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STUDIES OF BONE BLOOD FLOW DISTURBANCES AFTER FRACTURE OF
THE ADULT T IB IA L  D IAPHYSIS

P a u I  D T r i f f i t t

U n i o n  o f  f r a c t u r e s  o f  t h e  a d u l t  t i b i a !  s h a f t  i s  o f t e n  
d e l a y e d  a f t e r  h i g h  e n e r g y  a c c i d e n t s ,  a n d  t h i s  may r e s u l t  
f r o m  g r e a t e r  d e v a s c u I a r I  s a t i o n  o f  t h e  b o n e  i n  t h e s e  
i n j u r i e s .  T h e  a i m  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  d e v e l o p  a 
r a d i o a c t i v e  m i c r o s p h e r e  t e c h n i q u e  f o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  
b o n e  b l o o d  f l o w  i n  t h e  a d u l t  r a b b i t  i n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  
q u a n t i t a t i v e l y  t h e  r o u t e s  o f  b o n e  b l o o d  s u p p l y  a f t e r  
f r a c t u r e  a n d  t h e  e f f e c t s  o f  f r a c t u r i n g  f o r c e  on b l o o d  f l o w  
a f t e r  b l u n t  t r a u m a .

A f t e r  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t wo  i s o t o p e  l a b e l s  c o u l d  be  
r e l i a b l y  s e p a r a t e d  i n  t h e  t i s s u e  s a m p l e s ,  t h e  o p t i m u m  s i z e  
o f  m i c r o s p h e r e  a n d  t h e  n u mb e r  o f  m i c r o s p h e r e s  a l l o w i n g  t wo  
m e a s u r e m e n t s  o f  f l o w  i n  e a c h  a n i m a l  w e r e  t e s t e d .  T h i s  
t e c h n i q u e  wa s  e m p l o y e d  t o  s h o w  t h a t  u n i  l a t e r a l  
immobi  I i s a t  i o n  o f  t h e  h i n d l  imb i n  a c a s t  d i d  n o t  r e s u l t  i n  
a n y  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  l i m b s  i n  t i b i a l  f l o w  a f t e r  one  
o r  t wo  w e e k s .

A f t e r  u n i l a t e r a l  s u r g i c a l  o s t e o t o m i e s  o f  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  immobi  I i s e d  i n  a c a s t ,  c o r t i c a l  f l o w  i n c r e a s e d  
b u t  t h a t  t o  t h e  m a r r o w  d i d  n o t ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  f l o w  
r e s p o n s e  i n  t h e  c o r t e x  i s  m e d i a t e d  by a s u p p l y  p a r a  I l e i  t o  
t h a t  t o  t h e  m a r r o w .  T h e  c o r t i c a l  b l o o d  f l o w  c h a n g e s  w e r e  
a b o  I i s h e d  by  t h e  e x c l u s i o n  o f  t h e  p e r i o s t e u m  a n d  s o f t  
t i s s u e  by a s h e a t h ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h i s  p a r a l l e l  s u p p l y  i s  
p r i n c i p a l  I y f r o m  t h e s e  t i s s u e s .  T h e  c o r t i c a l  f l o w  w a s  n o t
s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  by  o n e  o r  t wo  w e e k s  a f t e r  e x c l u s i o n  
o f  t h e  m a r r o w  c i r c u l a t i o n  by an i n t r a m e d u l l a r y  n a i I .

F r a c t u r e s  o f  t h e  t i b i a l  s h a f t  w e r e  p r o d u c e d  by
p e r c u s s i o n .  T h e  b l o o d  f l o w  c h a n g e s  a f t e r  l o w e r  a n d  h i g h e r  
e n e r g y  i n j u r i e s  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t ,  a n d  w e r e  
s i m i  I a r  t o  t h o s e  f o u n d  a f t e r  a s u r g i c a l  o s t e o t o m y  a l t h o u g h
a t  o n e  w e e k  t h e  m a r r o w  f l o w  w a s  d e p r e s s e d .  No e v i d e n c e  was
t h e r e f o r e  f o u n d  i n  t h i s  s t u d y  t h a t  h i g h e r  e n e r g y  f r a c t u r e s  
p r o d u c e d  by b l u n t  t r a u m a  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  a d e p r e s s e d  
b l o o d  f l o w  r e s p o n s e .
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PREFACE

T h e  t i m e  t o  u n i o n  o f  f r a c t u r e s  o f  t h e  a d u l t  t i b i a l  s h a f t  i s  

c o m m o n l y  p r o l o n g e d ,  a n d  t h i s  h a s  l o n g  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  

v a s c u l a r  f a c t o r s .  H o w e v e r ,  u n t i l  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  

r a d i o a c t i v e  m i c r o s p h e r e  t e c h n i q u e ,  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  b o n e  

b l o o d  f l o w  h a s  p r e s e n t e d  p r o b l e m s ,  a n d  a n o n - i n v a s i v e  

m e t h o d  f o r  u s e  i n  h uma n s  h a s  y e t  t o  be  p e r f e c t e d .  As a 

r e s u l t ,  t h e  q u a n t i t a t i v e  i n f o r m a t i o n  a v a i l a b l e  on t h e  

c h a n g e s  i n  b l o o d  f l o w  a f t e r  t i b i a l  d i a p h y s e a l  f r a c t u r e  i s

I i m i t e d  i n  s c o p e  a n d  r e l i a b i I i t y .  I n  t h e  w o r k  p r e s e n t e d  i n  

t h e  f o l l o w i n g  p a g e s ,  a n  a n i m a l  m o d e l  f o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  

t i b i a l  b l o o d  f l o w  by t h e  m i c r o s p h e r e  t e c h n i q u e  h a s  b e e n  

d e v e l o p e d ,  a n d  t h i s  m e t h o d  a p p i  i ed  t o  q u a n t i f y  b o n e  f l o w

a f t e r  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e s .  T h i s  h a s  e n a b l e d  m o r e  

d e t a i  l e d  s t u d y  o f  t h e  f l o w s  t o  t h e  d i f f e r e n t  p a r t s  o f  t h e  

d i a p h y s i s ,  a n d  t h e  r ô l e s  o f  t h e  m a i n  r o u t e s  o f  b l o o d

s u p p l y .  F u r t h e r ,  t h e  m e t h o d  h a s  b e e n  e x t e n d e d  f o r  t h e  f i r s t

t i m e  t o  t h e  s t u d y  o f  f r a c t u r e s  c a u s e d  by b l u n t  t r a u m a .

T h e  p r o j e c t  was  c o m p l e t e d  w i t h  t h e  a s s i s t a n c e  o f  a 

n u m b e r  o f  m e m b e r s  o f  t h i s  a n d  o t h e r  d e p a r t m e n t s .

F i r s t  a n d  f o r e m o s t  I am i n d e b t e d  t o  P r o f  PJ G r e g g ,  

P r o f e s s o r  a n d  H e a d  o f  t h e  D e p a r t m e n t  o f  O r t h o p a e d i c  

S u r g e r y ,  U n i v e r s i t y  o f  L e i c e s t e r ,  f o r  g i v i n g  me t h e  

o p p o r t u n i t y  o f  j o i n i n g  t h e  D e p a r t m e n t  t o  u n d e r t a k e  t h i s  

w o r k .  He h a s  s u p e r v i s e d  t h e  p r o j e c t  a t  e v e r y  s t a g e ,  a n d  

a s s i s t e d  i n  t h e  d r a f t i n g  o f  t h i s  m a n u s c r i p t .  H i s  s u p p o r t  

h a s  made  t h e  p r o j e c t  p o s s i b l e .

D r  D a v i d  M o r t o n ,  f o r m e r  D i r e c t o r  o f  t h e  B i o m e d i c a l  

S e r v i c e s  U n i t ,  U n i v e r s i t y  o f  L e i c e s t e r ,  g a v e  u s e f u l  a d v i c e  

a t  t h e  i n c e p t i o n  o f  t h e  w o r k ,  a n d  w a s  i n s t r u m e n t a l  i n  t h e  

o b t a i n i n g  o f  t h e  r e l e v a n t  P e r s o n a l  a n d  P r o j e c t  L i c e n c e s .



PREFACE P2

H i s  s u p p o r t  h a s  b e e n  c o n t i n u e d  by  h i s  s u c c e s s o r .  Dr  D e r e k  

F o r b e s .

J e n n y  R e e s ,  f o r m e r  d e p u t y  D i r e c t o r  o f  t h e  t h e  U n i t ,  

a s s i s t e d  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  c a t h e t e r i s a t i o n  

t e c h n i q u e ,  a n d  w i t h  L i n d a  R e i d ,  v e t e r i n a r y  n u r s e ,  was  

r e s p o n s i b l e  f o r  a n i m a l  a n a e s t h e s i a  d u r i n g  t h e  e a r l i e r  

e x p e r i m e n t s .  T h e  r e c o v e r y  e x p e r i m e n t s  w e r e  u n d e r t a k e n  w i t h  

t h e  v a l u a b l e  a s s i s t a n c e  o f  C a t h y  C i e s l a k ,  v e t e r i n a r y  n u r s e ,  

who p r o v i d e d  t h e  a n a e s t h e s i a  a n d  r a d i o g r a p h y ,  a n d  

m a i n t a i n e d  a c l o s e  w a t c h  o v e r  t h e  a n i m a l s .  P e t e r  Wi I I a n ,  

C h i e f  T e c h n i c i a n ,  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  o r d e r i n g  o f  

a n i m a l s  f r o m  t h e  s u p p l i e r s ,  w h i l e  L i n  S c r i m s h i r e  was  

r e s p o n s i b l e  f o r  t h e i r  d a y  t o  d a y  c a r e ,  a n d  on o c c a s i o n  

a s s i s t e d  w i t h  a n a e s t h e s i a  a n d  r a d i o g r a p h y .  Mr  O l u s o l a  O n i , 

L e c t u r e r  i n  t h e  D e p a r t m e n t  o f  O r t h o p a e d i c  S u r g e r y ,  

d e m o n s t r a t e d  t o  me h i s  t e c h n i q u e s  o f  t i s s u e  e x c l u s i o n ,  

w h i c h  w e r e  u s e d  i n  t h e  s t u d y  o f  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e s .

Hi  l a r y  S t a f f o r d ,  C h i e f  T e c h n i c i a n  o f  t h e  D e p a r t m e n t  o f  

O r t h o p a e d i c  S u r g e r y ,  u n d e r t o o k  t h e  o r d e r i n g  o f  t h e  

m i c r o s p h e r e s  a n d  o t h e r  c o n s u m a b l e s ,  a n d  a d v i s e d  on t h e  u s e  

o f  l a b o r a t o r y  e q u i p m e n t .  Sue  G a r d n e r  a n d  S u j a t t a  D u t t ,  o f  

t h e  U n i v e r s i t y  D e p a r t m e n t  o f  M e d i c i n e ,  a c t e d  a s  R a d i a t i o n  

P r o t e c t i o n  S u p e r v i s o r s  a n d  a s s i s t e d  w i t h  t h e  l o a n  o f  

e q u i p m e n t .  Dr  Bob B i n g ,  S e n i o r  L e c t u r e r  i n  M e d i c i n e ,  k i n d l y  

c o n s e n t e d  t o  a c t  a s  D e p a r t m e n t a l  R a d i a t i o n  P r o t e c t i o n  

O f f i c e r ,  a n d  p e r m i t t e d  t h e  u s e  o f  t h e  d e p a r t m e n t a l  gamma 

c o u n t e r .

