich die normale physiologische Architektur

(Abb.36 und 37).

Abbildung 36 — HE-Farbung von Leberprobe von Histoacryl Gruppe nach 12 Wochen
(300-fache VergréBerung)
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Abbildung 37— HE-Farbung von Nierenprobe von Histoacryl Gruppe nach 12 Wochen
(300-fache VergréBerung)

In den untersuchten Knochenproben konnten keine auffalligen pathologischen Ver-
anderungen zu den verschiedenen Zeitpunkten und kein verstarktes Vorkommen

inflammatorischer Zellen gefunden werden (Abb. 38).

Abbildung 38 — Das Bild demonstriert die HE-Farbung bei einer Knochenprobe aus der
Gruppe Excite 12 Wochen nach Osteotomie. Die Pfeile weisen auf die ehemaligen Osteo-
tomiespalte und jetzige region of interest (ROI) hin.

4.3.2 Giemsa-Farbung:

Diese Farbung wurde zur qualitativen Beurteilung der Knochenheilung durchgefiihrt.
Durch diese Methode ist es méglich, Zellen, Interzellularsubstanz und Hartgewebe auf
den Schnitten im Osteotomiebereich zwischen Schadelknochen und Knochenpellet zu
unterscheiden und eventuelle zelluldre Reaktionen zu beobachten. In allen drei Studi-
engruppen ist eine vergleichbare kndcherne Einheilung ohne signifikanten Unterschied
beobachtet worden.

In den Abbildungen 39 und 40 sind die Regenerationszonen im Osteotomiebereich bei
der Klebegruppe und der Titangruppe dargestellt. Die Adhésive scheinen keine Sperr-

schicht bezuglich einer Gewebeeinsprossung zur Defektlberbriickung zu bilden.
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Abbildung 39 — Giemsa-Farbung der Histoacryl-Gruppe nach 12 Wochen (300-fache
VergroBerung). Die Pfeile weisen auf den ehemaligen Osteotomiespalten hin. Die Vier-
ecke beinhalten die region of interest (ROI).

Abbildung 40 — Giemsa-Farbung der Titan-Gruppe nach 12 Wochen (300-fache VergréBerung).
Vierecke zeigen die interessierende Regionen (ROI)

4.3.3 Masson-Trichrom-Goldner-Farbung

Durch diese Methode ist es mdéglich, eine histomorphometrische Analyse durchzu-
fihren, bei der nicht nur der neu gebildete Knochen im Osteotomiebereich, sondern
auch die Knochenformation und der Grad der Mineralisation beurteilt werden kann.
Abbildung 41 zeigt eine ausgezeichnete Knochenheilung bei der Excite-Gruppe nach

12 Wochen.

Abbildung 41 — Trichrom-Masson-Goldner-Farbung von Excite-Gruppe 12 Wochen postoperativ
(300-fache VergroBerung). Das Viereck zeigt die interessierende Region (ROI) in der ehem.
Osteotomiestelle.
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In Abbildung 42 wird deutlich, dass der Acrylatiberschuss an der Knochenoberflache
bis zum Untersuchungszeitpunkt bestehen bleibt (schwarzer Pfeile), aber die knécherne

Regeneration nicht negativ beeinflusst war.

Abbildung 42 — Trichrom-Masson-Goldner-Farbung von Histoacryl-Gruppe 8 Wochen postoperativ
(300-fache VergroBerung). Die Vierecke zeigen die Osteotomiestellen und ROI. Die schwarzen Pfeile
weisen auf die Acrylatliberschiisse an beide Osteotomiestellen hin.

Die Abbildung 43 zeigt eine Probe aus der Titangruppe 8 Wochen postoperativ.

Die Knochenheilung ist erneut vergleichbar mit den Klebegruppen.

Abbildung 43 — Trichrom-Masson-Goldner-Farbung von Titan-Gruppe nach 8 Wochen (300-fache
VergréBerung). Die Vierecke zeigen die interessierende Region (ROI)
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4.4 Histomorphometrie

4.41. Knochenaufbau: BV/TV in%

In der Abbildung 44 ist die prozentuale Knochenneubildung (Osteogenese) im Osteo-
tomiebereich 4 Wochen postoperativ zu sehen. Durch statistische Analyse mit dem
Oneway-ANOVA-Test und dem Post-Hoc-Bonferoni-Test ist ein signifikanter Unterschied
zwischen der Excite-, Histoacryl- und der Titangruppe bzw. der Kontrolle zugunsten
der Adhéasive zu verzeichnen (p< 0,05). Die Analyse zwischen der Excite-Gruppe und
der Titan-Kontrollgruppe zeigte eine héhere Signifikanz als zwischen Histoacryl und
Titan. Auch zwischen den beiden Adhé&sivgruppen konnte ein statistisch signifikanter
Unterschied gefunden werden (p<0,05), wobei Excite bessere Ergebnisse prasentierte

(siehe Tab. 11 und 12 in Tabellenanhang).
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Abbildung 44 — Knochenneubildung nach 4 Wochen unter Verwendung unterschiedlicher
Haftsysteme. Die Titangruppe gilt als Kontrolle.
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In der Abbildung 45 ist die Knochenneubildung nach 8 Wochen postoperativ dargestellt.
In der statistischen Analyse ist ein signifikanter Unterschied zugunsten der Adhéasiv-
gruppen im Verglich zu der Titangruppe festzustellen (p <0,05). Zwischen den Adhésiven
ist kein signifikanter Unterschied mehr nachweisbar (siehe Tab. 11 und 12 in Tabellen-

anhang).

100%

80% -

c

O  60% -

c

o

o

=

©

o

T 40%-

c

c

[ S

S 1

2

< 20% T T T
N= 8 19 20

Titan Histoacryl E xcite

MATERIAL

Abbildung 45- Knochenneubildung nach 8 Wochen unter Verwendung unterschiedlicher
Haftsysteme. Die Titangruppe gilt als Kontrolle.
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Im Beobachtungszeitraum nach 12 Wochen ist in der Abbildung 46 eine ausgegli-
chene Knochenneubildung bei allen drei Systemen (Excite, Hystoacryl und Titan)
sichtbar, jedoch zeigt die mathematische Analyse einen signifikanten Unterschied
zwischen Histoacryl- und Titanversorgung der Defekte zugunsten des Cyanoacrylats

(siehe Tab. 11 und 12 in Tabellenanhang).
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Abbildung 46 — Knochenneubildung nach 12 Wochen unter Verwendung unterschiedlicher
Haftsysteme. Die Titangruppe gilt als Kontrolle.

Die Tabellen 11 bis 13 zeigen die Werte der unterschiedlichen Tests dargestellt, die zur
Analyse der Unterschiede durchgefuhrt wurden (siehe Tabellenanhang).
In die Tabelle 13 sind die absoluten Messwerte und die Mittelwerte der Untersuchungs-

region (Region of interest = ROI) dargestellt.
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4.4.2 Osteoid-Mineralisation: Osteoid/Os in % (Mineralisationsgrad)

Die Abbildung 47 zeigt eine vergleichbare Mineralisation in allen drei Gruppen nach 4

Wochen Verweildauer.
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Abbildung 47 — Osteoid-Mineralisation nach 4 Wochen unter Verwendung unterschiedlicher
Haftsysteme. Die Titangruppe gilt als Kontrolle.

