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1 Einleitung und Zielstellung

Die Entwicklung von Knochenersatzmaterialien flir den Einsatz im Schadelbereich hat sich
in den letzten Jahrzehnten zwar deutlich verbessert, Forschung und Entwicklung in diesem
Bereich sind aber weiterhin notwendig. Dabei spielt auch die Herstellung von Implantaten
eine entscheidende Rolle. Moderne Herstellungstechnologien wie das CNC-Fréasen haben in
den letzten Jahrzehnten die Herstellung von Implantaten revolutioniert. Trotzdem strebt die
Forschung nach alternativen Methoden, die Prazision und Flexibilitat bieten und gleichzeitig
Abfall und Kosten minimieren. Die additiven Fertigungsmethoden wie das
Elektronenstrahlschmelzen (EBM) und das Selektive Laserstrahlschmelzen (SLM) sind

dabei vielversprechende Kandidaten [1, 2].

In der AG Biomateriallabor der HNO-KIlinik des Universitatsklinikums Jena wurde eine
tierexperimentelle Studie durchgefiihrt, bei der Schadelimplantate aus Titan mittels EBM
und SLM hergestellt und in den Schédelknochen von Kaninchen implantiert wurden. Als
Kontrolle dienten Probekorper aus CNC-gefrastem Titan sowie der Glaskeramik Bioverit®
als klinisch etablierte Implantatmaterialien. Nach drei Monaten Standzeit wurden die

Probekdrper samt umgebendem Knochen und Weichgewebe explantiert.

Ziel dieser Masterarbeit ist der Vergleich der beiden Herstellungsmethoden EBM und SLM
sowie der Kontrollmaterialien hinsichtlich des Einwachsverhaltens in den Knochen. Die
Biokompatibilitat der drei Titan-Probekdrper und von Bioverit® wird durch die quantitative
Bewertung der Osseointegration in der 2D- und 3D-Bildgebung bewertet. Als bildgebende
Verfahren wurden die Hartgewebehistologie (2D) und das uCT (3D) genutzt. Der uCT-
Scans wurde mit Hilfe der 3D-Bildverarbeitungssoftware 3DSlicer segmentiert und
quantitativ ausgewertet. Weiterhin wurde die HistoGap-Software (Eigenentwicklung der
AG) fur die quantitative Analyse der Hartgewebehistologie verwendet. Die Anwendung
dieser Methoden ermdglicht eine umfangreiche Analyse der Daten. In dieser Masterarbeit

werden die folgenden Fragen geklért:

I.  Was sind additive Fertigungsverfahren und wie unterscheiden sie sich wvon
konventionellen Methoden bei der Herstellung von Implantatprobekdrpern?
Il.  Weisen additive Methoden bessere Ergebnisse hinsichtlich der Biokompatibilitat von

Implantaten auf, die durch konventionelle Methoden hergestellt wurden?



VI.

VII.

Inwiefern unterscheiden sich die Ergebnisse der beiden additiven
Fertigungsmethoden SLM und EBM hinsichtlich der Biokompatibilitdt und
Osseointegration der hergestellten Implantate? Welche Methode ist insgesamt besser
geeignet fir die Herstellung von Schédelimplantaten?

Mit welchen Auswertungsmethoden lasst sich der Knochen-Implantat-Kontakt
(bone-implant-contact, BIC) maoglichst semiautomatisch in den
Hartgewebehistologien und den 3D-Datensétzen erheben?

Ist die puCT zur Beurteilung der Osseointegration und Biokompatibilitdt der
Materialien geeignet und wie erfolgt die Etablierung eines standardisierten 3D-
Auswertungsverfahrens zur quantitativen Auswertung von uCT-Bilddaten?

Ist die Histologie zur quantitativen Bewertung der Osseointegration und
Biokompatibilitdt der Materialien geeignet und bietet die HistoGap-Software
ausreichende Funktionen?

Sind signifikante Unterschiede zwischen der 2D- und 3D-Bildgebung nachweisbar?



2 Grundlagen

2.1 Schadelknochenanatomie und —regeneration

Der menschliche Schadel setzt sich aus dem Viszerokranium (Gesichtsknochen) und dem
Neurokranium, in dem der Grof3teil des Gehirns Platz findet, zusammen. Die Schadelkalotte
weist hauptsachlich flache Schadelknochen auf, wie beispielsweise das Os frontale, Os
parietale und Os occipitale (Abb. 1). Dieser Abschnitt des Schédels ist unbelastet, im

Gegensatz zu den Réhrenknochen der Extremitaten [3].

Os parietale~_

Os frontale~.

Sinus lrontalis --—
Crista galli ———.

Osnasale ~----—

\Processus v !
‘styloideus 0= tamp: Osoceipitale  Protuberantia

- Ramus (Pars petrosa) occipitalis
exizma

mandibulae

........ —Corpus

Abbildung 1: Median-Sagittalschnitt durch den Schadel, Ansicht der rechten Halfte von
medial [4].

Das Neurocranium der in der Studie verwendeten Kaninchen (New Zealand White Rabbits)
weist eine dem Menschen vergleichbare Struktur auf. Der flache Schadelknochen gliedert
sich in drei Bereiche (Abb. 2). Die Lamina externa oder Tabula externa bildet die AuRRenseite
des Schédels und besteht aus einer dichten Knochenschicht (Kompakta). Darunter liegt die
Diploe, eine schwammartige Schicht, die BlutgefaRe (Canales diploici) beherbergt, welche
fiir die Versorgung von Lamina externa und interna zustandig sind und mit den Duravenen

sowie dem vendsen Sinus kommunizieren. Die Lamina interna oder Tabula interna ist die
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ebenfalls kompakte Innenseite des Schadels [5]. Das Periost (Knochenhaut) liegt direkt auf
der Tabula externa. Die Tabula interna wird zum Gehirn mit der Dura mater (Hirnhaut)

abgegrenzt [3].

Vv. diploicae V. emissaria

Kopf-
schwarte

Lamina
externa

%S5 Diploe

=

Lamina
interna

Abbildung 2: anatomische Darstellung des strukturellen Aufbaus des humanen
Schéadelknochens [3].

Schéadelknochenregeneration und -heilung sind komplexe, von verschiedenen Faktoren
abhangige Prozesse. Die Heilung der Schadelknochen erfolgt bei Erwachsenen aber nur sehr
langsam und in der Regel durch direkte Knochenbildung ohne Bildung eines Kallus, d.h.

eines Knochengewebes, das die Bruchstelle Gberbruckt [6].

Die Schadelknochen des Kaninchens haben im Vergleich zum Menschen eine viel
schnellere Regenerations- und Heilungsrate [7], da sie dichter, dicker und besser durchblutet

als die des Menschen. Dadurch heilen sie vergleichsweise schneller [7].

Menschliche Schadelknochen heilen dagegen oft nur eingeschrénkt oder gestort, z.B. nach
Trauma oder Tumorresektion, insbesondere bei &lteren Menschen oder Patienten mit
Erkrankungen wie Osteoporose, Diabetes oder Infektionen [8], die die Knochendichte
verringern oder die Blutversorgung beeintrdchtigen koénnen. Darliber hinaus konnen
Frakturen der menschlichen Sch&delknochen zu Komplikationen wie Hirnverletzungen,

Blutungen oder Infektionen flihren [8].



2.2 Ersatzmaterialien fir Knochen im Bereich des Schadels

2.2.1 Anforderungen an Biomaterialien und Implantate

Ein Biomaterial ist ein Werkstoff, der flr medizinische Zwecke verwendet wird, z. B. als
Ersatz oder zur Reparatur von beschadigtem Gewebe oder zur Verabreichung von
Medikamenten [9]. Als biokompatibel werden Biomaterialien bezeichnet, die in direktem
Kontakt mit lebendem Gewebe keine negativen Auswirkungen auf dessen Stoffwechsel
haben [10].

Implantate im Schadelbereich missen bestimmte Eigenschaften aufweisen, um eine sichere
und wirksame Anwendung zu gewabhrleisten. Eine hohe Biokompatibilitét ist entscheidend,
um unerwiinschte Reaktionen im Korper zu vermeiden und extrakraniellen Einflissen wie
Bewegungen oder St6l3en zu widerstehen [11]. Auch der intrakranielle Druck (Hirndruck)
darf das Material nicht beeintréchtigen, insbesondere nach einer Operation. Das Material
muss auBerdem atoxisch sein, d.h. es darf keine Giftstoffe freisetzen, die den menschlichen
Korper schadigen konnten. Es darf auch nicht karzinogen sein, da Implantate Gber einen
langeren Zeitraum im Koérper verbleiben und somit das Risiko einer Tumorbildung erhéhen
konnen. Darlber hinaus darf das Material nicht allergenisierend oder sensibilisierend wirken
[11].

Ein weiteres mafRgebliches Kriterium ist das Implantationsverhalten des verwendeten
Materials, das keine schéadlichen Reaktionen oder Beeintrachtigungen des umgebenden
Gewebes hervorrufen darf. Das Material muss sich daher den anatomischen und
biomechanischen Verhéltnissen im Schéadelbereich anpassen und eine mdglichst hohe
Passgenauigkeit aufweisen. Ein Beispiel fur eine klinisch erfolgreiche und etablierte
Methode, die auf computertomographischen Daten und computergestiitzter Planung und
Fertigung (CAD/CAM) basiert, ist die Herstellung individueller Implantate z.B. aus Titan
fur groRe kndcherne Defekte im Schadelbereich [12]. Weitere Herstellungsmoglichkeiten
sind 3D-Druckverfahren [13]. Alternativ kann die Anpassung bei einigen Materialien (z.B.

Bioverit®) auch wahrend der Operation durch Frasen erfolgen.

Neben der generellen Biokompatibilitat ist auch eine hohe Korrosionsbestandigkeit des
Materials von grundlegender Bedeutung, um die Langzeitstabilitdt des Implantats zu
gewahrleisten. Korrosion kann die strukturelle Integritat des Implantats beeintréchtigen und
schadliche Auswirkungen auf das umgebende Gewebe haben [13].
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2.2.2 Biokompatibilitdt und Osseointegration

Zur Beurteilung der Biokompatibilitat eines Materials werden verschiedene Parameter
herangezogen, die sowohl die Qualitét als auch die Quantitat der Wechselwirkung zwischen
Material und Gewebe erfassen [14]. Qualitative Parameter sind z.B. ein Score-System zur
Beurteilung der Fremdkdorperreaktion, das Art und Ausmall der Immunantwort auf das
Material beschreibt [15]. Quantitative Parameter sind z.B. der Abstand zwischen Knochen
und Implantat (Bone Implant Distance, BID) oder der Kontakt zwischen Knochen und
Implantat (Bone Implant Contact, BIC), die die Osseointegration messbar machen (Abb. 3).
Die  Osseointegration ist ein Indikator fur die Biokompatibilitit wvon
Schédelknochenimplantaten und beschreibt die strukturelle und funktionelle Verbindung
zwischen lebendem Knochen und der Implantatoberflache, bei der keine Bewegungen

zwischen Implantat und angrenzendem Knochengewebe mehr méglich sind [16].

= Total length

\! = Area
L

i

= = Length

Area e
~ Llength3

Total area=area1 +area 2 + area 3 + area 4
BIC = (length 1 + length 2 + length 3 + length 4)/total length

Abbildung 3: Methode zur Messung des Knochen-Implantat-Kontakts (BIC) und des neu
gebildeten Knochenbereichs um Implantate innerhalb des Knochenmarks [17].