J o h n  B a k e r ,  U n i v e r s i t y  R a d i a t i o n  P r o t e c t i o n  O f f i c e r ,  

g a v e  u n s t i n t i n g  h e l p  i n  t h e  d i f f i c u l t  t a s k  o f  r u n n i n g  t h e  

p r o j e c t  w i t h i n  t h e  I i m i t s  o f  t h e  i s o t o p e  d i s p o s a l  c a p a c i t y .  

S t e v e  B r u c e ,  o f  t h e  B i o m e d i c a l  S e r v i c e s  U n i t ,  o v e r l o o k e d  

t h e  d i s p o s a l  o f  c a r c a s s e s  w i t h i n  t h e s e  l i m i t s .

Dr  J o h n  T h o m p s o n ,  L e c t u r e r  i n  E p i d e m i o l o g y  o f  t h e  

D e p a r t m e n t  o f  O p h t h a l m o l o g y ,  g a v e  v a l u a b l e  a d v i c e  on t h e  

s t a t i s t i c s  u s e d  t h r o u g h o u t  t h e  w o r k .
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FRACTURES OF THE ADULT T IB IA L  D IAPHYSIS

1 . 1 . 1  FRACTURE UNI ON I N  THE T I B I A L  D I A P H Y S I S

T h e  b e s t  t r e a t m e n t  f o r  c l o s e d  f r a c t u r e s  o f  t h e  a d u l t  t i b i a l  

s h a f t  r e m a i n s  c o n t r o v e r s i a l .  W h i l e  m o s t  s u c h  f r a c t u r e s  

m a n a g e d  e i t h e r  c o n s e r v a t i v e l y  o r  by  o p e r a t i o n  p r o c e e d  t o  

u n i o n ,  o t h e r s  h e a l  v e r y  s l o w l y  o r  a p p a r e n t l y  n o t  a t  a l l .  

T h e  r e a s o n s  f o r  t h i s  a r e  n o t  k n o w n ,  a n d  t h i s  m a k e s  t h e  

c h o i c e  o f  t r e a t m e n t  f o r  an  i n d i v i d u a l  f r a c t u r e  t h e  m o r e  

u n c e r t a i n .

W h i l e  no c l i n i c a l  s e r i e s  c a n  g i v e  t h e  ' n a t u r a l  h i s t o r y *  

o f  h e a l i n g ,  i n a s m u c h  a s  a i l  t h e  f r a c t u r e s  c o n s i d e r e d  h a v e  

b e e n  t r e a t e d ,  t h o s e  f r a c t u r e s  m a n a g e d  by c l o s e d  m e t h o d s  

g i v e  t h e  m o s t  u s e f u l  i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h o s e  f a c t o r s  

a f f e c t i n g  t i m e  t o  u n i o n  t h a t  d e p e n d  p r i n c i p a l l y  on t h e  

n a t u r e  o f  t h e  i n j u r y  r a t h e r  t h a n  on t h e  n a t u r e  o f  t h e  

t r e a t m e n t .  H o w e v e r ,  d e f i n i n g  t h e  e n d  p o i n t  o f  f r a c t u r e  

h e a l  i ng i s  n o t  w i t h o u t  d i f f i c u l t y  e v e n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  

t h e  i n t e r n a l  s p l i n t a g e  p r o v i d e d  by o p e r a t i v e  f i x a t i o n .

I n  c l i n i c a l  p r a c t i c e ,  u n i o n  i s  u s u a l l y  d e f i n e d  a s  

h a v i n g  o c c u r r e d  i f  t h e  f r a c t u r e  s i t e  i s  p a i n l e s s ,  w i t h  no  

t e n d e r n e s s  o r  i n s t a b i  I i t y  on m a n u a l  e x a m i n a t i o n ,  a n d  w i t h  

b o n y  t r a b e c u l a e  c r o s s i n g  t h e  f r a c t u r e  s i t e  on r a d i o l o g i c a l  

e x a m i n a t i o n .  Wh i l e  t h e  s h a f t  o f  t h e  t i b i a  i s  among t h e  

e a s i e s t  o f  l o n g  b o n e s  t o  t e s t  m a n u a l  I y , a s  i t  i s  

s u b c u t a n e o u s  t h r o u g h o u t  i t s  l e n g t h ,  m a n u a l  e x a m i n a t i o n  may  

n o t  d e t e c t  s ma I  I m o v e m e n t s  a t  t h e  f r a c t u r e  s i t e ,  a n d  i t  i s  

n o t  p r a c t i c a b l e  t o  e x a m i n e  t h e  p a t i e n t  e v e r y  d a y .  T h e  

a s s e s s m e n t  o f  u n i o n  i s  t h u s  p e r f o r m e d  a t  i n t e r v a l s ,  o f t e n  

o f  s e v e r a l  w e e k s ,  r a t h e r  t h a n  c o n t i n u o u s l y .  R a d i o l o g i c a l l y ,  

r e l i a b l e  c o n c l u s i o n s  on  t h e  p r e s e n c e  o r  o t h e r w i s e  o f  b o n y



/ .  / FRACTURES OF THE ADULT TIBIAL DIAPHYSIS

t r a b e c u l a e  c r o s s i n g  t h e  f r a c t u r e  s i t e  c a n  be  made o n l y  i f  

t h e  f r a c t u r e  i s  i n  o n e  p l a n e  a n d  t h e  X - r a y  beam i s  i n  t h a t  

p l a n e ,  a c o m b i n a t i o n  w h i c h  v i r t u a l l y  n e v e r  o c c u r s  i n  

c l i n i c a l  p r a c t i c e .  R a d i o l o g i c a l  h e a l i n g  o f t e n  l a g s  b e h i n d  

c l i n i c a l  u n i o n ,  a n d  a f r a c t u r e  may r e m a i n  v e r y  o b v i o u s  on  a  

r a d i o g r a p h  d e s p i t e  r e s t o r a t i o n  o f  f u n c t i o n  t o  t h e  l i m b .  

T e c h n i q u e s  d e v i s e d  t o  g i v e  a n  o b j e c t i v e  a s s e s s m e n t  o f  

u n i o n ,  s u c h  a s  v i b r a t i o n  t r a n s m i s s i o n  a n d  s t r e s s  t e s t i n g  

( S e k i g u c h i  a n d  H i r a y a m a  1 9 7 9 ,  N o k e s  e i  a / .  1 9 8 5 ,  Hammer

1 9 8 5 ) ,  a r e  y e t  t o  be  w i d e l y  a c c e p t e d  a n d  a v a l  l a b l e ,  o r  t o  

be a p p l i e d  t o  a l a r g e  d e t a i l e d  s e r i e s  o f  f r a c t u r e s .

I n  s t u d i e s  o f  c l o s e d  m a n a g e m e n t ,  u n i o n  i s  c o m m o n l y  

d e f i n e d  a s  h a v i n g  o c c u r r e d  w h e n  t h e  p a t i e n t  i s  a I l o w e d  f u l  I 

w e i g h t b e a r i n g  w i t h o u t  s p l i n t a g e .  W i t h  t h i s  d e f i n i t i o n ,  t h e  

a v e r a g e  t i m e  t o  u n i o n  o f  c l o s e d  f r a c t u r e s  o f  t h e  a d u l t  

t i b i a l  d i a p h y s i s  i s  o f  t h e  o r d e r  o f  s i x t e e n  t o  t w e n t y  w e e k s  

( N i c o l l  1 9 6 4 ,  J o h n s o n  a n d  P o p e  1 9 7 7 ,  A u s t i n  1 9 8 1 ,  D i g b y  e t  

a / .  1 9 8 3 ,  S a r m i e n t o  e f  a / .  1 9 8 4 ) ,  b u t  t h e  d i s t r i b u t i o n

a b o u t  t h i s  mean i s  s k e w e d .  Up t o  14% o f  f r a c t u r e s  t a k e  o v e r  

t w e n t y  s i x  w e e k s  t o  h e a l  , a n d  some t a k e  o v e r  a y e a r  ( N i  c o l  I 

1 9 6 4 ,  S a r m i e n t o  e i  a / .  1 9 8 4 ) .  T h i s  d e l a y e d  u n i o n  r e p r e s e n t s

c o n s i d e r a b l e  m o r b i d i t y .

1 . 1 . 2  C L I N I C A L  S T U D I E S  OF T I B I A L  D I AP H Y S E A L  FRACTURE U N I O N

T h e  f a c t o r s  a f f e c t i n g  t h e  i n c i d e n c e  o f  d e l a y e d  u n i o n  may be  

c o n s i d e r e d  i n  t h e  l i g h t  o f  t h e  r e s u l t s  o f  s t u d i e s  p e r f o r m e d  

o v e r  t h e  p a s t  t h i r t y  y e a r s  ( E l  I i s  1 9 5 8 ,  Ni  c o l  I 1 9 6 4 ,  

J o h n s o n  a n d  Pop e  1 9 7 7 ,  A u s t i n  1 9 8 1 ,  D i g b y  e i  a t .  1 9 8 3 ,  

K e l l e r  1 9 8 3 ,  S a r m i e n t o  e i  a i .  1 9 8 4 ,  On i , Hu i a n d  G r e g g  

1 9 8 8 ) .

F r a c i u r e  p a i i e r n

T h e  p a t t e r n  o f  a t i b i a l  s h a f t  f r a c t u r e  r e f l e c t s  t h e  

m e c h a n i s m  o f  i n j u r y  ( J o h n e r  a n d  W r u h s  1 9 8 3 ) .  T h r e e  b a s i c  

t y p e s  a r e  g e n e r a l l y  r e c o g n i s e d  ( F i g u r e  1 . 1 . 1  a - c )  :
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1.  T r a n s v e r s e  -  s u s t a i n e d  by  a  d i r e c t  b l o w  w i t h o u t  

a x i a l  I o a d  i n g .

2 .  O b l i q u e  -  s u s t a i n e d  by  a d i r e c t  b l o w  d u r i n g  a x i a l  

l o a d i n g .  T h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  a n g l e  o f  t h e  f r a c t u r e  t o  

t h e  l o n g  a x i s  o f  t h e  s h a f t  t h a t  d i f f e r e n t i a t e s  an  

o b l i q u e  f r o m  a t r a n s v e r s e  f r a c t u r e  i s  a r b i t r a r y  a n d  

o f t e n  n o t  s t a t e d ,  b u t  i s  f r e q u e n t l y  t a k e n  a s  4 5 *  ( B a u e r  

a n d  E d w a r d s  1 9 6 5 ,  E d w a r d s  1 9 6 5 a ,  J o h n s o n  a n d  P o p e  

1 9 7 7 ) .

3 .  S p i r a l  -  s u s t a i n e d  by a t w i s t i n g  f o r c e  a b o u t  t h e  

l o n g  a x i s .  T h i s  t y p e  i s  d i f f e r e n t i a t e d  f r o m  a n  o b l i q u e  

f r a c t u r e  by  t h e  p r e s e n c e  o f  a l o n g i t u d i n a l  l i m b  l i n k i n g  

t h e  u p p e r  a n d  l o w e r  e x t e n t s  o f  t h e  f r a c t u r e  ( J o h n s o n  

a n d  P o p e  1 9 7 7 ,  J o h n e r  a n d  W r u h s  1 9 8 3 ) .