Die Daten in Abbildung 48 zeigen nach 8 Wochen einen statistisch signifikanten
Unterschied der Mineralisation zwischen den Titan- und beiden Adhasivgruppen
(p<0,05 — siehe Tab. 14 und 15 in Tabellenanhang). Zwar ist in der Titan Gruppe der
Anteil an Osteoid grésser, dies ist aber gleichbedeutend mit einer geringeren Minerali-

sation in Vergleich zu Histoacryl und Excite.
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Abbildung 48 — Osteoid-Mineralisation nach 8 Wochen unter Verwendung unterschiedlicher
Haftsysteme. Die Titangruppe gilt als Kontrolle.
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Abbildung 49 zeigt eine ausgewogene Knochenreifung in allen Gruppen.
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Abbildung 49 — Osteoid-Mineralisation nach 12 Wochen unter Verwendung unterschiedlicher
Haftsysteme. Die Titangruppe gilt als Kontrolle.

Die Tabellen 14 bis 16 zeigen die Werte der unterschiedlichen Tests dargestellt, die zur
Analyse der Unterschiede durchgefihrt wurden (siehe Tabellenanhang).

Tabelle 14 stellt die Oneway-ANOVA Untersuchung dar; Tabelle 15 zeigt den Post-Hoc-
Test mit den Ergebnissen der Bonferoni-Korrektur und Tabelle 16 stellt die absoluten und
Mittelwerte der Osteoidmessung in der interessierenden Region (ROI) dar.

Nach 4 Wochen Beobachtungszeit kann kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen gefunden werden. Nach 8 Wochen zeigt sich ein signifikanter Unterschied
zugunsten der Adhésiven gegentber einer Verwendung von Titangruppe. Zwischen den
Adhéasiven kann kein signifikanter Unterschied gefunden werden. Im Zeitraum nach 12
Wochen kann kein Unterschied mehr zwischen den Untersuchungsgruppen gefunden

werden (Tab. 14 und 15 in Tabellenanhang).



5. Diskussion

Titan-Osteosynthesesysteme zeigen gute Biokompatibilitdt und hohe Stabilitat und sind
aus diesem Grund der Standard fur Frakturbehandlung und Umstellungsosteotomien
in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie. Allerdings bleiben bis zum heutigen Zeit-
punkt einige Probleme beim Gebrauch der rigiden Fixation ungelést. Hier sind entzind-
liche Reaktionen, Wachstumsstérungen und durchwandernde Schrauben im sich ent-
wickelnden Schédel, Kortikalisresorptionen auf Grund des stress shielding und periim-
plantare Fremdkdrperdislokationen sowie Extrusionen durch dinne Haut und Artefakte
im CT oder in MRT-Bildern (Kennady, Tucker et al., 1989; Rosenberg, Gratz et al., 1993)
Zu nennen.

Schliephake et al. konnten tierexperimentell die Dislokation von Titanpartikeln in das
periimplantédre Gewebe, in die Lunge und in die lokoregiondren Lymphknoten nach-
weisen (Schliephake, Lehmann et al., 1993).

Nach dem Herstellungsprozess befinden sich Metallpartikel auf den Oberflachen der
Miniplatten. Es besteht dadurch das Risiko, dass Anteile davon wahrend der Osteo-
synthese in das umliegende Gewebe eingebracht werden (Ray, Matthew et al., 1998).
Zusatzlich kann das Bohren von Schraubenléchern zu einer Schadigung von anato-
mischen Nachbarstrukturen fihren (Meechan, McCabe et al., 1994). Gerade bei der Be-
trachtung dinner Knochenstrukturen, wie sie im Mittelgesicht gefunden werden, gelingt
das Eindrehen von Schrauben nicht immer in einer adaquaten Weise, so dass haufig
keine ausreichende Stabilitat erreicht wird (Perry und Youngson, 1995).

Aus oben genannten Grinden sind seit den dreiB3iger Jahren des vergangenen Jahr-
hunderts viele Adhé&sive, wie z. B. Kollagen oder Epoxide, Acrylate u.a. zur Verwendung
in der Traumatologie und der Orthopéadie untersucht worden. Aufgrund der negativen
Beeinflussung der Heilungsprozesse von Infektionen und allergischen Reaktionen sind
viele Praparate nie in der klinischen Versorgung eingesetzt worden (Gosain, 2002). Als
einziges synthetisches Biomaterial findet acrylhaltiger Knochenzement (PMMA) in der
orthopadischen Endoprothetik eine nachweislich positive Anwendung (Lewis, 1997).
Viele unterschiedliche Arbeitsgruppen haben in den letzten 2 Jahrzehnten ihre Unter-

suchungen auf die Vereinfachung und schonende Versorgung von Frakturen mittels
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bioresorbierbarer Knochenklebungen als Alternative zu den klassischen osteosynthe-
tischen Verfahren fokussiert (Mehta, Shah et al., 1987; Meechan, McCabe et al., 1994;
Ahn, Sims et al., 1997; Kim, 1997; Gosain, Song et al., 1998; Shermak, Wong et al., 1998;
Bekes, 2003; Heiss, Hahn et al., 2004; Maurer, Bekes et al., 2004a; Dadas, Alkan et al.,
2007).

Ein Knochenkleber bietet u. a. auch den Vorteil, dass der zweite stationare Aufenthalt
zur Entfernung des Osteosynthesematerials, wie heute im Deutschland Ublich, entfallt.
Neben einem héheren Patientenkomfort wiirde dies eine deutliche Senkung der Be-
handlungskosten mit sich bringen.

Vom Gesichtspunkt des Operateurs ware es zudem mdglich, kleine Knochenfragmen-
te oder osteoporotische Knochenanteile ohne zusétzliche Schadigung zu versorgen.
Idealerweise bliebe nach der Degradation des Knochenklebers kein Fremdmaterial im
Kérper. Bisher konnte experimentell jedoch kein Knochenkleber gefunden werden, der
eine echte Alternative zu klassischen osteosynthetischen Verfahren darstellt, da alle
verwendeten Kleber entweder nicht gentigend Adhésionskréafte oder keine ausreichende
Biokompatibilitdt besaBen (Heiss, Kraus et al., 2006).

Die Vor- und Nachteile neuer bzw. neu entwickelter Klebstoffe flir eine Verwendung als
Osteosynthesematerial werden generell in vitro getestet. In diesem Zusammenhang er-
folgen bei experimentellen Untersuchungen des Knochenwachstums und der Struktur
haufig histomorphometrische Analysen.

Die Tatsache, dass in-vitro-Methoden auf molekularer und zellularer Ebene den Organis-
mus als hochkomplexes System nicht in seiner Gesamtheit ersetzen kénnen, begriindet
die Akzeptanz tierexperimenteller Studien zur Untersuchung spezifischer medizinischer
Fragestellungen bei fehlender Verfligbarkeit alternativer Modelle (Higgins, 2001).

