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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Versuche am Schaf als Modelltier

Bevor Implantate am Menschen eingesetzt werden, muss ein aufwandiges Entwicklungs- und
Prifverfahren durchlaufen werden, welches Ublicherweise biomechanische und I#-vivo-
Testungen am Tiermodell beinhaltet. Aufgrund anatomischer Besonderheiten eignen sich

die Extremitaten des Schafes besonders gut fiir diese Untersuchungen.

Schafe machen einen geringen Anteil der zu wissenschaftlichen Zwecken genutzten
Tierarten aus, auch bei der Forschung am muskuloskelettalen System (Verwendung von
Versuchstieren im Jahr 2018). Die Wahl des Schafes als Modelltier ist in dieser priklinischen
Studie zum einen in der relativ einfachen und kostengiinstigen Haltung begriindet (Newman
et al. 1995; Sparks et al. 2020). Zum anderen sind Schafe grof} genug, um menschliche
Prothesen und Implantate zu testen (Newman et al. 1995). Der Schafsknochen ist des
Weiteren gut mit dem menschlichen vergleichbar (Abbildung 1.1) und es sind die Gblichen
humanmedizinische Instrumente sowie Implantate nutzbar (Evans 2014). Auch das

mechanische Belastungsprofil von Schafen ist gut beschrieben (Taylor et al. 2000).

y —————— Femur

Calcaneus

Os

! metatarsale
»,

&

¢ Phalangen

Abbildung 1.1 Zeichnung des linken Hinterbeins eines Schafs von lateral. Die Verwendung der

Abbildung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Lukas Weig.
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1.1.1 Tibia als Modellknochen

Schafsknochen haben grundsitzlich eine menschen-dhnliche Gré3e, Knochenmakrostruktur
und hohe Ubereinstimmungen in Bezug auf ihre organische und anorganische Struktur
(Newman et al. 1995; Rehman et al. 1995; Sparks et al. 2020). Es bestehen Analogien in der
Mineralzusammensetzung, was hilfreich ist, da Mineraldichte und Gehalt an Kallusgewebe
als Faktoren zur Einschitzung der Knochenheilung dienen (Markel et al. 1991; Ravaglioli et
al. 1996). Die Umbauprozesse und das Knochenheilungspotenzial des trabekuliren
Knochens unreifer Schafe sind auBlerdem mit dem wachsenden menschlichen Skelett

vergleichbar (Chavassieux et al. 1997; Reichert et al. 2009; Sparks et al. 2020).

Ein Monat im Knochenalter des Schafes ist ins Verhiltnis zu setzten mit einem Jahr im
Alterungsprozess menschlicher Knochen (Nafei et al. 2000). Eine mehrmonatige
Versuchszeit kann demnach den Verlauf der Knochenentwicklung eines Kindes in mehreren
Jahren darstellen. Laut Schiborra (2006) ist eine eindeutige Alterskorrelation zwischen
Menschen und Schafen schwierig, aufgrund der unterschiedlichen Entwicklung. Trotzdem
kann aus histologischer Sicht ein 18 Wochen altes Schaf, dessen Wachstum im Alter von
zwel Jahren seinen Abschluss findet, anniherungsweise mit einem Kind zwischen sechs und

zehn Jahren verglichen werden.

Die Tibia des Schafes erweist sich fir Versuche als geeignet durch eine vergleichbare tibiale
Blutversorgung. Im Gegensatz zum Femur ist weniger Weichteilgewebe vorhanden, was den
Knochen besser zuginglich macht fir chirurgische Interventionen (Stitzle et al. 1998;
Reichert et al. 2009). Daneben ist die Kortikalis in Relation gesehen dicker, was fiir eine
geringere Morbiditit nach Schaffung eines diaphysiren Defekts sorgt (Croker et al. 2016;
Sparks et al. 2020). Etablierte Methoden zur Distraktionsosteogenese wurden in friheren
Studien auch am Modell der Schafstibia durchgefiihrt und qualifizieren diese als geeignetes

Modell (Isaksson et al. 2007; Forriol et al. 2010; Sparks et al. 2020).

1.1.2 Aktivitit von Schafen

Die Aktivitit von Schafen und ihr Verhalten wurde hauptsichlich in natirlichen
Umgebungen beobachtet. Dort zeigte sich, dass die Tiere bei Tageslicht tiber 83% der Zeit
im Stehen verbringen und diese Zeit meist mit der Aufnahme von Futter verbracht wird
(Mohammed et al. 2020). In der Studie von Mohammed et al. (2020) sind die Schafe bei
Tageslicht in 79% der Zeit mit Weiden beschiftigt, in 8% mit Wiederkduen und die restliche

Zeit sind sie untitig. Bei guten Umweltbedingungen ist grundsitzlich ein vermehrtes
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Autogrooming festzustellen (Bojkovski et al. 2014). Darunter versteht man der Korperpflege

zuzuordnende Verhaltensweisen, wie sich Scheuern oder Beknabbern.

Neben beobachtbaren Routinen bei Schafen mit dauerhaftem Zugang zu Futter und Wasser
konnten verschiedene Einflussfaktoren auf das Verhalten festgestellt werden (Lyons und
Machen 2000). Bei diesen handelt es sich hauptsichlich um die Lufttemperatur und Ringe
zwischen den Schafen (Bojkovski et al. 2014; Patkowski et al. 2019). Rangniedrigere Schafe
haben bei kleineren Futter- und Liegeflichen eine verkiirzte Liegezeit, weniger zur Herde
synchrones Ruhen und eine gesteigerte Bewegung (Boe et al. 2006) . Besonders bei geringem
Platz am Futtertrog zeigt sich vermehrt aggressives Verhalten und aufgrund des
unterschiedlichen Zugangs zu Nahrung sind gréflere Variationen im individuellen Gewicht

innerhalb einer Herde feststellbar (Silveira et al. 2018).

1.1.3 Ganganalyse von Schafen

Zur Gangbeobachtung von Tieren werden verschiedene Methoden beschrieben. Neben
visueller Analyse und mit am Schaf befestigten Sensoren sind Gerite wie drucksensible
Gangstrecken verbreitet (Agostinho et al. 2012; Hobbs-Chell et al. 2012). Die kinematisch
erfassten Daten der Ganganalyse umfassen meist die Messungen der vertikalen Spitzenkraft,
der Gangzykluszeit, der Schrittlinge und Geschwindigkeit sowie die prozentuale Verteilung
des Korpergewichts auf die vier GliedmaBlen (Kim und Breur 2008; Agostinho et al. 2012).
Liu et al. (2021) untersuchten dartiber hinaus die Krifte auf einzelnen Bereichen der Klaue,

indem sie diese in vier Quadranten einteilten.

Messungen mit Sensormatten stellen eine nicht-invasive Moglichkeit dar, mehrere
Gangzyklen eines Schafes aufzuzeichnen und dabei alle Klauen gleichzeitig zu analysieren
(Kim und Breur 2008; Agostinho et al. 2012). Eine Analyse der Funktion und Nutzung von
Gliedmallen in gehendem Tempo entspricht einer erfahrungsgemill guten Methodik. Bei
schnellerem Fortbewegen werden geschwichte Gliedmallen eher getragen als belastet (Kim
und Breur 2008). Seebeck et al. zeigten, dass die Strategie der Gewichtsbelastung verletzter
Schafe individuell, aber von Bedeutung ist, da die Gewichtsbelastung einen Einflussfaktor in
der Phase der weichen Kallusbildung darstellte (Seebeck et al. 2005). In den Versuchen
konnte auflerdem ein prid- und postoperativer Unterschied operierter Hintergliedmalle
mittels Ganganalyse festgestellt werden (Seebeck et al. 2005). Liu et al. (2021) sahen in der
Ganganalyse ein  ,,Potenzial zur Diagnostizierung von  Erkrankungen  des

Bewegungsapparates der unteren Gliedmaflen von Vierbeinern®. Die Nutzlichkeit der
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Methode im klinischen Setting konnte dariiber hinaus auch von anderen Autoren bewiesen

werden (Oosterlinck et al. 2012).

1.2 Knochenneubildung und Funktionsweise der

Knochenverlingerung

Der reife Knochen des Menschen besteht aus sekundirem Lamellenknochen, welcher aus
primdrem Geflechtknochen hervorgeht. Die Knochenneubildung kann desmal oder
chondral ablaufen. Bei der desmalen Ossifikation entsteht Geflechtknochen auf der
Grundlage von mesenchymalem Bindegewebe. Wird vorher eine Struktur aus Knorpel
geschaffen, spricht man von chondraler Ossifikation. Letzterer Vorgang ist bei den meisten

Knochen vorherrschend (Aumdtller et al. 2017).

Histologisch relevante Zellen fiir diese Prozesse sind Mesenchymzellen, welche sich zu
Osteoblasten differenzieren konnen. Diese synthetisieren Osteoid, was die primire
Spongiosa bildet. Der dadurch entstandene Geflechtknochen wird zu Lamellenknochen
umgebaut. Bei dem Prozess der chondralen Ossifikation differenzieren sich die
Mesenchymzellen direkt zu Chondroblasten, welche das knorpelige Primordialskelett bilden.
Diese Ossifikation kann peri- oder enchondral ablaufen. Unterstiitzt werden die genannten
Prozesse dabei von einer Vielzahl von Faktoren wie Signalstoffen, welche in ihrem
komplexen Zusammenspiel die Grundlage fiir die Differenzierungsschritte der Osteogenese
bilden (Eerden et al. 2000; Weti et al. 2016; Runyan und Gabrick 2017; Lillmann-Rauch und
Asan 2019).

Im Rahmen des Remodelings werden die im menschlichen Korper vorhandenen
Knochenstrukturen an ihre Beanspruchung angepasst. Diesen Vorgang macht man sich im
Rahmen der Distraktionsosteogenese zunutze. Anwendungsbereiche der
Distraktionsosteogenese sind unter anderem Frakturheilungsstérungen,
Fehlbildungskorrekturen oder Verlingerungen der Extremititen. Dabei wird eine
Osteotomie gesetzt und beide Knochenanteile auseinandergezogen. An den zwei
Knochenoberflichen, welche schrittweise voneinander entfernt werden, beginnen
proinflammatorische Prozesse und die chondro- sowie osteogene Differenzierung wird
angeregt. Histologische Untersuchungen von Kessler et al. (2005) zeigten, dass nach vier
Wochen eine Laminierung der distrahierten Knochenbereiche festzustellen ist. Die
Knochentrabekel lassen eine Ablagerung von Osteoid sowie eine Mineralisierung erkennen.

Bei einem intermittierenden Verlingerungsansatz spielt die Form der desmalen Ossifikation
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eine zentrale Rolle. Aufgrund der gerichteten Bewegungsreize in Form von Zugkraft kann

somit schnell ein stabiler Kallus gebildet werden (Carter et al. 1998; Ehrnthaller 2008).

1.3  Aktuelle Implantate zur Beinverlingerung

Einer angeborenen oder erworbenen Lingendiskrepanz der Extremititen kann bei Kindern
mit einem Wachstumsstopp oder Methoden der Verlingerung begegnet werden. Gerade an
der unteren Extremitit sind gleich lange Beine und ein symmetrisches Gangbild u. a. fur die
Entwicklung einer geraden Wirbelsdule wihrend des Wachstums von Bedeutung. Zur
Verlingerung einzelner Extremititen allgemein verwendete Methoden bei Kindern sind
Nigel bzw. in jingerer Zeit Platten zur Knochendistraktion (Endo et al. 2008; Tosun et al.

2016).

1.3.1 Fixateur externe

Der Fixateur externe stellt ein universell einsetzbares, auch zur Osteosynthese genutztes
Verfahren dar. Dabei werden bei einem unilateralen Triger proximal und distal des
Osteotomiespaltes Schanzschrauben am Knochen angebracht und mit einem auf3erhalb der
Weichteile bleibenden Krafttriger verbunden. Der Knochenspalt kann so intermittierend
tber extern angebrachte Schrauben verlingert werden. Neben diesem klassischen Verfahren
werden in der Achs- und Lingenkorrektur besonders Ringfixateure, sogenannte Hexapoden,
eingesetzt. Hier werden tiber Streben und begleitende Computerrekonstruktionen komplexe
Rekonstruktionen moglich (Koren et al. 2016; Horn et al. 2017). Als Beispiel ist hier der
Taylor Spatial Frame (Keshet und Eidelman 2017) zu nennen, mit dem komplexe
Korrekturen moglich sind. Als Vorteil dieser Verfahren sind die vergleichsweise geringen
Auswirkungen auf das umgebende Weichteilgewebe zu nennen (Reichert et al. 2009;

Ebraheim et al. 2017; Sparks et al. 2020).

Einschrinkende Eigenschaften besitzt der Fixateur externe mit seinem sperrigen Rahmen
auf die Bewegung der Patient*innen. Damit ist nicht nur physiotherapeutischen MaB3nahmen
cine Grenze gesetzt, sondern auch den Patient*innen und deren Teilnahme am zuvor

gefiihrten Leben (Szymczuk et al. 2019). Dies kann neben korperlichen Stigmata auch
psychische Folgen haben und zu Depressionen fihren (Cole et al. 2001; Dahl et al. 2020).

Komplikationen bei der Anwendung eines Fixateurs entstehen hidufig aufgrund der
schwierigen Hygiene und Pflege (Dahl et al. 2020). Besonders hervorzuheben sind hierbei
die auftretenden Pin-Infektionen (Reichert et al. 2009; Szymczuk et al. 2019). Diese kénnen

zum einen den Heilungsprozess verlangsamen bzw. komplizieren und zu einer Lockerung
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der Schrauben fihren (Ebraheim et al. 2017; Sparks et al. 2020). Daneben sind
Achsenabweichungen,  Nerven-  oder  Gefiliverletzungen im  Rahmen  des
Verlingerungsprozesses der Distraktionsosteogenese moglich. Regenerationsprobleme in
Form von verzogerter Konsolidierung oder Frakturen nach Abnahme des Rahmens fithren
oft zu wiederholt notwendigen Interventionen im Behandlungsverlauf (Green 1983; Paley
1990; Simpson und Kenwright 2000; Dahl et al. 2020). Anwendbar ist ein externer Fixateur
auch schon bei kleinen Kindern, wobei besonders hier das Ergebnis bei Verlingerungen von

Knochen ohne Deformititen besser ist (Szymczuk et al. 2019).

1.3.2 Marknagel

Das Prinzip des Marknagels liegt in der internen Schienung von Réhrenknochen begriindet.
Die osteotomierten Knochenenden werden dabei intramedullir tber einen Nagel
verbunden.  Die  Knochenverlingerungen  kénnen — mechanisch  iber  einen
Einrastemechanismus, mit Motor oder durch magnetische externe Steuerung erfolgen
(Baumgart et al. 2006; Lee et al. 2014). Distraktions- und Knochenheilungsrate sind dabei

mit denen des Fixateurs vergleichbar (Szymczuk et al. 2019).

Der Nagel als zentraler Krafttriger zeigt eine hohere Toleranz der einwirkenden Krifte und
geringere Achsenabweichungen (Reichert et al. 2009). Ein hoherer Bewegungsradius,
geringere Schmerzbelastungen und damit weniger Einschrinkungen im Alltag fithrten zu
einer hohen Akzeptanz dieser Methode bei Patient*innen (Cole et al. 2001; Iobst 2019;
Szymczuk et al. 2019). Auch eine geringere Komplikationsrate ist anzufithren (Szymczuk et

al. 2019).

Das Aufbohren des Knochens zur Schaffung eines intramedulliren Kanals fir den Nagel
hat positive Effekte auf die Heilungsrate des Knochens (Porter et al. 2009; Haubruck et al.
2018). Damit verkniipft ist jedoch das Risiko einer iatrogenen knéchernen Erosion (Porter
et al. 2009; Haubruck et al. 2018). Auch die durch die Bohrung entstehende gesteigerte
intramedullire Temperatur beeintrichtigt die kortikale Knochendurchblutung und kann zu
Nekrosen und Veridnderungen der endostalen Architektur fihren (Ochsner et al. 1998;
Reichert et al. 2009; Haubruck et al. 2018).

Die Verwendung eines Marknagels ist limitiert durch das Vorhandensein offener
Wachstumsfugen und einen minimal notwendigen inneren Durchmesser des
Rohrenknochens (Ochsner et al. 1998; Haubruck et al. 2018). Diese Form der Therapie bei
Beinlingendifferenzen kann daher erst bei Kindern ab einem Alter von neun bis zehn Jahren

Anwendung finden. Optimalerweise sollten Tibiaverlingerungen mit teleskopischem Nagel
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an skelettreifen Patient*innen durchgefihrt werden, um zusitziche Schiadigungen der

Wachstumsfugen zu vermeiden (Rozbruch et al. 2014; Szymczuk et al. 2019).

Der Verlingerungsprozess der Tibia mithilfe eines intramedulliren Nagels wurde von Iobst
im Jahr 2019 beschrieben. Dabeti stellte er fest, dass im Vergleich zum Fixateur externe eine
lingere Latenzzeit sowie geringere Frequenz und Intervalle der Verlingerung notwendig
seien (Iobst 2019). Anzumerken sind des Weiteren die im Vergleich zum Fixateur externe
erh6hten Index-Implantat-Kosten. Aufgrund der seltener notwendigen Sekundireingtiffe

sind die Gesamtkosten allerdings niedriger (Richardson et al. 2019).

1.3.3 Notwendigkeit eines neuen Implantats zur Knochendistraktion bei Kindern

Unterschiedlich lange Beine sind ein hiufiges Problem (Hellsing 1988; Brady et al. 2003). Ab
ciner gewissen Lingendifferenz der Beine sind Auswirkungen fir den kompletten
Bewegungsapparat zu erwarten. Bei nicht ausreichender konservativer Behandlung sind
chirurgische Korrekturen indiziert. Die bisher Giblichen Methoden zur Durchfiihrung einer
Distraktionsosteogenese und deren Problematiken machen allerdings deutlich, dass es fiir
Kinder unter zehn Jahren noch keine zufriedenstellende Losung gibt (Paley 2015). Zur
Wiederherstellung der korrekten Achs- und Lingenverhiltnisse bei Kindern mit
Beinlingenunterschied und/oder Achsfehlstellungen ist eine moglichst komplikationsfreien,
kosmetisch ansprechbare Alternativmethode erwiinscht, mit der die im Krankenhaus

verbrachte Zeit auf ein Minimum reduziert wird.

1.3.4 Extramedullir fixierte intramedullire Verlingerungsmethoden

Um die Wachstumsfugen bei kleineren Kindern zu schonen, aber den
Magnetverlingerungsmechanismus intramedulldrer Nigel zu nutzen, wurden von extern zu
verlingernde magnetische Implantate (PRECICE®; NuVasive, Aliso Viejo, CA USA)
extramedulldr an Femur und Tibia mit getunnelter Weichteilabdeckung fixiert (Georgiadis et
al. 2017; Tobst 2019). Diese Anwendung erfolgte im Rahmen eines ogff-labe/ use (Dahl et al.
2020).

Obwohl mogliche Folgen der nicht daftir ausgelegten Platzierung des Implantats wie
Muskeltrauma oder Blutungen bekannt waren, wurden die Implantate in der von Dahl et al.
(2020) durchgefthrten Studie gut toleriert. In der retrospektiven Studie wurden erfolgreich
extramedullire Verlingerungen des Femurs mit einem magnetisch gesteuerten

intramedulliren Nagel bei Kindern bis zu acht Jahren mit subjektiv guten Erfahrungen
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durchgefithrt. Anzumerken ist hierbei, dass keine standardisierten Skalen zur Messung des

Schmerzes und der Zufriedenheit fiir einen adiquaten Vergleich angewandt wurden.