Der BIC ist ein berechneter Wert, der den prozentualen Anteil des direkten Kontaktes
zwischen Knochen und Implantatmaterial Gber die gesamte Messstrecke angibt [16]. Bei der
abschlieRenden Beurteilung der Osseointegration sollte jedoch auch der BID in Betracht
gezogen werden, da das Implantat trotz eines niedrigen BIC-Wertes gut im Knochen
verankert sein kann, wenn der BID-Wert niedrig ist, d. h. trotz eines niedrigen BIC-Wertes

kénnen die gemessenen BID-Werte noch ein Hinweis auf eine ausreichende
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Osseointegration sein [18]. Der BID ist ein berechneter Wert, der den Abstand zwischen
Knochen und Implantatmaterial tber die gesamte Messstrecke angibt [19]. Ein niedriger

BID-Wert deutet auf eine enge Verbindung von Knochen und Implantat hin [19, 20].

Der BIC-Wert wird im Allgemeinen als Goldstandard fir die Beurteilung der
Osseointegration angesehen, da er ein direktes Mal3 fur den Kontakt zwischen Implantat und
Knochen ist. Der BID-Wert kann jedoch auch wichtige Informationen liefern, insbesondere,
wenn der BIC-Wert niedrig ist, der BID-Wert jedoch ebenfalls niedrig ist, was ein Hinweis
auf eine ausreichende Osseointegration sein kann. Daher sollten beide Parameter bei der
endgultigen Beurteilung der Osseointegration beriicksichtigt werden, um ein weitgehend

vollstéandiges Bild der Implantatintegration zu erhalten [20].

2.2.3 Anwendungsgebiete und Indikationen

Im Schédelbereich gibt es eine Vielzahl von Anwendungsmdglichkeiten fiir Implantate als
Knochenersatz, die jedoch durch verschiedene Faktoren beeinflusst werden. Einer dieser
Faktoren ist die heterogene Implantatlagerung, die auf die komplexe Anatomie des Schédels
zuruckzufihren ist. Dies erfordert moglicherweise eine patientenindividuelle Variation in
Form und Groél3e des Implantats, abhdngig von der Lage im Schéadel. VVoroperationen oder
traumatische Verletzungen kénnen auch zu anatomischen Verdnderungen oder Schéaden
fiihren, was ebenfalls zu einer heterogenen Implantatlagerung fiihren kann. Eine sorgféltige
Planung und Anpassung des Implantats an die individuellen anatomischen Gegebenheiten
ist daher unerl&sslich, um eine erfolgreiche Implantation sicherzustellen [5]. Ein weiterer
Faktor, der die Anwendung von Implantaten im Schéadelbereich beeinflusst, sind die
unterschiedlichen Anforderungen an das Implantat, die je nach Indikation und individuellen
Gegebenheiten des Patienten variieren kdnnen. Beispielsweise erfordert eine Cranioplastie
nach Trauma ein Implantat mit hoher Stabilitdt und guter Integration in den umgebenden
Knochen. In der HNO-Heilkunde missen kndcherne Rekonstruktionen im Bereich der
Nasennebenhohlen, des Mittelgesichts und des Felsenbeins spezielle Formen und GréRen
des Implantats aufweisen, um eine optimale Funktion zu ermdglichen. Unterschiedliche
Materialien (Titan, Bioverit®, PEEK etc.) konnen auch je nach Bedarf an Stabilitat,
Biokompatibilitdt und Formbarkeit verwendet werden. Eine individuelle Anpassung des

Implantats an die Bedurfnisse des Patienten ist daher oft unerlasslich [3].



2.3 Herstellungstechnologien von Implantaten

2.3.1 Computergesteuerte numerische Steuerung (CNC)

Die konventionelle Herstellung von Implantaten erfolgt mittels CNC-Frésen, einem
subtraktiven Verfahren. Das bedeutet, dass z.B. das Schadelimplantat aus einem massiven
Block gefrast wird und das Uberschuissige Material mit einem rotierenden Fréaser abgetragen
wird. Um das Implantat frasen zu kénnen, wird zunéchst die Form in einer CAD-Software
erstellt. Der Datensatz wird dann an eine CNC-Maschine ubertragen, die den Block aus Titan
oder einem anderen Material bearbeitet. Die CNC-Maschine kann sehr prazise arbeiten und
erreicht eine hohe Genauigkeit bei der Herstellung komplexer Implantatformen [21].
Allerdings ist das CNC-Frasen weniger flexibel und erfordert eine langere Vorlaufzeit fir
die Programmierung und das Einrichten der Maschine als das additive Verfahren.
AuRerdemr entsteht bei der subtraktiven Fertigung mehr Abfall, was zu hoheren Material-

und Arbeitskosten fiihren kann [22], vor allem bei patientenspezifischen Implantaten.

2.3.2 3D-Pulverbetttechnologie

Die 3D-Pulverbetttechnologie ist eine additive Fertigungsmethode, bei der ein Objekt
Schicht fiir Schicht aus einem Pulverbett aufgebaut wird. Dieses Verfahren wird zunehmend
in der Medizintechnik eingesetzt. Vor allem Implantate und Prothesen werden damit
hergestellt. Diese Technologie bietet die Mdglichkeit, schnell und kostenglinstig komplexe
Designs und Geometrien herzustellen, die mit herkdbmmlichen Methoden nicht mdglich sind.
Beispiele fur die Anwendung der additiven Fertigung in der Medizin sind Prothesen,
Implantate, chirurgische Instrumente, Modelle fur die Planung und das Training von
Operationen, Hilfsmittel, Gewebeziichtung und kinstliche Organe fiir Transplantationen
(Abb. 5).
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Abbildung 4: Anwendungen additiver Fertigungstechnologien in der Medizin [23]

Der Einsatz der 3D-Pulverbetttechnologie bringt jedoch auch einige Herausforderungen mit
sich. Dazu gehoren die Auswahl des geeigneten Materials aus verschiedenen Metallen,
Legierungen und Keramiken, die Herstellung praziser Strukturen mit geringer Porositat und
Rauheit, die Vermeidung von Spannungen und Verunreinigungen im Pulver sowie die

Gewadhrleistung der Biokompatibilitat des Implantats.

Eine Anwendung dieser Technologie in der Medizin ist die Herstellung von Implantaten fur
den Schéadel. Hierfir gibt es im Wesentlichen zwei neue Verfahren:
Elektronenstrahlschmelzen (EBM) und Selektives Laserschmelzen (SLM).

Der Herstellungsprozess beginnt mit der Erstellung eines digitalen 3D-Modells des
Implantats. Dieses wird in Schichten aufgeteilt. Jede Schicht wird dann selektiv auf einem
Pulverbett durch Wérme oder Laserstrahl aufgeschmolzen und verfestigt, bis das Implantat
vollstdndig aufgebaut ist. Die beiden Verfahren unterscheiden sich in der Energiequelle und
der Prozesstemperatur und erfordern eine sorgfaltige Planung, Qualitatskontrolle und
Nachbearbeitung, um die gewinschten Eigenschaften und die Biokompatibilitdt des

Implantats zu gewahrleisten [23].

2.3.2.1 Elektronenstrahlschmelzen

Das Elektronenstrahlschmelzverfahren (Electron Beam Melting, EBM) ist eine additive
Fertigungsmethode flr Metalle. Der Prozess findet in einer Vakuumkammer statt, in der eine
Elektronenstrahlkanone  einen  Elektronenstrahl  erzeugt, der  durch  eine



Elektronenstrahlsaule geleitet wird. Die Elektronenstrahlsdule besteht aus einem Filament,
das die Elektronen emittiert, einer Astigmatismus-Linse, die den Strahl korrigiert, einer
Fokussierlinse, die den Strahl bundelt, und einer Ablenklinse, die den Strahl steuert. Der
Elektronenstrahl trifft auf ein Hitzeschutzblech, das ihn in die Baukammer lenkt. In der
Baukammer befindet sich ein Bautank mit Pulver und einer Bauplattform, auf der das
Implantat aufgebaut wird. Der Elektronenstrahl schmilzt das Pulver schichtweise nach
einem CAD-Modell des Implantats. Die Pulverschichten werden aus zwei
Pulverbettbeh&ltern an den Seiten des Bautanks zugefihrt und mit einer Walze verteilt. Der
Elektronenstrahl arbeitet mit verschiedenen Geschwindigkeiten und Spannungen je nach
Prozessphase und -modus. Die Baukammer wird auf eine hohe Temperatur von je nach
Material zwischen 600 und 1100 °C gehalten, um Eigenspannungen zu minimieren. Nach
dem Bauprozess wird das Implantat aus dem Pulverbett entnommen und einer
Qualitatskontrolle und Nachbearbeitung unterzogen, um die gewinschten Eigenschaften

und die Biokompatibilitat zu gewahrleisten [24].

Elektronenstrahlsdule

Elektronenstrahl
Hitzeschild Fokussierungslinse
Vakuumkammer Ablenkungseinheit

Ausgangs-
material

Ungenutztes
Material

Stiitz-
strukturen

Bau- bzw.
Pulverkammer e Pulverkammer
Druckraum

Abbildung 5: Schematischer Aufbau einer ARCAM [24]
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2.3.2.2 Selektives Leaserstrahlschmelzen

Beim selektiven Laserstrahlschmelzen (SLM) wird ein Laser verwendet, um ein Pulverbett
aus Metall schichtweise zu schmelzen und so ein Objekt zu erzeugen. Das Objekt wird auf
einer Plattform aufgebaut, die sich nach jeder Schicht absenkt. Das Pulverbett wird aus einer
Pulverversorgung zugefuhrt und mit einem Rechen gleichméaRig verteilt. Der Laser wird
durch ein Spiegelsystem gelenkt, das die Position und die Leistung des Laserstrahls steuert.
Der Laserstrahl erzeugt ein Schmelzbecken im Pulverbett, das die Form des Objekts
bestimmt. Der Prozess wird wiederholt, bis das gesamte Objekt fertiggestellt ist. SLM bietet
den Vorteil einer hohen Auflésung und Genauigkeit sowie einer hohen Dichte und Festigkeit
der Objekte [25].

4 N

Spiegel
system

Pulver-
Versorgung

Pulverbett

Abbildung 6: Prozessbeschreibung des Laserstrahlschmelzens [26]
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2.4 3D-Bildgebung mit Mikro-Computertomographie und digitale
Bildverarbeitung

2.4.1 uCT-Bildgebung

Die Mikro-Computertomographie (uCT) ist eine hochauflésende bildgebende Technik, die
in verschiedenen Bereichen wie Materialwissenschaften, Biologie und Medizin Anwendung
findet (Abb. 7).

(b)

Abbildung 7: pCT-Gerat und Bilder von Knochen: (a) uCT-Gerat Skyscan 1076, (b)
halber 5. Lendenwirbelkdérper ohne das hintere Element und Ausschnitt des Micro-CT-
Bildes rechts (Trabekelbereich rot gestrichelt markiert), (c) intakter Oberschenkelknochen
und Ausschnitt des uCT-Bildes rechts (Kortikalbereich rot gestrichelt markiert) [27].

Ahnlich wie bei der Computertomographie (CT) wird aus den Absorptionswerten von durch
den Probekorper tretenden Rontgenstrahlen computergestiitzt ein dreidimensionaler
tomografischer Bilddatensatz berechnet, aus dem virtuelle Schnittbilder in beliebiger Lage
und Ausrichtung generiert werden kénnen [28]. Im Gegensatz zur konventionellen CT liegt
die Ortsauflosung der uCT im Mikrometer-Bereich und ermdglicht so die Untersuchung von
Gewebeproben, Biopsien und kleinen Versuchstieren. Die Bildqualitat spielt eine
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grundlegende Rolle bei der nachfolgenden Bildverarbeitung und Segmentierung der
Bilddaten [29].