AI  I t h r e e  t y p e s  may be  c o m m i n u t e d ,  / e ,  c o m p r i s e  m o r e  t h a n  

t w o  f r a g m e n t s ,  a n d  t h i s  o c c u r s  i n  a t  l e a s t  t wo  

c i r  c u m s t a n c e s :

( a )  wh e n  t h e  f r a c t u r e  i s  c a u s e d  by  m o r e  t h a n  o n e  f o r c e  

a c t i n g  i n  d i f f e r e n t  d i r e c t i o n s .  F o r  e x a m p l e ,  an  o b l i q u e  

f r a c t u r e  may h a v e  a ' b u t t e r f l y '  f r a g m e n t  i f  a b e n d i n g  

f o r c e  i s  c o m b i n e d  w i t h  t h e  a x i a l  l o a d i n g  ( F i g u r e

1 . 1 . 1  d ) .

( b )  w h e n  h i g h e r  f o r c e s  a r e  a p p I  i ed  o v e r  a g r e a t e r  a r e a .  

A s p e c i a l  e x a m p l e  o f  t h i s  i s  a s e g m e n t a l  f r a c t u r e  o r  

' b u m p e r '  d o u b l e  f r a c t u r e  c a u s e d  by a r e l a t i v e l y  w i d e  

o b j e c t  s u c h  a s  a c a r  b um p e r  ( F i g u r e  1 . 1 . 1  e ) .

I n  some c a s e s ,  a p o r t i o n  o f  t h e  s h a f t  may a c t u a l l y  be  l o s t .

T h e  p r o p o r t i o n s  o f  t h e  v a r i o u s  t y p e s  i n  e a c h  s t u d y  

g r o u p  d e p e n d s  on  t h e  e x p o s u r e  o f  t h e  p o p u l a t i o n  s t u d i e d  t o  

d i f f e r e n t  c a u s e s  o f  t i b i a l  s h a f t  f r a c t u r e .  D i f f e r e n t  

w o r k e r s  h a v e  a l s o  g r o u p e d  f r a c t u r e  t y p e s  d i f f e r e n t l y .  

H o w e v e r ,  t h e  f r a c t u r e  p a t t e r n  p e r  s e  h a s  n o t  b e e n  f o u n d  t o  

be c o r r e l a t e d  w i t h  d e l a y e d  u n i o n ,  b u t  r a t h e r  t h e  p r e s e n c e  

o r  d e g r e e  o f  c o m m i n u t i o n  o f  t h e  f r a c t u r e  ( E l  I i s  1 9 5 8 ,  

N i c o l l  1 9 6 4 ,  J o h n s o n  a n d  P o p e  1 9 7 7 ,  D i g b y  e i  a l .  1 9 8 3 ,  O n i , 

Hui  a n d  G r e g g  1 9 8 8 ) .
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F r a c t u r e  l e v e l

T h e  p o s i t i o n  o f  t h e  f r a c t u r e  a l o n g  t h e  t i b i a  I s  u s u a l l y  

a s s i g n e d  t o  t h e  u p p e r ,  m i d d l e  o r  l o w e r  t h i r d ,  a c c o u n t i n g  

f o r  3 t o  16%,  2 8  t o  5 5%,  a n d  3 6  t o  58% o f  f r a c t u r e s

r e s p e c t i v e l y  ( N i c o l l  1 9 6 4 ,  J o h n e r  a n d  W r u h s  1 9 8 3 ,  O n i , Hu i  

a n d  G r e g g  1 9 8 8 ) .  T h e r e  i s  no  g e n e r a l l y  a g r e e d  m e t h o d  o f  

a s s i g n i n g  a f r a c t u r e  t h a t  c r o s s e s  t h e  d i v i d i n g  l i n e  b e t w e e n  

t h i r d s .  F u r t h e r ,  s e g m e n t a l  a n d  e x t e n s i v e l y  c o m m i n u t e d  

f r a c t u r e s  do n o t  r e a d i l y  f i t  i n t o  s u c h  a c l a s s i f i c a t i o n ,  

b u t  t h e s e  h a v e  o f t e n  b e e n  t r e a t e d  o p e r a t i v e l y  a n d  t h e r e f o r e  

n o t  i n c l u d e d  i n  t h e  s t u d i e s  i n  q u e s t i o n .

W h i l e  i t  i s  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t h a t  f r a c t u r e s  o f  t h e  

d i s t a l  t h i r d  h e a l  m o r e  s l o w l y ,  c l i n i c a l  s t u d i e s  i n d i c a t e  

t h a t  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  f r a c t u r e  h a s  no i n d e p e n d e n t  e f f e c t  

on t h e  r a t e  o f  u n i o n  ( E l  I i s  1 9 5 8 ,  Ni  c o l  I 1 9 6 4 ,  J o h n s o n  a n d  

P o p e  1 9 7 7 ,  S a r m i e n t o  e t  a l .  1 9 8 4 ) .

F r a c t u r e  d i s p l a c e m e n t

T h e  d i s t a l  f r a g m e n t  o f  a s h a f t  f r a c t u r e  may be  a n g l e d ,  

s h i f t e d  o r  r o t a t e d  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  p r o x i m a l  f r a g m e n t ,  

a n d  i f  s h i f t e d  by a t  l e a s t  t h e  w i d t h  o f  t h e  b o n e  a t  t h e  

f r a c t u r e  s i t e  i t  may o v e r r i d e  t h e  p r o x i m a l  f r a g m e n t  s o  a s  

t o  r e s u l t  i n  s h o r t e n i n g .  H o w e v e r ,  i n  c l i n i c a l  s t u d i e s ,  

s h i f t  a l o n e  h a s  g e n e r a l l y  b e e n  c o n s i d e r e d ,  no d o u b t  b e c a u s e  

i t  i s  e a s i e r  t o  q u a n t i f y  f r o m  a r a d i o g r a p h  t h a n  r o t a t i o n ,  

a n d  s i g n i f i c a n t  s h o r t e n i n g  c a n  o c c u r  o n l y  w i t h  c o n c u r r e n t  

s h i f t .  Al  I t y p e s  o f  d i s p l a c e m e n t  a r e  I i k e l y  t o  be  

u n d e r e s t i m a t e d  b e c a u s e  o f  t h e  p a r t i a l  r e d u c t i o n  r e s u l t i n g  

f r o m  f i r s t  a i d  m e a s u r e s  t a k e n  b e f o r e  t h e  r a d i o g r a p h s  a r e  

o b t a i n e d .  I t  i s  t h u s  n o t  s u r p r i s i n g  t h a t  i n  g e n e r a l  o n l y  

t h e  m o r e  s e v e r e  d e g r e e s  o f  d i s p l a c e m e n t  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  

h a v e  a c o n s i s t e n t  r e l a t i o n s h i p  t o  t h e  t i m e  t o  f r a c t u r e  

u n i o n ,  h a v i n g  a n  a s s o c i a t i o n  w i t h  p r o l o n g e d  h e a l  i ng t i m e  

( E l  I i s  1 9 5 8 ,  N i  c o l  I 1 9 6 4 ,  J o h n s o n  a n d  P o p e  1 9 7 7 ,  A u s t i n  

1 9 8 1 ,  D i g b y  e t  a l .  1 9 8 3 ) .
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A s s o c i a t e d  f i b u l a r  f r a c t u r e

I t  i s  c o m m o n l y  be  I i e v e d  t h a t  a n  i n t a c t  f i b u l a  w i  I I s l o w  

h e a l i n g  by  ' j a c k i n g '  a p a r t  t h e  t i b i a l  f r a c t u r e  s u r f a c e s .  I n  

t h e s e  c l i n i c a l  s t u d i e s ,  t h i s  f a c t o r  h a s  b e e n  c o n s i d e r e d  

w i t h o u t  c o n t r o l  I i ng f o r  o t h e r  f a c t o r s ,  a n d  i t  h a s  b e e n  

f o u n d  t h a t  t h e  o p p o s i t e  i s  t h e  c a s e ,  i e ,  a  f r a c t u r e d  f i b u l a  

i s  a s s o c i a t e d  w i t h  l o n g e r  t i m e s  t o  u n i o n .  T h i s  e f f e c t  i s  

p r o b a b l y  d e p e n d e n t  on t h e  c o n c u r r e n t l y  i n c r e a s e d  

d i s p l a c e m e n t  o f  t h e  t i b i a l  f r a c t u r e  ( N i c o l l  1 9 6 4 ,  D i g b y  e t  

a l .  1 9 8 3 ,  S a r m i e n t o  e t  a l .  1 9 8 4 ,  On i  , Hu i a n d  G r e g g  1 9 8 8 ) .

S o f t  t i s s u e  i n j u r y

S o f t  t i s s u e  i n j u r y  a s s o c i a t e d  w i t h  a s h a f t  f r a c t u r e  v a r i e s  

f r o m  a m i n o r  c o n t u s i o n  t o  m a j o r  l o s s  o f  s k i n  a n d  m u s c l e  

c o m b i n e d  w i t h  n e u r o v a s c u l a r  i n j u r y .  G r a d i n g  s y s t e m s  t h a t  

h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  t o  q u a n t i f y  t h e s e  i n j u r i e s  g e n e r a l l y  

i n c l u d e  c o mp o u n d  f r a c t u r e s  o n l y ,  a s  no r e l  i a b l e  m e t h o d  y e t  

e x i s t s  t o  a s s e s s  c l  i n i c a l  l y  t h e  s o f t  t i s s u e  i n v o l v e m e n t  i n  

c l o s e d  f r a c t u r e s  ( O e s t e r n  a n d  T s c h e r n e  1 9 8 4 ) .  C o m p o u n d i n g  

i s  f o u n d  t o  be  a s s o c i a t e d  w i t h  d e l a y e d  u n i o n ,  p a r t i c u l a r l y  

i f  s e v e r e  ( E l  I i s  1 9 5 8 ,  Ni  c o l  I 1 9 6 4 ,  D i g b y  e t  a l  . 1 9 8 3 ,

S a r m i e n t o  e t  a l .  1 9 8 4 ) .

T h e s e  s t u d i e s  h a v e  s hown  t h a t  t h e  f a c t o r s  a s s o c i a t e d  w i t h  

s l o w e d  h e a l i n g  i n c l u d e  f r a c t u r e  c o m m i n u t i o n ,  i n i t i a l  

d i s p l a c e m e n t ,  a s s o c i a t e d  f i b u l a r  f r a c t u r e ,  a n d  c o m p o u n d i n g .  