1.4 Hemmung von Wachstumsfugen

Das physiologische Lingenwachstum menschlicher Rohrenknochen findet in den
Epiphysenfugen statt. Die auch als Wachstumsfugen bezeichneten Bereiche sind zwischen
Epi- und Diaphyse lokalisiert und beinhalten zahlreiche Knorpelzellen. Eine Proliferation
dieser Chondrozyten mit anschlieBender Ossifikation fithrt zum Lingenwachstum der
Rohrenknochen (Hallett et al. 2019). Mit dem Schluss der Epiphysenfugen wird das Ende
des Knochenwachstum markiert. Dieses Stadium wird je nach Rohrenknochen zu einem
anderen Zeitpunkt erreicht und die Zeitspanne zur vollendeten Ossifikation kann
unterschiedlich lang sein (Moss und Noback 1958). Ausgewachsen sind Menschen im
Durchschnitt mit 15,5 (weiblich) bis 17,6 (ménnlich) Jahren (Tanner und Davies 1985).
Einen FEinfluss auf die Funktion der Wachstumsfugen und das Lingenwachstum von
Patient*innen, vor allem in der Pubertit, haben zellulire, parakrine und endokrine Faktoren

(Shim 2015).

Die Epiphyseodese (von griechisch epiphyesthai — darauf wachsen und desis — binden)
beschreibt ein chirurgisches Verfahren, bei dem es durch die Uberbriickung oder Zerstérung
der Wachstumsfuge zu einer Wachstumshemmung der betroffenen Fuge und damit des
Knochens kommt. Die Epiphyseodese gilt als etablierte Methode zur Korrektur von
Beinlingendifferenzen oder Beinachsendeformititen. Um dieses Verfahren nutzen zu
konnen, darf die Wachstumsfuge des Knochens demnach noch nicht verschlossen und es
muss genigend Restwachstum vorhanden sein. Etablierte Methoden zur Feststellung des
Status der Wachstumsfuge stellen Rontgenbilder, Wachstumskurven und Nomogramme dar
(Fishman 1982; Gladbach et al. 2000). Mittlerweile wurden Methoden entwickelt und zur
einfachen Anwendung beispielsweise als Apps bereitgestellt, mit denen eine Vorhersage der
GliedmaBendiskrepanzen bei Skelettreife méglich ist (Paley et al. 2000; Paley 2016; Birch et
al. 2021).

Zu unterscheiden sind die temporiren von den permanenten Methoden der Epiphysiodese.
Erstere kénnen bei Anwendung bis nach dem Wachstumsabschluss auch als permanent
angesehen werden. Fir eine primir temporire Epiphyseodese sind Methoden wie

Klammern, Schrauben oder modifizierte Formen einer Plattenosteosynthese verbreitet

(Métaizeau et al. 1998; Gottliebsen et al. 2013; Hillebrand et al. 2020).
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Zur permanenten Epiphyseodese wurde anfangs gerne die von Phemister eingefiihrte
Technik verwendet. Dabei witd ein aus der Epiphyse entnommener, um 180° gedrehter,
Knochenblock reimplantiert. Aufgrund ihres minimal-invasiven Verfahrens mit geringeren
Komplikationsraten sind heutzutage aber vor allem perkutane Verfahren der Epiphyseodese
verbreitet (Babu et al. 2014). Dazu zihlt die Methode nach Canale, bei der eine perkutane
Anbohrung und anschlieBende Auskurettierung der Epiphysenfuge vorgenommen wird

(Canale und Christian 1990).

Durch Nutzung von Strom und Laser sind in letzter Zeit weitere Methoden hinzugekommen
(Morein et al. 1978). Bei der Therapie von Knochen- und muskuloskelettalen Tumoren ist
eine Radiofrequenz-Behandlung tiblich (Rosenthal 2006). Im Rahmen dessen konnte unter
Verwendung minimal-invasiver Technik mithilfe von Hochfrequenzstrom Gewebevolumen
kontrolliert abgetragen werden, was zu einer thermalen Nekrose von Knochen fithrte (Corby
et al. 2008). Die zur Nekrose fithrende Koagulation der Proteine im Knorpel kann nach
Heisterkamp et al. schon bei einer Applikation von 50 — 60°C in einem Zeitrahmen von

unter drei Minuten (min) erreicht werden (Heisterkamp et al. 1999)

Die erfolgreiche Anwendung dieser minimalinvasiven Technik mit dem Ziel der
Epiphyseodese konnte an den Wachstumsfugen von Hasen, Schafen und Hunden gezeigt
werden (Rosen et al. 1990; Widmann et al. 2010; Shiguetomi-Medina et al. 2014). Das weitere
longitudinale Wachstum des Knochens wird durch die sich bildenden Knochenbriicken
verhindert (Dodge et al. 2007). Rosen et al. (1990) wiesen finf Wochen nach dem Eingriff
cine Zerstorung der Architektur der Wachstumsfugen nach, welche eine verlissliche

symmetrische und komplette Epiphyseodese bedeuteten.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird die mogliche Anwendung zweier Methoden zur
Beeinflussung des Wachstums am Schaf dargestellt. Zum einen steht dabei die
Wachstumsverlingerung als Methode zum Ausgleich einer Beinlingendifferenz im Fokus.
Die extramedullire Anbringung eines stabformigen Verlingerungsimplantats an der Tibia
entspricht einem o¢ff-labe/ use, welcher bei positiven FErgebnissen als alternative
Behandlungsmoéglichkeit fiir die Distraktionsosteogenese bei betroffenen Kindern diskutiert

werden kann.

Zum anderen soll die Durchfithrung einer Hemiepiphyseodese an Wachstumsfugen eines

stillgeborenen  Schafes dazu dienen, die durch die Hitzeablation entstehenden
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Verinderungen des Gewebes zu untersuchen. Erste Versuche einer minimal-invasiven
Methodik zur Wachstumshemmung oder Achsenlenkung fir die spiter klinische
Behandlung pédiatrischer Patient*innen sind das Ziel dieser Pilotstudie. Dabei soll au3erdem
die Genauigkeit und Effizienz bei Erstellung histologischer Schnitte verbessert werden.
Hierfiir wurde ein Protokoll etabliert, das die aus den pCT gewonnen Daten berticksichtigt.
Mithilfe der dreidimensionalen Darstellung der pCT-Bilder wurden optimale Schnittebenen

definiert und auf die eingebetteten Probenblocke tibertragen.

Grundsatzlich dienen die hier getitigten Versuche auch der weiteren Erforschung des
Leineschafs als Versuchstier in orthopidischen Studien. Es sollen Daten erhoben werden zu
dem Verhalten, der Aktivitit und dem Gang klinisch unauffilliger Tiere. Die hier
gewonnenen Informationen uber gesunde Schafe konnen bei spiteren Studien als
Erfahrungswerte dienen. Des Weiteren sollen Werte wie die tagesdurchschnittliche
Belastung pro Bein ermittelt werden, welche bei der Planung neuer Studien helfen und die

Versuchsbedingungen noch besser an die Versuchstiere anpassbar machen.
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2 Material und Methoden

Die vorliegenden Untersuchungen wurden im Rahmen des BMBF-Projektes ,Extern
steuerbares Plattenosteosynthesesystem fur Kinder (KiD Plate) (Nr.13GW0302B)
durchgefiihrt.

2.1 Versuchstiere

Die Verwendung von Versuchstieren im Rahmen dieses Projektes wurde vom
Niedersiachsischen Amt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES  33.9-
42502-04-18/2791) genehmigt. Alle durchfiihrenden Personen legten versuchsspezifische
Sachkundenachweise vor. Die acht weiblichen Schafe der Rasse ,,Leineschaf* wurden vom
Universititsversuchsgut Rellichausen (Waldstra3e 5, 37586 Dassel) bezogen. Bereits 14 Tage
vor der geplanten Operation wurden die Tiere in der Zentralen Tiermedizinischen
Einrichtung (ZTE) der UMG eingestallt. Dadurch konnte eine Adaptation der Limmer an
die Umgebung und die betreuenden Tierpfleger*innen stattfinden. Initial wurde der
gesundheitliche Status aller Schafe durch die ausfithrliche Untersuchung einer

Veterinarmedizinerin als unauffillig bestatigt.

Um mogliche Effekte von Konkurrenzverhalten und Kastrierung minnlicher Schafe auf das
Versuchsvorhaben zu umgehen, wurden fiir dieses Projekt ausschlieBlich weibliche Tiere
verwendet. Die Rasse Leineschaf wurde aufgrund ihres regionalen Vorkommens und der
zutraulichen Art fir die Versuche gewihlt, da eine hohe Compliance die Beobachtungen und

Untersuchungen erleichtert.

Die Tiere wurden als eine Gruppe in einem ca. 40 m* groen Raum auf planbefestigtem
Boden mit Stroheinstreu gehalten. Der Hell-/Dunkelzyklus setzte sich aus 12h hell/12h
dunkel zusammen und die Temperatur betrug 16 — 18°C bei einer Luftfeuchtigkeit von
40 — 60%. Die Wasserversorgung war sichergestellt und eine Fitterung erfolgte durch die im
Versuchsgut Rellichausen tbliche Mischung aus Kraftfutter, sowie Heu ad libitum. Bei
Eintritt in die Studie waren die sieben weiblichen Limmer ca. 4,5 Monate alt. Das Gewicht
wurde nach Ankunft der Tiere in der ZTE gewogen und lag zwischen 25 kg und 35 kg. Fine
individuelle ID auf der Ohrmarke stellte die eindeutige Identifizierung der Tiere sicher

(Abbildung 2.1).

Auch die bei den Klauendruckmessungen verwendeten Tieren stammten vom Versuchsgut

Relliechausen der Georg-August-Universitit Gottingen (WaldstraB3e 5, 37586 Dassel) und die
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Verwendung im Rahmen dieses Projektes wurde vom Niedersichsischen Amt fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit genehmigt (LAVES, 33.9-42502-04-
18/2791). Es handelte sich dabei um weibliche Mastlimmer und -schafe. Sie wurden unter
den in Relliechausen iblichen Bedingungen gehalten und gemistet. Zum Zeitpunkt der
Versuche waren zwei der acht Tiere anderthalb Jahre alt, die anderen sechs Schafe ein halbes
Jahr alt. Das Gewicht betrug durchschnittlich 32,25 kg, wobei das leichteste Schaf 21 kg und
das Schwerste 51 kg wog. Fine Identifizierung war durch die ID in der Ohrmarke gegeben
(Abbildung 2.1b).

2.2 Aktivititsprotokoll und Scoring der Schafe

Das Wohlbefinden der Schafe sollte nach der Operation tiglich mithilfe eines Scoring Sheets
tberwacht werden. Dafiir wurde bereits vor der Operation das Scoring mit jedem Schaf
(Schaf 1 — 8) einmalig durchgefiihrt. Folgende Kriterien wurden dabei beobachtet: Aktivitit,
Gesichtsausdruck, Verhalten in Herde, Verhalten als Einzeltier, Verdauung und Ernihrung,
Atemfrequenz, Puls, Haarkleid, Korpertemperatur, Schleimhiute, Lymphknoten,
individuelle Begebenheiten (Abbildung 2.1a,c).

Abbildung 2.1 Versuchstiere und — bedingungen in der ZTE. a) Schafstall mit Versuchstieren und
Futtertrogen (*); b) Ohrmarke zur Identifizierung der Schafe; c) Begutachtung der Mundschleimhaut eines

Schafes im Rahmen des pridoperativen Scorings.

Die Auswahl dieser Kriterien und Wertung der moglichen Befunde wurde in
Zusammenarbeit mit den Veterindrmediziner*innen der ZTE vorgenommen (Guesgen et al.
2016; Biernot 2017). Eine Orientierung zur Interpretation des Gesichtsausdrucks der Schafe

bot auch die Sheep Grimace Scale, wie sie von Higer et al. (2017) beschrieben wurde. Bei einem
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Score von einem Punkt sollte das betroffene Schaf und dessen Gesundheitszustand
regelmilig kontrolliert werden. Ab zwei Punkten war eine Vorstellung bei den
Veterinirmediziner*innen  vorgesehen,  sowie  bei  Bedarf  eine  angepasste

antiinflammatorische, antibiotische und/oder Schmerztherapie.

Fur die Erstellung des Aktivititsprotokolls wurden drei Schafe fiir 24 Stunden beobachtet
(Schaf 25, 29, 52). Eine farbige Markierung dieser drei Tiere zur besseren Erkennung
wihrend der Verhaltensobservationen erfolgte mittels eines Markierungssprays fur Schafe
(Hans Noack GmbH, Bielefeld). Die Aktivitit dieser Schafe wurde bestimmt, indem das
beobachtete Verhalten in drei Aktivititszustinde eingeteilt und die Werte daraus in halb- bis
zweistiindigen Intervallen gemessen wurden. Die Messungen fanden innerhalb eines
Zeitraums von acht Tagen statt, sodass jede Tageszeit innerhalb von 24 Stunden einmal
aufgenommen wurde. Dabei wurden einerseits die zuriickgelegten Schritte gezihlt.
Andererseits fand eine Messung der im ILiegen und Stehen verbrachten Zeit statt. Die
Beobachtungen wurden tagsiiber vor Ort vorgenommen. Mit ausreichend Abstand und
ruhigem Verhalten der beobachtenden Person, konnten die Schafe so ungestort und ohne

weitere Ablenkung ihrem normalen Rhythmus nachgehen.

Fur die Beobachtungszeit wihrend der Nacht wurden die mit einer Kamera (GoPro Hero 5,
GoPro Inc., San Mateo, CA, USA) aufgenommenen Filmaufnahmen ausgewertet. Aufgrund
der begrenzten Akkulaufzeit der Kamera und den notwendigen Pausen der Beobachterin
waren die Zeitintervalle der Beobachtung nicht immer die geplanten zwei Stunden. Zur
Analyse wurde die im Stehen und Laufen verbrachte Zeit in drei gewihlten Zeitriumen
(06:38 — 08:40Uhr, 08:40 — 20:00Uhr, 20:00 — 06:38Uhr) pro Schaf ausgewertet, die

Schrittzahl in halb- bis zweistiindigen Intervallen.

2.3 Methoden der Extremititenbelastungsmessungen

2.3.1 Klauendruckmessungen mit Sensoren in angepassten Schuhen

Fir die Klauendruckmessung wurden vier Sensoren (UngulaPress, Thorsis Technologies
GmbH, Magdeburg) in einer empfindlichen Hiille mit jeweils einem Millimeter Gummi auf
beiden Seiten des Sensors unter den Klauen des Schafes befestigt (Abbildung 2.2a).
Gemessen wurde eines der Schafe dreimal, die anderen vier Schafe je einmal (n = 7), bei
einer durchschnittlichen Messzeit von 27 min (15— 41 min). Zwei Module, die in der
Halterung eines Gurtes am Rucken des Schafs angebracht waren, sammelten die Daten.

Durch ihre WLAN-Verbindung mit der passenden Software an einem Computer, konnten
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die Daten erfasst werden. Als zu messende Belastung wurde hierbei die Summe der Driicke

tber eine Zeit bzw. Dauer der Belastung in einem Zeitintervall festgelegt.

Zur Befestigung der Sensoren an der Klaue und optimalen Ubertragung der
Druckbelastungen auf die Sensoren, wurden Schuhe fiir die Klauen erstellt. Dazu wurden
3D-Klauenabdriicke von Schafen verwendet, welche als Vorlage fiir ein 3D-gedrucktes
Modell (Movimento Orthopadie & Rehatechnik GmbH, Kassel) dienten. Anhand dessen
konnte das Modell eines Schuhs angepasst, ein dreidimensionales Modell ausgemessen und
dieses im 3D-Drucker gedruckt werden (Abbildung 2.2). Fiir eine Anpassung des Schuhs an
die individuelle Form der Schafsklaue wurde das Zwei-Komponenten Silikon Impresil (Otto
Bock HealthCare Deutschland GmbH, Duderstadt) verwendet. Mithilfe eines Stretch-
Schlauchverbandes und Klebeband wurde das Sensorband entlang des Schafbeines befestigt
(Abbildung 2.3f).

’ a)

Abbildung 2.2 Material zur Klauendruckmessung. (a) 1 = Messchuhe, 2 = Drucksensor, 3 = WLAN-
Modul, 4 = 3D-gedruckte Schafsklaue; b) zusammengesetzte Messvorrichtung auf Schaumstoffunterlage. Die

b)

Verwendung der Bilder erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Movimento, Orthopidie-&Rehatechnik
GmbH, Kassel.

Bei der Vorbereitung und Anlegung des Messystems wurde folgendes Protokoll verfolgt:
Zuerst wurden die Sensoren mit doppelseitigem Klebeband an die Messschuhe geklebt, fiir
die Innen- und Aullenklaue gab es je einen eigenen Schuh. Es wurde auf eine saubere
Positionierung der Sensoren mittig unter dem Schuh ohne Uberstand geachtet. Als Zweites
wurde der Vorfallgurt am Schaf angelegt. Fin Vorfallgurt findet hauptsichlich Anwendung
bei Tieren mit Gebdrmuttervorfall und Bindegewebsschwiche. Aufgrund seines festen, ans
Schaf anpassbaren Sitzes wurde er in dieser Arbeit fiir den Versuchsaufbau verwendet. Bei

Bedarf erfolgte an dieser Stelle ein Schneiden des Hornschuhs, der duf3ersten Schicht der
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Klaue. Im dritten Schritt wurde das Schaf in eine Steil3-Riickenlage — auch Schiferhaltung
genannt — gebracht und es wurde ein Verband tiber die Beine gezogen zur Schonung der
Haut und Verringerung der Scheueraktivitit waihrend des Messvorgangs (Abbildung 2.3a).
AnschlieBend wurde das Impresil an der Schuhinnenseite aufgetragen und die angegebene
Aushirtungszeit abgewartet (Abbildung 2.3b). Unter ausreichend Druck erfolgte dann die
Anpressung des Schuhs an die Schafsklaue und eine Fixierung des Schuhs mit
Gewebeklebeband am Horn der Klaue (Abbildung 2.3c). Das Sensorkabel wurde unter
Zugentlastung angelegt und mithilfe eines zweiten Stretch-Schlauchverbandes flexibel am
Hinterbein fixiert (Abbildung 2.3f). Es folgte die Verbindung der Sensorkabel mit den Akkus,
welche in der vorgesehenen Halterung des Vorfallgurtes angebracht wurden. Abschlie3end
wurden Sensorleitung und Gurt bei potenziell stérenden Schlaufen mit Tierverband entlang
des Schafkérpers befestigt. Teilweise wurde eine Lockerung des Vorfallgurtes am Hals
notwendig, um ein Engegefiihl zu vermeiden und die volle Beweglichkeit des Kopfes fur das

Schaf zu garantieren (Abbildung 2.3g).

Abbildung 2.3 Vorbereitungen zur Klauendruckmessung mit Schuhsensoren. a) Schaf in

Schiferhaltung mit Stretch-Schlauchverband zum Schutz von Bein und Fell an beiden Hinterbeinen; b)
Messschuhe, am Rand mit Impresil ausgespritzt fir einen formschlissigen Halt des Schuhs an der Klaue; c)
Andriicken des Messschuhs bis zur Aushirtung des Impresil; d) Mit Gewebeklebeband fixierte Messschuhe
an Klaue; ¢) Verbundene WLAN-Module; f) Schaf von hinten mit an den Tibiae befestigten Sensorbandern,
welche mit den am Haltegurt angebrachten WLAN-Modulen verbunden sind; g) Schaf mit Haltegurt und
Sensoren an Hinterbeinen; h) Schaf mit Haltegurt im Liegen.

Fir den ca. 30-minitigen Messvorgang verblieb das Schaf im Stall bei der Herde. Die
Ubertragung der Daten des Sensors konnte per WLAN synchron verfolgt werden. Zur
besseren Interpretation fand eine zeitgleiche Dokumentation des Verhaltens und der

Aktivitit des gewihlten Schafes statt. Bei ausreichender Bewegung des Tieres wurden
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permanent die aktuellen Driicke in N/cm” Gber die Zeit aufgezeichnet. Aus diesen konnten
spater die vorkommenden Spitzenbelastungen beim Laufen oder Springen, Aufstehen und
Hinsetzen entnommen werden. Die Abnahme des Gurtes erfolgte unter Fixierung des

Schafes im Stand. Bei Bedarf wurde abermals der Schifersitz (Abbildung 2.3a) zur

Demontage der Schuhe und Sensoren genutzt.