Fur eine guantitative Auswertung mussen die Bilddaten segmentiert werden, wobei die
Qualitat der Bilder von verschiedenen Geréte- und Rekonstruktionsparametern beeinflusst
wird. Eine hohe Bildqualitét ist notwendig, um das untersuchte Objekt mdglichst realitatsnah

abzubilden.

Das Prinzip der CT basiert darauf, dass der Probekorper aus mehreren Richtungen mit
Rontgenstrahlen durchleuchtet wird, wobei ein Teil der Rdntgenphotonen absorbiert,
reflektiert oder abgelenkt wird. Im Fall der Durchstrahlung eines homogenen Objektes mit
einer monochromatischen Rontgen-Lichtquelle gilt das Lambert-Beersche Gesetz, wahrend
im Fall eines inhomogenen Objekts mit polychromatischer Bestrahlung eine komplexere
Formel gilt [29].

Die pCT hat eine Ortsauflosung von etwa 1-10 um, was bedeutet, dass Details mit einer
Grofie von etwa 1-10 pm im Objekt sichtbar gemacht werden konnen. In der Medizin und
den Naturwissenschaften spielt die Bildgebung mittlerweile eine grundlegende Rolle bei der
Erforschung der Mikrostrukturen von Geweben, Organen und Proben. Die Entwicklung der
CT in den letzten Jahren hat eine erhebliche Rolle bei der Verbesserung der Bildqualitat

gespielt.

2.4.2 Digitale Bildverarbeitung

2.4.2.1 Filterung der Bilddaten

In der digitalen Bildverarbeitung sind Filter fur die Verarbeitung von Bildern von
grundlegender Bedeutung. Digitale Bildverbesserungsfilter kdnnen fiir verschiedene Zwecke
wie Rauschunterdriickung, Scharfung oder Entscharfung von digitalen Bildern verwendet
werden. Es gibt zwei allgemeine Wege der Filterung: die Faltung mit speziell entwickelten
Faltungsmatrizen im Raumbereich oder die Maskierung bestimmter Frequenzbereiche im
Frequenzbereich (Fouriertransformation) [30]. Einer der bekanntesten Filter ist der
GauBfilter, der in der Bildverarbeitung eingesetzt wird, um Bildrauschen zu reduzieren und

den Bildinhalt zu glatten. Ein weiterer Filter ist der Medianfilter, der auf bestimmten
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Bereichen des Bildes angewendet wird und den alten mittleren Wert durch den neuen
mittleren Wert ersetzt. Im Gegensatz zum Medianfilter arbeitet der Non-Local-Means-Filter
nicht lokal und bezieht den mittleren Wert der gesamten Pixel des Bildes ein. Die Pixel
werden gewichtet, um ein klares Ergebnis ohne Verlust der kleinen Strukturen im Bild zu

erzielen [31].

2.4.2.2 Segmentierung der Bilddaten

Ein zentraler Aspekt der digitalen Bildverarbeitung ist die Segmentierung von Bilddaten. Ziel
dieses Prozesses ist es, Pixel basierend auf spezifischen Homogenitatskriterien in nicht
tberlappende und volistandige Gruppen innerhalb des gesamten Bildes oder seiner
Teilbereiche zu kategorisieren. Die Binarisierung stellt eine grundlegende Form der

Segmentierung dar, bei der Pixel in zwei unterschiedliche Klassen eingeteilt werden [30].

Es existieren zahlreiche Methoden zur Zuordnung von Pixeln zu Regionen, wobei viele dieser
Verfahren auf Grauwerten basieren. Eine grundlegende Technik ist die Schwellwertmethode,
bei der Pixel, die innerhalb eines bestimmten Grauwertbereichs liegen, zu einer Region
zusammengefasst werden. Eine alternative Methode ist die Wasserscheidentransformation,
die das Bild als topografische Landschaft interpretiert und es virtuell in mehrere

Einzugsgebiete unterteilt [31].

Fur die Segmentierung ist die Auswahl von mindestens einem Marker innerhalb jedes
Bildobjekts erforderlich, wobei der Hintergrund als separates Objekt betrachtet wird. Diese
Marker fungieren als Wasserquellen (Startpunkte) und das Wasser stromt von den Quellen
zu den Télern bzw. Einzugsgebieten. Abh&ngig von den spezifischen Anforderungen kénnen

unterschiedliche Varianten der Segmentierung angewendet werden.

2.4.2.3 Bildregistrierung

Bildregistrierung ist ein wesentlicher Aspekt der digitalen Bildverarbeitung, insbesondere im
medizinischen Bereich, wo sie zur besseren Visualisierung, Analyse und Interpretation von

Daten eingesetzt wird. In der medizinischen Bildgebung sind prézise und verlassliche
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Techniken zur Bildregistrierung unerlasslich. Sie erleichtern es, verschiedene Bilder einer
gleichen Region aus unterschiedlichen Blickwinkeln, zu unterschiedlichen Zeiten oder mit
verschiedenen Modalitaten zu korrelieren und zu vergleichen. Ein zentraler Aspekt bei der
Bildregistrierung ist die Auswahl des passenden Registrierungsprozesses, der auf die

spezielle Anwendung und die Art der zu registrierenden Bilder abgestimmt ist.

Die Volumenregistrierung ist eine Haupttechnik in der medizinischen Bildbearbeitung, die es
ermoglicht, mehrere 3D-Bilder oder Bildserien aus verschiedenen Zeitrdumen oder
Blickwinkeln zu verbinden und zu tberlagern. Sie wird hdufig eingesetzt, um Verénderungen
im Laufe der Zeit zu erforschen, mehrdimensionale Daten aus verschiedenen Modalitaten

zusammenzufihren oder zur Vorbereitung auf die Segmentierung von strukturellen Daten.
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3 Material und Methoden

3.1 Uberblick und Workflow

Vor Beginn der vorliegenden Arbeit wurden Prufkorper aus der Titanlegierung Ti6AI4V mit
unterschiedlichen  Fertigungstechnologien  hergestellt.  Daraufhin ~ wurde eine
tierexperimentelle Studie auf der Grundlage des Jenaer Schadelmodells durchgefihrt [3].
Die Proben wurden flr einen dreimonatigen Beobachtungszeitraum in Kaninchen
implantiert. Die explantierten Implantate wurden anschlieBend samt umliegendem Knochen
und Weichgewebe in einer Formalinlésung fixiert, in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert
und anschlieBend in ein lichthartendes Methacrylat eingebettet. An diesen Blocken wurden
HMCT-Scans durchgefihrt, gefolgt von histologischer Aufarbeitung mittels Trenn-
Dunnschliff-Technik, Farbung und fotografischer Dokumentation unter Verwendung eines
Mikroskops und einer Digitalkamera. Die resultierenden 2D-Hartgewebebilder wurden
unter Verwendung der HistoGap-Software analysiert, die im Biomateriallabor unter
Verwendung von QT-Framework mit C++ entwickelt und geschrieben wurde. Die 3D-uCT-
Bilddatensatze wurden mit der 3D-Bildverarbeitungssoftware 3DSlicer segmentiert und
angepasst. AbschlieRend wurden die morphometrischen Daten quantitativ ausgewertet und

miteinander verglichen.

Die Abbildung 8 zeigt den Workflow in vereinfachter Form, um einen schnellen Uberblick

Uber den Prozess zu geben.
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3.2 Implantatmaterialien

Fur die klinische Rekonstruktion des Schédels stehen derzeit verschiedene Materialien zur
Verfugung. Jedes dieser Materialien hat seine eigenen VVor- und Nachteile, und die Wahl des
geeigneten Materials héngt von vielen Faktoren ab, einschlieflich der individuellen
Bedirfnisse des Patienten und der Schwere der Schadelverletzung. Um das am besten
geeignete Material zu bestimmen, ist eine griindliche Bewertung durch den behandelnden
Arzt erforderlich, da Biomaterialien spezifische Anwendungen haben und fur bestimmte
Indikationen entwickelt werden. In dieser Studie wurden die Titanlegierung Ti6Al4V und

eine spezielle Form von Glaskeramik (Bioverit®) verwendet.

3.2.1 Titan

Die Titanlegierung Ti6Al4V ELI ist fur ihre Biokompatibilitdt und Langlebigkeit bekannt
und daher ein bevorzugtes Material fur Implantate im Schadelbereich. Oft werden die
Oberflachen von Titanimplantaten modifiziert, um die Einheilung zu fordern. Die
Titanlegierung Ti6Al4V ist eine hdufige Wahl fir Implantate und hat gegeniiber reinem
Titan Vorteile in Bezug auf die Bruchfestigkeit. Sie ist fur viele Anwendungen geeignet,
zeichnet sich durch gute Gewebevertraglichkeit aus und kann mit Standardmethoden

sterilisiert werden.

3.2.2 Bioverit®

Bioverit® ist ein Implantatmaterial, das an der Friedrich-Schiller-Universitat Jena entwickelt
wurde. Es basiert auf einer Glaskeramikzusammensetzung und zeichnet sich durch seine
Struktur, Geruchslosigkeit und Dichte aus. Das Material kann formbar gestaltet werden und
schrumpft im Herstellungsprozess nicht. Als Implantatmaterial bietet Bioverit® mehrere
Vorteile: Es ist biokompatibel und 16st keine unerwiinschten Reaktionen im Kdrper aus.

Zudem ist es korrosionsbestandig und passt sich in seiner Warmeleitfahigkeit dem
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umgebenden Gewebe an. Es kann auch mittels Frdasen intraoperativ angepasst und

problemlos sterilisiert werden.

3.3 Das Jenaer Schadelmodell

Um Knochenersatzmaterialien im Schéadelbereich zielgerichtet zu untersuchen, wurde das
Jenaer Schadelmodell als spezielles Tiermodell in der AG Biomateriallabor vor mehr als 30
Jahren entwickelt. Dieses Modell erméglicht den direkten Kontakt des Implantatmaterials
mit verschiedenen umliegenden Geweben wie Knochen, Hirngewebe und Liquor. Besonders
hervorzuheben ist der direkte Kontakt mit dem Liquor cerebrospinalis des Versuchstieres.
Dies ermoglicht die Analyse der Auswirkungen auf das Hirnparenchym sowie die

Beurteilung der Gewebevertraglichkeit und Biokompatibilitat der untersuchten Materialien.

Die Verwendung von NZW-Kaninchen als Versuchstiere zur Evaluierung von
Knochenersatzmaterialien im Schadelknochen wird in verschiedenen Studien beschrieben
[3, 5]. Das Kaninchen hat zwar eine deutliche hohere Knochenumbaurate, ist aber trotzdem
aufgrund seiner Ahnlichkeit mit dem Menschen in Bezug auf Anatomie und Knochenaufbau
der Schédelkalotte sowie des ausreichenden Platzes fir vier Proben ideal als Modell

geeignet.