T h e s e  f e a t u r e s  a r e  i n  t u r n  r e l a t e d  t o  t h e  d e g r e e  o f  f o r c e  

c a u s i n g  t h e  f r a c t u r e  ( H u l t h  1 9 8 0 ) ,  a n d  i t  h a s  b e e n  sh o wn  

t h a t ,  a s  a g r o u p ,  c l o s e d  f r a c t u r e s  s u s t a i n e d  i n  h i g h e r  

e n e r g y  a c c i d e n t s  h a v e  a h i g h e r  i n c i d e n c e  o f  t h e  d e l a y  o f  

u n i o n  b e y o n d  t w e n t y  w e e k s  t h a n  l o w e r  e n e r g y  i n j u r i e s  w h e n  

t r e a t e d  by  c l o s e d  m e t h o d s  ( O n i ,  Hu i a n d  G r e g g  1 9 8 8 ) .  T h i s  

e f f e c t  may be  r e l a t e d  t o  a h i g h e r  l e v e l  o f  i n j u r y  t o  t h e  

b l o o d  s u p p l y  o f  t h e  b o n e  a n d  i t s  s u r r o u n d i n g  t i s s u e s .
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1 . 1 . 3  T I B I A L  D I A PHYSEAL  BLOOD SUPPLY AND FRACTURE U NI ON

I t  i s  c om m o n l y  b e l  i e v e d  t h a t  a g o o d  b l o o d  s u p p l y  i s  a 

n e c e s s a r y  r e q u i r e m e n t  f o r  t h e  h e a l  i n g  o f  f r a c t u r e s  ( B r o o k e s  

e i  a t .  1 9 7 0 ,  T r u e t a  1 9 7 4 ,  R h i n e l a n d e r  1 9 7 4 ,  G u s t i l o  e t  a l .  

1 9 9 0 ) .  T h e  h i g h  r a t e  o f  d e l a y e d  u n i o n  o f  t h e  t i b i a l  s h a f t

i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h a t  o f  t h e  f e m u r  i s  i n  t u r n  s a i d  t o

r e s u l t  f r o m  t h e  r e l a t i v e l y  p o o r  c o v e r a g e  o f  t h e  b o n e  by  

v a s c u l a r  m u s c u l a r  t i s s u e ,  p a r t i c u l a r l y  o v e r  i t s  d i s t a l  

t h i r d  ( T r u e t a  1 9 7 4 ) ,  a n d  t h e  g r e a t e r  d e g r e e  o f  v a s c u l a r

d e r a n g e m e n t  e x p e c t e d  i n  f r a c t u r e s  c a u s e d  by  h i g h e r  e n e r g y  

i m p a c t s  may c o n s t i t u t e  t h e  p r i n c i p a l  m e c h a n i s m  o f  d e l a y e d  

u n i o n .  C o m m i n u t e d  f r a c t u r e s  wi  I I h a v e  o n e  o r  m o r e  b o n y  

f r a g m e n t s  t h a t  a r e  p a r t i a l l y  o r  c o m p l e t e l y  d e n u d e d  o f  s o f t  

t i s s u e  a n d  m a r r o w  a n d  t h u s  o f  t h e i r  b l o o d  s u p p l y ,  w h i l e  t h e  

m o r e  s e v e r e l y  d i s p l a c e d  f r a c t u r e s  wi  I I h a v e  a c o m p l e t e

i n t e r r u p t i o n  o f  t h e  me d u l  l a r y  c i r c u l a t i o n  a n d  wi  I I be  

s u b j e c t  t o  a v a r i a b l e  d e g r e e  o f  m u s c u l a r  a n d  p e r i o s t e a l  

s t r i p p i n g ,  w i t h  o r  w i t h o u t  t h e  a v u l s i o n  o f  t h e  n u t r i e n t  

v e s s e l s  e n t e r i n g  t h e  s h a f t .  T h e  d e g r e e  o f  d e v a s c u I a r i s a t  non 

i s  p r o b a b l y  g r e a t e s t  i n  s e v e r e  c o mpou nd  f r a c t u r e s  

a s s o c i a t e d  w i t h  l o s s  o f  s o f t  t i s s u e ,  a n d  t h e s e  a r e  t h e  

f r a c t u r e s  t h a t  a r e  m o s t  p r o n e  t o  d e l a y e d  u n i o n .

R i c h a r d s  a n d  S c h e m i t s c h  ( 1 9 8 9 )  s t u d i e d  t h e  i m p o r t a n c e  

o f  t h e  s o f t  t i s s u e  by c r e a t i n g  a d e v a s c u I a r i s e d  s e g m e n t  o f  

t h e  c a n i n e  t i b i a  by r e m o v i n g  a n d  r e p l a c i n g  a l e n g t h  o f  t h e  

d i a p h y s i s  b e t w e e n  t w o  o s t e o t o m i e s .  A f t e r  o n e  m o n t h ,  a 

h i g h e r  p r o p o r t i o n  o f  t h e  o s t e o t o m i e s  w e r e  u n i t e d  w h e n  t h e  

s e g m e n t  was  c o v e r e d  by a m u s c l e  f l a p  r a t h e r  t h a n  by t h e  

o r i g i n a l  s k i n ,  a n d  t h i s  was  t h o u g h t  t o  be r e l a t e d  t o  t h e  

g r e a t e r  b l o o d  f l o w  f o u n d  i n  m u s c l e  f l a p s  ( F i s h e r  a n d  Wood  

1 9 8 7 ) .  S i m i l a r l y ,  u n i o n  i s  d e l a y e d  by t e m p o r a r y  d e v a s c u I a r -  

i s a t  i o n  o f  t h e  m u s c l e  s u r r o u n d i n g  an  e x c i s e d  a n d  r e p l a c e d  

s e g m e n t  o f  t h e  r a b b i t  r a d i u s  ( H o l d e n  1 9 7 2 ) ,  by  e x c l u s i o n  o f  

t h e  p e r i o s t e u m  a n d  s o f t  t i s s u e  a r o u n d  an  o s t e o t o m y  o f  t h e  

r a b b i t  r a d i u s  o r  t i b i a  by a s h e a t h  ( C a v a d i a s  a n d  T r u e t a  

1 9 6 5 ,  Oni  1 9 8 7 ) ,  a n d  by s i m p l e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  m u s c l e
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f r o m  t h e  p e r i o s t e u m  a t  t h e  s i t e  o f  an  o s t e o t o m y  o f  t h e  dog  

r a d i u s  ( K o l o d n y  1 9 2 3 ) .

T h i s  e f f e c t  i s  e s p e c i a l l y  m a r k e d  i f  t h e  n u t r i e n t  

v e s s e l s  a r e  a l s o  d e s t r o y e d  ( K o l o d n y  1 9 2 3 ,  C a v a d i a s  a nd  

T r u e t a  1 9 6 5 ,  W h i t e s i d e  a n d  L e s k e r  1 9 7 8 b ,  On i  1 9 8 7 ) .  Haw e t  

a l .  ( 1 9 7 8 )  s t u d i e d  u p p e r  d i a p h y s e a l  s e g m e n t s  o f  t h e  c a n i n e  

t i b i a  r e p l a c e d  i n  t h e i r  b e d s  a n d  i n t e r n a l  l y  f i x e d  w i t h  a 

p l a t e .  T h o s e  s e g m e n t s  w i t h  t h e i r  n u t r i e n t  v e s s e l s

r e a n a s t o m o s e d  u n i t e d  e a r l  1 e r  t h a n  t h o s e  l e f t  d e v a s c -  

u l a r i s e d .  H o w e v e r ,  t h i s  d i f f e r e n c e  w a s  p r o b a b l y  p r i n c i p a l l y  

r e l a t e d  t o  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  r a t e  o f  i n f e c t i o n ,  w h i c h

r e a c h e d  75% i n  t h e  d e v a s c u l a r i s e d  s e g m e n t s .  T e i s s i e r  e t  a l .

( 1 9 8 5 ) ,  i n  a s i m i l a r  s t u d y  o f  t h e  r a b b i t  f i b u l a ,  f o u n d  t h a t

on a v e r a g e  t h e  r e v a s c u l a r i s e d  s h a f t s  u n i t e d  o n e  w e e k  

e a r l i e r ,  a r e l a t i v e l y  l o n g  p e r i o d  o f  t i m e  i n  a n  a n i m a l  

w h o s e  l o n g  b o n e  f r a c t u r e s  n o r m a l  l y  h e a l  i n  f o u r  t o  s i x  

w e e k s .

U n i o n  a f t e r  c l  i n i c a l  f r a c t u r e  o f t e n  o c c u r s  n o r m a l  l y  

d e s p i t e  s e v e r e  i s c h a e m i a  o f  t h e  n e i g h b o u r i n g  m u s c l e s  ( Owen  

a n d  T s i m b o u k i s  1 9 6 7 ) .  T h i s  i s c h a e m i a  r e s u l t s  f r o m  r i s e s  o f  

p r e s s u r e  w i t h i n  t h e  o s t e o f a s c i a l  c o m p a r t m e n t s  o f  t h e  l e g  

a f t e r  f r a c t u r e ,  c a u s i n g  t h e  c l o s u r e  o f  v e i n s  a n d  s m a l l  

a r t e r i a l  v e s s e l s  a n d  c o n s t i t u t i n g  a c o m p a r t m e n t  s y n d r o m e  

( R o r a b e c k  a n d  M a c n a b  1 9 7 6 ,  M o o r e  a n d  C a r d e a  1 9 7 7 ,  Ha I p e r n  

a n d  N a g e l  1 9 8 0 ,  Al  I en  e t  a l .  1 9 8 5 ,  G e r s h u n i  e t  a l .  1 9 8 7 ) .  

S u c h  s y n d r o m e s  m i g h t  d e p r e s s  t i b i a l  b l o o d  f l o w  i n  t h e  s h o r t  

t e r m  by  o c c l u s i o n  o f  o s s e o u s  v e n o u s  d r a i n a g e ,  a n d  i n  t h e  

l o n g e r  t e r m  by t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  r e v a s c u l a r i s a t i o n  o f  

t h e  f r a g m e n t s  by  s u b s e q u e n t  f i b r o s i s  o f  t h e  m u s c l e .  C o u r t -  

Br own  a n d  Mc Q u e e n  ( 1 9 8 7 )  c l a i m  t h a t  d e l a y  i n  u n i o n  f o i l o w s  

s u c h  s y n d r o m e s ,  b u t  t h e i r  s t u d y  w a s  r e t r o s p e c t i v e  a n d  

d e p e n d e n t  on  t h e  d i a g n o s i s  made a t  t h e  t i m e  o f  s u r g i c a l  

d e c o m p r e s s i o n ,  s o  t h a t  a I I f r a c t u r e s  w e r e  s u r g i c a l  l y  

c o m p o u n d e d .