Die Darstellung der Messdaten erfolgt in einem Diagramm mit Darstellung der gemittelten
Driicke aus den vier Messpunkten je Klaue. Die Messfrequenz betrug 30 Hz. Eine Ableitung
und Visualisierung der lokalen Maximaldriicke war moglich (Abbildung 2.4).

W

Abbildung 2.4 Beispielhafte Darstellung der Maximaldriicke je Klaue. Die Verwendung der Abbildung
erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Movimento, Orthopidie-& Rehatechnik GmbH, Kassel.

2.3.2 Walkway Gangstrecke und Berechnung tagesdurchschnittlicher Belastung

Fir die zweite Methode der Klauendruckmessung wurde die Walkway-Gangstrecke Typ
evolution (WWG evo St.#3140, Savecomp Megascan GmbH, Hannover) im klassischen
Design mit Steg verwendet. Zur Analyse der Daten wurde die passende Walkway Software
(Savecomp Megascan GmbH, Hannover) genutzt. Diese erméglichte die Emmittlung von
Kriften, Druckverteilungen, sowie zeitlichen und riumlichen Gangparametern. Dafiir
verfiigte das Messfeld mit einem Ausmall von 294 cm x 45 cm tber Kraftsensoren, welche
mit einer Messfrequenz von 100 Hz abgefragt wurden und alle Belastungen aufzeichneten
(Abbildung 2.5b und c). Die Auflésung betrug einen Messpunkt pro Zentimeter. Insgesamt

waren 12.672 Sensorpunkte vorhanden.

Fir die Messungen wurde mit Hilfe von Pferchgittern ein ,,Gehgang® fir die Schafe

geschaffen. Dieser beinhaltete eine Grobspanplatte zur besseren Krafteinleitung sowie die



Material und Methoden 17

Sensormatte (Abbildung 2.5a). Als Referenz dienten die Messungen der Summe der
Gewichtskrifte pro Klaue im Stehen, im Vergleich zu den auf der Waage gemessenem
Gewichten der Schafe. Die Schafe wurden vom Schifer festgehalten, bis sie der Reihe nach
tber die Matte laufen konnten. Die Schafe konnten im selbst gewihlten Tempo den Gehgang
durchschreiten. Somit konnten einige Aufzeichnung im Schritttempo, sowie Stehen und

beim Springen gemacht werden.

Durch den Versuchsaufbau und die Messdatenerfassung lieBen sich die betitigten
Druckflichen den GliedmalBien zuordnen. Diese wurden als ,,rechts vorne (RV), ,links

vorne (LV), ,,rechts hinten* (RH) und , links hinten* (LH) bezeichnet.

Abbildung 2.5 Material und Versuchsaufbau zur Klauendruckmessung mit Sensormatte. a) Walkway
Gangstrecke innerhalb des mit Pferchgittern gelegten Treibgangs, rechts davon Laptop zur Datener fassung;
b) Sensorleitungen der einzelnen Messbereiche; ¢) Module zur Registrierung der elektrischen Signale und
Weiterleitung an die USB-Module.

Die Daten aus der Verhaltensbeobachtung und den Klauendruckmessungen (2.3.1) wurden
genutzt, um eine durchschnittliche Belastung der Hinterbeine an einem Tag zu berechnen.

Dafiir wurden die Durchschnittwerte folgender Paramater herangezogen:
e durchschnittliche Belastung am Tag (OBelastung / T)
e Zecitim Liegen [min] (ti)
e Belastung im Liegen [Prozent des Korpergewichts (oK G)| (Bli)
e Zeitim Stehen [min](tst)

e Belastung im Stehen [%0KG](Bst)
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e Zeitim Laufen [min](tla)
e Belastung beim Laufen [%KG](Bla)

e Minuten eines Tages [min|(1440)

Hieraus entwickelte sich folgende Formel zur Erfassung der tagesdurchschnittlichen

Belastung der Hinterbeine:

OBelastung / T = ((di * Bli) + (tst * Bst) + (tla * Bla)) / 1440

2.4 Statistische Methodik

Fir die statistische Analyse wurde das Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA) verwendet. Die Volumina der pCT- und MRT-Lisionen
und ihre Kontrolllisionen wurden in Excel mittels eines zweiseitigen t-Tests vom Typ zwei
verglichen, das Signifikanzniveau wurde dabei auf p<<0,05 festgelegt. Die Gangparameter der
hinteren und teilweise auch vorderen GliedmafBen wurden zusammengefithrt und es wurden
Mittelwert und Standardabweichung berechnet, sowie die Range

(Minimalwert — Maximalwert) angegeben. Zur Erstellung von Graphen fand das Programm

GraphPad (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) Anwendung.

2.5 Versuch zur extramedulliren Knochenverlingerung mit einem

Fixateur interne (MAGEC® Implantat)

Ziel dieses Versuches war es — analog zur extramedulliren Verlingerung mit einem
intramedullaren Krafttrager beim Kind als off labe/ use (Dahl et al. 2020) — eine Verlingerung

der Tibia beim Schaf mit einem ihnlichen Implantat, dem magnetisch zu steuernden
MAGEC® (NuVasive, Aliso Viejo, USA) durchzufithren. Das hier verwendete Implantat
der Firma NuVasive (MAGEC®, NuVasive, Aliso Viejo, USA) stammte aus einem/r
Patient*in, der/die dieses Implantat fiir die Stabilisierung der Wirbelsiule implantiert hatte.
Es wurde nach ca. 2,5 Jahren explantiert, da die maximale Verlingerungsstrecke erreicht war.
Das Implantat wies keine offensichtlichen Schiden auf. Das Implantat bestand aus einer
Titanlegierung aus ca. >89% Titan, 6% Aluminium und 4% Vanadium (Yilgor et al. 2018).
Das Implantatkonstrukt setzte sich zusammen aus einem 90 mm MAGEC® und vier

Fixierschrauben (XIA, Stryker, Tuttlingen, Germany).
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Vor Durchfithrung der Operation am lebenden Schaf wurde ein Cad Lab durchgefihrt, bei
dem das Implantat und dessen Positionierung probeweise an einem Schatkadaver getestet
wurde (Abbildung 2.6). Dabei wurde neben der anatomischen Verankerung auch die
Bedeckung mit Weichteilgewebe tberpriift. Die entsprechenden anatomischen Winkel,

sowie Stabilitit und Bruchfestigkeit des Implantats wurden dariiber hinaus berticksichtigt
(Abbildung 2.7¢).

Abbildung 2.6 Probeweise Befestigung des MAGEC®-Implantats an Kadaver eines Schafbeins. a)
laterale; b) anterior-posteriore Ansicht. *p = proximal; *d = distal; Abbildungen aus Jéckle et al. (2020).

Im Anschluss erfolgte ein dynamischer Belastungstest des Implantats (Abbildung 2.7). Dieser
wurde mit jeweils 100.000 Zyklen bei 100 N, 200 N 300 N, 400 N und 500 N durchgefiihrt
(Instron 8874, UWA 090000-0000-041).)

Abbildung 2.7 Vetsuchsaufbau fiir biomechanischen Test des MAGEC®-Implantats. a), b) 3D-
Modell einer Schafstibia mit intramedulldrem K-Draht, XIA Schrauben und magnetischem Implantat;

¢) cingezeichneter Winkel der Tibia und des Implantats unter anatomischen Verhiltnissen am stehenden
Schaf. Verwendung der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Lukas Weig; d) eingespanntes
Implantat wihrend biomechanischem Belastungstest. *p = proximal; *d = distal. Bilder zum Teil publiziert in
Jackle et al. (2020).
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Vor Beginn des ca. 90-minitigen operativen Eingriffs wurde auf eine zwolfstindige
Nahrungskarenz des Schafes geachtet. Permanenter Zugang zu frischem Trinkwasser war
gegeben. Es erfolgte eine Primedikation mit 5 mg Midazolam /Schaf intravends (i.v.) nach
Legen eines Venenkatheters in die Vena cephalica antebrachii. Zur Einleitung wurden
4 — 6 mg/kg Propofol i.v. gegeben. AnschlieBend erfolgte die Intubation in Brustlage und
das Legen einer Pansensonde. Die Narkose wurde erhalten mit 15 pug/kg/h Fentanyl und
Isofluran 2,5—3%. Die Aufrechterhaltung des Flissigkeitshaushaltes wurde durch
balancierte Elektrolytlosung (Ringer-Losung) in einem Volumen von 5 ml/kg/h
sichergestellt. Das in Seitenlage positionierte Tier wurde am zu operierenden Hinterbein

rasiert (Abbildung 2.8a), mehrfach desinfiziert und steril abgedeckt.

Initial wurde eine kleine tibiale Inzision zur dorsalen Anbringung zweier distaler Schrauben
durchgefithrt. Dies sorgte fur eine optimale Weichteilabdeckung. Mithilfe eines weiteren
Schnittes konnten weiter proximal zwei Schrauben platziert werden. Die zu setzenden
Schrauben wurden jeweils mit 3,5 mm Bohrhiilsen und 4,5 mm Schrauben mit bikortikaler
Fixierung vorgebohrt (Abbildung 2.8b). Es erfolgte eine radiologische Kontrolle der
korrekten Schraubenlage in zwei Ebenen (Abbildung 2.8c). Vor Einbau des
Verlingerungsstabs wurde dessen Funktionalitit tberpriift. Es folgte eine Tunnelung des
Weichteilgewebes. Die Bestimmung der optimalen Hohe der Osteotomie erfolgte durch
Anlegen des Verlingerungsstabes am Schienbeinknochen. 2 cm proximal der distalen
Schrauben wurde der Knochen osteotomiert mithilfe vorgebohrter 2 mm Lécher und querer
Durchmeiflelung des Knochens. Der Schutz des umgebenden Gewebes wurde dabei durch
Zuhilfenahme von Homann-Haken gesichert. Die endgiiltige Einsetzung des MAGEC®-
Stabs erfolgte nach Achsenstabilisierung mittels K-Draht (Abbildung 2.8d) und
Funktionstestung in situ. Es zeigte sich eine gute Weichteildeckung (Abbildung 2.8¢). Der
Wundverschluss erfolgte mit resorbierbaren Intrakutannihten (Abbildung 2.8f). Zur
postoperativen Analgesie wurden dem Schaf 0,01 mg/kg Buprenorphin intramuskulir (i.m.)

und 4 mg/kg Carprofen subkutan (s.c.) verabreicht.
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Abbildung 2.8 Ablauf der Operation. a) Seitlich gelagertes Schaf nach Rasur des linken Beins; b) Proximal
und distal angebrachte Schrauben mit a.p. Réntgenkontrolle (c); d) Einbringung eines intramedulldren K-
Drahtes zur Achsenstabilisierung; ) Proximale und distale Schnitte mit guter Weichteildeckung bei
eingebrachtem Implantat; f) linkes Bein nach Wundverschluss. *p = proximal; *d = distal; Bilder publiziert in
Jdckle et al. (2020).

Eine Kontrolle der richtigen Lage des Implantats erfolgte mittels Rontgenbildes. Daftr
wurde ein portables Rontgengerit (X-R Portable 20 BT lite, Examion Nord GmbH,
Cloppenburg) verwendet und eine Rontgenaufnahme im anterior-posterioren und lateralen
Strahlengang bei Spannungen von 60kV und einer Strahlenmenge von 1,8 mAs
durchgefithrt. AnschlieBend erfolgte eine Ausleitung des Schafes aus der Narkose.
Fotographisch dokumentiert wurde die Operation mit einer digitalen Videokamera (DSC-

HX80, Sony Corporation, Tokyo, Japan).
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2.6  Versuch zur Thermoablation an Wachstumsfugen eines

Leinelamms

Die Beine eines nach der Geburt verstorbenen Lamms wurden entnommen. Nach der
Anfertigung von MRT und pCT-Bildern wurden sie bei -4°C gelagert. Die Thermoablation
fand am darauffolgenden Tag statt. Nach der Lagerung des ersten Beines in Seitenlage
(Abbildung 2.92) wurde ein Hautschnitt gemacht und das Gewebe freipripariert bis zur
Knochenfreilegung (Abbildung 2.9b). Ein besonderes Augenmerk lag dabei auf den
Wachstumsfugen, welche durch eine dunklere Farbung makroskopisch sichtbar waren. An
der lateralen Seite der Wachstumsfuge wurde mithilfe der Elektrodenspitze eine erste

Markierung gesetzt (Abbildung 2.9¢).

Abbildung 2.9 Ablauf der Thermoablation. a) Lagerung des linken Hinterbeins; b) Praparation bis zum

Knochen; ¢) Markierung der Wachstumsfuge mittels Elektrodenspitze. *p = proximal; *d = distal.

Die Lagetberprifung erfolgte durch Anfertigung von Rontgenbildern. Zur Verfiigung stand
dafir ein C-Bogen (Ziehm Vision RFS 3D, Ziehm Imaging GmbH, Niirnberg), welcher mit
den Einstellungen von 44 kV, 60,5 mA, 18% Pulsweite, 12 Pulse/s, 4,93 cGycm® verwendet
wurde. Die entstandenen Aufnahmen dienten zur Sicherstellung der korrekten Markierung
der Wachstumsfuge. Bei Bedarf wurde die Lage korrigiert und weitere Rontgenbilder
angefertigt. Im Anschluss wurde die Elektrode an der markierten Stelle auf die

Elektrodenspitze gesteckt.

Im nidchsten Schritt wurde eine Erdungselektrode am distalen Ende der Extremitit
angebracht. Fir die Dauer von einer Minute kam es nun zur punktuellen Anwendung von
80 Watt  monopolarem  Strom an der vorher markierten Stelle (ERBE
Hochfrequenzchirurgiegerit ICC 350; ERBE monopolarer Elektrodengriff) (Abbildung
2.102). Die Elektrodenspitze wurde dabei ca. einen halben Zentimeter tief eingeftihrt
(Abbildung 2.10b).
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Abbildung 2.10 Material zur Thermoablation. a) Hochfrequenzchirurgiegerit mit den gewihlten
Einstellungen; b) Elektrodenspitze. Der rote Pfeil markiert die Einkerbung bei 5 mm, bis zu der die Spitze in
den Knochen eingefithrt wurde.

Da die Manipulation der Wachstumsfuge an zwei Stellen geplant war, wurde im Anschluss
eine zweite Stelle markiert, lateral der Ersten. Die Lage wurde wie zuvor uberpriift und es
erfolgte eine weitere punktuelle Ablation durch die Elektrodenspitze. Zum Schluss wurden
die beiden Einstichstellen durch Anbringung eines mittigen Knotens markiert (Abbildung
2.11). Nach demselben Protokoll wurde an den Wachstumsfugen des distalen Radius links
und rechts sowie dem distalen Femur, der proximalen und der distalen Tibia der Hinterbeine

vorgegangen.

Abbildung 2.11 Distale Tibia hinten links nach der Thermoablation. Markierung der Einstichstelle (rote

Pfeile) durch eine mittige Einzelknopfnaht.

2.61 MRT

Je ein Tag vor und nach der Thermoablation wurden MRT-Bilder angefertigt. Die MRT-
Bilder wurden an einem 3-Tesla MRT (Magnetom Skyra, Siemens, Erlangen) erstellt und
benutzten eine 16-Kanal-Flex-Spule (Variety, Noras, Héchberg). Nach der Lagerung und
Fixierung der Knochen wurden zuerst Ubersichtssequenzen gefahren. Grundlage war ein

standardisiertes Scanprotokoll fiir Hand/Ellenbogen am Kind.

Die Evaluation der Bilder beinhaltete T2- (TR 17,00 ms, TE 5,67 ms, 25° Flipwinkel) und
PD-gewichtete 3D-Gradientenechosequenzen (TR 1100 ms, TE 39 ms). Die Schichtdicke
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betrug 0,4 mm und der Distanzfaktor 20%. Die Quantifizierung der Lisionen nach der
Thermoablation erfolgte mit dem Programm Syngo.via (Siemens Healthcare GmbH,
Erlangen). Die sichtbaren Verinderungen der Gewebestrukturen wurden in PD- und T2-
Gewichtung als olume of Interest markiert, wodurch eine Berechnung des Volumens erfolgte.
Dabei wurde zur Auswertung der Mittelwert zweier gemessener Werte ermittelt. Die
Ausbreitung war hierbei in groBem Umfang sichtbar, sowohl in der Wachstumsfuge als auch

im Knochenmark (Abbildung 2.12).

Abbildung 2.12 Sagittale MRT-Bilder des linken Knies in T2-Gewichtung: a) vor Thermoablation; b)

nach Thermoablation, mit sichtbaren Verinderungen im Knochengewebe. *p = proximal; *d = distal.

2.6.2 Mikro-Computertomographie (u-CT)

Vor und nach der Thermoablation sowie nach der Einbettung in Kunstharz wurden uCT-
Aufnahmen an den Schafknochen im Bereich der Wachstumsfugen vorgenommen (Tabelle
2.1). Das dafiir verwendete uCT System QuantumEX (Perkin Elmer, Hamburg) wurde mit
den in Tabelle 2.1 aufgefithrten Parametern genutzt. Die resultierenden Volumendatensitze
wurden mit der 3D Rendering- und Analysesoftware Scry (v7.0, Kuchel & Sautter GbR, Bad

Teinach-Zavelstein) analysiert.

Tabelle 2.1 Parameter der nCT-Aufnahmen des Systems QuantumFX (Perkin Elmer, Hamburg).

Vor Ablation Nach Ablation In Kunstharz
Rohrenspannung [kV] 90 90 90
Roéhrenstrom [pA] 200 180 200
Bildfeld [mm*"2] 73x73 40x40 40x40
Aufnahmezeit [min] 2 2 2
Auflosung [pm] ~140 ~80 ~80
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Zur Erstellung der uCT-Aufnahmen wurde das Knochenstiick in eine Probenhalterung
gelegt, fixiert und zentral im Scanschacht positioniert. Da die Auflésung in diesem System
durch geometrische VergroBerung erzielt wird, d.h. fiir eine hohe Auflésung muss die
Rontgenrohre dicht an das Objekt gefahren werden, konnte priaoperativ nicht die gleiche

Auflésung von 80 um erreicht werden, da das Volumen des Priparats zu grof3 war

(Abbildung 2.13).

Abbildung 2.13 Vergleich der drei pCT-Aufnahmen. Hier am Beispiel des linken Femurs. a) vor

Thermoablation; b) nach Thermoablation; c) nach Einbettung in Kunstharz (*). *p = proximal; *d = distal.

Bei der quantitativen Auswertung der sichtbaren Lisionen wurde mit den Messinstrumenten
der Analysesoftware gearbeitet. Das im Knochen mit der Elektrodenspitze verinderte
Gewebe entsprach von seiner Form her einem Zylinder mit elliptischer Grundfliche. Diese
Erkenntnis wurde genutzt, um das Volumen der sichtbaren Verinderung zu messen. Mit
Bestimmung der Koordinaten eines Punktes an Grundfliche (py[¥1 Y1 Z1]) und Spitze
des Zylinders (p,[*¥2 Y2 Z2]) konnte die Hohe (h) durch folgende Formel berechnet

werden:

ho= 0o —x)2+ 0n = 72)7 + (2 = 22)2 +ps
Die Pixelgrof3e (ps) betrug hierbei 0,08 mm.