3.4 Implantatprobekdrper

Die Implantatproben bestanden aus einem zylindrischen Grundkérper und einem
aufgesetzten Zylinderdeckel. Der Grundkdrper hatte einen Durchmesser von 5mm und eine
Hohe von 3mm, wahrend der Deckel einen Durchmesser von 9mm und eine Hohe von 1mm
hatte (Abb. 9).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung eines Implantatkérpers im Langsschnitt mit den
dazugehdrigen MalRen in mm

Es wurden verschiedene Implantatproben aus Titan hergestellt (Abb. 10), die identische
Vorgaben hinsichtlich Geometrie und Abmessungen hatten. Die Implantate stellten sich als

T-formiges Objekt im 2D-Schnitt durch die Rotationsachse dar.

Die Implantat-Probekdrper wurden im Universitatsklinikum Jena autoklaviert (121°C, 20

min) und sterilisiert, bevor sie im Tierversuch eingesetzt wurden.
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Abbildung 10: Schadelimplantate aus verschiedenen Materialien
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3.5 Tierexperimentelle Studie

Im Rahmen des 0.g. Projektes erfolgte die Durchfiihrung eines Tierversuchs, der durch das
Thiringische Amt fur Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz (Zulassungsnummer
UKJ-20-012) genehmigt worden ist. Fir diese Studie wurden sechs New Zealand White
Kaninchen (NZWR) als Versuchstiere ausgewahlt. Die Kaninchen wurden von der Harlan
Winckelmann GmbH, Borchen, Deutschland, bezogen. Die Kaninchen wogen zwischen 2,5
und 3,5 kg und waren zum Zeitpunkt des Versuchs durchschnittlich 4 bis 6 Monate alt. Sie
wurden mit Raufutter und Pellets (Ssniff® Spezialdidten GmbH, Soest) und Wasser ad
libitum versorgt. Die Kaninchen wurden bis auf einige Tage postoperativ in der Gruppe

gehalten und hatten einen Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden.

3.6 Implantatpraparation

3.6.1 Durchfiihrung der Implantation

Die Studie beinhaltete die Implantation von Probekérpern in sechs Kaninchen, Vor dem
jeweils ca. 30minitigen Eingriff wurden die Tiere mit Narkosemitteln Ketamin® und
Rompun® sediert. Der Zugang zum Gehirn erfolgte durch einen medianen Hautschnitt,
nachdem die Schadeldecke rasiert und steril abgedeckt wurde. AnschlieRend wurde das
Periost seitlich weggeklappt und vier Locher mit einem Durchmesser von 5 mm durch einen
Trepanbohrer in die Schadeldecke gebohrt (Abb. 11).

Abbildung 11: Implantation in den Kaninchenschéadel
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Die Implantate wurden passgenau eingesetzt, so dass sie in direktem Kontakt mit dem

umliegenden Gewebe, dem Knochen, Gehirn und Liquor cerebrospinalis standen (Abb. 12).

Haut
Periost
Schiadelknochen
Dura
Liquor

Gehirn

Abbildung 12: Schematische Darstellung des implantierten Implantat-Testkérpers nach
dem Jenaer Schadelmodell

3.6.2 Explantation

Die Tiere wurden nach Ablauf der vorgegebenen Standzeit (3 Monate) durch die
Anwendung von Natrium-Pentobarbital eingeschlafert. Der Schadelknochen wurde danach
durch einen zentralen Hautschnitt freigelegt und die Implantate zusammen mit dem
umgebenden Knochen durch den Einsatz einer Knochen-Trennscheibe sowie eines

Osteotoms entfernt. Die Proben wurden in einer Losung aus 5% Formalin fixiert.

3.6.3 Probenpréaparation

Nachdem die extrahierten Implantate und der dazugehorige Schédelknochen einer
zweiwochigen Fixierung in Formalin unterzogen wurden, folgte die Entwésserung in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 80%, 96% und 2x 100% Ethanol). Nach der

Infiltrierung wurden die Préparate in das Methacrylat Technovit VLC 7200 (Heraeus Kulzer
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GmbH, Wehrheim/Ts.) eingebettet. Die Aushartung erfolgte fiir 4 Stunden unter gelbem
Licht und 6 Stunden unter blauem Licht.

3.7 uCT

Die Durchfiihrung der Mikro-Computertomographie (LCT) erfolgte beim Gunter-Kéhler-
Institut fur Flgetechnik und Werkstoffpriifung GmbH in Jena, mittels Nanofocus-uCT-
Scanner VisiConult XRH 111 Die eingebetteten Implantate wurden einzeln gescannt und
somit 24 uCT-Datensétze erzeugt. Die Auflésung lag bei 7,5 um pro Voxel. Abhangig von
den Materialeigenschaften wurden die Bedingungen des Scannens individuell optimiert
(Tab. 1).

Tabelle 1: Scanbedingungen des uCT

Titan Bioverit®
(Gefrast, SLM und EBM)
Spannung 120kV 100 kv
Vorfilter 1 mm Messing 1 mm Aluminium
Stromstarke 30 bzw. 70 pA 30 bzw. 70 pA
Aufnahmedauer pro Projektion 0,6s 0,6 bzw. 1,0 s
Anzahl der Projektionen auf 360° 1200 1200 bzw. 1600

3.8 Hartgewebehistologie

Die eingebetteten Praparate wurden mittels Trenn-Dunnschliff-Technik aufgearbeitet,

histologisch gefarbt und anschlieRend digitalisiert.

3.8.1 Schleifen und Séagen

Die Proben wurden mit einer Diamantbandsdge (Cut-Grinder Primus 2 Diamant-
Trennschleifsystem, Walter Messner GmbH, Oststeinbek) geschnitten und mit dem
Mikroschleifsystem von EXAKT Advanced Technologies GmbH (Norderstedt) geschliffen.
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Die eingebetteten Praparate wurden mittels Schleifsystem plangeschliffen und nach dem
Trocknen mit einem transparenten Technovitkleber (VLC 7210) auf spezielle Plexiglas-
Objekttrager (Walter Messner GmbH, Oststeinbek) aufgebracht und unter blauem Licht 15
Minuten ausgehértet. Falls nétig, wurde Uberschissiger Kunststoff bis zum Préparat mit der

Diamantbandsédge abgeségt.

Anschlielend wurde ein zweiter Objekttréger mit Technovit 7210 auf das Praparat
aufgebracht (Sandwich-Technik) (Abb. 13). Die Messung der Objekttrager und des
Sandwichs mit einer Bugelmessschraube ermdglichte die genaue Bestimmung der Préparat-
und Klebstoffdicken.

Abbildung 13: Schleifen und Aufkleben der Praparate auf Objekttrager und Ausharten
mittels UV-Licht

Mittels der Diamantbandsédge wurde ein Schnitt mit einer Dicke von 200-250 um abgesagt

(Abb. 14). Danach wurden in mehreren Zyklen weitere Dinnschliffe angefertigt.

Abbildung 14: Absagen der Praparate
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Die Dunnschliffe  wurden mit dem Mikroschleifsystem und Schleifpapier mit
unterschiedlichen Kérnungen (320, 500, 800, 1000, 1200, Hermes WS flex 18b, Hermes
Schleifmittel GmbH & Co. KG, Hamburg) bis auf eine Dicke von 20 bis 30 pum gebracht.

Im letzten Schritt wurde das Praparat auf eine Dicke von etwa 15 pum poliert.

3.8.2 Farbung

Die hergestellten Schliffpraparate wurden anschlieBend mit einer Hamatoxylin-Eosin(HE)-
Farbung geférbt. Zunachst wurden die Proben mit einem Aceton-Alkohol-Gemisch
abgewischt. Anschlielend erfolgte die Farbung mit Hamatoxylin (1:1 Lésung a und B,
Merck KGaA, Darmstadt) fur 45 Minuten. Nach einer kurzen Spiilung mit aqua dest. wurden
die Praparate 15 Minuten unter flieRendem Leitungswasser geblaut. Eine weitere Spulung
mit aqua dest. fur 1 Minute folgte. Die Proben wurden in einer 0,5%igen Eosin-G-Ldsung
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe) fur 10 Minuten inkubiert und anschliefend kurz mit
Leitungswasser gespult. Die Entwasserung erfolgte uUber eine aufsteigende Alkoholreihe
(80-96-100%) jeweils fir 1 - 2 Minuten. Nach einem kurzen Schwenken in Roti-Histol®
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe) wurden die Schliffpraparate abschlieRend mit Roti-Histokitt®
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe) eingedeckelt (Abb. 15).

Abbildung 15: HE-Farbung der Praparate

3.8.3 Einscannen

Die fotografische Dokumentation und Digitalisierung der gefarbten histologischen Schnitte

wurde primédr mittels eines spezialisierten Scannersystems (NanoZoomer-SQ von
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Hamamatsu Photonics, Frankreich) durchgefuhrt, konzipiert fur die préazise Bildaufnahme
von Praparaten. Jedoch zeigte sich, dass dieses System bei der Erfassung der
Hartgewebehistologie-Praparate, welche durch die Plexiglas-Objekttrager eine gréRere
Dicke als standardmaRige Préparate aufwiesen, limitiert war. Als Alternative wurde ein
digitales Durchlichtmikroskop (Zeiss Axio Scope.Al, ZEISS Micro Imaging, Jena) samt der
dazugehorigen Software (ZEN) herangezogen. Damit wurden jeweils 650 Einzelaufnahmen
des gesamten Préparats angefertigt, wobei eine 30-fache optische VergréRerung verwendet
wurde. Die Einzelaufnahmen wurden anschlieBend mit der ZEN-Software digital
zusammengesetzt, sodass eine Bilddatei mit dem gesamten Implantat erzeugt wurde (Abb.
16).

Abbildung 16: Gefarbte Praparate, danach eingescannt und zusammengesetzt

3.9 Datenauswertung

3.9.1 Verwendete Hardware

Der erste verwendete PC lief mit Microsoft Windows 10 Education (64-Bit) Version 10.0
und war ausgestattet mit einem PC mit 2x Intel® Xeon® Prozessoren E5520, jeweils 8 Kernen
(8 parallele Ausfuhrungs-Threads) bei einer Taktfrequenz von 2,26GHz pro Kern und
Thread (Intel, Santa Clara, USA). Daruber hinaus war der Rechner mit 192 GB DDR3
Arbeitsspeicher und einer NVIDIA Quadro 4000 Grafikkarte mit 10GB GDDR5
Arbeitsspeicher und der Treiberversion 21.21.13 von Nvidia (Santa Clara, USA) bestiickt.
Wahrend der Arbeit kam es jedoch zu einem Ausfall des Geréts. Es wurde daher ein
Ersatzgerat in Anspruch genommen, das Uber bessere Eigenschaften eines neueren

Motherboards verfligt. Dieses Gerét lief ebenfalls unter dem Betriebssystem Microsoft
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Windows 10 Education (64-Bit) Version 10.0. Als Prozessor kam ein Intel Xeon Silver 4114
mit 10 Kernen und einer Taktfrequenz von 2,2 GHz zum Einsatz. Zudem war dieser Rechner
mit 128 GB RAM Arbeitsspeicher ausgestattet.

3.9.2 ROI

Die Festlegung der Region of Interest erfolgte individuell fir jedes pCT-Schnittbild und
jedes histologische Bild, jeweils fur die rechte und linke Seite des Implantats. Die
Messdistanz wurde durch Bericksichtigung der individuellen anatomischen Bedingungen
jedes Schnittes begrenzt. Dabei diente die Lamina oder Tabula externa am Implantat als
Ausgangspunkt. Der Endpunkt der Messstrecke war entweder die Tabula interna (Innenseite
des Schédelknochens) oder, falls das Implantat nicht den gesamten Trepanationsdefekt bis

zur Tabula interna ausfiillte, die Unterkante des Implantats (Abb. 17).