P r e s e n t l y  t h e r e  i s  no n o n - i n v a s i v e  m e t h o d  o f  m e a s u r i n g  

a b s o l u t e  b o n e  b l o o d  f l o w  i n  ma n .  T h e  m e a s u r e m e n t  o f  b o n e  

u p t a k e  o f  f l u o r i n e - 1 8  by p o s i t r o n  e m i s s i o n  t o m o g r a p h y  h a s
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b e e n  r e p o r t e d  a s  g i v i n g  a m e a s u r e  o f  b l o o d  f l o w  t o  

v e r t e b r a l  b o n e ,  b u t  o n l y  i f  c o m b i n e d  w i t h  a r t e r i a l  b l o o d

s a m p l i n g  ( N a h m i a s  e i  a l .  1 9 8 6 ) .  L a s e r  d o p p l e r  f l o w m e t r y  

( L D F ) ,  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  d o p p l e r  s h i f t  i m p a r t e d  t o  a 

l a s e r  beam by i t s  r e f l e c t i o n  f r o m  m o v i n g  b l o o d  c e l l s

( S w i o n t k o w s k i  e i  a l .  1 9 8 6 ) ,  g i v e s  an i n d e x  o f  c e l l  f l u x  a s  

an  e l e c t r i c a l  v o l t a g e ,  b u t  no a b s o l u t e  f i g u r e  f o r  f l o w  c a n  

be d e r i v e d ,  a n d  when  a p p  I i ed  t o  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  t i s s u e

b l o o d  f l o w  no d i f f e r e n t i a t i o n  i s  p o s s i b l e  b e t w e e n  t h e

a r t e r i a l  o r  v e n o u s  s i d e  o f  t h e  c i r c u l a t i o n .  U s i n g  t h i s  

t e c h n i q u e ,  S a n d e r s  e t  a l .  ( 1 9 8 7 )  r e p o r t e d  a c o m p a r a t i v e  

s t u d y  o f  d e l a y e d  u n i o n s  o f  d i f f e r e n t  l o n g  b o n e s  u n d e r g o i n g  

o p e r a t i v e  i n t e r v e n t i o n .  T h e  h y p e r t r o p h i c  t y p e ,  c h a r a c t e r ­

i s e d  by  an  ' e l e p h a n t ' s  f o o t '  a p p e a r a n c e  on r a d i o g r a p h s  i n  

w h i c h  new b on e  i s  p r o d u c e d  a t  t h e  f r a c t u r e  m a r g i n s  b u t  n o t  

a c r o s s  t h e  f r a c t u r e  s i t e ,  w e r e  f o u n d  t o  h a v e  s i g n i f i c a n t l y  

h i g h e r  r e d  c e l  I f l u x e s  a t  t h e  b o n e  e n d s  t h a n  t h e  a t r o p h i c  

t y p e ,  i n  w h i c h  no a t t e m p t  a t  h e a l  i ng i s  a p p a r e n t  ( F i g u r e  

1 . 1 . 2 ) .  T h e  u p t a k e  by b o n e  o f  t h e  s c a n n i n g  a g e n t  m e t h y l e n e  

d i p h o s p h o n a  t e  h as  b e e n  f o u n d  t o  c o r r e l a t e  w i t h  b o n e  b l o o d  

f l o w  d u r i n g  t h e  f i r s t  m i n u t e  ( N u t t o n  e t  a l .  1 9 8 4 ,  N u t t o n  e t  

a l .  1 9 8 5 ) ,  a n d  o v e r  l o n g e r  p e r i o d s  i f  f l o w  i s  i n  i t s  n o r m a l  

r a n g e  o r  d e c r e a s e d  ( S i e g a l  e t  a l .  1 9 7 6 ,  S a g a r  e t  a l .  1 9 7 9 ,  

R i g g s  e t  a l .  1 9 8 4 ) ,  b u t  n e i t h e r  e a r l y  n o r  l a t e r  s c a n s  h a v e  

b e e n  f o u n d  t o  c o r r e l a t e  c l o s e l y  w i t h  t h e  t i m e  t o  u n i o n  

( G r e g g  e t  a l .  1 9 8 3 ,  G r e g g  e t  a l .  1 9 8 6 ,  On i  1 9 8 7 ,  O n i ,  

G r a e b e  a n d  G r e g g  1 9 8 8 ) .

An a t t e m p t  t o  p r e d i c t  d e l a y e d  u n i o n  by v i s u a l i s a t i o n  o f  

t h e  b o n e  v a s c u l a t u r e  h a s  b e e n  made u s i n g  o s t e o -  

m e d u l l o g r a p h y ,  t h e  i n j e c t i o n  o f  c o n t r a s t  m e d i u m  i n t o  t h e  

t i b i a l  m a r r o w  t o  g i v e  i n d i r e c t  i n f o r m a t i o n  c o n c e r n i n g  t h e  

i n t r a m e d u l l a r y  c i r c u l a t i o n  ( P u r a n e n  a n d  K a s k i  1 9 7 4 ) .  T h e s e  

w o r k e r s ,  i n  a s e l e c t e d  g r o u p  o f  p a t i e n t s ,  f o u n d  t h a t  t h e  

p a s s a g e  o f  m e d i u m  i n t o  t h e  v e i n s  o f  t h e  p r o x i m a l  f r a g m e n t  

a f t e r  i n j e c t i o n  i n t o  t h e  d i s t a l  f r a g m e n t  w a s  a s s o c i a t e d  

w i t h  s u b s e q u e n t  c o n s o l  i d a t i o n  o f  t h e  f r a c t u r e ,  b u t  t h i s  may  

be  r e l a t e d  t o  t h e  p r e s e n c e  o r  o t h e r w i s e  o f  a b a r r i e r  t o  

u n i o n  r a t h e r  t h a n  t o  t h e  l e v e l  o f  b o n e  b l o o d  f l o w .
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T h u s ,  w h i l e  t h e r e  i s  q u a l i t a t i v e  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  

t o  s u p p o r t  t h e  i m p o r t a n c e  o f  b l o o d  s u p p l y  i n  l o n g  b o n e  

h e a l i n g ,  t h e r e  i s  l i t t l e  e v i d e n c e  a v a i l a b l e  f r o m  s t u d i e s  i n  

ma n «

I t  f o l l o w s  f r o m  t h e  v a s c u l a r  h y p o t h e s i s  o f  d e l a y e d  

u n i o n  t h a t  m a n a g e m e n t  o f  t i b i a l  s h a f t  f r a c t u r e s  s h o u l d  be  

t a i l o r e d  t o  m a x i m i s e  t h e  v a s c u l a r  r e s p o n s e ,  b u t  a t  p r e s e n t  

t h e r e  i s  l i t t l e  q u a n t i t a t i v e  i n f o r m a t i o n  a s  t o  t h e  r e l a t i v e  

i m p o r t a n c e  o f  t h e  s o f t  t i s s u e  a n d  o f  t h e  m a r r o w  c i r c u l a t i o n  

i n  t h i s  p r o c e s s ,  a n d  t h e r e  i s  no  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  t h a t  

i n c r e a s e d  v a s c u l a r  d a ma g e  i n  h i g h e r  e n e r g y  f r a c t u r e s  i s  

a s s o c i a t e d  w i t h  a s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  t h e  s u b s e q u e n t  

b o n e  b l o o d  f l o w .  T h e  m e a s u r e m e n t  o f  t h i s  f l o w  i s  made  

d i f f i c u l t  by  t h e  c o m p l i c a t e d  v a s c u l a r  a r r a n g e m e n t  i n  b o n e ,  

t h e  f u n c t i o n a l  d e t a i l s  o f  w h i c h  r e m a i n  u n s e t t l e d .
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( a )  t r a n s v e r s e ( b ) o b I  i q ue ( c > s p i r a l

( d )  b u t t e r f l y ( e ) s e g m e n t a  I

F i g u r e  1 . 1 . 1 P a t t e r n s  o f  f r a c t u r e  o f  t h e  a d u l t  t i b i  
d i a p h y s i s  ( a f t e r  J o h n e r  a n d  W r u h s  1 9 8 3 ) .
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F i g u r e  1 . 1 . 2

R a d i o g r a p h s  o f  h y p e r ­
t r o p h i c  a n d  a t r o p h i c
d e l a y e d  u n i o n  o f  t h e
t i b i a l  d i a p h y s  i s .

( a )  h y p e r t r o p h i c

( b )  a t r o p h i c
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1.2   ---------

THE I N V E S T I G A T I O N  OF THE BLOOD SUPPL Y OF LONG BONES

T h e  m e t h o d s  a v a i l a b l e  f o r  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  

c i r c u l a t i o n  o f  l o n g  b o n e s  f a l l  i n t o  t h e  t w o  m a i n  g r o u p s  o f  

f o r m  a n d  f u n c t i o n ,  i e  t h o s e  d e m o n s t r a t i n g  t h e  a r r a n g e m e n t  

o f  t h e  b l o o d  v e s s e l s ,  a n d  t h o s e  g i v i n g  a n  e s t i m a t e  o f  t h e  

b l o o d  f l o w  u n d e r  v a r y i n g  c o n d i t i o n s .  T h e  q u a n t i t a t i v e  

m e t h o d s  a r e  c l o s e l y  d e p e n d e n t  on t h e  a n a t o m i c a l  s t u d i e s ,  a s  

t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  f i g u r e s  o b t a i n e d  w i l l  r e l y  on t h e  

u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  v a s c u l a r  r e l a t i o n s h i p s  o f  n e i g h b o u r i n g  

t i s s u e s .  T h e  p r i n c i p a l  m e t h o d s  o f  b o n e  b l o o d  f l o w  

e s t i m a t i o n  h a v e  b e e n  r a d i o - i s o t o p e  c l e a r a n c e ,  h y d r o g e n  o r  

i o d o - a n t i p y r i n e  w a s h o u t ,  a n d  t h e  m i c r o s p h e r e  t e c h n i q u e .  T h e  

a n a t o m y  o f  t h e  o s s e o u s  c i r c u l a t i o n  h a s  b e e n  s t u d i e d  by  

v a s c u l a r  p e r f u s i o n  s t u d i e s .

1 . 2 . 1  P E R F U S I O N  S T U D I E S  OF THE BLOOD SUPPLY OF LONG BONES

T h e  b l o o d  v e s s e l s  t o  a n d  w i t h i n  l o n g  b o n e s  may be  

d e m o n s t r a t e d  by  i n t r a v a s c u I a r  i n j e c t i o n  w i t h  o p a q u e  d y e s  

f o l l o w e d  by  c l e a r a n c e  o f  t h e  t i s s u e s  f o r  m i c r o s c o p y  by  t h e  

S p a l t e h o l z  t e c h n i q u e  ( 1 9 1 1 ) .  An a l t e r n a t i v e  i s  t h e  u s e  o f  

r a d i o l o g i c a l  c o n t r a s t  m e d i a  a s  t h e  i n j e c t a t e ,  f o l l o w e d  by  

r a d i o g r a p h y  o f  c u t  s e c t i o n s  o f  b o n e .  W i t h  e i t h e r  t e c h n i q u e ,  

w h i c h  v e s s e l s  a r e  d e m o n s t r a t e d  wi  I I d e p e n d  u p o n  t h e  

i n j e c t i o n  p r e s s u r e ,  t h e  v i s c o s i t y  o f  t h e  i n j e c t a t e ,  a n d  t h e  

s i z e  o f  t h e  i n j e c t e d  p a r t i c l e s .  I n  p a r t i c u l a r ,  c a p i l l a r y  

a n d  v e n o u s  f i  I I i ng  a f t e r  a r t e r i a l  i n j e c t i o n  wi  I I r e q u i r e  an  

i n j e c t a t e  o f  l o w  v i s c o s i t y  a n d  s m a l l  p a r t i c l e  s i z e  ( o f  t h e  

o r d e r  o f  t h e  s i z e  o f  r e d  c e l  I s ,  7 - 8 p m ) .  R e t r o g r a d e  v e n o u s  

i n j e c t i o n  may b e  a d d e d  t o  s h o w  t h e  v e n o u s  s i d e  o f  t h e  

c i r c u l a t i o n .
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U s i n g  t h e s e  m e t h o d s ,  t h e r e  i s  g e n e r a l  a g r e e m e n t  a s  t o  

t h e  m a i n  r o u t e s  o f  b l o o d  s u p p l y  t o  an  a d u l t  l o n g  b o n e ,  a n d  

a s  t o  t h e  p r i n c i p a l  v a s c u l a r  s t r u c t u r e s  w i t h i n  t h e  b o n e .  