Fur die Berechnung der ellipsenférmigen Grundform wurden an je drei Positionen lings der
Zentrallinie des Zylinders die grofle und kleine Hauptachse (a und b) der ellipsenférmigen
Fliche vermessen und deren Mittelwert (@ und b) errechnet. Das Gesamtvolumen (V) des

Zylinders ergab sich dann aus:
V = mabh

Des Weiteren wurde der minimale und maximale Abstand der sichtbaren Lasion zur

Wachstumsfuge vermessen.
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2.6.3 Histologie

Zur Erstellung der histologischen Proben wurde ein fir die Einbettung von Rattenknochen
vorhandenes Protokoll an die Schafsknochen angepasst und verfolgt. Im ersten Schritt
wurden dabei die relevanten Knochenabschnitte pripariert. AnschlieBend erfolgte die
Einbettung in Technovit® (Technovit® 9100; Heraeus Kulzer GmbH; Wehrheim). Danach
wurden die optimalen Schnittebenen ermittelt und markiert. Dafiir wurde die Einbindung
der erstellten pCT-Bilder in den Prozess etabliert. Die darauffolgende Schneidung der
eingebetteten Technovit®-Blécke erfolgte in Sicherheitsabstand zu den eingezeichneten
Ebenen. Aus diesen scheibenférmigen Abschnitten wurden im nidchsten Schritt die
histologischen Schnitte mittels Lasermikrotom (TissueSurgeon 2D, LLS ROWIAK
LaserLabSolutions, Hannover) erstellt. Zum Schluss erfolgten die Firbung und

mikroskopische Begutachtung der Schnitte.

2.6.3.1 Einbettung der Knochenstiicke

Die von den Gliedmalen abgetrennten Knochenstiicke wurden von der Haut befreit. Alle
Gelenke wurden exartikuliert und die Weichteile entfernt (Abbildung 2.14a). Die relevanten
Knochenabschnitte wurden in der Linge gekurzt, sodass die Wachstumsfugen von einem ca.

zwei Zentimeter messenden Rand umgeben waren (Abbildung 2.14b).

Die fiir die Histologie vorhergesehenen Proben wurden nach der Priparation in einer 4%igen
Formaldehydlosung fiir sieben Tage fixiert. AnschlieBend wurden im einw6chigen Takt die
Losungen ausgetauscht, sodass die formalinfixierten Priparate in folgender Reihenfolge
entwissert und fixiert wurden: 70% Ethanol, 80% Ethanol, Ethanol absolut, Xylol, Xylol
und Basislosung, Basislosung, Priinfiltration, Infiltration. Als Einbettmedium wurde ein
Kunststoffeinbettsystem auf Methyl-Methacrylate(MMA)-Basis (Technovit® 9100; Heraeus
Kulzer GmbH; Wehrheim) verwendet (Abbildung 2.14c). Nach Aushirtung in einem
Kiihlfach bei -20°C wurden von den Technovit®-Blécken uCT Aufnahmen gemacht. Wie
diese Bilder zur Erstellung von histologischen Schnitten an der gewtinschten Stelle beitrugen,

wird im Ergebnisteil weiter ausgefiihrt.
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Abbildung 2.14 Schritte der histologischen Einbettung. Dargestellt an linker Tibia des Leinelamms: a)
exartikulierter und von Haut befreiter Tibiaknochen; b) Knochenstiick mit distaler Wachstumsfuge; c) in

Technovit® 9100 eingebetteter Block. *p = proximal; *d = distal.

Das fur die endgtltigen Schneidungen verwendete Lasermikrotom basiert auf der
Fokussierung eines Femtosekundenlasers durch den Objekttriger in eine definierte Tiefe in
die Probe. Dabei entsteht eine lokale Schockwelle, die zu einem Riss im Material fihrt. Durch
Abrastern des gesamten Querschnittes der aufgeklebten Probe kann dann ein vollstindiges
Auftrennen erreicht werden. Der erzielte Schnitt verbleibt somit auf dem Objekttriger und
das Restmaterial kann nach erneutem Polieren weiter geschnitten werden. Da der Laserfocus
elliptisch ist besitzt der erzielte Schnitt eine gewisse Oberflichenrauheit und muss daher vor

der histologischen Firbung poliert werden.

Es wurden je drei aufeinanderfolgende Schnitte an einer ausgewihlten Ebene erstellt. Wenn
moglich, wurden an einem Block alle zwei bis vier Lasionen angeschnitten. Des Weiteren
erfolgte ein Kontrollschnitt, in einem Zentimeter Entfernung zu einer der geschnittenen
Ebenen. Die Schnittdicke wurde mit einer Digital-Messschraube (293-821-30, Mitutoyo
Deutschland GmbH, Neuss) kontrolliert und bei Bedarf mit einer Trenn-Schleifmaschine
(Trenn-Schleifsystem 400, Exakt, Micra Grinding Systems, Oklahoma City, USA),
geschliffen. Vor dem Firben wurden alle Schnitte fir finf Minuten poliert (Trenn-

Schleifsystem 400, Exakt, Micra Grinding Systems, Oklahoma City, USA).

2.6.3.2 Firbungen

Einer der drei pro Lidsion angefertigten Schnitte wurde als ﬂbersichtsféirbung mit
Himatoxylin-Eosin (HE) gefirbt. Das dafiir verwendete Protokoll stammte von der Firma

LLS ROWIAK (Hannover).
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Bewisserung
2x30 min in Mix aus 1:1 Methylmetacrylate (MMA)/Xylene (MMA, Merck KgaA,
Darmstadt; Xylene, Catl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe)
- 5 minin 99% Ethanol (Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe)
- 5 min in 75% Ethanol (Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe)
- 5minin 60% Ethanol (Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe)

- 5 min in demineralisiertem Wasser

Firbung
- 60 min in Mayer’s Hematoxylin (Catl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe)
- 10 min unter laufendem Leitungswasser
- 10 min in Eosin-Phloxine-Lésung, in 2-Propanol (Morphisto GmbH, Offenbach

am Main)

Entwisserung
- 30 Sekunden (s) in: 75% Ethanol (Carl Roth GmbH + Co. KG; Katrlsruhe)
- 2min in 99% Ethanol (Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe)
- 1 min in Xylene (Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe)

Einbettung
- Histokitt IT (Carl Roth GmbH + Co. KG; Katlsruhe, Germany)

Fir alle weiteren Schnitte wurden die Losungen Sanderson-Rapid-Stain und  VVan-Gieson-
Counterstain nach Protokoll von LLS ROWIAK genutzt. Dabei wurde die Sanderson-Rapid-
(Bone)-Stain(SRS)-Losung (Dorn & Hart Microedge Inc.; Alabama, USA) in einem Wasserbad
auf 60°C erhitzt. Ein bis drei Tropfen wurden per Pipette auf das Priparat gegeben, sodass
der Schnitt vollkommen bedeckt war. Nach 20 min wurde die SRS-Losung mit
demineralisiertem Wasser abgewaschen und abgetrocknet. AnschlieBend wurde der Schnitt
fir 45 s mit Van-Gieson-Losung (Carl Roth GmbH + Co. KG; Katlsruhe) bedeckt und wie
im vorigen Schritt abgewaschen und getrocknet. Der Objekttriger wurde in Xylen (Catl Roth
GmbH + Co. KG; Karlsruhe) getunkt und mittels Histokitt IT (Carl Roth GmbH + Co. KG;
Karlsruhe) und Deckglischen (Menzel GmbH, Braunschweig) eingedeckt.

Die histologischen Schnitte wurden gemustert, wobei die Wachstumsfugen, sowie die
sichtbaren Lisionen und das umgebende Gewebe im Fokus standen. Musterung und

Fotografie der histologischen Bilder erfolgte bei 0,63- bis 5-facher Vergroflerungen am Leica
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MZ75 (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar). Bei bis zu 40-fachen Vergro3erungen
wurde das Mikroskop Leitz DMRXE (Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar)
genutzt. In beiden Fillen erfolgte die Verwendung des Computerprogramms LAS V4.7
(Leica Application Suite Software, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar).



Ergebnisse 30

3 Ergebnisse

3.6 Prioperative Anwendung des Scoring Sheets und

Aktivititsprotokolls

Fir die Beurteilung des Wohlergehens der Versuchstiere wurde ein Scoring Sheet erstellt,
welches den grundsitzlichen gesundheitlichen Zustand und die Wundheilung abfragte und
gof. Handlungen initiieren sollte. Das Scoring Sheet mit den nicht auf die Wundheilung
bezogenen Kriterien konnte nur einmalig angewendet werden. Es diente der Gewohnung an
den Ablauf sowie der Erfassung des Zustandes vor Operation. Der einwandfreie
Gesundheitszustand der Schafe (n = 8) vor der Operation konnte bestatigt werden. Keines
der Schafe zeigte dabei Auffilligkeiten, abgesehen von der anfinglichen Diarrhoe der
Versuchstiere, welcher nach zweimaliger Wurmkur effektiv begegnet werden konnte. Der
durchschnittlich gemessene Puls der acht Schafe betrug 104 * 27 (72 — 156) Schlige pro
Minute [Normwert 100 — 116/min (Deinhofer und Stoger 2019)]. Die Atemfrequenz lag im
Mittel bei 123 + 44 (68 — 200) Atemziigen pro Minute [Normwert 20 — 40/min (Deinhofer
und Stéger 2019)] und die gemessene Temperatur bei 39,85 + 0,65 (39,1 —41,2) Grad
Celsius [Normwert 38,5 — 40,0°C (Deinhofer und Stéger 2019)]. Die gemessenen Werte der
Atemfrequenz und Temperatur einiger Schafe lagen iiber den Normwerten. Dies ist durch
den Stress der Tiere in der neuen Umgebung und durch die beim Einfangen entstandene
Aufregung vor der Messung zu erkliren. Ein Versuchsschaf musste nach der Operation

cuthanasiert werden, bevor eine weitere Anwendung des Scoring Sheets stattfinden konnte.

Die Analyse der Aktivitit der Schafe (n = 3) zeigte einen konstanten Tagesrhythmus. Alle
Schafe waren besonders in den Morgenstunden zwischen 6:38 und 8:40 Uhr aktiv und
verbrachten 95% der Zeit auf den Beinen, wihrend dies in der Nacht (20 bis 6:38 Uhr) nur
20% war (Abbildung 3.1). Die maximale Aktivititszeit korrelierte mit der Futterung durch
die Tierpfleger*innen. Die nichtlichen Bewegungen der Schafe bestanden hauptsachlich aus
dem Aufsuchen von und Niederlegen an einem neuen Schlafplatz im Stall. Tagsiiber waren

die Aktivititen davon geprigt, einen guten Platz an den Futtertrégen zu bekommen.
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Abbildung 3.1 Darstellung der im Liegen und Stehen verbrachten Zeit der Versuchstiere (n = 3).
Durchschnittliche Zeit (in min/h) der Versuchstiere, die im Liegen (orange) oder auf den Beinen (blau) im

Stall verbracht wurde, aufgeteilt in drei Zeitfenster im Laufe von 24h.

Eine weitere Analyse der Aktivitit der beobachteten Schafe (n = 3) wurde durch die Zihlung
der Schritte moglich. Dabei wurde eine héhere stiindliche Schrittzahl zu Zeiten der Fiitterung
am Morgen und Abend beobachtet (Abbildung 3.2). Die vielen Schritte pro Stunde
entstanden durch das Umherlaufen im Stall und Wechseln des Ortes, an dem sie sich
niederlegten. Auch Verhaltensweisen, die dem Autogrooming zuzuordnen sind, wie
Schrubben am Zaun oder der Wand des Stalls, waren Ursachen fiir die Bewegung der Tiere.
Besonders viele aufeinanderfolgende Schritte in kurzem Zeitraum konnten bei
Auseinandersetzungen mit anderen Tieren beobachtet werden. So zeigten sich Spitzenwerte
von 277 Schritten pro Stunde bei einem der Schafe (Nummer 3). Der Durchschnittwert im
abendlichen Intervall betrug 206 Schritte pro Stunde (n = 3).
Schritte im Tagesverlauf [Schritte/h]
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Abbildung 3.2 Im Tagesverlauf gezihlte Schrittzahl pro Stunde. Bei den Versuchstieren (n = 3) zeigte

sich eine Tagesdynamik u. a. aufgrund der morgend- und abendlichen Fiitterungen.
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3.7 Klauendruckmessungen

3.71 Sensoren am Schuh ungeeignet fiir Klauendruckmessungen

Neben den Aktivititszeiten und der Anzahl der Schritte, war besonders die einzelne
Klauenbelastung von Interesse, um zu ermitteln, wie viel Belastung ein Implantat aushalten
miisste. Anhand der vier Sensoren pro Klaue, wurden Druckmuster und ihre Verteilung tiber
die Zeit aufgezeichnet und anschlieBend gemessenen Driicke (N/cm?) und deren Verteilung
farbkodiert angezeigt. Blau stand dabei fiir niedrigere, rot fir hohere Driicke (Abbildung
3.3). In den ersten Messungen zeigte sich eine stirkere Belastung der dufleren Klaue eines

jeden Hinterbeines.

30 -
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20 1

15 1

Druck [N/cm?]

10 A1

0 +— — v -

o T T ™ v ol

85000 85200 85400 85600 85800 86000 86200 86400 86600 86800 87000
Zeit [ms]
——LH linke Klaue ~ ——LH rechte Klaue RH linke Klaue ~ ——RH rechte Klaue

Abbildung 3.3 Darstellung der gemittelten Driicke je Klaue (Diagramm). Aufgrund der unterschiedlich
kalibrierten Sensoren stellen die Driicke nur Relativ- und keine Absolutwerte dar, weshalb keine Riickschlusse

auf den realen Druck méglich sind. RH = rechtes Hinterbein; LH = linkes Hinterbein.

Allerdings zeigte sich, dass in zwei Fillen die Sensoren und in einem die Schuhe (n = 16)
nicht die ganze Messzeit iber wie gewiinscht an den Klauen hafteten, weshalb drei der sieben
Messungen frihzeitig abgebrochen werden mussten. Dies konnte durch die Verlingerung
der Andruckzeit nach Ausspritzung der Schuhe mit Impresil und Kontrolle der Befestigung
der Sensoren sowie der lockeren, spannungsfreien Fixierung der Sensorkabel verbessert
werden. Bei der weiteren Auswertung der Sensordaten musste festgestellt werden, dass mit

dieser Messmethode lediglich einzelne Belastungsszenarien abgebildet werden konnten. Eine
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Aussage tber die reale Belastung war nicht méglich, da die Sensoren keine vergleichbaren
und reproduzierbaren absoluten sowie relativen Daten liefern konnten. Da dies eine obligate
Voraussetzung fiir den Vergleich und die Bewertung der Belastung zwischen den
GliedmaBlen darstellte, war diese Methode zur Klauendruckmessung nicht geeignet. Um die
realen Belastungen und somit auch die Absolutwerte zu bestimmen, wurde daher im
Folgeversuch zur Druckbelastung der Klauen bzw. der Schafextremititen eine Sensormatte

verwendet.

3.7.2 Klauendruckmessungen mit Walkway Gangstrecke und Berechnung der

tagesdurchschnittlichen Belastung

Die Walkway Gangstrecke ermoglichte eine zeitgleiche Messung aller vier Beine, ohne dass
zwischen der inneren und 4duBleren Klaue differenziert wurde. Die Validierung des
Messsystems erfolgte anhand von drei Messungen bei drei stehenden Schafen (Schafe 1, 2,
3). Die Summe der per Sensormatte gemessenen Einzelkrifte entsprach dabei approximativ
dem mit der analogen Waage gemessenen Gewicht in kg (Tabelle 3.1). Damit wurde die
Genauigkeit der Sensoren validiert und die Walkway Gangstrecke konnte fir die folgenden

Messungen verwendet werden.

Tabelle 3.1 Per analoger Waage und Sensormattenmessung ermitteltes Gewicht der Schafe [kg].

M * SD Range Analoge Waage
Schaf1 27,25 + 0,46 26,57 — 28,3 28
Schaf 2 18,95 *+ 0,68 17,74 — 20,37 21
Schaf 3 28,94 + 0,23 28,39 — 29,53 29

Zur Abbildung der Belastungen der Schafsklauen wurden die gemessenen Werte in drei
Stadien ausgewertet. Im Stehen konnten die Belastungen bei drei Schafen gemessen werden.
Die Messung der Standphase eines Schafes (Nummer 3) ist in Abbildung 3.4 zu sehen. Auf
der x-Achse ist die Zeit Uber sechs Sekunden dargestellt, wobei der Zeitraum, in dem das
Schaf stillstand, nur ca. dreieinhalb Sekunden betrug. Auf der y-Achse ist die Gewichtskraft
in Kilogramm ablesbar. In dieser Standphase des 29 kg wiegenden Schafes wurde das rechte
Vorderbein mit ca. 12,5kg am stirksten belastet, wihrend die anderen drei Beine

gleichmaBiger mit ca. 5 kg belastet wurden.
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Abbildung 3.4 Graphische Darstellung einer Standphase von Schaf 3. Markierung des analysierten
Abschnittes mit schwarzem Kasten. RH = rechtes Hinterbein; LH = linkes Hinterbein; RV = rechtes
Vorderbein; LV = linkes Vorderbein.

Fir eine Vergleichbarkeit der gemessenen Werte wurden die Krifte in Prozent des

Korpergewichts (%0KG) der jeweiligen Schafe (n = 3) angegeben (Tabelle 3.2). Insgesamt

wurde das rechte Vorderbein durchschnittlich mit 30,85%KG belastet. Das linke Vorderbein

zeigte eine Belastung von 22,74%KG, wobei eine hohe Standardabweichung fiir die stark

individuellen Werte der einzelnen Messungen spricht. Die Hinterbeine wurden mit

20,56%KG und 20,69%KG durchschnittlich etwa gleich stark belastet.

Tabelle 3.2 Durchschnittliche Belastung der Beine im Stehen bezogen auf das Korpergewicht

[%KG].

RH = rechtes Hinterbein; LH = linkes Hinterbein; RV = rechtes Vorderbein; LV = linkes Vorderbein.

Schaf 1 Schaf 2 Schaf 3 Durchschnitt
M + SD M + SD M + SD M + SD
RH 28,15 + 4,28 14,9 + 2,35 19,02 + 2,35 20,69 + 5,54
LH 17,29 + 7,47 252+ 8,53 19,18 + 8,53 20,56 + 3,38
RV 19,32 + 9,66 30,84 + 1,99 4228 + 1,99 30,82 + 9,37
LV 32,51 + 8,45 19,34 + 6,04 1637 £ 6,04 | 2274+ 17,74

Eine gleichmiflige Belastung der Hinterbeine zeigte sich auch bei den Messungen der Schafe

im Laufen. Wihrend den Messungen konnten die Tiere in ihrem eigenen Tempo iiber die
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Sensormatte laufen und es wurden alle komplett aufgenommenen Schrittzyklen ausgewertet.
In Abbildung 3.5 ist die Zeit in Sekunden gegen die gemessene Gewichtskraft in kg
aufgetragen. In der graphischen Darstellung, in der zur Ubersichtlichkeit alle vier Beine
dargestellt wurden, zeigte sich das gleichmif3ige Gangbild, bei dem jeweils das rechte Vorder-
und linke Hinterbein oder das linke Vorder- und rechte Hinterbein gemeinsam auftraten.
Die Beine wurden dabei abwechselnd fiir 0,3 s belastet. In dem hier gezeigten Beispiel lastete
auf den Vorderbeinen jeweils mehr Gewicht. In den Spitzenwerten des 29 kg wiegenden

Schafs war dabei ein Unterschied von bis 3 bis 13 kg zu sehen.

w
4]

w
o

Gewichtskraft [kg]
- N N
(%] o 1%,

[
o

w

Zeit [s]

LH =—LV —RH —RV

Abbildung 3.5 Graphische Darstellung zweier Gangzyklen von Schaf 3. Auswertung der Krifte auf den
Hinterbeinen bei zwei Schritten (schwarzer Kasten). RH = rechtes Hinterbein; LH = linkes Hinterbein;
RV = rechtes Vorderbein; LV = linkes Vorderbein.