Abbildung 17: Schematische Darstellung des Messbereichs (Region of Interest, ROI,
schwarze Linien) und Darstellung des Abstands zwischen Knochen und Implantat in
dunkelrot

Als Parameter zur Bestimmung der Osseointegration dienten der BIC (in %) und der BID
(in pm).
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3.9.3 uCT-Auswertung

3.9.3.1 3D-Auswertung mit 3DSlicer

3DSlicer ist eine Open-Source-Software fir die medizinische Bildbearbeitung sowie 3D-
Visualisierung und findet Anwendung in der Medizin sowie der Forschung, um komplexe

Daten aus medizinischen Bildgebungsverfahren wie CT und MRT zu bearbeiten.

a. Bild-Format

Zunachst wurde das Format der medizinischen Aufnahmen in ein Layout umgewandelt,
welches am besten fiir 3DSlicer und medizinische Darstellungen geeignet ist. Urspringlich
wurden die uCT-Bilder im TIF-Format bereitgestellt, das fur 3DSlicer weniger optimal ist.

Das Format wurde daher zu DICOM geandert.

b. Bildregistrierung:

In den folgenden Schritten wurden die uCT-Bilder registriert. Zur Bildregistrierung kam die
Software Spyder zum Einsatz. Der nachstehende Python-Code wurde fiir diesen Zweck

entwickelt und verwendet:

import 0s
import cv2
import numpy as np

def register_images(input_folder, output_folder, reference_image_path):
if not os.path.exists(output_folder):
os.makedirs(output_folder)
img2_color = cv2.imread(reference_image_path)
img2 = cv2.cvtColor(img2_color, cv2.COLOR_BGR2GRAY)
height, width = img2.shape

orb_detector = cv2.0RB_create(5000)
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image_files = os.listdir(input_folder)

for filename in image_files:
input_path = os.path.join(input_folder, filename)
output_path = os.path.join(output_folder, filename)

imgl_color = cv2.imread(input_path)
imgl = cv2.cvtColor(imgl_color, cv2.COLOR_BGR2GRAY)

kpl, d1 = orb_detector.detectAndCompute(imgl, None)
kp2, d2 = orb_detector.detectAndCompute(img2, None)

matcher = cv2.BFMatcher(cv2.NORM_HAMMING, crossCheck = True)
matches = matcher.match(dl, d2)

matches = sorted(matches, key = lambda x: x.distance)
matches = matches[:int(len(matches)*0.9)]
no_of_matches = len(matches)

pl = np.zeros((no_of matches, 2))
p2 = np.zeros((no_of _matches, 2))

for i in range(len(matches)):
pl[i, :] = kpl[matches[i].queryldx].pt
p2[i, :] = kp2[matches[i].trainldx].pt
homography, mask = cv2.findHomography(pl, p2, cv2.RANSAC)
transformed_img = cv2.warpPerspective(imgl_color, homography, (width, height))
cv2.imwrite(output_path, transformed_img)
print("Bildregistrierung abgeschlossen.")
input_folder = r'C:\Users\avizo\Desktop\ss'
output_folder = r'C:\Users\avizo\Desktop\cc'
reference_image_path = r'C:\Users\avizo\Desktop\pp\referenzbild.png'
register_images(input_folder, output_folder, reference_image_path)

Somit wurden samtliche uCT-Daten erfolgreich registriert und in den 3DSlicer importiert,
wobei jede pCT-Aufnahme 1000 Bilder mit einer GesamtgroRe von 7 GB umfasste.
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c. Segmentierung

Fur die Segmentierung wurde zuerst das Modul "Volumes™ in der Software 3DSlicer
verwendet. Innerhalb dieses Moduls wurde eine passende Lookup-Tabelle ausgewahlt, die
eine bessere Unterscheidung zwischen beiden Strukturen ermdglicht. Anschlielend wurde
eine manuelle Helligkeitshistogrammanalyse durchgefiihrt, um zu bestimmen, welche
Grauwerte welcher Struktur zuzuordnen sind. Danach wurde das Modul "Segment Editor"
in 3DSlicer verwendet. In diesem Modul wurden Schwellenwerte festgelegt: einer fur das
Implantat und einer fiir den Knochen. Diese Schwellenwerte basieren auf den Grauwerten
(CT-Zahl, Hounsfield-Einheit), welche die Ro&ntgendichte der jeweiligen Struktur
reprasentieren. Nach Festlegung und Speicherung der Schwellenwerte wurde die

Segmentierung durchgefinhrt.

d. Aufgetretene Fehler wahrend der Segmentierung

Bei den Aufnahmen der Proben 19 und 94 meldete die Software 3DSlicer stets einen Fehler
bezlglich des Arbeitsspeichers des verwendeten Computers (Abb. 18).
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Abbildung 18: Segmentierungsfehlermeldung der 3DSlicer-Software
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Aufgrund der Fehlermeldung wurde vermutet, dass der Arbeitsspeicher nicht ausreichte.
Daher wurde versucht, die Anzahl der verwendeten Bilder zu halbieren, doch das Problem
bestand nach mehreren Tests weiterhin. Daraufhin wurde auf einen leistungsfahigeren
Rechner gewechselt Dennoch trat dieselbe Fehlermeldung erneut auf. Im Anschluss wurden
weitere Aufnahmen der Proben 3, 4, 5 und 6 getestet, um zu Uberprifen, ob der Fehler in
den Bildern lag. Bei einigen gelang es nicht, eine Segmentierung durchzufiihren, obwohl
keine Fehlermeldung beziglich der Rechnerleistung angezeigt wurde. In diesen Fallen kam
es zu einem l&angeren Einfrieren des Programms bzw. zum Absturz des Rechners (Abb. 19).
Trotz einer Wartezeit von einer Stunde traten letztlich weitere Fehlermeldungen auf (Abb.
20).

Abbildung 19: Einfrieren der 3DSlicer-Software
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Abbildung 20: 3DSlicer-Software-Absturz
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Es wurden dennoch fortlaufend weitere Proben getestet, bei einigen davon gelang schlieBlich
eine vorlaufige Segmentierung.Die vorlaufige Segmentierung (Abb. 21) der anderen Proben

nahm beinahe 30 Minuten in Anspruch, allein um das 3D-Modell zu visualisieren.
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Abbildung 21: Erfolgreiche Segmentierung

Diese vorlaufige Segmentierung war jedoch nicht ausreichend, da das 3D-Modell weiter
bereinigt und von Gberfllissigen Abschnitten befreit werden musste, bevor es im Modul Bone
Texture Extension weiter analysiert werden konnte. Allerdings war es nicht mdglich, diese
weiterfihrenden Schritte auszufiihren, da die Software bei jedem dieser Schritte vermutlich
aufgrund der DateigréRRe fur langere Zeit einfror und/oder abstiirzte, was eine vollstandige

Segmentierung verhinderte.

e. Versuche zur Fehlerbehebung

Die Abstlrze des Programms bei jedem Schritt wurden durch die Entwicklung des folgenden
Codes zu beheben versucht, der in Python verfasst wurde und die GroRe der DICOM-Bilder

reduzieren konnte.

import 0s
import cv2

import numpy as np
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def register_images(input_folder, output_folder, reference_image_path):
if not os.path.exists(output_folder):
os.makedirs(output_folder)
img2_color = cv2.imread(reference_image_path)
img2 = cv2.cvtColor(img2_color, cv2.COLOR_BGR2GRAY)
height, width = img2.shape
orb_detector = cv2.0ORB_create(5000)
image_files = os.listdir(input_folder)
for filename in image_files:
input_path = os.path.join(input_folder, filename)
output_path = os.path.join(output_folder, filename)
img1_color = cv2.imread(input_path)
imgl = cv2.cvtColor(imgl_color, cv2.COLOR_BGR2GRAY)
kpl, d1 = orb_detector.detectAndCompute(imgl, None)
kp2, d2 = orb_detector.detectAndCompute(img2, None)
matcher = cv2.BFMatcher(cv2.NORM_HAMMING, crossCheck = True)
matches = matcher.match(d1, d2)
matches = sorted(matches, key = lambda x: x.distance)
matches = matches[:int(len(matches)*0.9)]
no_of_matches = len(matches)
pl = np.zeros((no_of matches, 2))
p2 = np.zeros((no_of_matches, 2))
for i in range(len(matches)):
pl[i, :] = kpl[matches[i].queryldx].pt
p2[i, :] = kp2[matchesi].trainldx].pt
homography, mask = cv2.findHomography(p1, p2, cv2.RANSAC)
transformed_img = cv2.warpPerspective(imgl_color, homography, (width, height))
cv2.imwrite(output_path, transformed_img)
print("Bildregistrierung abgeschlossen.")
input_folder = r'C:\Users\avizo\Desktop\ss'
output_folder = r'C:\Users\avizo\Desktop\cc'
reference_image_path = r'C:\Users\avizo\Desktop\pp\referenzbild.png'
register_images(input_folder, output_folder, reference_image_path)
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Mit dieser MaRnahme konnte die BildgrofRe von 7 GB auf 1,5 GB reduziert werden. In den
nachfolgenden Schritten wurde erneut versucht, die Bilder der Proben, bei denen zuvor eine
vorlaufige Segmentierung durchgefiihrt werden konnte, vollstandig zu segmentieren, um sie

weiter analysieren zu kénnen.

Das Resultat der GroRenreduktion bei der Segmentierung der Proben-Bilder fiihrte zu dem
nachfolgenden 3D-Modell (Abb. 22).
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Abbildung 22: Segmentierung eines groéfienreduzierten Bilddatensatzes

Trotz der GroRenreduktion wurde die lange Bearbeitungszeit nicht geringer. Zudem war die
Bildgualitdt nicht mehr optimal und die MalRe waren verfalscht, was eine Analyse
unmdoglich machte. Das Verkleinern der Bildgrélie ohne Beeintrachtigung der Bildqualitat
war auch nicht moglich. Daher konnte das Problem, welches in dem langanhaltenden
Einfrierprozess bei jedem Schritt einer vollstandigen Segmentierung der Bilder der Proben
bestand, bei denen zuvor eine vorlaufige Segmentierung durchgefihrt werden konnte, nicht

geldst werden.

Die aufgetretenen Schwierigkeiten bei der Segmentierung und 3D-Modellierung,
insbesondere die Zeitproblematik und die signifikante Verschlechterung der Bildqualitét
nach der Kompression, stellten erhebliche Hindernisse fiir eine erfolgreiche Analyse dar.
Trotz der Bemuhungen, die Leistung des Prozesses durch Codierung zu verbessern und auf

leistungsstarkere Rechner zurlckzugreifen, konnte keine zufriedenstellende Ldsung
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gefunden werden. Dartber hinaus fiihrten die verfalschten Mafe nach der GroRenreduktion
der Bilder zu ungenauen und somit unzuverlassigen 3D-Modellen, die eine prézise Analyse
nahezu unmoglich machten. Angesichts dieser unuberwindbaren Herausforderungen wurde
entschieden, die Arbeit im Bereich der 3D-Modellierung einzustellen und die alternative

Lésung auf Basis von 2D-Bildern zu verwenden.

3.9.3.2 2D-Auswertung mit HistoGap

Als Alternativlésung erfolgte die Bewertung der uCT-Bilder mit der HistoGap-Software

Version 3.0 aus dem Biomateriallabor der AG des Universitatsklinikums Jena.