Die Ubertragbarkeit von Ergebnissen, die an Kaninchen gewonnen wurden, auf groBere
Spezies bzw. den Menschen ist méglich. Es ist jedoch davon auszugehen, dass das
Knochengewebe kleinerer Tiere durch deren héhere metabolische Aktivitat auf Stimuli
aktiver und beschleunigt reagiert (Buma, Kok et al., 2004).

Das Kaninchenmodell ermdglicht mit der histologischen Untersuchung zellularer
Reaktionen des Knochens eine Evaluierung der biologischen Reaktion auf verschiedene
Biomaterialien, besonders dann, wenn sie sich auf eine vergleichende Beurteilung
der einzelnen Materialien untereinander beschrankt (Katthagen und Mittelmeier, 1986;

Liebschner, 2004).
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Durch die histomorphometrischen Untersuchungen lassen sich zuverlassige und repro-
duzierbare Ergebnisse bezlglich der Knochenneubildung erzielen (Burr, Mori et al.,
1993). Mit Hilfe dieser Methode kann die knécherne Durchbauung neuartiger Knochen-
kleber objektiv und quantitativ beurteilt werden. Damit war eine besonders Untersucher-
unabhéngige und zeitsparende quantitative Beurteilung der knéchernen Durchbauung
des Osteotomiespalts moglich.

Bei den verwnandete Adhasive handelte es sich einerseits um ein n-Butyl-2-Cyano-
acrylat-Préaparat (Histoacryl), andererseits um ein Dentinadhasiv auf Bis-GMA Basis
(Excite), welche beide hinsichtlich Ihrer mechanischen und toxikologischen Eigenschaf-
ten durch friihere Experimente unserer Arbeitsgruppe beschrieben worden sind (Bekes,
2003; Maurer, Bekes et al., 2004 a und b; Heinzelmann ,2007).

Bekes hatte in vitro die mechanische Widerstandsfahigkeit verschiedener dentaler
Adhasive (Excite, Clearfil New Bond und Etch & Prime) und Cyanoacrylate (Histoacryl und
Cyano Veneer) am Schweineunterkiefer-Praparat unter Verwendung einer Testmaschine
untersucht. Im Ergebnis zeigte sich, dass sowohl Dentinadhé&sive als auch Cyanoacrylat
in mechanisch wenig belasteten Arealen verwendbar sind (Bekes, 2003; Maurer, Bekes
et al., 2004 a; Maurer, Bekes et al., 2004 b). Heinzelmann hatte das zytotoxische Potential
der Materialien in vitro mittels Zellversuchen an Osteoblasten analysiert und festgestellt,
dass Excite Uber eine gute Biokompatibilitat verfagt und somit fir in-vivo-Anwendungen
geeigent ist (Heinzelmann, 2007).

Aus klinischer Sicht zeigte sich, dass sémtliche Tiere bei normaler Ké&fighaltung im
Zeitraum nach der Operation bis zur Opferung durchschnittlich 1kg an Kérpergewicht
zunahmen. Dies ist ein klares Indiz dafir, dass als Folge des operativen Eingriffes und
des eingebrachten Klebematerials keine schwerwiegenden Konsequenzen eintraten.
Zudem traten Wundheilungsstérungen, wie z. B. Wunddehiszenzen o0.4. nicht auf.

So mussten zwar Osteolysen bei je einem Tier in der Titangruppe und in der Histoacryl-
Gruppe verzeichnet werden, wahrend nach Anwendung von DHV keine derartigen
Nebenwirkungen auftraten (vergleiche Abb.33-35). Allerdings ist auf Grund der
geringen Fallzahl eine statistische Auswertung nicht sinnvoll. Die Ursache dafur kénnte
eventuell in einer mechanischen oder thermischen Schadigung wahrend des Prozesses

der Knochenpraparation gesehen werden.
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Radiologisch konnte in allen Untersuchungsgruppen eine vergleichbare Transluzenz im
Osteosynthesebereich festgestellt werden. Nach 12 Wochen sind die Knochendeckel
nicht mehr von umliegendem Gewebe zu unterscheiden. Das beweist, dass bei allen
angewandten Methoden, auch im Falle der DHV, eine ungestdrte Knochenheilung ein-
getreten ist. Allerdings, fur eine wissenschaftlich relevante Aussage wére es unumgang-
lich, mikroradiographische Untersuchungen durchzufihren, um die Knochenheilung am
Roéntgenbild qualitativ und quantitativ zu untersuchen.

Mit Hilfe der Giemsa-Farbung sind die Knochenproben zuséatzlich qualitativ in den
Osteotomiebereichen untersucht worden. Auch hierbei konnte eine vergleichbare
Knochenbildung in allen Gruppen gefunden werden. Alle drei Osteosynthesemethoden
fuhrten zu einer ahnlichen Mineralisation und Knochendichte ohne relevante Unter-
schiede.

Selbst in den Spaltbereichen, die bei geringer Dislokation der Knochendeckel wéhrend
der Kleberapplikation entstehen kénnen, war weder radiologisch noch histologisch eine
Stérung der Knochenneubildung erfasst worden.

Insgesamt stimmen die Resultate somit morphologisch wie auch réntgenologisch mit
denen von Amarante et al. (1994) tUberein, welche die Frakturheilung an vergleichbaren
Knochenspaltbereichen untersuchten hatten. Seinerzeit waren ebenfalls keine signifi-
kanten Unterschiede deutlich geworden.

Die durchaus positiven Heilungsergebnisse im Osteotomiebereich an der Kaninchen-
kalotte des eigenen Versuches wurden zusétzlich durch die histologischen Untersuch-
ungen von Leber, Nieren und den Knochenproben der Versuchstiere untermauert. Diese
histologischen Analysen bestatigten, dass in allen drei Gruppen keine pathologischen
Veranderungen in den genannten inneren Organen und somit auch keine signifikanten
Unterschiede nachgewiesen werden konnten. Folglich kann davon ausgegangen wer-
den, dass zumindest bei Kaninchen verschiedene Knochenklebestoffe sowie DHV ohne
toxische Nebenwirkungen auf den Gesamtorganismus eingesetzt werden kénnen.
Damit stehen die eigenen Ergebnisse in sehr gutem Einklang mit denen zahlreicher
anderer Autoren, welche durch ahnliche Untersuchungsmethoden am Tiermodell die
systemische Unbedenklichkeit von verschiedenen Knochenklebestoffen nachgewiesen
hatten (Ciapetti, Stea et al., 1994; Meechan, McCabe et al., 1994; Popprawa, 2004;
Dadas, Alkan et al., 2007).
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Die quantitative Analyse der Knochenneubildung erfolgte mit Hilfe der Histomorpho-
metrie. Entgegen der klassischen Knochenhistomorphometrie, welche eine Entkalkung
beinhaltet, wurde in der eigene Analyse auf diesen Schritt verzichtet. Das Ziel bestand
darin, die durch den Entkalkungsprozess folgende Auflésung der Adhé&sive und damit
eine Verféalschung der Untersuchungsergebnisse zu vermeiden. Unter Verwendung nicht
dekalzifizierter Proben konnte die Knochenbildungszone im Osteotomiespalt dagegen
histologisch untersucht werden.