Die Auswertung der durchschnittlich gemessenen Gewichtskrifte im Laufen beschrinkte
sich in dieser Arbeit auf die Hinterbeine, da dies die relevantesten Daten fiir die Ubertragung
auf ein Tibia-Implantat waren. Die insgesamt bis zu acht auswertbaren Schritten pro Schaf
zeigten eine gleichmaflige Verteilung des Gewichts auf die Hinterbeine (Tabelle 3.3). Das
rechte Hinterbein wurde durchschnittlich mit 37,59%KG und das linke Hinterbein mit
35,25%KG belastet. Das ist ein tiber 10% hoherer Wert des prozentualen Korpergewichts

im Vergleich zu den gemessenen Daten der Hinterbeine in der Standphase.
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Tabelle 3.3 Durchschnittliche Belastung der Hinterbeine im Laufen bezogen auf das Kérpergewicht

[%KG].

RH = rechtes Hinterbein; LH = linkes Hinterbein.

Schaf 1 Schaf 2 Schaf 3 Schaf4 | Schaf5
Schritt1 RH | 5583 34,83 37,36 375 37,24
LH | 47,02 37,04 31,49 44,37 21,04
Schritt2 RH | 4713 36,17 29,08 38,16 M1
LH | 3899 39,41 31,89 324 375
Schritt3 RH | 34,54 49,51 38,24 M,47
LH | 4136 418 371 43,32
Schritt4 RH | 3194 32,98 32,65 34,37
LH | 3722 4,15 30,5 554
Schritt 5 RH | 4296 24,48
LH | 5094 28,69
Schritt 6 RH | 30,51 37,19
LH | 4566 33,39
Schritt7 RH 29,61
LH 28,12
Schritt8 RH 278
LH 30,81
M:SD  RH | 4048 + 9,07 | 3837 + 6,53 | 32,05 + 4,79 | 37,87 + 2,52
LH | 4353+ 477 | 401 +2,06 | 31,5+ 2,65 | 3141 + 15,66
Durch- RH 37,59 £ 291
schnitt  p 35,25 + 5,51
M +SD

Noch hohere Belastungen wurden bei Erfassung der Maximalbelastungen der Hinterbeine

im Sprung sichtbar. Exemplarisch wurde ein Sprung von Schaf 1 in Abbildung 3.6
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dargestellt. Nach kurzen, aber starken Belastungen der Vorderbeine wurde das Gewicht auf
die Hinterbeine verlagert. Die gemessene Gewichtskraft steigerte sich dabei bet diesem

28 kg schweren Schaf auf ein Maximum von ca. 42 kg pro Hinterbein. Die anschlieSende
abrupte Entlastung der Hinterbeine stellte den Absprung dar. Auf der x-Achse lie3 sich
eine Flugzeit von ca. einer halben Sekunde ablesen. Nach dem Sprung landete das Schaf in
diesem Fall auf dem linken Vorder- und rechten Hinterbein. Die komplette Landung
konnte meist nicht aufgezeichnet werden, da die Schafe gegen Ende der Matte
hochsprangen und die Beine nicht immer alle auf dem Messbereich der Sensormatte

landeten.

Gewichtskraft [kg]
N
wv
= s

0 0,2 0,4 0.6 0.8 1 12 14
Zeit [s]

LH =—LV =RV —RH

Abbildung 3.6 Graphische Darstellung eines Sprungs von Schaf 1. Der schwarze Rahmen markiert den
analysierten Zeitraum mit Auswertung der Maximalbelastung der Hinterbeine (x). RH = rechtes Hinterbein;
LH = linkes Hinterbein; RV = rechtes Vorderbein; LV = linkes Vorderbein.

Wihrend sich in diesem Beispiel beim Absprung eine gleichmifBige Verteilung der Krifte auf
die Hinterbeine zeigte, wurden bei Betrachtung aller gemessener Werte einzelne Tendenzen
zur stirkeren Belastung eines Hinterbeines deutlich (Tabelle 3.4). Die maximal gemessene
Differenz betrug dabei 31,07%KG. Die insgesamt maximal auf einem Hinterbein lastende
Gewichtskraft betrug 149,29%KG. In den Durchschnittswerten zeigte sich eine mittlere
Belastung des rechten Hinterbeins von 95,46%KG, wihrend das linke Hinterbein

durchschnittlich mit 108%K.G stiarker belastet wurde.
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Tabelle 3.4 Maximalbelastungen der Hinterbeine im Sprung bezogen auf das Kérpergewicht

[%KG].

RH = rechtes Hinterbein; LH = linkes Hinterbein.

Schaf 1 Schaf 2 Schaf 3 Schaf 4 Schaf 5 Durchschnitt

Sprung1l RH | 7275 105,601 13531 | 71,1 114,6

LH | 7534 94,5 125,62 | 80,61 83,53
Sprung 2 RH 77,36 85,41 80,51 106,65

LH 83,82 76,69 88,71 114,96
Sprung 3 RH 102,93 66,601 100,86

LH 137,57 94,54 114,53
Sprung 4 RH 154,64 88,41

LH 149,29 92,85

Mittel- RH 110,13 £ 27,96 76,66 £ 5,79 | 107,38 £ 5,64 | 95,46 = 17,02

wert £ SD LH 116,29 + 2323 89,18 + 4,95 | 104,34 + 14,72 | 108,26 £ 27,65

Die Daten aus der Verhaltensbeobachtung und den Klauendruckmessungen wurden
synergistisch genutzt, um eine durchschnittliche Belastung der Hinterbeine an einem Tag zu
berechnen. Aus der durchschnittlichen Belastung im Liegen (808,2 min*0%KG), Stehen
(625,5 min*6,65%KG) und Laufen (6,1 min*11,75%KG) bei einem durchschnittlichen
Gewicht von 32,35 kg resultierte auf den Tag berechnet (1440 min) eine Belastung des

Hinterbeins von 2,94 kg/min.

3.8 MAGEC®-Implantat: biomechanischer Test und Operation

Die ermittelte dauerhafte Belastung der Hinterbeine des Schafes waren zum Zeitpunkt der
Operation mit dem MAGEC®-Implantat noch nicht bekannt. Um eine grundsitzliche
Stabilitit des Implantats zu gewahrleisten, wurde dieses prioperativ einer biomechanischen,
dynamischen Belastungstestung unterzogen. Hierbei wurden jeweils 100.000 Zyklen bei

100 N, 200 N, 300 N, 400 N und 500 N durchgefiithrt. Bei Kriften von 100 N bis 400 N

konnten keine Verdnderungen oder Beeintrichtigungen des MAGEC®-Implantats
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festgestellt werden (Abbildung 3.7a). Bei 500 N wurde allerdings eine plastische Verformung
des K-Drahts im 3D-gedruckten Modell der Schafstibia sichtbar (Abbildung 3.7b).

Abbildung 3.7 Biomechanischer Test des MAGEC®-Implantats. a) eingespanntes Implantat wihrend
biomechanischer Belastungstestung mit 100 bis 400 Newton (N); b) Achsabweichung der Knochenfragmente
und Verbiegung des intramedulldren K-Drahtes bei 500 N. *p = proximal; *d = distal.

Die Operation mit Anbringung des Implantats verlief ohne Komplikationen. In den
postoperativ angefertigten Rontgenbildern sah man das Implantat wie gewiinscht am

Knochen befestigt (Abbildung 3.8).

Abbildung 3.8 Postoperative Rontgenaufnahme des MAGEC®-Implantats an linker Tibia.

a) anterior-posteriore Aufnahme; b) laterale Aufnahme. *p = proximal; *d = distal; Bilder zum Teil publiziert
in Jéckle et al. (2020).
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Als das Schaf nach Erwachen aus der Narkose erstmals versuchte aufzustehen, konnte das
operierte Bein der entstehenden Rotationsbelastung postoperativ nicht standhalten und
dislozierte (Abbildung 3.9a). Das Tier wurde umgehend wieder in Narkose versetzt. Bei der
radiologischen Kontrolluntersuchung waren weder Anzeichen eines Implantat- noch
Knochenbruchs bzw. Implantatlockerungen festzustellen. Eine Rotation des Implantats war
jedoch deutlich sichtbar, weshalb eine visuelle Inspektion vorgenommen wurde. Dabei
konnte keine Defekte oder nicht befestigten Metallteile gefunden werden (Abbildung 3.9b).
Sicherheitshalber wurde das Implantat ausgetauscht, die distale Verankerung mit neuen
Schrauben gesichert und ein weiterer K-Draht intramedulldr zur Stabilisierung eingebracht
(Abbildung 3.9¢). Bei manueller Uberpriifung der Stabilitit auf Rotationskrifte konnte keine
Instabilitit festgestellt werden. Nach Beendigung der Narkose konnte das Schaf jedoch
weiterhin nicht die Extremitit belasten und musste geopfert werden. Als Ursache des
Scheiterns des Versuches muss die — anders als beim Menschen — stark vorhandene
Rotationskraft auf den Knochen diskutiert werden. Eine sorgfiltige Analyse von Knochen

und Implantaten nach Exitus des Schafes erbrachten keine neuen Erkenntnisse.

Abbildung 3.9 Postoperative Malrotation der linken Tibia. Sichtbar am Tier nach erstmaligem Aufstehen
(a); Im Roéntgenbild vor (b) und wihrend (c) der chirurgischen Revision mit Metallaustausch und einem

weiteren K-Draht zur zusitzlichen Stabilisierung.

3.9 Thermoablation

Fiur die Studie zur Thermoablation der Wachstumsfuge konnten konventionelle
radiologische Aufnahmen, uCT- und MRT Daten sowie histologische Schnitte ausgewertet
und verglichen werden. Die Auswertung- der MRT und uCT-Daten zeigte, dass durch die
Thermoablation Lisionen im Knochen und der Wachstumsfuge hervorgerufen wurden, die
in der Bildgebung und den histologischen Schnitten sichtbar waren. Anhand der Bilder

konnte auBerdem ausgewertet werden, wie oft die Wachstumsfuge mit der Elektrodenspitze
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oder einer durch das Ausmal der Hitze entstandenen Lision getroffen wurde und welches

Volumen die Lasionen einnahmen.

3.9.1 Erstellung histologischer Schnitte unter Einbeziehung der nCT-Bildgebung

Fir die Erstellung histologischer Schnitte der zur Thermoablation verwendeten Knochen,
wurden nach der Einbettung primiar uCT-Aufnahmen erstellt. Bei Durchschau der
Schnittbilder des aus drei Ebenen gescannten Knochenstiicks konnte man das spiter als
histologischen Schnitt gewiinschte Bild ermitteln. Dies charakterisierte sich durch den besten
Anschnitt der zu zeigenden Lision, des die Wachstumsfuge berithrenden Anteils der
gesetzten Lasion. Anhand der dreidimensionalen Darstellung der nCT-Bilder lieBen sich
virtuell Ebenen definieren, welche diese gewtinschte Schnitteben markierten (Abbildung

3.10). Unter Berticksichtigung der Materialverluste beim Schneiden wurde die virtuelle Ebene

jeweils mit einem Sicherheitsabstand von 0,5 mm gewihlt.

Abbildung 3.10 nCT-Bilder mit eingezeichneter, virtuell erstellter Schnittebene. a) Schnittbild des
linken Femurs in angedachter Schnittebene mit zwei sichtbaren Lisionen; b) angedachte Schnittebene am
3D-Bild der pCT-Aufnahme dargestellt; ¢) Schnittebene im Technovit®-Block; d) weitere Schnittebenen in
Technovit®-Block. MaBstableiste 10 mm (b,c,d) und 30 mm (a).

Um diese Ebenen von der virtuellen Darstellung auf den Technovit®-Block mit dem
Priparat zu Gbertragen, wurden an dem eingebetteten Block markante Stellen, wie Luftblasen
genutzt. Aullerdem waren vor der Anfertigung der Bilder oberflichliche Markierungen in
Form von Linien und Kreuzen mit einem DREMEL Stylus Lithium-ITonen (DREMEL
Europe, Bosch Power Tools B.V., Breda, Niederlande) in den eingebetteten Block gesetzt
worden. Es erfolgte eine Abmessung der Strecken zwischen der virtuell gelegten Ebene und
den Markierungen in dem zur Darstellung der pCT-Bilder verwendeten Programm. Mit den
so gewonnen Informationen konnten die virtuell geplanten Schnittebenen mit Folienstiften
auf den Technovit®-Blocken markiert werden (Abbildung 3.11). Es bestitigte sich, dass die

Stellen anhand der Markierungen wiedergefunden werden konnten und das vorherige
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Anfertigen der unCT-Bilder und die Ubertragung auf den Block, um die gewiinschte Stelle zu

schneiden, erfolgreich war.

AnschlieBend wurden die Priparate mit einem wassergekihlten Trennschleifsystem (Cut
grinder, Walter Messner GmbH, Hamburg) entlang der markierten Ebenen aufgetrennt.
Diese Schnittflichen wurden per Hand geschliffen und poliert (Schleifpapier P400, P1000
und P4000) und mittels Klebstoffes (LLS-Glue No.1, LLS ROWIAK LaserLabSolutions,
Hannover) auf einem Objekttriger (Histobond® Supa Mega Slides, Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA, USA) befestigt. Im Lasermikrotom (TissueSurgeon 2D, LLS
ROWIAK LaserLabSolutions, Hannover) konnte davon jeweils ein Schnitt mit einer
durchschnittlichen Dicke von 40 um gewonnen und per Hand von dem Block abgeklopft
werden (Abbildung 3.11).

Abbildung 3.11 Prozess der Erstellung histologischer Schnitte. a) per Hand markierte Ebenen auf

Technovit®-Block; b) Block zum Schneiden des Priparates in Diamant-Trenneinheit; ¢) an drei Ebenen
durchtrennter Block, wei3e Zettel zur Beschriftung der einzelnen Scheiben; d) Schnittfliche der
cingezeichneten Ebene mit zwei Lisionen; €) verwendetes Lasermikrotom; f) histologischer Schnitt nach

Polierung unterm Mikroskop bei 0,63-facher VergroBerung. Maf3stableiste 5 mm (f).

Die hiermit etablierte Methode zur Erstellung moglichst optimaler histologischer Schnitte

lasst sich in Zukunft auch auf andere Bereiche anwenden. In der vorliegenden Studie wurde
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sie genutzt, um die entstandenen Verinderungen in der Wachstumsfuge darzustellen.
Denkbar istallerdings auch die Verwendung zur Darstellung der Kallusbildung von Knochen

nach Verlingerung durch ein Implantat wie beispielweise dem oben beschriebenen.

3.9.2 Treffsicherheit Wachstumsfuge

Die postoperative Bildgebung diente u. a. dazu zu bestimmen, ob die Wachstumsfuge mit
der Elektrodenspitze getroffen wurde. Bei Anfertigung der Rontgenbilder intraoperativ sah
es bei allen 16 Lisionen, die zur Thermoablation genutzt wurden, so aus, als ob die
Wachstumsfuge getroffen wurde. Bei vier weiteren Einstichen war dies nach Beurteilung der
Rontgenbilder nicht der Fall (Abbildung 3.12). Diese Einstiche wurden als Kontrollldsionen
genutzt. Demnach wurden nach makroskopischer Begutachtung des Knochens beim
Einstechen in 100%, nach Roéntgenkontrolle in 80% der Einstiche die Wachstumsfuge

getroffen.

Abbildung 3.12 Rontgenbilder nach Markierung der Wachstumsfuge mittels Elektrodenspitze.
Wachstumsfuge (rote Pfeile) des linken Femurs. a) getroffen; b) nicht getroffen. Wachstumsfuge hier weniger
cindeutig sichtbar; *p = proximal; *d = distal.

Bei Auswertung der nCT-Bilder zeigten sich in 12 von 16 (75%) der abladierten Stellen
Verinderungen in dem Bereich der Epiphysenfuge, die durch den Elektrodeneinstich
verursacht wurden (Abbildung 3.13). Auch bei drei von vier der Stellen, an denen keine Hitze
appliziert wurde, waren durch die Elektrodenspitze verursachte Lisionen in der

Wachstumsfuge sichtbar (75%).
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Abbildung 3.13 nCT-Bilder mit durch die Elektrodenspitze verursachten Lisionen (orangene Pfeile).
a) Wachstumsfuge getroffen (distaler Radius links, Lision 2); b) Wachstumsfuge nicht getroffen (distales

Femur rechts, Ldsion 1). *p = proximal; *d = distal.

Die von der Lision ausgehenden sichtbaren Gewebeverinderungen reichten bei zwei der
vier Lisionen, bei denen die Elektrodenspitze die Wachstumsfuge nicht direkt getroffen hat
(50%), bis zur Wachstumsfuge (Abbildung 3.14). Der vermessene mittlere Abstand der nicht
getroffenen Lisionen von der Wachstumsfuge betrug 2,73 * 1,49 mm (0,89 — 4,69 mm).

Abbildung 3.14 nCT-Bilder mit sichtbaren Lisionen. Aufnahmen der distalen Tibia rechts: a) Lision 1
(blauer Pfeil) und Lision 2 (orangener Pfeil); b) Weiterverfolgung Lision 2; ¢) die durch die applizierte Hitze
verursachte Lision erstreckt sich bis in Richtung Wachstumsfuge (griiner Pfeil). Lision der Elektrodenspitze

weiterfithrend in Richtung des orangenen Pfeils.

Zusammenfassend lieB sich feststellen, dass nach Beurteilung der uCT-Bilder 87,5% (14/16)
der thermoabladierten Lisionen einen Effekt auf die Wachstumsfuge zeigten. In 75% wurde
dabei die Fuge direkt mit der Elektrodenspitze getroffen. Bei den Kontrolllisionen zeigten
75% durch Einstich mit der Elektrodenspitze eine Verinderung des Gewebes in der

Wachstumsfuge. Verinderungen im Knorpel der Wachstumsfuge war allerdings nicht bei
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allen Lasionen sichtbar, teilweise zeigten sich die Verdnderungen nur im epi- und

metaphysiren Knochengewebe.

Die Auswertung der MRT-Bilder mit der Fragestellung nach der Treffsicherheit der
Wachstumsfuge erfolgte weniger differenziert im Vergleich zur Betrachtung der uCT-Bilder.
Hier waren die Lasionen im Gewebe nicht immer klar der Flektrodenspitze zuzuordnen.
Vielmehr konnten grundsitzliche Gewebeverinderungen als Ganzes wahrgenommen
werden. Solche Gewebeverinderungen waren in 15 von 16 Fillen der zur Thermoablation
genutzten Einstichstellen zu sehen (93,75%). Bei den Kontrollldsionen waren nur drei von
vier im MRT einzeln sichtbar. Diese hatten immer die Wachstumsfuge getroffen (100%).
Insgesamt hatten demnach 18 der auswertbaren 19 Einstiche mit der Elektrodenspitze eine
Verinderung in der Wachstumsfuge hervorgerufen (94,74%) (Abbildung 3.15). Der mittlere

Abstand der nicht getroffenen Lision von der Wachstumsfuge betrug 4,35 mm.

Abbildung 3.15 MRT-Bilder mit sichtbaren Lisionen in T2-Gewichtung: a) sagittales Schnittbild mit drei

Liasionen, die die Wachstumsfuge getroffen hatten (distales Femur links). Lision (roter Pfeil) in coronarer (b)
und sagittaler (c) Schnittebene sichtbar, welche die Wachstumsfuge nicht bertihrte (distales Femur rechts).

*p = proximal; *d = distal.

3.9.3 Volumen der in MRT- und pnCT-Bildern sichtbaren Lisionen

Die Messung der Volumina der Lisionen konnte mit den Messtools der
Computerprogramme Syngo.via fur die MRT-Bilder und Scry fir die pCT-Bilder
durchgefithrt werden. Das Ausmal3 der sichtbaren Lisionen war erwartungsgemal3 sehr
unterschiedlich in beiden Bildgebungsformen. Auf den uCT-Bildern war hauptsichlich die
im Knochen oder Knorpel entstandene Lidsion der Elektrodenspitze sichtbar und fur

Messungen zu verwenden. Es erfolgte daher eine alleinige Messung dieser zylinderférmigen
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Lision und rechnerische Ermittlung des Volumens. Im MRT konnten auch Lisionen der

Wachstumsfuge erfasst werden.