Die Morphometrie-Software, programmiert und entwickelt unter Verwendung des QT-
Frameworks und C++, ermoglicht eine prazise und effiziente Quantifizierung von
Abstanden und Schichtdicken bei histologischen Préparaten sowie 3D-Schnittbildern aus

HCT-Scans.

Mit HistoGap wurden in den uCT-Bildern je zwei Schnitte jeweils in X-, Y- und Z-Richtung
innerhalb des Trepanationsdefekts durchgefuhrt (Abb. 23).

Abbildung 23: Die ausgewahlten Abschnitte fur jede Probe zur Bewertung
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Die Grenzlinien von Implantat und Knochen wurden markiert. Danach misst die Software
semiautomatisch den Abstandan 100 Messpunkten zwischen diesen beiden Strukturen. Der
Ablauf jeder Messung mit HistoGap wurde nach einer genau festgelegten Reihenfolge

durchgefiihrt.

Die Prozedur startete mit der Erhebung von fir die Auswertung relevanten experimentellen
Variablen. Diese umfassten die Benutzer-ID, Anzahl der Messstellen, Tier-1D,
Polymerbestandteil, Implantatmaterial, Schnitthummer, und Verweildauer fur jeden Schnitt.
Danach wurde einen Referenzpunkt auf dem Bild gesetzt. Im n&chsten Schritt wurde der
relevante Messbereich (Region of Interest; ROI) festgelegt.

Innerhalb der ROI wurden dann die Begrenzungslinien des Implantats und des
gegenuberliegenden Knochens manuell markiert. Die Software registrierte daraufhin die
Abstédnde dieser Linien zueinander als Sequenz von 100 gleichmaRig verteilten
Messpunkten. Dies diente zur Berechnung des Knochen-Implantat-Abstandes (Bone implant
distance, BID). Fir jede dieser Messungen erstellte die Software mehrere Dateien, die
jeweils mit einer eindeutigen ldentifikationsnummer versehen waren: (1.) eine csv-Tabelle
mit den Daten der experimentellen Variablen, (2.) eine csv-Tabelle mit den Messwerten und

(3.) eine Datei mit einem Screenshot des Bildes, auf dem die Messlinien abgebildet waren.

Insgesamt wurden jeweils vier Probekérper aus sechs Tieren untersucht, in Summe also 24
Proben. An jeder Probe erfolgten zwei Messungen in X-Richtung und zwei in Y-Richtung.
Insgesamt wurden die BID an 96 uCT-Bilddatensdatzen gemessen, wobei bei jedem Bild
wurden 100 Messpunkte auf der rechten Seite des Implantats und 100 Messpunkte auf der

linken Seite des Implantats gemessen wurden.
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Abbildung 24: Eingabe der Daten fur die nachste Messung mit HistoGap

3.9.3.3 Histomorphometrische Auswertung der histologischen Schnitte

Mittels HistoGap wurden auch bei den Bildern der histologischen Schnitte die oben
beschriebenen Messungen vorgenommen. Dadurch konnte die Abgrenzung zwischen
Implantat und Knochen dargestellt werden, was eine Distanzmessung zwischen den beiden
Strukturen ermdglichte (Abb. 25). Jede Messung mit HistoGap wurde auch hier gemaf einer
streng definierten Reihenfolge ausgefihrt, ebenso wie die Methode der uCT-Bilder.

Abbildung 25: BID-Messungen mit der HistoGap-Software
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Zunachst wurden wichtige experimentelle Variablen, darunter Benutzer-1D und Tier-ID,
erfasst und ein Referenzpunkt im Bild festgelegt. Der Messbereich (ROI) wurde definiert
und eine Abstandsmessung zwischen Implantat und Knochen durchgefiihrt. Unter
Berucksichtigung anatomischer Details des Schnitts wurde die Messdistanz festgelegt,
wobei die Lamina externa des Operationsdefekts als Anfangspunkt diente. Nach manueller
Markierung der Grenzlinien ermittelte die Software den Knochen-Implantat-Abstand (BID)
aus 100 Messpunkten und generierte dazu passende Dateien mit entsprechenden

Identifikationsnummern.

Insgesamt wurden auch hier alle sechs Tiere untersucht, mit vier Proben pro Tier, was
insgesamt 24 Proben ergibt. Durchschnittlich konnten drei histologische Schnitte pro
Implantat bewertet werden. Somit wurde der BID in zahlreichen histologischen Bildern
gemessen, wobei bei jedem Bild 100 Messpunkte auf der rechten und 100 auf der linken

Seite des Implantats erfasst wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 uCT

In der Studie wurden insgesamt 96 Messungen ausgewertet. Diese stammen von beiden
Seiten (links/rechts) des Implantats von insgesamt sechs Tieren, bei denen jeweils vier
verschiedene Implantatmaterialien eingesetzt wurden. Von jedem Implantat wurden vier

HCT-Schnittbilder analysiert — jeweils zwei in X-Richtung und zwei in Y-Richtung.

Um die Verteilung der Daten zu bestimmen, wurde eine grafische Darstellung der
Héaufigkeitsverteilung der Messpunkte erstellt (Abb. 26, 27). Daruber hinaus wurde ein
Kolmogorov-Smirnov-Test durchgefiihrt, um zu tberprifen, ob die Daten normalverteilt

sind.
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Abbildung 26: Haufigkeitsverteilung aller Messpunkte der pCT-Schnittbilder geordnet
nach dem Abstand zwischen Knochen und Implantat (Knochen-Implantat-Abstand, BID)
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Abbildung 27: Haufigkeitsverteilung aller Messpunkte des uCT geordnet nach dem
Prozentsatz des direkten Kontakts zwischen Knochen und Implantat (Knochen-Implantat-
Kontakt, BIC)

Fur diesen Test wurden die gemessenen Abstande in aufsteigender Reihenfolge sortiert und

eine zusatzliche Spalte fur die Rénge eingeflhrt. Jeder Wert (Rangzahl-1) wurde durch die
Gesamtzahl der Messungen dividiert. AnschlieBend wurde der tatsachliche kumulierte
Anteil berechnet. Hierfur wurde die Excel-Funktion NORM.VERT verwendet, welche die
Wahrscheinlichkeit einer Normalverteilung zurtickgibt. Fir die NORM.VERT-Funktion
wurden die in aufsteigender Reihenfolge gemessenen Werte, der BID-Mittelwert, die
Standardabweichung der gemessenen Werte und der Wert 1 fir den kumulierten Wert
verwendet. Die Differenz \(\left(\frac{Rang-1}{n}\right)-\text{tatsachlicher kumulierter
Anteil \) wurde berechnet und der Absolutwert mithilfe der Funktion ABS bestimmt. Die
maximale Abweichung dieser Werte wurde ermittelt und anschliefend mit dem kritischen
Wert (Quantil \( kn;1-\alpha\) der Kolmogorov-Smirnov-Statistik) verglichen. Dies geschah
mit der Formel \(=1,07298/\sqrt{\text{AnzahlderMessungen}}\). Zur endgultigen
Auswertung wurde der Maximalwert der Abweichung mit dem kritischen Wert verglichen.
Wenn der Maximalwert groRer als der kritische Wert ist, liegt keine Normalverteilung vor
(Abb. 28).
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Abbildung 28:Auswertung mit Excel

BID-Mittelwert # Medianwert;
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| ums

2,80%

0,00%

3,59%

Es wurde festgestellt, dass die Daten der uCT Messungen nicht normalverteilt waren,

sondern linksschief/rechtsschief. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde in der weiteren

statistischen Auswertung das linear gemischte Modell verwendet, welches keine

Normalverteilung voraussetzt. Deshalb wurde der Median zusammen mit den 25./75.

Perzentilen zur Darstellung gewahlt, anstatt des Mittelwertes mit Standardabweichung.

4.1.1 BIC und BID der verwendeten Implantatmaterialien

4.1.1.1 Bioverit®

Der BIC fiir Bioverit® betrug im Median 5,42 % (Tabelle 2). Der BID bei Bioverit® betrug

55 um (Tabelle 3).

4.1.1.2 Titan-Gefrast

Titan-gefraste Implantate wiesen einen BIC von 13,69 % (Tabelle 2) auf. Der Median beim

BID lag bei 36um (Tabelle 3).
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4.1.1.3 Titan-SLM

Titan-SLM Implantate wiesen einen BIC von 6,9 % (Tabelle 2) auf. Der BID lag bei 65 pm
(Tabelle 3).

4.1.1.4 Titan-EBM

Bei Titan-EBM-Implantaten lag der BIC bei 2,80 % (Tabelle 2). Der BID betrug 133um
(Tabelle 3).

Tabelle 2: Knochenimplantatkontakt (BIC) der Implantatmaterialien

Median 25. Perzentile 75. Perzentile
Bioverit® 5,42 0,00 7,36
Titan-Gefrast 13,69 7,74 15,00
Titan-SLM 6,9 2,21 8,43
Titan-EBM 2,80 0,00 3,59

Tabelle 3:Knochen-Implant-Atabstand (BID) der Implantatmaterialien

Median 25. Perzentile 75. Perzentile
Bioverit® 55 26,5 108
Titan-Gefrast 36 23 168
Titan-SLM 65 22 125
Titan-EBM 133 81,17 185,82

Die gefrasten Titanimplanate zeigten den groften direkten Knochen-Implantat-Kontakt,
gemessen am BIC-Wert (Tab. 2, Abb. 29), und damit die beste Osseointegration. Im
Gegensatz dazu verzeichnete das EBM-Titan den niedrigsten BIC-Wert. Beim Vergleich
zeigten EBM-Titan und SLM-Titan tendenziell geringere BIC-Werte als gefrastes Titan und

Bioverit®.
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Abbildung 29: BIC in Prozent der uCT-Schnitte

In Bezug auf den Abstand zwischen Knochen und Implantat (BID), hatte das gefraste Titan
den Kkleinsten Wert (Tab. 3, Abb. 30). Das EBM-Titan wies dagegen die groRte Distanz auf,
was den hochsten BID-Wert entspricht. Generell zeigten die mit additiver Herstellung
gefertigten Titanimplantate einen erhéhten Abstand zwischen Knochen und Implantat im

Vergleich zu gefrastem Titan und Bioverit®.
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Abbildung 30: BID in pum der pCT-Schnitte
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4.2 Histologie

Die histologischen Schnitte der sechs Versuchstiere wurden quantitativ durch die Methoden
des Bone-Implant-Contacts (BIC) und der Bone-Implant-Distance (BID) evaluiert.
Durchschnittlich wurden fir jede Implantatmaterial-Probe drei histologische Schnitte
hergestellt. Von diesen wurden zwei mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt und
histomorphometrisch untersucht, wobei der dritte Schnitt fur die Masson-Goldner-Farbung
in einer weiteren Untersuchung vorgesehen ist. In der nachfolgenden Analysephase wurden
die Schnitte in Abhangigkeit von Material und Herstellungsprozess miteinander verglichen.

Die Auswertungen erfolgten fur beide Seiten jedes Implantatmaterials (links/rechts).