Die Knochenbildung war im Spaltbereich der Adhasivgruppen signifikant héher als in der
Titangruppe. Insbesondere nach vier Wochen war die héchste Knochenneubildungs-
rate in der Excite-Gruppe nachweisbar. Der Unterschied der Titangruppe, verglichen mit
den Adhasivgruppen (p = 0,005 bei Histoacryl und p = 0,000 bei Excite), war deutlicher
als der zwischen den beiden Adhasivgruppen (p = 0,033).

Die Knochenneubildungen bei Anwendung der unterschiedlichen Verbundsysteme
glichen sich jedoch im weiteren zeitlichen Verlauf erwartungsgeméaB an. Nach 8 Wochen
(Abb. 46) waren die Unterschiede zwischen den Adhésivgruppen nicht mehr statistisch
signifikant. Fur den Kliniker wichtig erscheint der initale Trend der hohen Knochen-
neubildung bei Adhasivsystemen. Derartige Kleberosteosynthesen kénnen somit frih-
zeitig einen besseren Fixationsverbund der Fragmente fur eine Knochenbruchheilung
ermoglichen. Nach 12 Wochen konnte schlieBlich noch der signifikante Unterschied
zwischen Titan und Excite gefunden werden (Tab.12).

Auch die Mineralisation und Osteoidbildung belegen den fehlenden negativen Einfluss
von DHV. Nach vier Wochen konnte eine Mineralisation gefunden werden, welche in
allen Gruppen vergleichbar war (p>0,05). Nach 8 Wochen wurde in der Titangruppe ein
signifikant geringeren Mineralisationsgrad als in den Adhéasivgruppen (p=0,000) nach-
gewiesen. Nach 12 Wochen war kein Unterschied mehr zwischen den drei Gruppen
erkennbar. Mdglicherweise wirken sich diese Eigenschaften der DHV sogar positiv auf
eine frihzeitige Mineralisation aus wie Sie anhand der eigenen Ergebnisse gefunden
werden konnten. Shermak demonstrierte bei Cyano-acrylatfixation, dass die folgende
Knochenbruchheilung der einer Osteoinduktion vergleichbar erscheint. Unter Berlck-
sichtigung der hydrophilen Eigenschaften der DHV scheint der sich auflésende Kleber
einerseits ein Gerust zur Knochenformation zu bilden, andererseits jedoch eine sterile

Entzindungsreaktion auszulésen.



Diskussion 55

Dadurch werden Wachstumsfaktoren und bone morphogenetic proteins (BMP) aktiviert,
sodass Osteoprogenitorzellen in den Spaltbereich transportiert werden (Shermak,
Wong et al., 1998).

Die normale knécherne Umsatzrate von 5—-20 % pro Jahr ist eindeutig hOher als beim
Dentin. Dadurch wird letztendlich sichergestellt werden, dass eine gewlnschte lokali-
sierte Resorption des Adhésivs im Spaltbereich adaquat eintritt. Ein weiterer Faktor bei
der Degradation von Dentinadhésiven ist die Hydrolyse. Durch Wasseraufnahme im
Osteotomiebereich der Kaninchenkalotte werden die kovalenten Bindungen im Poly-
mer der Adhasive geldst. Infolgedessen entstehen Ester, und nach weiterer Abspaltung
verringert sich die Adhasivmasse. Dieser Prozess ist bei der urspringlichen Anwen-
dung der DHV am Dentin nicht erwlnscht und wird von einigen Autoren sogar als klare
Schwachstelle bei der Anwendung am Zahn bezeichnet (Breschi, Mazzoni et al., 2008).
Hier jedoch ist unter Berlcksichtigung einer Knochenheilung dieser Effekt durchaus
vorteilhaft. Alle eigenen Ergebnisse zeigten nach 12 Wochen keine Residuen von DHV
im ehemaligen Osteotomiebereich.

Die mechanische Stabilitat ist fir das gepruifte Einsatzgebiet initial ausreichend. Die
Problematik aus dieser Sicht besteht jedoch darin, einen Kleber mit sowohl optimalen
Biokompatibilitats- als auch Degradationseigenschaften zu finden. Verlauft die Degra-
dation zu schnell oder die Osteogenese zu langsam, so kann keine ausreichende
stabile Frakturiberbrickung stattfinden, und die Verbindung wird instabil. Verlauft
die Degradation zu langsam, entstehen im Frakturspalt kein Platz fur die Knochen-
neubildung und die Gefahr einer Pseudarthrose. Aus diesen Grunden war es in der
Vergangenheit nicht mdglich, ein Klebesystem flr die Frakturbehandlung zu etablieren,
da die Kleberdegradation sowie die Knochenneubildung um den gleichen Raum konkur-
rierten und immer ein durch viele Faktoren leicht negativ zu beeinflussendes, instabiles
Gleichgewicht vorliegt (Giebel und Rimpler, 1981; Heiss, Hahn et al., 2004; Heiss, Kraus
et al., 2006). Wahrscheinlich erflllt Excite unter der DHV am ehesten die Anforderungen
fr eine Knochenbruchheilung, welche einerseits eine ausreichende Stabilitat beinhal-
tet, anderseits aber im weiteren Verlauf eine definierte Hydrolyse und somit einen
kontrollierten Adh&sivabbau nach sich zieht.

Weitere Vorteile der Kleber scheinen erwahnenswert. Sie kénnen Uber den gesam-
ten Bruchspalt appliziert werden. Bei der Plattenosteosynthese hingegen wird nur eine
punktférmige Fixation erreicht. (Weber und Chapman, 1984; Donkerwolcke, Burny et al.,

1998; Heiss, Hahn et al., 2005).



Diskussion

Weiter kdnnten sich bakteriostatische oder bakterizide Wirkungen positiv auswirken
(Awe, Roberts et al., 1963; Ciapetti, Stea et al., 1994). Vor allem bei offenen Frakturen
mit konsekutiver Keimkontamination wére dies ein winschenswerter Begleiteffekt.
In weiteren Untersuchungen sollte geklart werden, ob diese antibakteriellen Effekte auch
fir dentale Adhé&sive nachweisbar sind.

Dentinhaftvermittler als Knochenadhé&sive missen sich mit den klinisch etablierten Cy-
anoacrylate messen lassen. Die Idee der Knochenfixierung ohne die traditionelle klas-
sische Osteosynthese unter Verwendung der Stoffgruppe der Akrylate entstand in den
50er Jahren des vergangenen Jahrhunderts. Hierbei eignen sich aufgrund einiger che-
mischer Details diverse Cyanoacrylate (Coover, Joyner et al., 1959).