Es zeigte sich ein signifikanter GroBenunterschied (p<0,01) zwischen den Volumina der
Thermoablation (n=16) und der Kontrolllisionen (n=4) im uCT. Wihrend die
hitzeabladierten Lisionen ein durchschnittliches Volumen von 6,14 * 2,71 mm?
(0,55 — 13,35 mm®) hatten, war das bei den Kontrollvolumen gemessene Volumen im Schnitt
nur 1,31 £ 0,82 mm’ (0,5 - 2,56 mm’) gro3 (Abbildung 3.16). Der gemessene mittlere
Abstand zur Wachstumsfuge betrug bei den Lisionen im Durchschnitt 1,12 + 1,04 mm

(0 — 4,69 mm) und bei den Kontrollldsionen 2,39 + 1,94 mm (0,24 — 4,36 mm).
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Abbildung 3.16 Volumen der mittels pCT gemessenen Lisionen (n = 20). Die Lage der Lisionen ist an
der x-Achse, das Volumen der Lisionen [mm?] an der y-Achse aufgetragen. Die gepunktete Linie zeigt den
Durchschnittswert. Auf der rechten Seite Darstellung der Kontrollldsionen (n = 4) in hellen Graut6nen.
Zwischen den Lisionen und Kontrolllisionen konnte ein signifikanter Gré3enunterschied festgestellt werden

(p<0,01).

Bei Auswertung der pCT-Daten konnte auBBerdem festgestellt werden, dass das Volumen der
Lisionen unabhingig davon war, ob die Wachstumsfuge getroffen wurde oder nicht. Eine

Erklirung fir die Variabilitit war nicht festzustellen (Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17 Keine Abhingigkeit von Lisionsgrofie in Bezug auf Treffsicherheit der
Wachstumsfuge sichtbar. Auf der y-Achse sind die im uCT gemessenen Volumen aufgetragen [mm?], auf

der x-Achse, ob die Wachstumsfuge mit der Elektrodenspitze direkt getroffen wurde oder nicht.

Auf den MRT-Bildern war die zylinderférmige Lision der Elektrodenspitze nicht immer
eindeutig erkennbar. Es fanden sich grundsitzlich groflere Gewebeverinderung rund um die
Einstichstelle der Elektrodenspitze, welche sich teilweise auf das angrenzende
Knochengewebe ausweiteten. FEine direkte Korrelation der gemessenen Volumina in MRT

und pCT-Bildern war daher nicht moglich.

Die im MRT gemessenen Volumina hatten bei den Kontrolllisionen (n=3) ein
durchschnittliches Volumen von 2583 + 1,18 mm’ (25—27,5mm’), wihrend die
hitzeapplizierten Lisionen (n = 16) im Durchschnitt signifikant gré3eres Volumen (p<0,05)
von 60,63 + 26,96 mm® (27,5 — 102,5 mm’) umfassten (Abbildung 3.18). Der gemessene
mittlere Abstand zur Wachstumsfuge betrug bei den Lidsionen im Durchschnitt
0,8+ 094mm (0,35-44mm) und bei den Kontrolllisionen 0,55 * 0,31 mm
0,2 - 0,95 mm).
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Abbildung 3.18 Volumina der mittels MRT gemessenen Lisionen (n = 19). Die Lage der Lisionen ist
an der x-Achse, das Volumen der Lisionen [mm?] an der y-Achse aufgetragen. Die gepunktete Linie zeigt den
Durchschnittswert. Auf der rechten Seite sind die Kontrollldsionen zu sehen (n = 3). Zwischen den Lisionen

und Kontrollldsionen konnte ein signifikanter Gré3enunterschied festgestellt werden (p<0,05).

Eine Korrelation zwischen dem mittleren Abstand der Elektrodenspitze zur Wachstumsfuge
und dem gemessenen Lisionsvolumen zeigte sich weder zu den pCT- noch zu den MRT-

Daten (Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.19 Zusammenhang zwischen den Volumina und der Entfernung zur Wachstumsfuge in
MRT- und pCT-Messungen. Es besteht keine Korrelation zwischen dem gemessenen Volumen in
pCT/MRT [mm?], hier auf det y-Achse, und der mittleren Distanz des Einstichkanals zur Wachstumsfuge

[mm], hier auf der x-Achse aufgetragen.
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3.9.4 Histologie

Die Esstellung histologischer Schnitt der zur Thermoablation verwendeten Knochen fand
unter anderem zur Etablierung der Methodik in Kombination mit den Farbungen nach dem
Protokoll von LLS ROWIAK statt. Dabei zeigte sich, dass diese Herangehensweise geeignet
war zur Darstellung einer physiologischen Wachstumsfuge. Die einzelnen Zonen mit
undifferenzierten Chondrozytenvorlduferzellen, sowie proliferierenden, hypertrophen und

apoptotischen hypertrophen Chondrozyten lieBen sich gut darstellen (Abbildung 3.20).

Abbildung 3.20 Darstellung einer physiologischen Wachstumsfuge. Wachstumsfuge in Himatoxylin-
Eosin-Firbung (links) und Sanderson-Rapid-Stain und 1V an-Gieson-Counterstain (rechts). Unterteilung der
Wachstumsfuge in: E = epiphyseale Seite der Wachstumsfuge; R = Reservezone; P = Proliferationszone;
H = Hypertrophe Zone; I = Invasive Zone. Maf3stableiste 200 pm.

Durch die virtuellen Ebenen am 3D-Modell der uCT-Bilder und Ubertragung dieser
Schnittebenen per Hand auf den Technovit®-Blécke konnten die jeweiligen Lisionen in den
histologischen Schnitten gut sichtbar und die Sdulenorganisation beobachtet werden
(Abbildung 3.21). Eine Anschneidung aller Lisionen in dem Wachstumsfugen-nahen
Abschnitten war nicht méglich, da die Schnittflichen in divergenten Richtungen angeordnet

waren und sich teilweise behinderten.
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Abbildung 3.21 Histologische Schnittbilder mit sichtbaren Lisionen. Von der Elektrodenspitze
hervorgerufene Lisionen sind mit Pfeilen markiert, in 0,63-facher VergroB3erung. a) Femur links Lision 1
(oberer, grauer Pfeil), Lision 3 (Kontrollldsion, unterer schwarzer Pfeil); b) Femur rechts Lision 4; c)
proximale Tibia links Lésion 1; d) Radius rechts Lision 2. Himatoxylin-Eosin-Farbung (a,d). Sanderson-Rapid-
Stain und V an-Gieson-Connterstain (b,c). MaBstableiste 5 mm.

Das Gewebe um die Elektrodenspitzen-Finstichstelle herum zeigte keine grof3flichigen
Verinderungen im Knochengewebe, was besonders an den Lisionen sichtbar war, welche
nicht die Wachstumsfuge bertihrten. Der Einstichkanal war geprigt durch das zylinderférmig
fehlende Gewebe. Teilweise zeigten sich durch den Einstich verschleppte Zellinseln oder
Luftblasen, welche vermutlich durch die applizierte Hitze oder wihrend der Einbettung

entstanden waren (Abbildung 3.22).

Abbildung 3.22 Histologisches Bild der Lision eines Einstichkanals, welcher nicht die
Wachstumsfuge erreichte. Femur links Lision 1 in Sanderson-Rapid-Stain und 1V an-Gieson-Counterstain: a)
Einstichkanal in 0,63-facher Vergréferung, MalB3stableiste 5 mm; b) in 2,5-facher Vergro3erung, Mal3stableiste
1 mm. Darin sichtbar war eine durch den Einstich verschleppte Zellinsel (roter Pfeil), sowie weitere

Verinderungen und Artefakte (weille Sternchen).
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In den histologischen Schnitten von Lisionen, die die Wachstumsfuge beriihrten, waren
Verinderungen unterschiedlichen Ausmalles sichtbar, sowohl bei Kontrolllisionen, bei
denen keine Thermoablation stattgefunden hatte, als auch bei solchen mit Hitzeapplikation.
In beiden Fillen wurde die schichtférmige Organisation der Wachstumsfuge bei Ein- oder
Durchstich der Elektrodenspitze gestort. Es zeigten sich eine Disruption der
Organisationsstrukturen sowie fehlende und verklumpte Zellen in den Sdulen (Abbildung

3.23).

Abbildung 3.23 Histologische Schnitte mit sichtbaren Verinderungen der Wachstumsfuge.
Proximale Tibia links Lision 1 in 0,63-facher (a) und 2,5-facher VergroBerung (b). Femur links Lision 3
(Kontrollldsion) in 0,63-facher (c) und 2,5-facher Vergroerung (d). Markierung der verinderten
Siulenstrukturen (weiller Kasten) und ein von der Lision abgehender Gewebestreifen mit reduzierter
Farbung (weile Klammer). Alle Bilder in Sanderson-Rapid-Stain und Van-Gieson-Counterstain. Mal3stableiste
5 mm (a,c) und 1 mm (b,d).

Das Gewebe auf der medialen Seite der Wachstumsfuge zeigte keine morphologischen
Verinderungen durch den Einstich und die Thermoablation der Elektrodenspitze auf der

lateralen Seite. Auch der angrenzende Gelenkknorpel war intakt, womit zumindest im I-vivo-
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Modell eine Schidigung der applizierten Hitze ausgeschlossen wurde. Diese Information

wire fir eine In-vitro-Applikation essenziell.

Bei Anfertigung der Kontrollschnitte, welche mit einem Zentimeter Abstand von einer der
Lisionen angefertigt wurden, zeigten sich teilweise fehlende oder dunnere Bereiche im
Knochengewebe, die wie herausgerissen wirkten (Abbildung 3.24). Diese Verinderungen

mussen bei Betrachtung aller histologischen Schnitte als mdgliche Artefakte gewertet

werden, eventuell durch ein verkiirztes Protokoll bei der Einbettung der doch groB3en

Knochenblocke.

Abbildung 3.24 Histologische Bilder der Kontrollschnitte. In 0,63-facher VergréBerung distale Tibia
links Kontrollschnitt 4(a); proximale Tibia rechts Kontrollschnitt 1(b); Radius rechts Kontrollschnitt 2(c).
Verinderungen die vermutlich durch die nicht optimale Einbettung entstanden sind und sich als dinnere
Bereiche (b) oder herausgerissen wirkende Gewebeabschnitte (a) zeigten, sind mit schwarzen Kisten
umrandet. Himatoxylin-Eosin-Firbung (a,c) und Sanderson-Rapid-Stain und V an-Gieson-Counterstain (b).
MafBstableiste 5 mm.
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4 Diskussion

Aufgrund  der  kindlichen  Anatomie mit Wachstumsfugen und geringem
Knochendurchmesser gibt es oft in der Medizin keine geeigneten Implantate fiir
kinderorthopadische oder —traumatologische Spezialfragestellungen (Paley 2015; Jackle et al.
2020). Ein gravierendes Problem stellt die grof3e Beinlingendifferenz bei Kindern unter zehn
Jahren dar (Hasler 2000; Vogt et al. 2020). Daher wird kontinuierlich versucht, hier besonders
schonende, kleine und innovative Spezialimplantate zu entwickeln (BMBF; Extern
steuerbares Plattenosteosynthesesystem fur Kinder (KiD Plate) (Nr.13GW0302B)). Bevor
Implantate im menschlichen Organismus ecingebaut werden, sind sorgfiltige

biomechanische, In-vitro- und 1z-vivo-Studien notig.

Das in der votliegenden Arbeit verwendete MAGEC®-Implantat zur Uberbriickung und
beabsichtigten spiteren Verlingerung einer Extremitit zeigte bei prioperativen
biomechanischen Belastungstests eine ausreichende axiale Stabilitit, die sich nach
Implantation jedoch als nicht ausreichend erwiesen hat. Besonders Rotationskrifte spielten

eine tragende Rolle und fithrten zum Implantatversagen.

Die thermische Ablation der Wachstumsfuge bei dieser Pilotstudie lieferte daneben die
Erkenntnis, dass eine thermische Ablation als minimalinvasive Methode zu Zerstérung
begrenzter Bereiche der Wachstumsfuge genutzt und somit vermutlich bei der Beeinflussung
der kindlichen Wachstumslenkung verwendet werden kann. Fiir eine Uberpriifung dieser

Hypothese sind zukiinftige I7-vivo-Versuche notwendig.

4.1 Schaf als Modelltier und Klauendruckmessungen

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere Versuchsansitze mit weiblichen Limmern der
Rasse Leinelamm als Modelltier verfolgt. Vorherige erfolgreiche Studien zu Methoden der
Epiphysiodese fanden unter anderem an Kaninchen statt (Ghanem et al. 2009; Widmann et
al. 2010). Eine Durchfihrung von Versuchen an GrofBtiermodellen ist jedoch von
Bedeutung, bevor eine Ubertragung in die Klinik stattfinden kann (Shiguetomi-Medina et al.
2014). Die Erprobung neuer Implantate zur Knochenverlingerung wurde daher auch in
anderen Studien an Schafen durchgefithrt (Cole et al. 2001; Ehrnthaller 2008). Im Vergleich
zu anderen Grof3tieren ist die Handhabung von Schafen einfach (Sparks etal. 2020). In dieser

Studie erfiillten die Schafe die meisten der als wichtig erachteten Kiriterien eines fiir diese

Versuche passenden Tiermodells, sowohl fiir die Anbringung des MAGEC®-Implantats, als
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auch fir die Thermoablation. Dazu gehoren die Eignung als Analogon, die Ubertragbarkeit
der Organismen, Kosten und Verfiugbarkeit, Leichtigkeit und Anpassungsfahigkeiten an
experimentelle Manipulationen sowie die 6kologischen Folgen und ethischen Implikationen

(Davidson et al. 1987).

In Bezug auf den Knochenstoffwechsel ist ein geschlechtsspezifischer Unterschied bei
Schafen festzustellen. Wihrend miénnliche Schafe eine stabile Rate des Knochenumsatzes
gewihrleisten, zeigten weibliche Schafe eine schnellere Verkncherung der Wachstumsfugen
(Ho et al. 1989; Sparks et al. 2020). Die Entscheidung fiir weibliche Schafe in dieser Studie
wurde anhand der Verhaltensmuster getroffen (Rahmann 2007). Zur Vermeidung von
Rangkimpfen innerhalb der Herde wurde auf mainnliche Tiere verzichtet. Zusitzliche

Anstrengungen der Tiere nach einer Operation sollten damit umgangen werden.

Zur Beurteilung der Limmer wurde ein Score Sheet erstellt werden, welcher zur Feststellung
des Gesundheitszustandes der Tiere diente und sich an der sehr sensitiv bewerteten Sheep
Grimace Scale anlehnte (Biernot 2017). Aufgrund fehlender Operationen nach einer initialen
Problematik konnten keine pri- und postoperativen Scores der Schafe verglichen werden.
Eine weitere Methode zur Messung des Stresslevels in zukiinftigen Studien kénnte die
Messung des Cortisols im Speichel der Tiere sein (Biernot 2017). Mittlerweile wurde der Sheep
Grimace Scale auch auf Laimmer tbertragen, was bei der Verwendung oder Erstellung eines

neuen Score Sheets fiir juvenilen Schafe Beachtung finden sollte (Guesgen et al. 2016).

Die Versuchstiere wurden in einem 40 m* groB3en Stall gehalten. Im Gegensatz zu anderen
Studien entsprach dies nicht der natiirlichen Umgebung der Tiere mit natitlichen Licht- und
Wetterbedingungen, grof3flichiger Weide und dauerhaftem Zugang zu frischem Gras (Fierro
und Bryant 1990; Bojkovski et al. 2014; Morton et al. 2014). Dies kann einen Einfluss auf
das in dieser Arbeit beobachtete Verhalten haben, da die Zeit, die Schafe fur die
verschiedenen Aktivititen aufwendeten, mit der verfigbaren Masse und Qualitit von Futter
korrelierte (Lyons und Machen 2000). Allerdings entsprachen die Bedingungen im
Versuchsstall der Umgebung, der die Versuchstiere auch nach der operativen Implantation
eines Krafttrigers und wihrend der Knochenverlingerung ausgesetzt sein wirden. Demnach
ist das gewihlte Setting passend, um die Belastungen unter Laborbedingungen zu testen.
Aufgrund der von nur einer Person durchgefiihrten live-Beobachtungen ist die Zahl, der
Gber insgesamt 24 Stunden beobachteten Tiere, mit n =23 relativ niedrig. Die
Beobachtungsphasen erstreckten sich aufgrund von Gegebenheiten wie der Akkulaufzeit der
Kamera fiir die nichtlichen Beobachtungen und notwendigen Pausen der Beobachterin bei

den live-Beobachtungen tiber mehrere Tage, was als limitierender Faktor dieser Studie
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genannt werden sollte. Squires et al. (1974) stellten bei ihren Beobachtungen allerdings fest,
dass sich das Verhalten der beobachteten Schafe an den verschiedenen Versuchstagen nicht
betrichtlich voneinander unterschied. Mithilfe von technischen Hilfsmitteln, wie einem drei-
axialen Accelerometer-Sensor oder einer Activewatch am Halsband, konnte man den Aufwand

der menschlichen Beobachtung in Zukunft minimieren und die erthobenen Daten prizisieren

(Morton et al. 2014; Tkurior et al. 2021).

Die in dieser Arbeit beobachtete Tagesrhythmik der Versuchstiere zeigte sich auch in
anderen Studien. Besonders in den Morgen- und Abendstunden bewegen sich Schafe
demnach am meisten (Morton et al. 2014), was besonders durch die Jahreszeit bzw.
Sonnenauf- und untergang gesteuert wurde (Chilelli 1981; Morton et al. 2014). Diese
Faktoren spielten bei der vorliegenden Evaluation aufgrund der Bedingungen in der ZTE
eine untergeordnete Rolle. Auch der Gesundheitsstatus hat einen Einfluss auf die Aktivitit
der Versuchstiere. Bei Verinderungen wie dem Befall der Tiere mit Helminithen kam es zu
Verhaltensinderungen (Hogberg et al. 2021). Der Wurmbefall der hier evaluierten
Versuchstiere wurde allerdings vor Durchfithrung der Verhaltensbeobachtungen erfolgreich

therapiert.

Verhaltensverinderungen der hier evaluierten Versuchstiere waren teilweise wahrend der
Klauendruckmessungen aufgrund der ungewohnten Umgebung zu beobachten. Bei der
zuerst verwendeten Methodik nutzten wir Sensoren an 3D-gedruckten Klauenschuhen und
die Datenerfassungsgerite wurden an einem Korpergurt fixiert. Die Klauenschuhe wurden
von den Tieren sofort angenommen und es zeigte sich duf3etlich kein verindertes Gangbild.
Der Kérpergurt wurde von den nicht gemessenen Tieren der Herde anfangs beschnuppert,
schien die Versuchstiere in ihren Bewegungen jedoch nicht zu beeinflussen. Dies stellten
auch Hobbs-Chell et al. (2012) in thren Versuchen fest. Aufgrund der technischen Probleme
der Sensoren konnten mit dieser Methodik allerdings keine Daten mit auswertbaren

Ergebnissen erhoben werden.

Die fiir die Klauendruckmessungen verwendete zweite Methodik beinhaltete die Nutzung
einer Sensormatte. Diese zeigte bei der Gewichtsvalidierung in der Summe der Einzelkrifte
Werte, die mit den per analoger Waage gemessenen gut tbereinstimmten. Ungenauigkeiten
konnten hier bei der analogen Waage, durch die sich wihrend der Messung bewegenden
Schafe entstanden sein. Des Weiteren hatte die Standwaage mit 1 kg-Schritten eine

ungenauere Skalierung.