Die Datenanalyse wurde analog zu den pCT-Untersuchungen mittels Excel und SPSS
durchgefihrt. Zur Darstellung der Datenverteilung wurden die Messdaten in Diagrammen
dargestellt (Abb. 31, 32).
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Abbildung 31: Haufigkeitsverteilung aller Messpunkte der Histomorphometrie geordnet
nach dem Abstand zwischen Knochen und Implantat (Knochen-Implantat-Abstand, BID)
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Abbildung 32: Haufigkeitsverteilung aller Messpunkte der Histomorphometrie geordnet
nach dem Prozentsatz des direkten Kontakts zwischen Knochen und Implantat (Knochen-
Implantat-Kontakt, BIC)

Der Kolmogorov-Smirnov-Test wurde genutzt, um die Hypothese einer Normalverteilung
zu Uberprufen. Die erfassten Distanzwerte wurden in aufsteigender Sequenz sortiert, gefolgt
von einer Rangordnung und Bestimmung des kumulativen Prozentsatzes. Die Funktion
NORM.VERT in Excel wurde verwendet, um die Wahrscheinlichkeit einer
Normalverteilung zu evaluieren, wobei die gemessenen Daten, der BID-Mittelwert, die
Datenvarianz und der kumulative Wert beruicksichtigt wurden. Die maximale Abweichung
wurde bestimmt und mit dem Schwellenwert der Kolmogorov-Smirnov-Statistik verglichen.
Schlieflich wurde untersucht, ob die Daten einer Normalverteilung folgen, indem die
maximale Abweichung mit dem vorgegebenen Schwellenwert verglichen wurde. Wenn die

maximale Abweichung diesen Wert liberstieg, lag keine Normalverteilung vor.

Die Analyse ergab, dass auch die histomorphometrischen Daten nicht einer
Normalverteilung folgten. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde fur die nachfolgende
statistische Auswertung ein lineares gemischtes Modell herangezogen, das nicht von einer
Normalverteilung ausgeht. Deshalb wurde analog zur Auswertung der pct-daten auch hier
die Darstellung des Medianwerts zusammen mit den assoziierten Perzentilen (25./75.

Perzentil) statt Mittelwert mit Varianz bevorzugt.
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4.2.1 BIC und BID der verwendeten Implantatmaterialien

4.2.1.1 Bioverit®

Der BIC fir Bioverit® betrug 3,7% (Tabelle 4). Der BID bei Bioverit® betrug 42 um (Tabelle
).

4.2.1.2 Titan-Gefrast

Titan-gefraste Implantate wiesen einen BIC von 33,5 % auf (Tabelle 4). Der Median beim
BID lag bei 62um (Tabelle 5).

4.2.1.3 Titan-SLM

Titan-SLM-Implantate wiesen einen BIC von 7,29 % (Tabelle 4). Der BID lag bei 52 pm
(Tabelle 5).

4.2.1.4 Titan-EBM

Beim EBM-Titan lag der BIC bei 4,11 % (Tabelle 4). Der BID betrug 132 um (Tabelle 5).

Tabelle 4: Knochen-Implantat-Kontakt (BIC) der Implantatmaterialien

Median 25. Perzentile 75. Perzentile
Bioverit® 3,7 3,37 6,26
Titan-Gefrast 33,5 0,68 39,8
Titan-SLM 7,29 5,59 11,86
Titan-EBM 4,11 0 9,42
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Tabelle 5: Knochen-Implantat-Abstand (BID) der Implantatmaterialien

Median 25. Perzentile 75. Perzentile
Bioverit® 42 8 76
Titan-Gefrast 62 0 110
Titan-SLM 52 27 133
Titan-EBM 132 79 229

Das gefraste Titan wies auch hier den hochsten direkten Kontakt zum Knochen auf, was am
BIC-Wert (Bone-Implant-Contact) ersichtlich ist (Tab. 4, Abb. 33), und damit die hdchste
Osseointegration. Im Gegensatz dazu hatte das Bioverit® den geringsten BIC-Wert. Bei einer
Gegeniiberstellung tendierten sowohl das EBM-Titan EBM als auch das Bioverit® zu

niedrigeren BIC-Werten im Vergleich zum gefrasten Titan und Titan SLM.
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Abbildung 33: BIC in Prozent der histologischen Schnitte

Bezogen auf den Abstand zwischen Knochen und Implantat, représentiert durch den BID-
Wert (Bone-Implant-Distance), verzeichnete das Bioverit® den geringsten Abstand (Tab. 5,
Abb. 34). Das EBM-Titan hingegen zeigte die grofte Distanz, was sich in dem hdchsten

BID-Wert widerspiegelt. Im Allgemeinen wiesen das gefraste Titan und das EBM-Titan
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EBM einen groReren Abstand zwischen Knochen und Implantat auf im Vergleich zum SLM-
Titan SLM und Bioverit®.
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Abbildung 34: BID in um der histologischen Schnitte

48



5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 pCT-Auswertung

5.1.1.1 Datenbearbeitung

In der vorliegenden Arbeit wurden pCT-Scans der entnommenen Implantate sowie des
umgebenden Gewebes analysiert. Die Herausforderungen lagen in der Datenauswertung, der
softwaregestitzten Erfassung von Parametern und der Extraktion mdglichst vieler
Informationen aus den 3D-Datensétzen. Ziel war es, den Bone Implant Contact (BIC) und
die Bone Implant Distance (BID) zu ermitteln. Dazu mussten die Implantatmaterialien vom
umliegenden Knochen segmentiert werden. Bei den uCT-Bildern der Bioverit®-Proben war
es nur schwer moglich, zwischen Implantat und Knochen zu unterscheiden, da beide
Materialien eine nahezu gleiche Rontgendichte aufwiesen. Zur Lésung dieses Problems
wurde eine manuelle Helligkeitshistogrammanalyse durchgefiihrt und die Schwellenwerte
manuell festgelegt. Zusétzlich wurde die Lookup-Tabelle in 3DSlicer angepasst, um den
Farbkontrast zwischen Knochen und Implantat in den CT-Daten zu verbessern. Becker
(2017) hatte ein &dhnliches Problem und nutzte die Morphologie des Implantats als
Losungsansatz, da dieses durch den Herstellungsprozess eine definierte Form aufwies [32].
Diese Methode st zeitsparender, beriicksichtigt aber nicht Verénderungen des

Implantatkorpers durch die Operation oder Korrosion.

Bei den Titan-Implantaten war die Unterscheidung zwischen Knochen und Implantat sehr
deutlich, da das Titanimplantat eine hohe Rontgendichte aufweist. Ein Problem stellte jedoch
die Unterscheidung zwischen Knochen und Implantat in unmittelbarer Nahe zum Implantat
dar, da materialbedingte Streustrahlungsartefakte auftraten. Diese Artefakte beeintrachtigten
die semiautomatische Segmentierung teilweise. Durch die Anpassung des Kontrasts und der
Helligkeit konnte dieses Problem geldst werden. Eine ahnliche Problematik wurde auch von
Arvidsson et al. (2015) beschrieben [33]. Das Autorenteam diese Studie stellte fest, dass
diese Streustrahlungs-Artefakte die quantitative Analyse der Osseointegration in einem

Abstand von 200um um das Titan-Implantat erschweren. Als Lésung wurden Kontrast und
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die Helligkeit angepasst, wobei die Streustrahlungs-Artefakte stérker ausgepragt waren als
die der hier genutzten uCT-Scans. Die Artefakte wurden daher zum groRen Teil nur
minimiert, wahrend sie in der vorliegenden Arbeit entfernt werden konnten, was
moglicherweise auf Unterschiede in der Implantatstruktur sowie den Scan-Parametern

zurtickzufthren ist.

5.1.1.2 3D-Segmentierung

Die freie Software 3DSlicer wirbt mit einer umfassenden Auswahl an
Segmentierungswerkzeugen, einer benutzerfreundlichen Oberflache und der Mdglichkeit,
sowohl manuelle als auch automatische Segmentierungsprozesse in medizinischen
Bilddaten durchzufiihren. Kikinis et al. (2011) und Mandolini et al. (2022) haben die
Software eingehend getestet und flr die Segmentierung medizinischer Bilder eingesetzt [34,
35]. Kikinis et al. verwendeten dabei die in der Software vorhandenen CT-Datensatze,
wéhrend Mandolini et al. externe CT-Daten nutzten. Es wurde daher davon ausgegangen,
dass sich diese Software fiir die Segmentierung der hier untersuchten Proben besonders gut
eignet. Im Gegensatz dazu traten in der vorliegenden Arbeit erhebliche Schwierigkeiten bei
der 3D-Segmentierung durch Einfrieren, Abstiirze und Fehlermeldungen des Programms
auf. Die Kontaktaufnahme mit dem Kundenservice brachte keine effektiven Lésungen, es
wurde lediglich darauf hingewiesen, dass die Software bei einem Datensatz mit einer Grofie
Uber 7GB absturzen konnte. Die Software wird meist im klinischen Ablauf verwendet, bei
dem die Datenséatze aus klinischen CT-Scans deutlich kleiner sind als die in dieser Arbeit
vorliegenden pCT-3D-Datensétze mit viel hoherer Auflésung. Daher war die Reduzierung
der Bildgrofie auf 4GB ein Losungsansatz fir dieses Problem. Die Reduzierung der
Bilddatensétze erfolgte mit einem selbstentwickelten Python-Code. Damit konnte die
BildgroRe erfolgreich reduziert werden, allerdings wurden die Male verfalscht, was eine
Analyse unmoglich machte. Nach der Halbierung des Datensatzes konnten die vorliegenden
3D-Bilddaten zwar geladen werden, jedoch machten starke Verzdgerungen bei

Benutzereingaben die Segmentierung mit dieser Software nicht durchfthrbar.

Alde (2014) und Seyfarth (2019) nutzten die Software Avizo (Thermo Fisher Scientific,
Frankreich) zur Segmentierung von groReren uCT-Bilddatensatzen [36, 37]. Hier wurden

sowohl Titan- als auch Bioverit®-Proben vollstindig segmentiert und fiir weitere
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Auswertungen vorbereitet. Es empfiehlt sich daher, fir zuklnftige Studien an Daten mit
hohen DateigroRen die Software Avizo trotz der vergleichsweise hohen Lizenzkosten zu

verwenden.

5.1.2 Histomorphometrische Auswertung

Die histomorphometrische Vermessung von Implantaten ist essentiell flr wissenschaftliche
Untersuchungen, insbesondere wenn es darum geht, die Ergebnisse statistisch zu
analysieren. Dieser methodische Ansatz garantiert nicht nur eine reproduzierbare und
standardisierte Datenerhebung, sondern auch einen fundierten Vergleich mit bisherigen
Studien und der vorhandenen Literatur.

Der BIC und BID wurden als histomorphometrische Parameter fir die vorliegende Arbeit
ausgewdhlt, da sie Grundparameter flir die Beurteilung der Biokompatibilitat,
Osseointegration und Langzeitstabilitdit von Permanentimplantaten im Bereich der
Schédelkalotte sind. Diebowski (2014), Ocafia et al. (2017) und Kottke (2021), haben diese
Parameter auch bei der Auswertung der Osseointegration der Implantate im Schédel von

Kaninchen mit guten Ergebnissen verwendet [3, 5, 38].

Der BID beschreibt die Entfernung zwischen Knochen und Implantat und somit den
raumlichen Grad der Osseointegration. Mit dem BIC wurde der direkte Kontakt zwischen
dem Knochen und dem Implantat gemessen hat, was Rickschlisse iber die Osseointegration
der Implantate erlaubt. Beide Parameter ergénzen sich, so dass immer beide Parameter in
Kombination miteinander bestimmt werden sollten. De Barros et al. (2020) haben diese
Kombination ebenfalls angewendet, um die Knocheneinheilung bei kontrollierter
Implantatbelastung in Ratten zu bewerten, und haben diese Kombination weiterempfohlen
[39].