Die Befunde der vorliegenden Arbeit bezlglich Stabilitdt und Knochenheilung konnte
beweisen, dass eine rigide Fixation knécherner Fragmente mittels n-Butyl-2-Cyano-
acrylat méglich ist. Zu ganz ahnlichen Ergebnissen kam eine Studie bereits im Jahr
1995. Dabei konnte eine der Plattenosteosynthese vergleichbare Knochenheilung im
Mittelgesichtsbereich erzielt werden (Amarante, Constantinescu et al., 1995).

Die eigenen Ergebnisse bestéatigen das sogar flir alle Adhasivgruppen, welche direkt
zwischen die Knochenfragmente eingebracht worden waren. Die Untersuchungen von
Ahn und Mitarbeitern (1997) sind vergleichbar zu werten. Diese Autoren untersuchten
die Stabilisierung kraniofazialer Knochenfragmente mit Spaltbereichen zwischen den
Fragmenten Uber resobierbare Osteosyntheseplatten, die mit Histoacryl an der Kalvaria
des Schweins fixiert worden sind und beweisen, dass diese Methode hinsichtlich der
Stabilitat so effektiv war wie eine Titanplattenosteosynthese (Ahn, Sims et al., 1997).
Ubereinstimmend zu den hier présentierten Resultaten zeigten auch Shermaks et al.
(1998) in histologischen Untersuchungen mit Cyanoacrylate und Titanplatten keine
Unterschiede bei der Entziindungsreaktion. Die Autoren verzeichneten genauso nahe-
zu identische, geringe Entziindungsreaktionen in der Gruppe mit Osteosyntheseplatte
wie in der Cyanoacrylatgruppe. In mikrodensiometrischen Untersuchungen fanden sich
aquivalente Knochendichten in beiden Gruppen. In der gleichen Studie konnte unter der
Verwendung von Cyanoacrylate keine neurotoxische Aktivitat gefunden werden (Sher-
mak, Wong et al., 1998). Auch im eigenen Kaninchenmodell waren in Analogie zu den
Resultanten Shermaks keinerlei neurotoxische Nebenwirkungen gefunden worden, wenn

Acrylate oder auch DHV zum Knochenverbund eingesetzt worden waren.
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Shermak demonstrierte auBerdem, dass die Cyanoacrylatfixation von Knochen-
fragmenten eine Knochenbruchheilung erzeugt, die der Osteoinduktion vergleichbar
erscheint. Eine Mdglichkeit, klinisch relevante Frakturen mittels Klebstoffen zu fixieren,
wurde von Dadas et al. (2006) experimentell geprift. Die Autoren untersuchten die Fixa-
tion von Jochbeinfrakturen an Kaninchen mittels Cyanoacrylat. Dabei wurden, wie auch
in den vorliegenden Untersuchungen, die Histotoxizitat, Einflisse auf die Wundheilung
und Fremdkérperreaktion im Gewebe analysiert. Die Ergebnisse belegen, dass die
durch Kleber fixierten Fragmente in allen Fallen in regelrechter Position einheilten,
wéahrend in der Kontrollgruppe (keine Fixation) eine erhebliche Dislokation der Fragmente
festgestellt werden musste. Die Gewebereaktion war in beiden Gruppen vergleichbar
(Dadas, Alkan et al., 2007). Diese Ergebnisse bestatigen die eigenen Resultate bezlig-
lich Gewebereaktion und Wundheilung und untermauern die friheren Untersuchungen
aus der eigenen Klinik (Bekes, 2003; Maurer, Bekes et al., 2004 a; Maurer, Bekes et al.,
2004 b).

Eine Indikationserweiterung zur Verwendung verschiedener Knochenkleber zur Stabi-
lisierung von Unterkieferfrakturen scheint nach gegenwértigem Kenntnistand allerdings
unwahrscheinlich. Die vorliegenden Ergebnisse sprechen zwar fir eine gute Bio-
kompatibilitdt der ausgewdahlten Kleber. Hinsichtlich einer ausreichenden Festigkeit flr
einen Einsatz bei Unterkieferfrakturen kann zum gegenwartigen Zeitpunkt allerdings
noch nicht hinreichend Stellung bezogen werden. So existiert nach durchgefiihrter
Literaturrecherche lediglich eine Studie, bei welcher Cyanoacrylat zur Stabilisierung von
Unterkieferfrakturen verwendet wurde (Mehta et al., 1987). Die Frakturbereiche wurden
direkt mit dem Kleber versorgt, zuséatzlich erfolgte allerdings eine intermaxillare
Fixation flr 48—72 Stunden. Die Autoren sahen eine Mdglichkeit zur Frakturversorgung
mittels Cyanoacrylat, obwohl Langzeituntersuchungen noch ausstanden. Andererseits
belegten andere Autoren (Amarante et al., 1995; Ahn et al., 1997; Gosain et al., 1998),
dass in stark belasteten Bereichen die Kleberverwendung unzureichend ist, weshalb die
Anwendung am Menschen fur diese Indikation kritisch zu sehen ist und nach eigener
Uberzeugung mit ggw. Adésivsystem eine ausreichende Stabilitit nicht gegeben ist.
Deshalb sollten Klebersysteme sowie DHV lediglich in wenig belasteten Gebieten, wie
im Mittelgesicht, zum Einsatz kommen.

Solche vielversprechenden Anwendungsmdglichkeiten wurden fur Cyanoacrylate von

mehreren Autoren prasentiert.
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Bereits 1980 demonstrierten Wiecko und Mitarbeiter die Versorgung von Sinus-
Frontalis-Frakturen durch Cyanoacrylat in vier Fallen. Wundheilungsstérungen waren
auch seinerzeit und damit analog zu den eigenen experimentellen Ergebnissen nicht
beobachtet worden. Die &sthetischen und funktionellen Resultate waren hervorragend.
Die Autoren hoben hervor, dass sich die Verwendung eines Adhéasivs bei Frakturen
des Sinus frontalis sogar leichter als eine klassische Osteosynthese gestaltet. (Wiecko,
Karasiewicz et al., 1980). M&glicherweise kdnnten perspektivisch in diesem Bereich
alternativ zum Cyanoacrylat DHV eingesetzt werden.

Es existieren weitere, zumeist aussichtsreiche Berichte tUber die Anwendung von Klebe-
stoffen am Menschen vor allem fir die Cyanoacrylate. Analog zu den hier prasentierten
Befunden beobachtet die Arbeitsgruppe von Kim (1997), dass diese Technik geeignet
ist, um Frakturen sehr diinner Knochenstrukturen, wie sie typischerweise bei der fazia-
len Kieferhéhlenwand, am Orbitaboden und —dach vorzufinden sind, zu versorgen. So
beschreibt der Autor zehn Félle, bei denen Cyanoacrylat verwendet wurde, um multiple,
dinne Knochenfragmente im Mittelgesichtsbereich zu fixieren. Die postoperative Kon-
trolle mittels der 3D-Computertomographie belegte die anatomisch regelrechte
Fragmentretention (Kim, 1997). Die prinzipielle ldee Kims, eine Versorgung von Mittel-
gesichtsfrakturen mittels Acrylaten zu realisieren, wurde auch von Cheski (1997) verfolgt.
Er zeigte an einem Kadavermodell die minimal invasive, weil endoskopische Reposition
von Jochbeinfrakturen, welche durch Cyanoacrylat stabilisiert wurden. Seinerzeit
konnte demonstriert werden, dass der Einsatz von Cyanoacrylaten als Knochenkleber
im Mittelgesichtsbereich eine 18-fach héhere Knochenbruchstabilitét als bei klassischen
Repositionen, wie zum Beispiel bei Hakenzugrepositionen, erreicht werden konnte
(Cheski und Matthews, 1997).