Im Gegensatz zu anderen Studien zur Ganganalyse von Schafen wurden im vorliegenden

Versuch keine standardisierten Videoaufnahmen der Tiere erstellt (Agostinho et al. 2012;
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Faria et al. 2014). Die Klauendriicke wurden anhand der Aufzeichnungen der Sensormatte
abgeleitet, was eine Beeinflussung durch abnorme Korperhaltung der Tiere nicht erfasste.
Klinisch konnten wihrend der Messungen auf der Sensormatte bei allen Versuchstieren
Verhaltensauffilligkeiten beobachtet werden. Ein kontrolliertes Messen der Tiere im Stehen,
Laufen und Springen konnte nicht mit allen Tieren in gleicher Anzahl an Messungen
durchgefithrt werden. Eine Verfehlung der Sensormatte mit den Beinen, wie von Taylor et
al. (2006) beschrieben, zeigte sich im vorliegenden Versuchsaufbau hauptsichlich bei der
Erfassung der Spriinge. Das gleichzeitige Betreten der Sensormatte zweier Schafe stellte fiir
das Messsystem und die Analyse der Schritte keine Limitation dar, wie dies in anderen
Studien beschrieben wurde (Taylor et al. 2006). Auf die Vorgabe eines Schritttempos fiir die
Tiere wurde hier bewusst verzichtet, sodass die gemessenen Werte ein moglichst natiiliches
Gangbild darstellten und ein Vergleich von pri- und postoperativen Messungen moglich
gewesen wire. Postoperative Verdnderungen konnten sich, wie in anderen Studien erfasst,
durch eine Entlastung des operierten und eine stirkere Belastung des kontralateralen Beines

zeigen (Lienau et al. 2005).

In dem Versuchsaufbau anderer Studien wurden Halfter genutzt, Futter als Lockmittel
verwendet oder die Tiere auf der Messstrecke trainiert (Seebeck et al. 2005; Kim und Breur
2008; Agostinho et al. 2012; Faria et al. 2014). Dabei zeigte sich, dass die Effektivitit dieser
MafBnahmen nicht konklusiv war. Der Fluchttrieb, der von der Herde getrennten Tiere, liel3
sich auch durch lingere, wiederholte Ubungszeiten oder die Nutzung eines Halfters nicht
verhindern (Kim und Breur 2008). Eine Idee fiir die Verbesserungen zukunftiger
Versuchsaufbauten wire es, den als Schutzmechanismus vorhandenen Herdeninstinkt zu
nutzen. Demnach wiirden die Tiere uber die Sensormatte laufen, wahrend sie am Ende der
Matte ihre Herde und im Sichtfeld keine als Bedrohung wahrnehmbaren Menschen sehen.
Auflerdem sollten Limmer gemeinsam mit ithren Muttertieren tiber die Sensormatte laufen

durfen, um natiirliche Verhaltens- und Gangmuster darzustellen.

Die hier im Laufen gemessenen Belastungen der Hinterbeine zeigten eine seitengleiche
Belastung von durchschnittlich 36% des Korpergewichts. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen anderer Studien, in denen sich keine statistisch relevanten Unterschiede in den
kinematischen Daten der rechten und linken Gliedmalle fanden (Kim und Breur 2008;
Agostinho et al. 2012; Liu et al. 2021). Bei Schafen liegt der Schwerpunkt auf der Vorderseite
der geometrischen Mitte des Rumpfes, wodurch eine gréBere Belastung der Vorderbeine
festzustellen war (Liu et al. 2021). Demnach wurden nach Kim und Breur (2008) 30% des

Korpergewichts auf den Vorderbeinen und 20% auf den Hinterbeinen gemessen. Die im
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Stehen gemessenen Werte des Kollektivs dieser Arbeit lagen mit 31% des Korpergewichtes
fur das rechte Vorderbein und 23% fiir das linke nahe an diesen Werten. Als Ursache fir die
Differenz zwischen rechtem und linkem Vorderbein kann eine nach rechts gedrehte
Kopthaltung der Tiere angenommen werden, welche durch die Position der Herde rechts
neben der Sensormatte bedingt wurde. Die geringe Anzahl an Messungen im Stehen (n = 3)

stellt eine Limitation der Aussage dar.

Nesbitt et al. (2014) bildeten mithilfe eines Roboters den Gang eines Schafes nach und
ermittelten an diesem Modell die dreidimensionalen Gelenkkrifte und Drehmomente. Dabei
wurden im Kniegelenk des Schafes Gesamtkrifte von 300 N in der Standphase gemessen.
Rechnet man die in dieser Studie gemessenen Krifte in Newton um, kommt man auf eine
maximale Belastung einzelner Beine im Stehen von 120 N in den Vorder- und 77 N in den
Hinterbeinen. Die Differenz dieser Werte ist sicher auch durch die verwendeten
Versuchstiere entstanden. Nesbitt et al. (2014) nutzten zur Erstellung ihres Gangbildmodells
Hintergliedmal3e von skelettreifen weiblichen Schafen mit einem Gewicht zwischen 50 und

78 kg.

Bei Ubertragung der Ergebnisse auf eine klinische Anwendung sind die Unterschiede
anatomischer und mechanischer Art aufgrund des aufrechten Gangs des Menschen und des
vierfiBigen Gangs des Schafes zu beachten (Aerssens et al. 1998). Laut Sparks et al. (2020)
ist die Belastung der Hinterbeine bei Schafen im Gehen nur halb so hoch die wie des
Menschen. Nach Xerogeanes et al. (1998) ist aullerdem das Knie des Schafes dem
menschlichen im Vergleich zu anderen Tieren am unihnlichsten. Ein signifikanter
Unterschied ist dabei beispielsweise in den Kriften und der Kraftverteilung im vorderen
Kreuzband des Schafsknies beschrieben worden (Xerogeanes et al. 1998). Fur eine
Berechnung der Belastungen einzelner Knochen und daran anzubringender Implantate
mussten aullerdem die Wirkungen von unter anderem Sehnen, Hautspannung und
Rotationskriften Beachtung finden. Ein muskuloskelettales Modell verwendeten
beispielweise Taylor et al. (2006) bei ihrer Erstellung einer 3D-Kinematik der hinteren
Gliedmalle von Schafen. Dies ermdglichte ihnen die Berechnung der Krifte im Tibio-
Femoral-Gelenk des Schafknies zum Vergleich mit den mechanischen Bedingungen im
Menschen (Taylor et al. 2006). Ahnliche Berechnungen zur Ubertragung der hier ermittelten
dauerhaften tagesdurchschnittlichen Belastung eines Hinterbeins von 2,94 kg/min zur
Berechnung auf ein an der Tibia anzubringendes Implantat sind wegweisend und

wunschenswetrt.
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Bei den Berechnungen der tagesdurchschnittlichen Belastung wurde wihrend des Liegens
von keiner auf dem Hinterbein lastenden Kraft ausgegangen, da hier keine direkten
Messungen vorgenommen werden konnten. Diese Belastung mit null Prozent des
Korpergewichts entspricht jedoch offensichtlich nicht der Realitdt. Anzumerken ist auch,
dass die hierbei vereinten Werte der Verhaltensbeobachtungen und Klauendruckmessungen
an unterschiedlichen Schafen erhoben wurden. Wihrend die Tiere fir die
Verhaltensbeobachtungen im Versuchsstall weniger als sechs Monate alt waren, waren bei
den Tieren der Klauendruckmessungen Schafe im Alter von fiinf bis achtzehn Monaten

dabei.

Ein altersbezogener Unterschied in den kinematischen Daten von Schafen im Laufen konnte
in der Studie von Faria et al. (2014) nicht beobachtet werden. Grund dafir seien die
schnelleren Flexions-Extensions-Bewegungen in den beanspruchten Gelenken der jiingeren
Tiere mit kiirzeren Beinen. Auch in den hier gewonnenen Daten wurde beim Vergleich der
Maximalbelastungen der Hinterbeine im Sprung keine altersabhingigen Unterschiede

festgestellt.

42  Schafsknochen und MAGEC®-Implantat

Bei Betrachtung der Knochenstruktur von Schafen spielt das Alter der Tiere eine
entscheidendere Rolle. Bis zu einem Alter von 15 Monaten zihlen Schafe als skelettal unreif
(Nafei et al. 2000). In dieser Zeit haben sie einen schwicheren Trabekelknochen, eine
geringere Steifigkeit und Dichte sowie einen héheren Kollagengehalt, wodurch eine hohere
Flexibilitit gegeben ist als bei reifen Schafen (Nafei et al. 2000). Der verzégerte Umbau von
primirem Knochengewebe zu sekundirem, durch Havers’sche Strukturen gekennzeichneten
Knochengewebe, findet bei Schafen ab einem Alter von sechs Jahren statt und ldsst laut
einiger Quellen erst dann valide Riickschliisse auf den erwachsenen, menschlichen Knochen

zu (Newman et al. 1995; Sparks et al. 2020).

Der Knochenstoffwechsel des Schafes wird von Umweltbedingungen wie dem
geografischen Standort, der Ernidhrung, dem Photoperiodenzyklus und den Jahreszeiten
beeinflusst (Martini et al. 2001; Bonucci und Ballanti 2014; Sparks et al. 2020). Bei weiblichen
Schafen ist auf den ganzjihrigen oder saisonalen Ostruszyklus hinzuweisen. So wird die
begattungsfihige Zeit der Tiere bezeichnet, die mit einem verinderten Ostradiolspiegel

einhergeht (Martini et al. 2001; Berttram 2003; Schumacher 2007).



Diskussion 59

Grundsatzlich konnte beobachtet werden, dass sich Knochen des Schafes im Vergleich zum

Menschen durch und eine héhere Trabekelknochendichte auszeichnen (Reichert et al. 2009).

Das Schaf und die Tibia konnten sich trotz der genannten Unterschiede in der
Knochenmorphologie als gutes klinisches Modell fir den menschlichen Organismus
etablieren (Martini et al. 2001). Daher wurde fiir den operativen Einbau des MAGEC®-
Implantats die Tibia eines Leinelamms gewidhlt, auch wegen des einfachen operativen
Zugangsweges und einer dicken Kortikalis, welche zu einer geringeren Morbiditit nach
Osteotomie der Diaphyse fithrte (Croker et al. 2016). Das Implantat konnte gut und fest an
dem lateralen Knochenschaft befestigt werden. Postoperativ zeigten sich mit Aufstehen des
Tieres unerwartete Rotationskrifte mit Dislokation von Implantat und Knochen als

Komplikation.

Die extramedullire Implantation eines stabférmigen Implantats (PRECICE®), dhnlich des

MAGEC®-Implantats, hatte zuvor zu erfolgreichen Verlingerung des Femurs bei elf
Kindern verwendet werden kénnen (Dahl et al. 2020). Dahl et al. (2020) positionierten den

verlingerbaren Nagel lateral am Femur, was wihrend der Verlingerung gut toleriert wurde.

Prioperative biomechanische Testungen der Implantate erfolgten mit einer guten Stabilitit
bis zu einer axialen Belastung von 500 N, wo sich erstmals Dislokationen zeigten. Diese
Kraft wurde als maximal gemessene axiale Kompression des Kniegelenks wihrend des

Gangzyklus eines Schafes beschrieben (Nesbitt et al. 2014).

Die durchschnittliche Spitzenbelastung der Hinterbeine beim Absprung betrug in den hier
durchgefithrten Messungen bis zu 100% des Korpergewichtes pro Bein. Bei einem
durchschnittlichen Gewicht von 32 kg wire das eine Belastung von 314 N und damit unter
den biomechanisch als positiv getesteten axialen Belastungen. Iz vivo zeigten sich starke
Rotationskrifte, welche bei zukiinftigen Testungen mit einberechnet werden sollten.
Unkontrolliert hohe Biegemomente, wie sie fiir ein Implantat beim Aufstehen und Hinsetzen
der Tiere entstanden, wurden allerdings auch in anderen Studien als Stérfaktoren genannt

oder fuhrten zum Implantatversagen (Evans 2014; Sparks et al. 2020).

Evans et al. (2014) ermittelten die Spitzenbelastungen ihrer postoperativ in Schlingen
fixierten Schafe. Dabei langen die an vier Tagen gemessene durchschnittliche Spitzenwerte
bei 566 N. An zwei weiteren Tagen wurde eine Spitzenbelastung von 787 N und 1087 N
erfasst. Hierbei ist zu bemerken, dass der Empfindlichkeitsbereich der Messvorrichtung auf

0 — 250 N festgelegt war und keine Angaben zum Gewicht der Tiere gemacht wurden, was
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einen Vergleich zu den hier ermittelten Werten erschwert. Die in dieser Arbeit an Limmern

gemessenen maximalen Spitzenbelastungen lagen zwischen 308 N und 537 N.

Zur Verhinderung von postoperativen Rotationskriften beim Schaf konnte eine
postoperative Fixierung der Tiere in einer Schlinge und die Anbringung eines Gipses am
operierten Bein helfen. Die postoperative Haltung von Schafen in Schlingen wurde in
anderen Studien als wirksame Maf3nahme zur Minderung der hohen Belastungskrifte beim
Aufstehen bewertet (Hahn et al. 2011; Evans 2014). Dabei gibt es Schlingensysteme, die den
Tieren eine volle Belastung aller vier Gliedmallen ermdglichen, andere Systeme tragen das
komplette Gewicht der Tiere (Evans 2014; Christou und Walsh 2017). Die Reduktion der
Lebensqualitit der Versuchstiere durch eine eingeschrinkte Beweglichkeit sollte bei der
Entscheidung zur Nutzung solch einer MaBinahme erwogen werden. Wihrend die hier
evaluierten Versuchstiere tiber den Tag verteilt im Schnitt 41 Schritte pro Stunde machten,
war der Durchschnitt der in einer Schlinge fixierten Tiere nur 25 Schritte pro Stunde (Evans
2014). Eine neue Methode der postoperativen Fixierung mit einer Schlinge wurde von
Christou und Walsh (2017) entwickelt, mit der der auf den Schafsbeinen lastende Prozentsatz
des Korpergewichts angepasst werden konnte. Durch die Kopplung einer Schlinge mit einem
Federausgleichsgerit konnte eine konstante Spannung gehalten und somit die Ubertragung
einer konstanten Kraft auf das Tier gewahrleistet werden. Damit sind die Tiere mobil,
konnen Liegen oder Stehen und auch beim Wiederkauen in Bauchlage zeigten sich keine

sichtbaren Anzeichen von Stress oder Unwohlsein (Christou und Walsh 2017).

Grundsitzlich ist die Ubertragbarkeit von Implantaten in Tierstudien nur unter Vorbehalt
auf die klinische Situation am menschlichen Knochen moglich. Durch den vierbeinigen
Gang der Schafe entsprechen die Belastungen der hinteren Gliedmale beispielweise nur der
Hailfte der beim Menschen gemessenen Belastungen, wodurch die Anforderungen an das
Implantat unterschitzt werden konnten (Taylor et al. 2006; Reichert et al. 2009; Nesbitt et
al. 2014). Genaue Messungen der Belastungen kindlicher Beine mussten folgen. Die hier
verwendete acht-Punkt kortikale Fixierung wird bei einer Osteosynthese am kindlichen
Knochen grundsitzlich als ausreichend bewertet (Jickle et al. 2020). Trotz der geringen
Stichprobe mit n =1 und dem Wissen, dass jeder Knochen individuelle Unterschiede
aufweisen kann, wird von einer Verwendung der juvenilen Schafstibia als praklinisches
Modell fiir die extramedullire Implantation eines stabformigen Verlingerungsimplantates in

der hier genannten Weise, abgeraten.
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4.3 Methodische Synergie von pCT und Histologie

Die Informationsiibertragung von virtuell an den pCT-Bildern erstellten Ebenen auf die
Blocke mit den eingebetteten Knochenstiicken der Thermoablation zeigte sich als effektive
Methode, um reprisentative histologische Schnitte zu erstellen. Der geringe Materialverlust
durch das Schneiden mit dem Lasermikrotom ermdglichte eine gute Vergleichbarkeit von
Schnitten, die nacheinander erstellt und verschieden gefiarbt wurden. Eingeschrinkt wurde
die Einstellung der optimalen Schnittfliche durch die Lage des Knochens im Technovit®-
Block. Fur eine sichere Fixierung des Blocks in der Haltevorrichtung des
Trennschleifsystems musste ausreichend Material als Angriffspunkt zur Verfiigung stehen.
Durch die im dreidimensionalen Raum unterschiedlich ausgerichteten Lisionen konnten
diese von den Schnittflichen teilweise nicht oder nur unzureichend erfasst werden. Eine
mégliche Ungenauigkeit besteht durch die manuelle Ubertragung der virtuell erstellten
Ebenen auf den Technovit®-Block. Diese Limitationen zeigten sich auch in der Diskrepanz
zwischen dem in den histologischen Schnitten und pCT-Bildern sichtbaren Ausmal3 der
einzelnen Lisionen. Dies konnte zukiinftig verhindert werden durch eine direkte Kopplung

von nCT-Gerit und Lasermikrotom.

Der wesentliche Vorteil der hier entwickelten Vorgehensweise liegt in dem geringen
Materialverlust der Proben. Dies erméglichte die Gewinnung von deutlich mehr Schnitte aus
einer Probe im Vergleich zur klassischen Trenn-Dinnschliff-Technik. Das verwendete
Lasermikrotom der Firma LLLS ROWIAK gehort zu einem der ersten Modelle seiner Art.
Demnach waren einige Funktionen noch nicht optimal auf die hier vorliegende Probengréfe
abgestimmt. Die zuverldssige Fokusbestimmung funktionierte bei den Schnitten nur in
einem Bereich von 40 bis 100um. Im Computerprogramm zeigten sich aul3erdem Fehler in
der Skalierung einer Einstellung, wodurch nur nach der Fokusbestimmung geschnitten
wurde. Bei den Schnitten fithrte dies immer wieder zu Fehleinschitzungen des Programms
und Schnitten im Glas des Objekttrigers. In den histologischen Schnitten wurden diese
Artefakte als Streifen schon bei geringeren VergroBerungen sichtbar. Dieses Problem konnte
mittlerweile durch ein Update der Firma behoben werden und sollte bei zukiinftigen

Lasermikrotom Anwendungen keine Rolle mehr spielen.

Bei der Etablierung der hier diskutierten Methodik offenbarten sich noch weitere
Schwierigkeiten. Die Groe der Technovit®-Blécke fithrte dazu, dass die Rinder der
Objekttriger hochgezogen wurden und beim Schneidevorgang nicht immer die vorher
eingegebene Schnittdicke einheitlich eingehalten werden konnte. Wihrend zu dicke Bereiche

durch das Schleifen angepasst werden konnten, mussten zu dinne Abschnitte in dem
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endgiiltigen Schnitt verbleiben. Die Woélbung des Objekttrigers vor und nach Entlastung
durch die Schneidung fithrte aulerdem zu Rissen im Gewebe, welche unter dem Mikroskop

in unterschiedlich ausgepragter Stirke sichtbar waren.

Auch bei der Einbettung der priparierten Knochenstiicke in Technovit® zeigten sich einige
ungeplante Vorkommnisse. Die im Protokoll gewihlten Zeitabschnitte der Einbettung
waren moglicherweise nicht lange genug gewihlt worden. Das Protokoll war von einem
Protokoll fir deutlich kleineren Rattenknochen auf das hier verwendete GroBtiermodell
Ubertragen und die Zeitintervalle angepasst worden. Bei einer ersten Testung dieses
Protokolls zeigten sich keine Auffilligkeiten. Die dabei erstellten histologischen Schnitte
wurden jedoch an einer tblichen Schneidemaschine und nicht mit dem Lasermikrotom
erstellt. Bei Herstellung der hier diskutierten histologischen Schnitte mit dem Lasermikrotom
zeigte sich jedoch, dass das Technovit® nicht immer in alle Poren der Knochenstruktur
eingedrungen war. In den histologischen Schnitten sorgte dies dafiir, dass die Blécke sich
nicht einwandfreil6sen lieBen bzw. teilweise Abschnitte der Knochenstruktur herausgerissen
wurden, sodass die Schnitte mit den Artefakten unvollstindig wirkten. Des Weiteren
entstanden im Laufe der Zeit an einzelnen Enden der Technovit®-Blocke Risse. Diese
beeintrichtigen teilweise die Erstellung histologischer Schnitte. Solche Risse entstanden
hauptsichlich an den abgerundeten Enden der Blocke, was die Vermutung autkommen lieB3,
dass sich die Losungen beim Einbetten in dem Plastikgefa3 dort nicht wie erwartet vermischt

hatten oder besonders abgelagert waren.