Eine weitere Mdoglichkeit der Messung der Osseointegration ist die Bestimmung des
Knochenvolumens nach einer 3D-Segmentierung. He et al. (2017) und Kottke (2021)
beschrieben diese Berechnung des Knochenvolumens mittels Ermittlung von bone
volume/total volume (bv/tv) nach vollstandiger Segmentierung der uCT-Proben [3, 40]. Auf
Grund der unter 5.1.1.2 beschriebenen Probleme konnte in dieser Arbeit die Auswertung des

Knochenvolumens nicht erfolgen. Dies ist fir weitere Untersuchungen zu empfehlen.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Vergleich der uCT und Histologie

Virtuelle Schnitte aus pCT-Datensdtzen der Implantate wurden mittels der Software
HistoGap hinsichtlich des BIC und BID analysiert und anschliefend mit den Messungen der

Hartgewebehistologien des gleichen Implantats verglichen.

Die Analyse von BID und BIC mittels uCT-Bilder und histologischer Schnitte erbrachte

eine gute Ubereinstimmung.

Bei Bioverit® zeigten die histologischen Schnitte einen 1,72% niedrigeren BIC als die uCT-
Schnitte. Bei Lyu et al. (2021) wurden Keramik-Implantate (B-TCP/Hydrogel-Komposit) in
Tibiadefekte von Kaninchen fiir vier Wochen eingesetzt. Ergebnis war wie in unseren
Untersuchungen ein niedrigerer BIC in den histologischen Schnitten verglichen mit den
UCT-Schnitten [41]. Die Autoren sehen den Grund in einer Uberschatzung des BIC in den
HUCT-Schnitten durch eine geringere Auflésung der uCT-Bildgebung im Vergleich zur

Histologie.

Bei den Titanimplantaten zeigte sich das Gegenteil. Hier wurden niedrigere BIC-Werte in
den pCT-Bildern im Vergleich zur Histologie ermittelt. Die Grinde daftr liegen in der
héheren Auflosung und der klareren Unterscheidung zwischen Knochen und Implantat
durch die Farbemethode in der Histologie. Bissinger et al. (2017) ermittelten dagegen hohere
BIC-Werte bei den uCT-Bildern als in der Histologie. Es wurden dabei Titanimplantate
untersucht, die fiir 8 Wochen im Oberkiefer von Minischweinen implantiert [42]. Sie fiihrten
dies auf Materialverlust bzw. Artefakte zurtick, die beim Sagen und Schleifen entstehen (z.B.
Herausschleifen der Implantatkdrper oder versehentlicher Abschliff des gesamten
Préaparates). Ein weiterer Grund wurde in der geringeren Anzahl der histologischen Schnitte
im Vergleich zu den pCT-Daten gesehen. In der vorliegenden Arbeit kam es seltener zu
solchen Materialverlusten bei Titanimplantaten als bei Bissinger et al. Bei Becker et al.

(2015) trat ebenfalls seltener ein Materialverlust auf [43].

Abschliellend bleibt die Histologie der Goldstandard fir die Bestimmung der wichtigsten

Osseointegrationsparameter. Die WCT ermdglicht dagegen eine zerstérungsfreie
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Untersuchung und die Madglichkeit der 3D-Auswertung. Beide Methoden missen

komplementér zueinander eingesetzt werden.

5.2.2 Vergleich der Herstellungsmethoden der Titanimplantate

Die zentrale Zielsetzung dieser Arbeit war es, einen Vergleich zwischen den verschiedenen
Herstellungsmethoden  der  Titan-Implantate  hinsichtlich  der  Osseointegration
durchzufiihren. Herstellungsmethoden waren das konventionelle CNC-Frésen sowie die
additiven  Fertigungsverfahnren  —  Selektives  Laserschmelzen  (SLM)  und
Elektronenstrahlschmelzen (EBM). Die additiven Fertigungstechniken gewinnen derzeit an
Bedeutung, da sie das Potential aufweisen, komplexe Strukturen zu schaffen. Sie sind
materialsparender und stellen einen potenziellen Bereich fur die Weiterentwicklung von

Implantattechnologien dar [44].

CNC-Titan-Implantate zeigten in dieser Studie die besten Ergebnisse verglichen mit den
beiden AM-Methoden. Ein direkter Vergleich zwischen CNC und SLM mit
Titanimplantaten (Ti-6Al-4V) wurde in einer Studie von Shaoki et al. (2016) an einem
Hundemodell tber einen Zeitraum von 9 Wochen durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten im

Gegensatz zu unseren Ergebnissen keine Unterschiede [45].

Die EBM-Implantate zeigten die niedrigsten BIC-Werte sowie die hochsten BID-Werte,
gefolgt von den SLM-Proben. In einer Studie von Majumdar et al. (2018) zur Untersuchung
der Herstellungsmethoden von Titanimplantaten wurde ebenfalls festgestellt, dass EBM-
Implantate im Vergleich zu SLM niedrigere BIC- und BID-Werte aufweisen. Die Autoren
fuhrten dies auf Unterschiede in der Oberflachenstruktur, wie Mikrostrukturen und
Oberflachenenergie, zurlck, welche die Knochenanhaftung bei den SLM-Implantaten

starker gefordert haben kénnte [46].

Wang et al. (2016) verglichen die beiden Methoden anhand von Titanimplantaten
(Ti6AL4V) in Kaninchen fur drei Monate. Auch Li et al. (2020) untersuchten Struktur und
die Bio-Funktionalisierung von additive gefertigten Titanimplantate. Die Autoren
verzeichneten dabei insgesamt niedrigere BIC-Werte als in der vorliegenden Studie und
konnten keine Unterschiede feststellen [47, 48]. Li et al. (2020) sahen jedoch einen leichten
Vorteil fur EBM in Bezug auf den BIC nach einer langeren Implantationsdauer von 9
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Monaten. Die Autoren fiihrten dies auf die Rauheit der Oberflache zurlick, da deren EBM-
Implantate unbehandelt und herstellungsbedingt eine rauere Oberflache aufweisen als SLM-

Implantate [48].

Trotz des wachsenden Interesses an additiven Fertigungsverfahren sind, wie beschrieben,
bisher nur wenige Studien vertffentlicht worden, die den direkten Vergleich der
Osseointegration zwischen den durch SLM und EBM hergestellten Implantaten untersuchen.
Dabei gibt es derzeit keine Literatur, die alle drei Herstellungsverfahren miteinander

vergleicht.

Insgesamt sind alle drei Titanmaterialien fur den Knochenersatz geeignet. Die Ergebnisse
fur den BIC und BID lagen nah beieinander und wiesen dhnliche Werte auf wie die etablierte

Glaskeramik Bioverit®.

Unabhangig vom Herstellungsverfahren wiirde man CNC-gefréaste Implantate bevorzugen.
Will man die Vorteile der additiven Herstellung nutzen, sind Implantate mittels SLM-

Herstellung beziiglich der Osseointegration zu wéhlen.
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6 Ausblick und Fazit

In dieser Masterarbeit lag der Schwerpunkt auf dem Vergleich von Titanimplantaten, die
mittels  unterschiedlichen  Herstellungsmethoden  (konventionell ~ vs.  additiver
Fertigungstechnologien wie EBM und SLM) produziert wurden. Das Hauptinteresse galt
dabei ihrem Einwachsverhalten bzw. der Osseointegration in den Knochen im Vergleich zu
den Kontrollmaterialien. Titan und seine Legierungen sind fir ihre herausragende
Biokompatibilitat, mechanische Robustheit und Korrosionsresistenz bekannt und daher erste
Wahl als metallische Biomaterialien im Schadelbereich, Orthopéadie und Zahnmedizin.
Obwohl die AM-Technologien zur Titanverarbeitung wegen ihrer Kosten zunéchst
zuriickhaltend eingesetzt wurden, haben sich Ansitze wie SLM und EBM in der
biomedizinischen Forschung etabliert, vor allem durch die Mdglichkeit, maRgeschneiderte
komplexe und ggf. porése Strukturen fir das Knochenwachstum zu schaffen. Weil jedes
AM-Verfahren seine spezifischen Vorteile und Grenzen hat, zielte diese Arbeit darauf ab,
die verschiedenen Methoden in Bezug auf ihre Osseointegration zu vergleichen. Im Ergebnis
zeigte sich, dass alle untersuchten Implantate als Knochenersatz gut geeignet sind.
Allerdings Uberzeugten in dieser Studie die CNC-gefrasten Implantate am meisten. Doch
unter Einbeziehung der VVorziige additiver Techniken kénnten SLM-gefertigte Implantate an

Relevanz gewinnen.

Die histomorphometrische Analyse hat verdeutlicht, dass BIC und BID essenzielle
Indikatoren zur Bewertung von Implantaten sind, wobei deren Kombination eine vertiefte
Sicht auf die Osseointegration ermdéglicht. Fur zukinftige Untersuchungen sollte auch die
Beurteilung des Knochenvolumen mit einbezogen werden, was bedingt durch technische

Schwierigkeiten mit der Software in dieser Arbeit nicht umgesetzt werden konnte.

Die Software HistoGap bringt fir die Auswertung der histologischen Schnitte und pCT-
Schnittbilder zwar viele Vorteile, bendtigt jedoch auch Weiterentwicklungen. Insbesondere
sollten Parameter wie die Bindegewebsdicke, die den BIC beeinflusst, sowie eine
automatisierte Datenauswertung integriert werden. Angesichts dieses Bedarfs und gestiitzt
auf vorherige Erfahrungen in der C++-Programmierung und neu erworbenem Fachwissen in
der biologischen Morphometrie und Statistik, entstand die Initiative, eine neue Software zu
entwickeln. Diese soll nicht nur alle Funktionen von HistoGap integrieren, sondern auch

erweiterte Analyse- und Statistiktools bereitstellen. Ein besonderes Ziel ist, dass die
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Software durch maschinelles Lernen (KI) trainiert werden kann, um eigenstandig Knochen
von Implantaten zu unterscheiden und so die BID automatisch zu bestimmen. Jedoch war es
aufgrund zeitlicher und materieller Beschrankungen nicht moglich, diese umfangreiche
Entwicklung komplett zu realisieren — ein Projekt, das in einer zukinftigen Arbeit

weitergefiihrt werden konnte.

Weiterhin wurde ein Vergleich zwischen pCT- und histologischen Analysen beziiglich BIC
und BID an verschiedenen Implantaten vorgenommen. Es zeigte sich eine gute
Ubereinstimmung zwischen diesen beiden Methoden. Die Untersuchung hat bestétigt, dass
die Histologie der Goldstandard fir die Bestimmung der Osseointegrationsparameter bleibt,
wéhrend WCT eine zerstorungsfreie Untersuchung und die Mdoglichkeit einer 3D-

Auswertung bietet. Beide Methoden sollten komplementér zueinander eingesetzt werden.

Bei der 3D-Segmentierung traten spezielle Herausforderungen auf, insbesondere bei der
Unterscheidung zwischen Knochen und Implantatmaterialien, besonders bei den Bioverit®-
Proben. Durch Methoden wie die manuelle Helligkeitshistogrammanalyse und die
Anpassung der Lookup-Tabelle in 3DSlicer konnten diese Schwierigkeiten bewaltigt
werden. Wahrend des Einsatzes von 3DSlicer fur die 3D-Segmentierung ergaben sich
Probleme mit den umfangreichen Datensétzen. In anderen Studien, die die Software Avizo
verwendeten, wurden bei vergleichbaren Aufgaben bessere Ergebnisse erzielt. Daher wird
Avizo fir zukinftige Untersuchungen mit grolRen Datensatzen als geeignetere Option

vorgeschlagen.
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