H o w e v e r ,  c o n t r o v e r s y  r e m a i n s  a s  t o  t h e  f u n c t i o n a l  

r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e s e  e l e m e n t s .

T h r e e  m a j o r  s o u r c e s  o f  b l o o d  s u p p l y  a r e  d e s c r i b e d  

( B r o o k e s  a n d  H a r r i s o n  1 9 5 7 ,  M o r g a n  1 9 5 9 ,  G o t h m a n  1 9 6 0 a ,  

N e l s o n  e t  a l .  1 9 6 0 ,  B r o o k e s  1 9 7 1 ) .  T h e  n u t r i e n t  c i r c u l a t i o n  

a r i s e s  f r o m  o n e  o r  m o r e  n u t r i e n t  a r t e r i e s  t h a t  p a s s  

o b i  i q u e l y  i n t o  t h e  s h a f t .  On c e  i n  t h e  me d u l  l a ,  a s c e n d i n g  

a n d  d e s c e n d i n g  b r a n c h e s  p a s s  t o w a r d s  t h e  m e t a p h y s e s ,  g i v i n g  

o f f  r a d i a l  b r a n c h e s  t o w a r d s  t h e  c o r t e x .  T h e  v e s s e l s  o f  t h e  

p e r i o s t e a l  n e t w o r k  c o m m u n i c a t e  w i t h  t h o s e  o f  t h e  c o r t e x  

o v e r  i t s  e n t i r e  s u r f a c e ,  a n d  a r e  s u p p i i e d  by  l o n g i t u d i n a l  

v e s s e l s  c o n n e c t i n g  c i r c u m f e r e n t i a l  a n a s t o m o s e s  a r o u n d  t h e  

e x t r e m i t i e s  o f  t h e  b o n e .  T h e  n e t w o r k  i s  f u r t h e r  s u p p I i e d  by  

v e s s e l s  a r i s i n g  f r o m  t h e  n e i g h b o u r i n g  s k e l e t a l  m u s c l e  a n d  

by t h o s e  p a s s i n g  a l o n g  f a s c i a l  p l a n e s  p e r p e n d i c u l a r l y  t o  

t h e  b o n e  s u r f a c e  ( S i m p s o n  1 9 8 5 ) .  T h e  e p i p h y s e o - m e t a p h y s e a  I 

s u p p l y  c o m p r i s e s  m u l t i p l e  b r a n c h e s  o f  t h e  p e r i a r t i c u l a r  

a n a s t o m o s e s .  I n  t h e  a d u l t ,  t h e  c i r c u l a t i o n s  o f  t h e  

e p i p h y s e s ,  m e t a p h y s e s  a n d  d i a p h y s i s  f r e e l y  c o m m u n i c a t e  

( G o t h m a n  1 9 6 0 a ) .

T h e  v e n o u s  d r a i n a g e  o f  t h e  b o n e  c o m p r i s e s  m u l t i p l e  

v e s s e l s  s i t u a t e d  i n  g r e a t e s t  n u m b e r s  i n  t h e  m e t a p h y s e s .  I n  

t h e  d i a p h y s i s  e m i s s a r y  v e i n s  a r i s e  f r o m  t h e  p e r i p h e r a l

m a r r o w  a n d  p a s s  d i r e c t l y  t h r o u g h  t h e  c o r t e x  t o  t h e  s y s t e m i c  

v e n o u s  s y s t e m  ( L o p e z - C u r t o  e t  a l .  1 9 8 0 ,  Oni  e t  a l .  1 9 8 7 ) .  A 

c e n t r a l  v e n o u s  s i n u s  r u n s  t h e  l e n g t h  o f  t h e  d i a p h y s i s ,  

e m p t i e d  by t e r m i n a l  b r a n c h e s  p a s s i n g  o u t  o f  t h e  m e t a p h y s i s

a n d  by o n e  o r  m o r e  ' n u t r i e n t '  v e i n s  l e a v i n g  t h e  d i a p h y s i s

( B r o o k e s  a n d  H a r r i s o n  1 9 5 7 ,  M o r g a n  1 9 5 9 ) .  T h e  s i n u s  c a n  

t h e r e f o r e  be d e s c r i b e d  a s  c o n s t i t u t i n g  t h e  t r i b u t a r i e s  o f  

t h e  n u t r i e n t  v e i n ,  a n a l o g o u s  t o  t h e  b r a n c h e s  o f  t h e

n u t r i e n t  a r t e r y  ( N e l s o n  e t  a l .  1 9 6 0 ) .  T h e s e  v e i n s  c o n t a i n  

no v a l v e s ,  a n d  t h u s  may be f  i I l e d  by r e t r o g r a d e  v e n o u s  

i n f u s i o n  ( B r o o k e s  1 9 8 7 ) .  T h e  p r i n c i p a l  d i r e c t i o n  o f  v e n o u s
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d r a i n a g e  o f  t h e  d i a p h y s e a l  c o r t e x ,  w h e t h e r  c e n t r i f u g a l  f r o m  

t h e  e n d o s t e a l  a s p e c t  t o  t h e  p e r i o s t e a l  v e i n s ,  c e n t r i p e t a l ,  

o r  a c o m b i n a t i o n  o f  t h e  t w o ,  i s  t h e  s u b j e c t  o f  d i s p u t e .

W i t h i n  t h e  d i a p h y s e a l  m e d u l l a  l i e  r a d i a l  a r r a n g e m e n t s

o f  t h e  b r a n c h e s  o f  t h e  n u t r i e n t  v e s s e l s  a n d  o f  s i n u s o i d s  

a I i g n e d  a r o u n d  t h e  c e n t r a l  v e n o u s  s i n u s .  T h e  s i n u s o i d s  

c o m p r i s e  a f e n e s t r a t e d  e n d o t h e l i a l  w a l l  l a c k i n g  a b a s e m e n t  

m e m b r a n e  ( B r o o k e s  1 9 8 7 ) ,  a n d  a r e  J o i n e d  t o  t h e  c e n t r a l  

s i n u s  by  l a r g e r  c o l l e c t i n g  s i n u s o i d s  ( d e  B r u y n  e t  a / .  

1 9 7 0 ) .  W i t h i n  t h e  c o r t e x ,  t h e  H a v e r s i a n  a n d  Vo I k m a n n  c a n a l s  

e a c h  c o n t a i n  o ne  o r  t wo  sma I I v e s s e l s ,  m o s t  o f  w h i c h  h a v e  

wa I I s  o f  s i n g l e - c e l  I t h i c k n e s s  w i t h  no m u s c u l a r  e l e m e n t s .  

T h e  a r r a n g e m e n t  i s  p r e d o m i n a n t l y  o f  o b i  i q u e  v e s s e l s  p a s s i n g  

b e t w e e n  t h e  p e r i o s t e a l  a n d  e n d o s t e a l  s u r f a c e s ,  w i t h  

c o n n e c t i n g  t r a n s v e r s e  a n a s t o m o s e s  ( d e  B r u y n  e t  a t .  1 9 7 0 ,

B r o o k e s  1 9 8 7 ) .  V e s s e l s  may be  s e e n  p a s s i n g  b e t w e e n  t h e  

c o r t i c a l  a n d  p e r i o s t e a l  c i r c u l a t i o n s ,  a n d  b e t w e e n  t h e  

c o r t i c a l  a n d  m e d u l l a r y  c i r c u l a t i o n s .

P e r f u s i o n  s t u d i e s  do n o t  i n d i c a t e  t h e  d i r e c t i o n  o f  f l o w  

w i t h i n  t h e  v e s s e l s  d e m o n s t r a t e d ,  a n d  t h i s  h a s  g i v e n  r i s e  t o  

much o f  t h e  c o n t r o v e r s y  a s  t o  t h e  f u n c t i o n a l  r e l a t i o n s h i p s  

o f  t h e  v e s s e l s  d e s c r i b e d .  B r o o k e s  a n d  H a r r i s o n  ( 1 9 5 7 )  

c o m p a r e d  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  p o s t  m o r t e m  a r t e r i a l  a n d  

v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  b a r i u m  s u l p h a t e  s u s p e n s i o n  ( M i c r o p a q u e )  

i n  t h e  t i b i a  a n d  f e m u r  o f  t h e  r a b b i t .  T h e  m e d u l l a r y  

s i n u s o i d s  f  i I l e d  o n l y  a f t e r  v e n o u s  i n f u s i o n ,  a n d  o n l y  t h e  

i n n e r  c o r t i c a l  v e s s e l s  w e r e  sh o wn  by a n t e g r a d e  i n f u s i o n .  

F r o m  t h e s e  f i n d i n g s  i t  was  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  s i n u s o i d s

w e r e  e n t i r e l y  on t h e  v e n o u s  s i d e  o f  t h e  c a p i I l a r y  b e d ,  a nd  

t h a t  t h e  c o r t e x  r e c e i v e d  no a r t e r i a l  s u p p l y  f r o m  t h e  

p e r i o s t e u m .  H o w e v e r ,  b o t h  f i n d i n g s  may h a v e  b e e n  a t  l e a s t

p a r t l y  i n f l u e n c e d  by  t h e  r e l a t i v e l y  h i g h  v i s c o s i t y  o f  t h e  

c o n t r a s t  m e d i u m  ( a  50% s u s p e n s i o n )  w h i c h  w o u l d  be  e x p e c t e d  

t o  r e d u c e  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  sma I l e s t  v e s s e l s .  F u r t h e r  

s t u d i e s  u s i n g  r e t r o g r a d e  i n j e c t i o n s  o f  T h o r o t r a s t  r e s u l t e d  

i n  f i l l i n g  o f  v e s s e l s  t h r o u g h o u t  t h e  t h i c k n e s s  o f  t h e  

c o r t e x ,  a n d  t h i s  s u p p o r t e d  t h e  v i e w  t h a t  t h e  p e r i o s t e a l
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c i r c u l a t i o n  d r a i n e d  t h e  c o r t i c a l  l a t t i c e  r a t h e r  t h a n

s u p p i  i ed  i t .  On t h e  b a s i s  o f  t h e s e  s t u d i e s ,  t h e s e  w o r k e r s

p o s t u l a t e d  a p r e d o m i n a n t l y  c e n t r i f u g a l  s y s t e m  o f  b l o o d  

s u p p l y ,  w i t h  t h e  c o r t e x  s u p p l i e d  f r o m  t h e  m e d u l l a  a n d  

d r a i n i n g  i n t o  t h e  m e d u l l a r y  s i n u s o i d s  a n d  t h e  p e r i o s t e a l  

v e s s e l s ,  b u t  p r e d o m i n a n t l y  i n t o  t h e  l a t t e r .  T h i s  v i e w  w a s

s u p p o r t e d  by a f u r t h e r  s t u d y  i n  w h i c h  u n i l a t e r a l  d i v i s i o n

o f  t h e  t i b i a l  a n d  f e m o r a l  n u t r i e n t  v e s s e l s  i n  t h e  r a b b i t  

r e s u l t e d  a f t e r  t wo  w e e k s  i n  m a r k e d  f i l l  i ng  o f  c o r t i c a l  

v e s s e l s  f r o m  t h e  p e r i o s t e a l  s u r f a c e ,  t h u s  d e m o n s t r a t i n g  

t h a t  t h e  l a c k  o f  t h i s  f  i I I i ng on t h e  c o n t r o l  s i d e  w a s  n o t  

d u e  t o  t e c h n i c a l  p r o b l e m s  ( B r o o k e s  1 9 6 0 a ) .  S i m i l a r  f i n d i n g s  

w e r e  r e p o r t e d  i n  human t i b i a e  s t u d i e d  a f t e r  a m p u t a t i o n  f o r  

p e r i p h e r a l  v a s c u l a r  d i s e a s e  ( B r o o k e s  1 9 6 0 b ) .