Fur die hier angewandte Analyse eigneten sich nur Farbungen der Firma LLS ROWIAK.
Alle anderen getesteten und vorher etablierten Methoden kamen nicht zum Einsatz, da die
verwendeten Chemikalien mit dem Klebstoff interagierten und sich die Schnitte vom
Objekttriger l6sten. Dass sich die Lichtmikroskopie als adiquate Methode zur
morphologischen Analyse von Wachstumsfugen, wie in der Literatur beschrieben, eignete,
zeigte sich auch mit dieser Farbung (Widmann et al. 2010). In den nicht abladierten Bereichen

der Wachstumsfugen zeigten sich physiologischen Strukturen einer Wachstumsfuge.

Aufgrund der geringen Anzahl an Proben und den Ir-vitro-Bedingungen wurden in dieser
Arbeit keine quantitativen Auswertungen der histologischen Bilder vorgenommen. Bei
Betrachtung und Analyse der histologischen Schnitte konnte hauptsachlich der Verlust der
histologischen Architektur an den Einstichstellen der Elektrodenspitzen festgestellt werden.

Verinderungen des Sdulenknorpels wurden bereits in anderen Studien beschrieben (Rosen
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et al. 1990; Ghanem etal. 2009; Moon et al. 2012). Dartiber hinaus konnten bei I#-vivo-Studien
Verinderungen in Form von einer Abnahme der Wachstumsfugenhdhe, nekrotischem
Gewebe, Knochenbriicken und fibroproliferativen Reaktionen in der Nihe der Stelle der

Thermoablation festgestellt werden (Ghanem et al. 2009; Moon et al. 2012).).

4.4 Thermoablation

Die effektive Nutzung der Radiofrequenzablation zur Destruktion einer Wachstumsfuge und
damit Wachstumshemmung konnte von Widmann et al. (2010) am Kaninchen gezeigt
werden. Ghanem et al. (2009) stellten die Hypothese auf, dass diese minimalinvasive
Methode mit der Durchfiihrung einer Hemiepiphysiodese zur Korrektur von
Winkelabweichungen bei Kindern eventuell zu nutzen sei. Mit solch einem minimalinvasiven
Ansatz der Epiphysiodese bzw. Hemiepiphysiodese sollten die Komplikationen bisher
etablierter operativer Behandlungskonzepte verhindert werden. Dieser Idee folgend wurde
in der votliegenden Arbeit die Methode der Thermoablation an einem gréferen Tiermodell

in vitro untersucht.

Die gewonnenen Ergebnisse beziehen sich auf Knochen und Wachstumsfugen von nur
einem neugeborenen LLamm, was die Aussagekraft der Untersuchungen einschrinkt. Eine
groBBere Studie wire erforderlich, um die Ergebnisse dieser Pilotstudie zu bestitigen.
AuBerdem wurden die hier verwendeten Knochen nach dem natiirlichen Versterben des
Tieres und vor der Operation gekithlt gelagert. Von einem Unterschied der Beschaffenheit
und Temperatur des aufgetauten Gewebes im Vergleich zu den Auswirkungen der Hitze an
einem lebenden Modell, ist auszugehen. Einen Einfluss auf die Wirkung der applizierten
Hitze im Gewebe hat beispielsweise der kithlend wirkende Blutfluss (Rosen et al. 1990). Des
Weiteren fehlt der Vergleich zu nicht manipulierten Knochen, die unter denselben
Umstinden gelagert wurden, um die durch die Thermoablation entstandenen
Verinderungen eindeutig.  von  physiologisch entstandenen postmortalen

Gewebeverinderungen zu unterscheiden.

Bei einer Erzeugung von nicht physiologisch vorkommenden Temperaturen in den
Wachstumsfugen von Knochen ist die anatomische Nihe zu den Gelenken zu beachten.
Wihrend Rosen et al. (1990) bei ihrer Studie einen notwendigen Mindestsicherheitsabstand
von funf bis sechs Millimetern zu Gelenken festlegten, konnte in anderen Studien gezeigt
werden, dass eine Thermoablation in der Nahe von Gelenkoberflichen durchgefiihrt werden

konnte, ohne Knorpelschiden zu verursachen (Martel et al. 2008; Ghanem et al. 2009).
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Zur Beurteilung der Lage der Elektrodenspitze zur Thermoablation wurden standardisierte
Rontgenbilder angefertigt. Dabei war die makroskopische Beurteilung der Bilder und die
Treffsicherheit begrenzt durch die Auflésung des Rontgengerits und die wellenférmige
Struktur der Wachstumsfugen des Schafes. Letzteres zeigte sich auch in Studien an anderen
Modelltieren (Canale et al. 1986; Rosen et al. 1990). Wie beim Kaninchen stellte sich
besonders die Wachstumsfuge des distalen Femurs eines juvenilen Schafknochens als
wellenférmig dar und war somit schwerer zu treffen (Ghanem et al. 2009). In der
vorliegenden Studie war dies am besten in der Wachstumsfuge des rechten distalen Femurs
zu beobachten. Dort wurden nach Einstechen der Elektrodenspitze in die Wachstumsfuge
auf den Kontrollrontgenbildern zwei der vier Lasionen als ,,nicht getroffen® bewertet und
demnach keine Hitze appliziert. Von diesen beiden durch die Elektrodenspitze verursachten
Lisionen zeigte sich im pCT spiter eine davon, im MRT beide Lisionen bzw. deren
Ausmale, als die Wachstumsfuge bertihrend. Die hier erzielte erfolgreiche Trefferquote lag
nach Auswertung der Rontgenbilder bei 80%, dem uCT zufolge bei 87,5% und bei
Beurteilung der Lisionen in den MRT-Bildern bei 93,75%.

In Anbetracht der anatomischen Gegebenheiten und der hier ermittelten Treffsicherheiten
wurde deutlich, dass die alleinige konventionelle Rontgenbildgebung nicht geeignet war, um
das Treffen der Wachstumsfuge mit der Elektrokauterspitze zu beurteilen. Zukinftig kénnte
hier durch eine intraoperativ héhere Auflésung der Rontgenbildgebung und Darstellung in
mehreren Ebenen eine Verbesserung erreicht werden. Rosen et al. (1990) konnten allerdings
auch bei mit der Nadel verfehlter Wachstumsfuge einen Effekt der Ablation ausmachen. Der
resultierende  Wachstumsstopp-Effekt war allerdings bei den direkt getroffenen
Wachstumsfugen ausgeprigter (Rosen et al. 1990). Morein et al. (1978) beobachteten bei
ihren Kontrolllasionen hingegen eine Auffillung der gesetzten Defekte mit epiphysirem
Knorpel, wodurch es zu keiner Bildung von Knochenbriicken kam. In der vorliegenden
Studie konnte ein signifikanter Volumenunterschied zwischen den Lisionen und
Kontrolllasionen festgestellt werden. Die in der histologischen Bildgebung sichtbaren
Einstichstellen und Gewebeverinderungen der Wachstumsfuge unterschieden sich
allerdings nicht gravierend. Daher sind Studien zur besseren Unterscheidung zwischen den
mechanisch und per Hitze entstandenen Schiden und deren Folgen auf das Wachstum
notwendig. Ebenso ist der Effekt wihrend des weiteren Wachstums zur abschlieBenden
Einschitzung der Methode wichtig, da eine direkte oder indirekte thermische Verletzung der

Wachstumsfuge einen Fugenschluss hervorrufen sollte (Rosen et al. 1990; Moon et al. 2012).
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Die bei der Ablation entstandenen Lisionen waren in anderen Studien als kugel- oder
zylinderférmig beschrieben worden (Moon et al. 2012). Dies deckte sich mit den im nCT
sichtbaren Verinderungen um den Einstichkanal der Elektrodenspitze. Im MRT hingegen,
welches sich besonders zur Darstellung der Wachstumsfuge eignet (Synder et al. 2001),
erschienen die nekrotischen Bereiche unférmiger und ohne scharfe Begrenzung. Daher
wurde zur Ermittlung der Volumina der Lisionen die Funktion Volume of Interest im
Programm Syngo.via angewandt, wobei die Rinder des zu ermittelnden Volumens in den
einzelnen Schichten per Hand eingezeichnet wurden. Das Volumen der thermoabladierten
Lisionen entsprach dabei durchschnittlich 60,63 mm?’, das der Kontrolllisionen 25,83 mm’.
Aufgrund der per Hand eingezeichneten Volumenriander sowie der groben Schichtdicke und
einer Prizision der Software von 0,01 cm’ ist von Abweichungen der hier im MRT
gemessenen auszugehen. Dies ist vermutlich auch einer der Griinde, warum die rechnerisch
ermittelten Unterschiede der VolumengroBen zwischen den Lisionen mit und ohne

Hitzeapplikation sich nicht in dem Ausmal in den histologischen Schnitten zeigten.

4.5 Ausblick

Bei der Ubertragung der hier dargestellten Methodik auf ein klinisches Setting, sollte die
Thermoablation individuell auf die Gegebenheiten der Knochen der Patient*innen
abgestimmt werden. Bei Verwendung von Schafen als Tiermodell ist zu beachten, dass die
Wachstumsfugen — beim Kind oder Lamm — eine undulierende Struktur aufweist. Eine gute
Sichtbarkeit der Wachstumsfuge im Réntgenbild kann zu einer vereinfachten Platzierung der
Elektrodenspitze fihren, weshalb die Anfertigung hochauflésender Rontgenbilder in
mehreren Ebenen empfehlenswert ist. Weiterhin sollte das Volumen der hervorgerufenen
Lision steuetbar sein, z. B. durch Variieren der Stromstirke und des Zeitintervalls der
Applikation. Langfristig sollte innerhalb der Tierstudien erfasst werden, welche Art und
Gro6Be von Lisionen notwendig sind, um einen gewiinschten Effekt, wie die Lenkung von
Wachstum zu erzielen. Sollte eine mehrmalige Radiofrequenzablation notwendig sein fiir die
gewiinschte Achsenkorrektur wihrend des Wachstums, konnte zukinftig auch die von
Dodge et al. (2007) formulierte Idee einer perkutan implantierbaren Elektrode verfolgt

werden.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden im Rahmen des BMBF-Projektes ,,Extern steuerbares
Plattenosteosynthesesystem fiir Kinder (KiD Plate) (Nr.13GW0302B) Untersuchungen
zum Versuchstier Schaf fiir kinderorthopadische Implantatforschung, sowie Pilotstudien zur
Implantation eines extramedulldren, internen, magnetisch zu lenkenden Krafttrigers und zur

Thermoablation von Wachstumsfugen durchgefihrt.

Bei insgesamt 15 Versuchslimmern wurden Verhaltensbeobachtungen (n=7) und
ausgedehnte Aktivititsanalysen unter Laborbedingungen (n = 3), sowie die Messung der
Belastung der Schafsbeine (n = 8) vorgenommen. Die Verwendung einer Sensormatte erwies
sich dabei als besonders geeignet. Wie in der Literatur beschrieben war dabei eine stirkere
Belastung der Vorderbeine zu erkennen ohne Unterschiede in Bezug auf die Korperhalfte.
Bei zukinftiger Anwendung dieser Methodik ist eine Videoaufnahme wihrend der
Ganganalyse zu empfehlen. Aus den hier gewonnen Daten konnte aullerdem eine
tagesdurchschnittliche Belastung der Hinterbeine mit 2,94 kg/min berechnet werden, welche
bei den Messungen und Auswertungen im Vordergrund stand entsprechend der Beine am
Kind. Diese kann als Maf3stab bei Entwicklungen neuer Implantate zur Beinverlingerung
mit 7z vivo Messungen am Schaf herangezogen werden. Zu beachten ist dabei, dass die auf
die Knochen wirkenden Krifte von beispielsweise Muskeln und Sehnen nicht

miteinberechnet wurden.

In einem weiteren Versuch dieser Arbeit wurde ein magnetisch steuerbares Implantat an der
Tibia eines juvenilen Leinelamms angebracht. Die verbreiteten chirurgischen Methoden der
Knochenverlingerung zur Korrektur von Beinlingendifferenzen stellen vor allem bei
Kindern unter zehn Jahren keine zufriedenstellenden Behandlungsmethoden dar. Das
stabférmige MAGEC®-Implantat wurde hier off-label extramedullir implantiert. Die
vorherige biomechanische Testung mit axialen Kriften bis zu 500 N lie3 eine ausreichende
Stabilitdt erwarten. Der postoperative Verlauf zeigte allerdings eine fehlende Stabilitit des
Implantats gegentiber den z# vivo wirkenden Rotationskriften. Aufgrund der auch per Re-
Operation nicht korrigierbaren Problematik musste das Versuchstier euthanisiert werden.
Fur zukinftige Versuche, die Implantate an Schafsextremititen beinhalten, ist ecine

postoperative Fixierung der Tiere in Schlingen anzuraten, um Rotationskrifte zu umgehen.

Neben den 77 vivo Versuchen wurden bei diesen Studien auch Schafsknochen unter 7z vitro
Bedingungen verwendet. Dafiir wurde eine Pilotstudie zur Testung der Thermoablation als

therapeutisches Instrument zur Beeinflussung der Wachstumsfuge des Lammes untersucht.
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Nach konventioneller Rontgenuntersuchung wurde iber eine Elektrokauterspitze Hitze
appliziert. Eine Auswertung erfolgte konventionell radiologisch und mittels uCT, MRT und
Histologie. Die hier erzielte erfolgreiche Trefferquote lag nach Auswertung der
Rontgenbilder bei 80%, dem uCT zufolge bei 87,5% und bei Beurteilung der Lisionen in
den MRT-Bildern bei 93,75%. Daher scheint die alleinige Rontgendiagnostik wie in dieser
Studie vorgenommen unzureichend. In den histologischen Bildern der verwendeten
Knochen zeigten sich Gewebeschidigungen in Wachstumsfuge und Knochengewebe.
Dempnach scheint die hier beschriebene Methodik zur Ablation eines begrenzten Abschnittes
der Wachstumsfuge im Rahmen der Wachstumshemmung oder -lenkung beim Kind geeignet
zu sein. Die Auswirkungen der applizierten Hitze sollten zur Bestitigung dieser Hypothese

jedoch noch zn vivo im Langzeitverlauf untersucht werden.

Im Rahmen der Erstellung histologischer Schnitte, der zur Thermoablation verwendeten
Knochen, wurde in dieser Arbeit aulerdem eine neue Methodik zur méglichst prizisen
Erstellung der histologischen Schnitte verfolgt. Dabei konnten durch die pCT-Aufnahmen
der eingebetteten Knochenstiicke 3D-Modelle erstellt und Schnittebenen virtuell definiert
werden. Per Hand wurden diese Schnittebenen auf den Technovit®-Blécken markiert und
bei der Erstellung der histologischen Schnitte mithilfe des Lasermikrotoms herangezogen.
Durch den geringen Materialverlust histologischer Schnitte wurde eine Darstellung der
Lisionen an den gewiinschten Stellen in verschiedenen Firbungen mdglich. Dabei
auftretende technische Probleme wurden im Laufe der Etablierung dieser Methodik oder im
Nachhinein durch Updates der Firma behoben. In Zukunft kann eine Weiterentwicklung
dieser Methodik angestrebt werden, welche die Ungenauigkeiten durch die per Hand

markierten Ebenen weiter verringert.
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6 Anhang

Score Sheet fiir Schafe nach einseitiger Osteotomie

K:lmﬂvg Klinische Ersl;l'wiungg Score
Entzpanntes Schlafen Ruohen/Stehen 1]
Aktivitit Hiufige Posionswechsel hinfige Versuche aufzusteh 2
Rastlosigheit 4
Aufmerksam, [nteresse an der Unmwelt (Futer) [
Gesichisansdruck Hingende Ohren, Augen fast geschlossen 2
Ausdrackslosigkeit, Gesenkter Kopf, Hingende Ohren, Augen geschlossen'zur Wande schauen ]
Wundheilung Wunde akbourat verheilt i}
Postoperative Wundbeilungsstdrungen, Rite, Ubsrwiirmung, Schwellung, singeschrinkte Funktion 4
Nahtdehiszenz, Abszesshildung,
Osteomyelitis Akkurate Hellung des Knochens, keme Anzeichen fir Osteomyelitis [1]
Anzeichen fir akute Entriindung (Rétung, Schwellung, Schmerzen, Enwirmung), Lahmheit 4
Normale Bewegungen in'mut der Herde [1]
Verhalten Leichte Veranderungen, liuft der Herde hinterher 1
in der Herde MiBage Verinderungen, 1uft der Herde hanterber, wenn man Tier antresbt 2
Starke Verinderungen, immer von Herde separiert, kein Interesse an Herde 3
Wach, anfmerksam [
Verhalten Wach, nicht an Umgebung interessiert 1
des Einzeltiers Lethasgisch, steht auf bei Anniherung 3
Lethargisch, Festlegen, keine Reaktion auf Anndhenang, keine Reaktion auf Aufireiben, Zihneknirschen, | 4
Sthoen
Futter- und Trinke, frisst und kaut wisder, Pansenmtork 3x/2min. Ructs 1]
Wasseraufnahme,
Verdanung Keine Futter- und Wasseraufiahme, kein Wiederkaven, fehlende Pansenmotorik, Ructus 3
2040 Atemzige/Minute 0
Atemirequenz Frequente, doppelichligige Atmung (= Tachypanoe) (Schmerzen am Thorax) 3
(Beurtellang an hinterer Ersdhte Atemfrequenz (Fieber, Infektion, Kreislaufversagen, Hitzestress),
rechiber Flanke) Unterdriicktes Atmen'flache Atemziige (Schmerzen im Brustraum),
Maulatmung, vergestreckter Kopf (Atemnot)
Puls Limmer 100-116 Schifge/Minute o
{Auskuliation; Palpation an . ; .
A. femoralis, Innenselte Undeutlich fhibar (Ereislaufproblematik), 3
Oberschenkel) Pochend {wa. Entrindungsgeschelen in Nihe)
Gut gefettete Wolle, Viies dicht und gestapelt L
Haarkleid Verklebungen, Verschmutzungen im Schoanzbereich (Durchiall) ]
Innere Kirpertemperatar | 38,5 - 40,0°C o
(Liimmer, rekiale N 2
Emiedrigt, (37,3 °C <* akute Lebensgefahr), Echéht {Hinweis auf Infeltion, ab 41° Lebensgefahr) 3
Schbeimbinte Blass-rosa, feuchs, ohne Auflagerung, drittes Augenlid niclt vorgefallen 1]
{Augen, Nase, Maol)
Gerdtet (Infektion). Injiziert (sklerale Geflie: lokale Emzindungen, Kreislanfproblems). Verwasclen 3
(Vergifung), Blass (Blutverhust' Animie, Parasitenbefall, Kreislanfdefizit), vorgefallenes dritte Augenlid
Lymphknoten Zigarrenfinmig 1]
(Kniefaltenlvmphknoten,
Lu.subiliacus) VergriBert (Infektion), nicht verschieblich (Entziindungsreaktion, Tumar), verschieblich {entziindlich, 3
neoplastisch)
Allgemeinbefinden Score
1 Bectuchnmg
=2 Vorstellng bes Vetenzarmedinner, dem Bedaf snpepaene Schesers.,
antingl he wnd ader che Bebandlung

Abbildung 6.1 Score Sheet
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