Zur Unbedenklichkeit der Einbringung von Klebestoffen auf den Gesamtorganismus lie-
gen bereits umfassende Untersuchungen vor. Die Resorption von Cyanoacrylaten und
deren Ausscheidung durch Urin und Stuhl konnte von verschiedenen Autoren bis zu
einem Jahr nach der Applikation nachgewiesen werden. Danach waren keine Spuren
der Adhésive oder Metaboliten mehr aufzufinden (Reynolds, Fassett et al., 1966; Pani,
Gladieux et al., 1968).

Das eigene Modell basiert auf einer Fixation von Knochenbruchfragmenten aus-

schlieBlich unter Verwendung von Cyanoacrylat oder DHV. Perry und Youngson (1995)
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hingegen versuchten mit Komposit, Glasionomerzement oder Histoacryl einen aus-
reichenden Verbund von Stahlplatten auf Knochen zu erreichen. Allerdings konnten sie
keine Vorteile gegentber der Miniplattenosteosynthese verzeichnen. Der Hauptnachteil
dieser an sich innovativen Untersuchung besteht jedoch Ihrer Meinung nach im Ein-
bringen weiteren alloplastischen Materials, auch wenn dieses abgebaut wird.

Es ist mittlerweile bekannt, dass die Geschwindigkeit des Abbaus der Cyanoacrylate
umgekehrt proportional zur Seitenkettenlange ist und direkt mit der lokalen Entziin-
dungsreaktion korreliert (Pani, Gladieux et al., 1968; Tseng, Tabata et al., 1990; Quatela,
Futran et al., 1993). Die Widerstandskraft gegen Hydrolyse steigt proportional zur L&nge
der Alkylgruppe (Brauer, Kumpula et al., 1979). Die Hydrolyse verlauft umso zbégerlicher,
je langer die jeweilige Alkylgruppe ist. Bezieht man jetzt die hohe Klebekraft kurzkettiger
Verbindungen in Betracht, so lasst sich erklaren, warum am eigenen Kaninchenmodell
mittels des n-Butyl-2-Cyanoacrylat hervorragende Ergebnisse erzielt werden konnten.
Innerhalb der Cyanoacrylatklebstoffe bietet das als Histoacryl bekannte Mittel den bes-
ten Kompromiss zwischen niedriger Toxizitat und hoher Haftkraft.

Ein limitierender Faktor der Verwendung von Cyanoacrylatkleber zur Knochenbruch-
versorgung liegt in der problematischen Fixation der Fragmente wéahrend der Kleber-
applikation (Ahn, Sims et al., 1997). Diese Beobachtung kann durch die eigenen Expe-
rimente bestatigt werden. In mehreren Fallen musste sogar das fixierte Fragment geldst
und erneut befestigt werden. Zudem war die Applikationsmenge des Adhésivs nur
unbefriedigend steuerbar. In dem GroBteil aller Préparate konnte ein deutlicher Uber-
schuss des Klebers nicht vermieden werden.

Klassischerweise wird in der Zahnerhaltung der Haftverbund zwischen Zahnhart-
substanz und DHV durch Konditionierung mit einem Atzgel (37 % H,PO,) erreicht. Vergli-
chen mit allen Arbeiten Mitte der 90er Jahre bis in die Gegenwart, stellt die vorliegende
Studie die erste Untersuchung dar, bei der auf ein Atzgel verzichtet worden war. Die
oft diskutierte Knochenoberflachekonditionierung wurde hier mit 3% em Wasserstoff-
peroxid realisiert. Dabei stieg die Adhasion bzw. Haftkraft zwischen den Knochen-
fragmenten an. Eine Wasserstoffperoxidkonditionierung ist wesentlich schonender
fur den Knochen, weil eine Benetzung mit Phosphorsaure ausbleibt. Wegen des
adstringierenden Effektes bei einer Wasserstoffperoxidkonditionierung kénnen die

Knochenoberflachen relativ trocken gehalten werden, was sich auf die Adhésivitat
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sehr positiv auswirkte. Zusatzlich kann angenommen werden, dass es bei einer so
getrockneten Knochenoberflaiche dem DHV mdoglich ist, in die Knochenlakunen vorzu-
dringen und nach Aushéartung im Knochen einen dem Dentin ahnlichen Verbund des
s.g. Tags oder Zotten zu erreichen. Dass damit ausreichende Festigkeit im Knochen
und Knochenverbindung erreicht werden, zeigte Bekes (2003) und Maurer et al. (2004).
Diese Gruppe verglich die Zugfestigkeit von drei Dentaladhé&sivsystemen (Excite, Clear-
fil New Bond, Etch&Prime 3.0) und zwei Cyanoacrylaten (Cyano Veneer, Histoacryl)
am Tierknochen in vitro. Unter den gewdahlten Bedingungen scheint die Verwendung
dentaler Adhé&sivsysteme fur die Knochenbruchversorgung vielversprechend zu sein.
Die Zugkrafte betrugen 5,22 MPa fir Clearfil und 1,95 MPa flr Excite (Maurer, Bekes et
al., 2004 a; Maurer, Bekes et al., 2004 b).

Obwohl die mechanische Belastung in vitro eine geringere Festigkeit von Excite
bestétigt, konnte unter in vivo Bedingungen eine suffiziente Adhasion des Knochen-
deckels im Kaninchenmodell gefunden werden. Fur das Excite spricht zudem die im
Vergleich zum Histoacryl deutlich einfachere Handhabung, da es Uber Photopolymeri-
sation aushértet.

Nicht alle Adhésive sind jedoch fiir eine Fixation von Knochenfragmente geeignet. So
ergab sich bei den eigenen Vorversuchen eine véllige Unbrauchbarkeit des Clearfil New
Bonds, da es auf der feuchten Knochenoberflache keinerlei Haftung oder Aushértung
aufwies. Zudem ist auf der Grundlage einer weiteren aktuellen Studie bekannt, dass
Clearfil eine hohe Zytotoxizitat aufweist, wodurch sich eine Verwendung in vivo a priori
ausschlieBt (Heinzelmann, 2007).