F r o m  m i c r o p a q u e  a n d  I n d i a n  i n k  p e r f u s i o n  p r e p a r a t i o n s  

o f  t h e  human t i b i a ,  t o g e t h e r  w i t h  h i s t o l o g i c a l  s t u d i e s .  

N e l s o n  e t  a / . ( 1 9 6 0 )  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  p e r i o s t e u m  g a v e

o n l y  a sma I I c a p  i I l a r y  s u p p l y  t o  t h e  o u t e r  c o r t e x ,  a s  no  

a r t e r i o l e s  c o u l d  be o b s e r v e d  e n t e r i n g  f r o m  t h e  p e r i o s t e a l  

s i d e .  A f e w  a r t e r i o l e s  w e r e ,  h o w e v e r ,  s e e n  a r i s i n g  f r o m  t h e  

n u t r i e n t  c i r c u l a t i o n .  T h e y  f u r t h e r  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  

p r e d o m i n a n t  d i r e c t i o n  o f  v e n o u s  d r a i n a g e  w a s  c e n t r i p e t a l ,  

a s  v e n u l e s  w e r e  s e e n  a c c o m p a n y i n g  t h e  r a d i a l  b r a n c h e s  o f  

t h e  n u t r i e n t  a r t e r y  a s  t h e y  e n t e r e d  t h e  c o r t e x ,  w h i l e  f e w e r  

v e s s e l s  w e r e  s e e n  t r a v e r s i n g  t h e  c o r t e x  t o  t h e  p e r i o s t e u m .

De B r u y n  e t  a / .  ( 1 9 7 0 )  p e r f u s e d  g u i n e a  p i g s ,  r a b b i t s

a n d  r a t s  w i t h  i n t r a c a r d i a c  I n d i a n  i n k  u n d e r  p e n t o b a r b i t o n e  

a n a e s t h e s i a ,  a n d  e x a m i n e d  t h e  c i r c u l a t i o n s  o f  t h e  f e m u r ,  

t i b i a  a n d  h u m e r u s .  T h e  b r a n c h e s  o f  t h e  n u t r i e n t  v e s s e l s  

w e r e  s e e n  t o  r e d u c e  t o  c a p  i I l a r y  s i z e  b e f o r e  e n t e r i n g  t h e  

c o r t e x ,  w i t h  o n l y  o c c a s i o n a l  b r a n c h e s  t o  m e d u l l a r y  

s i n u s o i d s  l y i n g  p e r i p h e r a l l y .  T h e  c o r t i c a l  l a t t i c e  

c o m m u n i c a t e d  f r e e l y  w i t h  b o t h  t h e  s i n u s o i d a l  s y s t e m  a n d  

w i t h  p e r i o s t e a l  c a p i l l a r i e s ,  a n d  d i r e c t  a n a s t o m o s e s  b e t w e e n  

p e r i p h e r a l  s i n u s o i d s  a n d  t h e  p e r i o s t e a l  n e t w o r k  w e r e  s e e n .  

A f u r t h e r  o b s e r v a t i o n  w a s  t h a t  t h e  s i n u s o i d s  w e r e  we  I I 

d e m o n s t r a t e d  o n l y  i n  s e c t i o n s  w h e r e  t h e  c o r t i c a l  v e s s e l s
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w e r e  a l s o  we I I f  i I l e d .  T h e s e  f i n d i n g s  l e n t  s u p p o r t  t o  t h e  

c o n c e p t  o f  t h e  m e d u l  l a r y  s i n u s o i d  s y s t e m  a s  a n  e s s e n t i a l  I y 

v e n o u s  s t r u c t u r e ,  b u t  a l s o  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  c o r t e x  

r e c e i v e d  a t  l e a s t  p a r t  o f  i t s  a r t e r i a l  s u p p l y  f r o m  t h e  

p e r  i o s t e u m .

R h i n e l a n d e r  ( 1 9 6 8 )  p e r f u s e d  t h e  r a d i i  a n d  u l n a e  o f  d o g s  

w i t h  30% M i c r o p a q u e ,  b u t  f o u n d  t h a t  c o r t i c a l  f i l l i n g  wa s  

s p a r s e  u n l e s s  t h e  c i r c u l a t i o n  w a s  s t i m u l a t e d  by a f r a c t u r e  

o f  t h e  o t h e r  l i m b .  U n d e r  t h e s e  p a t h o l o g i c a l  c i r c u m s t a n c e s ,  

t h e  o u t e r  o n e - q u a r t e r  t o  o n e - t h i r d  o f  t h e  c o r t e x  a p p e a r e d  

t o  be  f  i I l e d  f r o m  t h e  p e r i o s t e a l  n e t w o r k ,  a n d  t h e r e  w a s  

f r e e  a n a s t o m o s i s  b e t w e e n  t h e  m e d u l l a r y  a n d  p e r i o s t e a l  

c o r t i c a l  s u p p I  i e s .  H o w e v e r ,  t h e s e  c o n c l u s i o n s  w e r e  b a s e d  on  

t h e  p r e m i s e  t h a t  no v e n o u s  f i  I I i n g  w a s  p r e s e n t ,  a n d  t h i s  i s  

u n i  i k e  I y i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  c l a i m e d  c a p i  I l a r y  f i  I I i n g .

T r i a s  a n d  F r e y  ( 1 9 7 9 )  c a r r i e d  o u t  p o s t  m o r t e m  p e r f u s i o n  

o f  t h e  t i b i a l  n u t r i e n t  a r t e r y  i n  d o g s  u s i n g  I n d i a n  i n k .  

T h e y  d e s c r i b e d  n u t r i e n t  v e s s e l s  e n t e r i n g  t h e  c o r t e x  

t r a n s v e r s e l y  a n d  b r a n c h i n g  i n  i t s  m i d d l e  t h i r d .  T h i s

c o r r e s p o n d s  w i t h  t h e  f i n d i n g  o f  a n  i n c r e a s e d  d e n s i t y  o f  

c o r t i c a l  v e s s e l s  s e e n  a t  t h i s  s i t e  by B r o o k e s  a n d  H a r r i s o n  

( 1 9 5 7 )  u s i n g  r e t r o g r a d e  T h o r o t r a s t  i n f u s i o n .  M o s t  o f  t h e  

c o r t i c a l  s t r u c t u r e s  t h a t  w e r e  t h o u g h t  t o  b e  v e n o u s  w e r e  

s e e n  t o  p a s s  b e t w e e n  t h e  c o r t e x  a n d  me d u l  l a ,  s u g g e s t i n g  a 

p r e d o m i n a n t l y  c e n t r i p e t a l  v e n o u s  d r a i n a g e .

L o p e z - C u r t o  e t  a / .  ( 1 9 8 0 )  u s e d  p a r t i c l e s  o f  s i l i  c o n e

r u b b e r  ( M i c r o f i l )  s i z e d  0 . 1  t o  5 . 0 p m  t o  i n f u s e  t h e  t i b i a s  

o f  d og s  u n d e r  a n a e s t h e s i a .  T h e  i n f u s i o n  w a s  p u l s e d  a t  7 0  

c y c l e s  a m i n u t e ,  a n d  a t  a p r e s s u r e  o f  100  t o  150mmH g, i n  

o r d e r  t o  m i m i c  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .  T h e  v e n o u s  

s t r u c t u r e s  p a s s i n g  b e t w e e n  t h e  c o r t e x  a n d  m e d u l l a  w e r e

d e s c r i b e d  a s  v e s s e l s  p a s s i n g  t h r o u g h  t h e  c o r t e x  b e t w e e n  

p e r i p h e r a l  s i n u s o i d s  a n d  t h e  p e r i o s t e a l  n e t w o r k ,  a n d  t h u s  

i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  b u l k  o f  t h e  v e n o u s  d r a i n a g e  o f  

t h e  c o r t e x  a n d  p e r i p h e r a l  s i n u s o i d a l  s y s t e m  w a s

c e n t r i f u g a l .  T h e s e  w o r k e r s  a l s o  f o u n d  d i r e c t  c o n n e c t i o n s
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b e t w e e n  n u t r i e n t  v e s s e l s  a n d  s i n u s o i d s ,  a n d  t h e i r  f i n d i n g s  

a r e  e s s e n t i a l l y  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  de  B r u y n  e t  a / .  ( 1 9 7 0 ) .

T h u s ,  w h i l e  t h e r e  i s  much a g r e e m e n t  o v e r  t h e  s t r u c t u r e s  

t h a t  may be  d e m o n s t r a t e d  by  p e r f u s i o n  s t u d i e s ,  t h e r e  i s  

d i s p u t e  r e g a r d i n g  t h e  p r i n c i p a l  d i r e c t i o n s  o f  f l o w  b e t w e e n  

t h e  m e d u l l a ,  c o r t e x  a n d  p e r i o s t e u m .  One a p p r o a c h  t o  t h i s  

p r o b l e m  i s  t o  o b s e r v e  b l o o d  f l o w  i n  v i v o ,  a n d  t h i s  w a s  

p e r f o r m e d  i n  a n  e l e g a n t  a n d  c a r e f u l  e x p e r i m e n t  by

B r â n e m a r k  ( 1 9 5 9 ) .  T h e  v e s s e l s  a t  t h e  i n t e r f a c e  o f  t h e  

c o r t e x  a n d  m e d u l l a  o f  t h e  r a b b i t  f i b u l a  w e r e  o b s e r v e d  

m i c r o s c o p i c a l l y  u n d e r  c o n t r o l l e d  c o n d i t i o n s  o f  t e m p e r a t u r e  

by  g r i n d i n g  down t h e  o u t e r  c o r t i c a l  l a y e r s .  A p a r a l l e l  

s y s t e m  o f  s u p p l y  wa s  d e s c r i b e d ,  w i t h  m a r r o w  a r t e r i o l e s  

b r a n c h i n g  i n t o  c a p  i I l a r i  e s  t h a t  s u p p l y  me d u l  l a r y  s i n u s o i d s  

o r  w h i c h  e n t e r  t h e  c o r t e x .  T h e  s i n u s o i d s  w e r e  d r a i n e d  by

v e n u l e s  i n t o  t h e  c e n t r a l  s i n u s ,  w h i l e  t h e  c o r t i c a l

c a p i I l a r i e s  d r a i n e d  i n t o  p e r i p h e r a l  s i n u s o i d s .  A c c o r d i n g  t o  

t h i s  d e s c r i p t i o n ,  v e n o u s  f l o w  i s  c e n t r i p e t a l ,  a l t h o u g h  t h e  

c o r t i c a l  f i n d i n g s  a p p l y  o n l y  t o  t h e  i n n e r  10 t o  3 0 p m .