Die Photopolymerisationszeit von DHV sollte tiber 60 Sekunden liegen, um der Ein-
schrankung von Radikalbildung und Polymerisation durch Sauerstoffinhibition an der
Oberflache und durch die hydrophile Phase im Dentin vorzubeugen laut Krejci et al.
(1994). In dieser Studie wurde der DHV 20 Sekunden (Excite) gehartet, so wie es der
Hersteller vorschreibt. Da in der aktuellen Arbeit eine relativ dinne Knochenschicht
durch Kleber versorgt worden ist, war es mdglich, mit der Photopolimerisation die
gesamte Adhasivschicht zu erhéarten. Bei kompakteren Schichten wirde ein dual oder
chemisch héartender DHV besser geeignet sein.

Mittlerweile eréffnen sich fur DHV noch weitere, zum Zeitpunkt ihrer Etablierung in der

Zahnmedizin, vollig ungeahnte Einsatzmoglichkeiten. Beispiel ist die Verwendung von
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Excite, um Linsen auf der Kornea zu fixieren. Die Arbeit von Popprawa (2004) demons-
trierte, dass eine Reepithelisierung der Hornhautoberflache nach einem Defekt durch
eine mit Cyanoacrylat aufgeklebte Kontaktlinse zwar mdglich ist, jedoch nicht ohne
Konsequenzen flr das betroffene Gewebe bleibt, da Histoacryl eine Reihe von Kompli-
kationen verursacht. Diese Studie konnte die Kompatibilitéat und die Adhé&sion zwischen
dem kunstlichen Epithel und der Hornhaut mittels eines Dentinhaftvermittlers demonst-
rieren. Die in vitro getestete Toxizitat des Excite und damit die Auswirkung auf das Ge-
webe waren gering, und im Vergleich zu anderen Adhéasiven zeichnet sich Excite durch
eine sehr gute Biokompatibilitat aus (Popprawa, 2004). Méglicherweise gelang es auch
im Rahmen der eigenen vorliegenden Studie, durch die genannte Wasserstoffperoxid-
konditionierung die Knochenfragmente ausreichend trocken fur den Einsatz von Excite
zu gestalten, so dass ahnliche Voraussetzungen wie bei der Adhé&sion zwischen dem
kinstlichen Epithel und der Hornhaut vorzuliegen. Die gute Gewebevertraglichkeit von
Excite ist méglicherweise durch die chemische Zusammensetzung bedingt. Wahrend
Adhésive bis zu 80 % Ldsungsmittel enthalten (zum Beispiel Prime & Bond NT), betragt
dieser Anteil bei Excite nur 20 %. Durch den gleichzeitig hohen Monomergehalt (>79 %)
lasst sich die Adhésivschicht gut polymerisieren, wodurch weniger toxische Nebenpro-
dukte verbleiben (Technische Unterlagen, Vivadent).

Als Ergebnis aller Untersuchungen kann festgestellt werden, dass die stabile Fixation
kndcherner Fragmente im Kaninchenschadel durch dentale Adhé&sive mdglich ist und
zur ungestorten Heilung fahrt. Die ermutigenden Ergebnisse erdffnen Méglichkeiten far

weitere Untersuchungen.



6.  Schlussfolgerungen und Zukunftsaussichten

Die Klebung von Knochenfragmenten stellt eine attraktive Technik und somit auch
eine echte Alternative zum Verbund von filigranen Knochenfragmenten in der Mund-,
Kiefer- und Plastischen Gesichtschirurgie dar. Auf Grund der zumeist unkomplizierten
und schnellen Anwendbarkeit von Klebstoffen besitzt die Klebetechnik potenzielle
Vorteile gegentiber anderen Verbundtechniken wie der Fixierung mit Schrauben, Pins
oder Platten. Im Vergleich zur Osteosynthese mit herkémmlichen Materialien ist beim
Klebeflugeverfahren durch die mégliche minimalinvasive Applikation eine wesentlich
geringere zusatzliche Gewebetraumatisierung zu erwarten. Zudem stellt das Kleben
eine flachenhafte Verbindung der Fragmente dar, die im Gegensatz zu punktuellen Ver-
bindungen anderer Techniken ggf. eine bessere Kraftiibertragung gewahrleisten kann.
Unter all diesen Gesichtspunkten ergibt sich eine auBerordentliche Berechtigung flr die
Uberpriifung und Suche nach Methoden der Frakturversorgung durch bioresorbierbare
Knochenklebstoffe und mégliche innovative Klebefligeverfahren. Fir das Histoacryl
bestehen aufgrund seiner Darreichungsform rein anwendungstechnisch Limitationen
fur die klinische operative Routine. Hier sind moderne Dentinadhésive klar Gberlegen,
weil die Polymerisationsreaktion erst nach sicherer Reposition und dem Aufbringen des
Klebegrundstoffes fotochemisch gezielt gestartet wird.

Mit der vorliegenden tierexperimentellen Untersuchung konnte klinisch, rdntgenologisch
und histomorphometrisch gezeigt werden, dass ausgewéhlte Klebstoffe der klassi-
schen Zahnheilkunde tatsachlich in der Lage sind, knocherne Fragmente im Bereich
minimaler mechanischer Belastung suffizient zu fixieren.

Verschiedene Fachgebiete kénnten von dieser Knochenfixationsmethode profitieren,
beispielsweise die Traumatologie und orthopadische Chirurgie, aber vor allem die
Kiefer- und Gesichtschirurgie aber auch gewisse Teilgebiete der HNO-Heilkunde. Dort,
wo durch anatomische Bedingungen, wie zum Beispiel im Orbitaboden- oder Nasen-
nebenhdhlenbereich, eine Osteosynthese durch Plattenanlage unméglich erscheint,
kénnte die Klebefixation eine sinnvolle Ergdnzung in der Frakturversorgung darstel-
len.In der préaprothetischen Chirurgie kénnten Augmentate durch Kleber fixiert wer-
den, um die vulnerablen Knochentransplantate nicht durch Anlage von Bohrléchern zu

schéadigen.
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Mégliche weitere Anwendungsmdglichkeiten der DHV wére die Barrierefunktion als
biodegradierbare und biokompatiblen Membran bei einer Anwendung von BMPs im
Frakturspaltbereich zu sehen. AuBerst innovativ wére ein Forschungsansatz, welcher
derartige BMPs in einen DHV inkludieren wirde. Somit kénnte dann durch die Hydrol-
yse und Degradation des DHV sukzessive BMP zur Unterstitzung der Knochenheilung
freigesetzt werden.

Die prasentierte Arbeit stellt einen neuartigen und originellen Ansatz von Dentin-
klebern weit Gber lhren urspringlichen Einsatzbereich in der restaurativen Zahnheil-
kunde hinaus dar. Es muss zwar spekulativ bleiben, ob DHV eine weitere Indikations-
erweiterung am Skelett erfahren werden. Hierzu sind dann konkrete Kontakte zur
Industrie erforderlich, um durch chemische Nuancen die bereits bewiesene Haftkraft
bei erhaltener Resorbierbarkeit deutlich zu erhéhen. Zum gegenwértigen Zeitpunkt
kann aber die Methode der Knochenklebung mit DHV nahezu uneingeschrankt im
wenig belasteten Gebiet des Mittelgesichts empfohlen werden, voraussichtlich einer

Zulassung fir diese Indikation.
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7. Zusammenfassung

Ziel dieser tierexperimentellen Arbeit war der direkte Vergleich zweier unterschiedlicher
Knochenkleber in einem standardisierten Osteotomiemodell an der Kaninchenkalot-
te. Durch knochenhistomorphometrische Analysen sollten die Unterschiede der Frak-
tur- heilung zwischen den beiden Knochenklebervarianten und der Kontrollegruppe mit
Titan-Osteosynthese herausgearbeitet werden.

Die beiden Knochenklebervarianten waren ein auf Bis-GMA basierter Dentinhaft-
vermittler (DHV, Excite) und ein Gewebekleber aus n-Buty-2-Cyanoacrylat (Histoacryl).
Bei jedem Tier wurden zwei 8 mm runde Knochendefekte an der Kalotte gesetzt und
die Knochendeckel mittels verschiedener Osteosyntheseverfahren erneut fixiert. Insge-
samt wurden 30 Tiere untersucht und in 3 Gruppen (Titan-Kontrolle, Dentinhaftvermittler,
Gewebekleber) eingeteilt. Die Gruppen wurden 4, 8 und 12 Wochen nachbeobachtet.
Die histomorphometrische Auswertung erfolgte mit dem computerunterstitzten Bild-
analysesystem KS300 (Firma Carl Zeiss, Jena, Deutschland). Als histomorphome-
trische Parameter wurden Knochenneubildung (TBV: trabecular bone volumen) und
Knochenmineralisation (Osteoid/Os) bestimmt. AuBerdem wurden weitere histologische
Untersuchungen mittel Giemsa- und HE-Farbungen durchgefiihrt sowie eine réntgeno-
logische longitudinale Beobachtung der Knochenheilung.

Die Klebervariante mit DHV zeigte anhand der histomorphometrischen Auswertung
keine Barriere fur die physiologische Frakturheilung, im Gegenteil, es fand sich eine
hervorragende Osteogenese im Frakturspalt, besonders 4 Wochen postoperativ. Der
Cyanoacrylat-Gewebekleber ermdglichte ebenfalls eine gute Frakturheilung und Osteo-
genese im Frakturspaltbereich. Beide Kleber ermoglichten vergleichbare oder bessere
Ergebnisse bezuglich Frakturheilung und Knocheneubildung im Vergleich zur Kontroll-
gruppe far alle Zeitpunkte. Die histomorphometrischen Ergebnisse zeigten signifikante
Unterschiede zwischen die Klebervarianten und Titanosteosynthese als Kontrolle.
Nach gegenwartigem Erkenntnisstand ist dies die erste Arbeit, welche die Eignung
von DHV als echte Alternative zur klassischen Osteosynthese im Mittelgesicht anhand

histomorphometrischer Untersuchungen am Tiermodell hervorhebt.
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9. Tabellenanhang

Tabelle 11- Oneway-Anova-Test fir Knochenneubildung.

Zwischen den Gruppen

Innerhalb der Gruppen

Zwischen den Gruppen

Gesamt

Tabelle 12- Post-Hoc-Test — Bonferoni Test fiir Knochenneubildung
*Die mittlere Differenz ist auf der Stufe .05 signifikant.

-38,6254()
-17,2382(%)
17,2382(%)

-12,4272
3,0456

-3,0456

-3,0436
9,7657
-9,7657
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Obergrenze

-21,8669

33,3712

10,5659

10,6260
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Tabelle 13- Oneway Deskriptive Statistik fir Knochenneubildung

--

Histoacryl 61,4308 4,67287 71,6121 87,51
Gesamt 59,5815 3,65712 67,0219 91,92

Histoacryl 70,3116 4,04869 78,8176

Gesamt ﬂ 71,5400 91,80

Histoacryl 2,91409 70,9727 88,36
1,98338 63,8861 88,36

Tabelle 14- Oneway-Anova-Test flr Osteoid Mineralisation

Zwischen den Gruppen

Innerhalb der Gruppen

Zwischen den Gruppen
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Tabelle 15- Post-Hoc-Test —Bonferoni test flir Osteoid Mineralisation
*Die mittlere Differenz ist auf der Stufe .05 signifikant.

2,5050

2,3181
-2,3181

3,8802(%)

-1,2084
1,3321
-1,3321

Tabelle 16- Oneway Deskriptive Statistik fur Osteoid Mineral

Ober-
grenze

Histoacryl

Gesamt

Histoacryl ,43510

Gesamt

istoacryl

Gesamt




10.

Thesen

Trotz der ausgezeichneten Biokompatibilitdt des Titans bleiben einige Proble-
me beim Gebrauch der rigiden Fixation ungel6st. Gerade bei der Betrachtung
dinner Knochenstrukturen, wie sie im Mittelgesicht gefunden werden, gelingt
das Eindrehen von Schrauben nicht immer in adaquater Weise, so dass keine
ausreichende Stabilitat erzielt werden kann.

2. Als Alternative fir eine solche Osteosynthese bietet sich die Klebetechnik an.

10.

11.

Die Knochenklebstoffe muissen neben ausreichender Klebekraft eine gute
Kurz- und Langzeitbiokompatibilitdt aufweisen, ohne den physiologischen
Frakturheilungs-prozess bei schneller Biodegradation zu stéren.

Aufgrund der strukturellen und chemischen Ahnlichkeit zwischen Knochen
und Dentin ist die Verwendung von Dentinhaftvermittlern auf ossérem Gewebe
denkbar.

Das Kaninchenmodell ist aufgrund schnell ablaufender Heilungsvorgange zur
biologischen Testung und histologischen Beurteilung der Knochenheilung
geeignet.

Im aktuellen Tiermodell ist die Konditionierung des Knochens mit 3 % em H,O, flr
die Adhé&sion des getesteten Dentinklebers am Knochen ausreichend. Dadurch
wird der Knochen gegeniber der herkdmmlichen Phosphorséurekonditionierung
geschont.

Gegenuber Cyanoacrylat als Vergleichssubstanz zeichnet sich der eingesetzte
Dentinkleber durch anwenderfreundliche Verarbeitbarkeit aus.

Der Dentinhaftvermittler erreichte Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
im Median bessere Ergebnisse der Knochenneubildung als die Cyanoacrylat-
und die Titanosteosynthese.

Der Knochenmineralisationsgrad im Osteotomiespalt im Zuge der Fraktur-
heilung war in allen drei Versuchsgruppen histomorphometrisch &hnlich.

Der Dentinhaftvermittler ruft keinerlei Heilungsstérungen hervor und bestétigt
in vivo die bekannt gute in-vitro-Biokompatibilitat.

Neben der hier in vivo untersuchten Biokompatibiltdt der Adhé&sivsysteme sind
weitere experimentelle Studien zur Stabilitdt und zur Biomechanik notwendig.

Die Methode der Knochenklebung unter Verwendung von Dentinhaftvermittlern
kann theoretisch nahezu uneingeschrénkt im wenig belasteten Gebiet des
Mittelgesichts empfohlen werden.
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