A n o t h e r  a p p r o a c h  t o  t h e  p r o b l e m  i s  t o  s t u d y  t h e  r o u t e s  

o f  s u p p l y  s e p a r a t e l y  by e x c l u s i o n  e x p e r i m e n t s .  T h e s e  g i v e  

i n f o r m a t i o n  a s  t o  t h e  d o m a i n s  o f  t h e  p r i n c i p a l  a r t e r i a l  

s o u r c e s ,  a l t h o u g h  t h e s e  e x p e r i m e n t a l  d o m a i n s  a r e

n e c e s s a r i l y  f a c u l t a t i v e  r a t h e r  t h a n  p h y s i o l o g i c a l .

T r u e t a  a n d  C a v a d i a s  ( 1 9 6 4 ) ,  f o l l o w i n g  a m o d i f i c a t i o n  o f  

t h e  m e t h o d  o f  J o h n s o n  ( 1 9 2 7 ) ,  s t u d i e d  t h e  r a d i u s  o f  t h e  

r a b b i t .  T h e  p e r i o s t e a l ,  n u t r i e n t  a n d  e p i p h y s e o - m e t a p h y s e a I  

s u p p i i e s  w e r e  e x c l u d e d  f r o m  t h e  b o n e  i n  p a i r s  by t h e  u s e  o f  

p o l y t h e n e  s h e e t s  o r  p l u g s ,  a n d  t h e  b o n e  e x a m i n e d  

r a d i o l o g i c a l l y ,  a n g i o g r a p h i c a l l y  a n d  h i s t o l o g i c a l l y .  I n  

a d u l t  a n i m a l s ,  t h e  p e r i o s t e a l  v e s s e l s ,  w h e n  l e f t  a s  t h e  

s o l e  s o u r c e  o f  s u p p l y  t o  t h e  d i a p h y s i s ,  w e r e  u n a b l e  t o  

p r e v e n t  c e l  I n e c r o s i s  i n  t h e  i n n e r  h a l f  t o  t w o - t h i r d s  o f  

t h e  c o r t i c a l  t h i c k n e s s ,  a n d  a c r o s s  v i r t u a l l y  t h e  e n t i r e  

m a r r o w .  T h e  n u t r i e n t  a r t e r y ,  h o w e v e r ,  s u p p o r t e d  a n o r m a l  

m a r r o w ,  b u t  n o t  t h e  o u t e r  o n e - q u a r t e r  t o  o n e - t h i r d  o f  t h e  

c o r t i c a l  c e l l s .  T h e  e p i p h y s e o - m e t a p h y s e a I  s u p p l y  w a s  a b l e .
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by v i r t u e  o f  i t s  a n a s t o m o s e s  w i t h  t h e  i n t a c t  i n t r a - o s s e o u s  

p a r t s  o f  t h e  n u t r i e n t  v e s s e l s ,  t o  s u p p o r t  t h e  m a r r o w  a n d  

t h e  i n n e r  c o r t e x ,  a l t h o u g h  t o  a l e s s e r  e x t e n t  t h a n  by  t h e  

i n t a c t  n u t r i e n t  a r t e r y .  T h u s ,  d i v i s i o n  o f  t h e  n u t r i e n t  

a r t e r y  a l o n e ,  l e a v i n g  t h e  o t h e r  t w o  s u p p l i e s  i n t a c t ,  w a s  

f o u n d  t o  h a v e  no e f f e c t  w h a t s o e v e r  upo n  t h e  b o n e .  T h e  

f i n d i n g s  o f  t h e s e  s t u d i e s  c l o s e l y  m a t c h e d  t h o s e  o f  J o h n s o n  

( 1 9 2 7 )  i n  t h e  dog t i b i a .

B r o o k e s  ( 1 9 8 7 )  d i f f e r e n t i a t e s  t h e  v e s s e l s  o f  t h e  

c o r t i c a l  l a t t i c e  i n t o  t w o  t y p e s  on t h e  b a s i s  o f  l i g h t  a nd  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  T h e  b u l k  o f  t h e  v e s s e l s  a r e  d e s c r i b e d  

a s  s i n u s o i d s ,  h a v i n g  t h e  same s t r u c t u r e  a s  t h e  me d u l  l a r y  

s i n u s o i d s ,  w h i l e  v e s s e l s  t h a t  a r e  h i s t o l o g i c a l l y  t e r m i n a l  

a r t e r i o l e s  a n d  a r e  d e r i v e d  f r o m  t h e  n u t r i e n t  c i r c u l a t i o n  

J o i n  t h e  l a t t i c e  i n  t h e  i n n e r  t w o - t h i r d s  o f  t h e  c o r t e x .

S i m i  l a r  v e s s e l s  a r e  n o t  s e e n  f r o m  t h e  p e r i o s t e a l  s i d e ,  

a l t h o u g h  c a p i l l a r i e s  p e n e t r a t e  t h e  o u t e r  c o r t e x  a n d  a p p e a r  

t o  a r i s e  f r o m  p e r i o s t e a l  a r t e r i o l e s  ( N e l s o n  e t  a / .  1 9 6 0 ) .

T h e s e  f i n d i n g s ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  d i f f i c u l t y  i n  f i l l  i n g

c o r t i c a l  v e s s e l s  f r o m  t h e  p e r i o s t e a l  c i r c u l a t i o n ,  a r e  t a k e n  

t o  i n d i c a t e  a p u r e l y  n u t r i e n t  s u p p l y  t o  t h e  c o r t e x  w i t h  a 

p u r e l y  c e n t r i f u g a l  v e n o u s  f l o w .  T h e  i n a b i l i t y  o f  t h e  

n u t r i e n t  v e s s e l s  t o  s u p p o r t  t h e  o u t e r  c o r t e x  i n  e x c l u s i o n  

e x p e r i m e n t s  m i g h t  t h u s  be  t h e  r e s u l t  o f  v e n o u s  i n f a r c t i o n  

f o l  l o w i n g  t h e  I i f t i n g  o f  t h e  p e r i o s t e u m ,  a p o s s i b i  I i t y

e n v i s a g e d  by T r u e t a  a n d  C a v a d i a s  ( 1 9 6 4 ) .  H o w e v e r ,  t h e  

s t u d i e s  o f  B r â n e m a r k  i n d i c a t e  t h a t  t h e  m e d u l l a r y  s i n u s o i d s  

d r a i n  b l o o d  f r o m  t h e  i n n e r  c o r t e x  a s  we I I a s  r e c e i v i n g  an  

a r t e r i a l  i n p u t ,  a n d ,  c o n t r a r y  t o  B r o o k e s '  a s s e r t i o n ,  a

l a t t i c e  i s  c a p a b l e  o f  s u p p o r t i n g  f l o w s  i n  d i f f e r i n g  

d i r e c t i o n s  w i t h i n  i t s  d i f f e r e n t  l i m b s ,  a s  B r â n e m a r k  

o b s e r v e d  i n  t h e  m a r r o w .  I t  t h u s  r e m a i n s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  

v e n o u s  d r a i n a g e  o f  t h e  c o r t e x  i s  i n  b o t h  d i r e c t i o n s ,  w i t h  

t h e  p r e d o m i n a n t  d i r e c t i o n  o f  f l o w  d e t e r m i n e d  by p r e v a i  I i n g  

p h y s i o l o g i c a l  a n d  p a t h o l o g i c a l  c o n d i t i o n s .

A n a t o m i c a l  s t u d i e s  u s i n g  v a s c u l a r  p e r f u s i o n  a I l o w  t wo  

I m p o r t a n t  c o n c l u s i o n s .  F i r s t l y ,  t h e  d i a p h y s e a l  c o r t e x  d o e s
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n o t  a p p e a r  t o  be s u p p i l e d  by  a  p o r t a l  c i r c u l a t i o n  f r o m  t h e  

m a r r o w ,  a l t h o u g h  t h e  e v i d e n c e  r e g a r d i n g  t h e  p e r i o s t e a l  

c a p  i I l a r i e s  i s  l e s s  c l e a r .  T h u s  i t  may be  a s s u m e d  t h a t  t h e  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  t r a c e r s  i n  p r e c a p i I l a r y  a r t e r i a l  b l o o d  

a r e  t h e  same i n  t h e  c o r t e x  a s  i n  t h e  m a r r o w .  S e c o n d l y ,  

a n a s t o m o s e s  a r e  a l r e a d y  p r e s e n t  b e t w e e n  t h e  n u t r i e n t  a nd  

e p i p h y s e o - m e t a p h y s e a  I a r t e r i a l  s u p p l i e s ,  a n d  b e t w e e n  t h e  

m e d u l  l a r y  a n d  p e r i o s t e a l  v e n o u s  s y s t e m s ,  a n d  t h e s e  may  

a s s u m e  p a r t i c u l a r  i m p o r t a n c e  a f t e r  d i s r u p t i o n  by  a 

f r a c t u r e .

I n  v i e w  o f  t h e  m u l t i p l e  a r t e r i a l  a n d  v e n o u s  v e s s e l s  

c o m p r i s i n g  t h e  b l o o d  s u p p l y  o f  a l o n g  b o n e ,  i t  i s  n o t  

p r a c t i c a b l e  t o  m e a s u r e  b l o o d  f l o w  q u a n t i t a t i v e l y  by  d i r e c t  

m e t h o d s  s u c h  a s  by f l o w m e t e r s  o r  v e n o u s  e f f l u e n t  

C O  I l e c t i o n .  S t u d i e s  h a v e  r e l  i ed  t h e r e f o r e  on t h e  u s e  o f  

t r a c e r s ,  u s i n g  t h e  p r i n c i p l e s  o f  i n d i c a t o r  c l e a r a n c e ,  

w a s h o u t ,  o r  f r a c t i o n a t i o n .

1 . 2 . 2  RAD 1 0 - ISOTOPE CLEARANCE STUDY OF BLOOD FLOW I N  LONG 

BONES

T h i s  t e c h n i q u e  m e a s u r e s  t h e  u p t a k e  o f  a n  i n d i c a t o r  i n t o  t h e  

b o n e  f r o m  t h e  b l o o d  a f t e r  a b o l u s  i n j e c t i o n .  By t h e  F i c k  

p r i n c i p l e ,  t i s s u e  f l o w  e q u a l s  t h e  i n d i c a t o r  c o n t e n t  o f  t h e  

t i s s u e  d i v i d e d  by  t h e  i n t e g r a l  o f  t h e  a r t e r i o v e n o u s  

d i f f e r e n c e  i n  i n d i c a t o r  b l o o d  c o n c e n t r a t i o n  a c r o s s  t h e  

t i s s u e .  D i v i d i n g  e a c h  s i d e  o f  t h e  e q u a t i o n  by t h e  v o l u m e  o f  

t h e  t i s s u e  g i v e s

Qi i m m u 9  — I  i  i m B u 9  /  f  (  19  ~~ I  v ) ct t  ( 1 . 1 )

w h e r e  Q i i m m u 9 =  t i s s u e  b l o o d  f l o w  p e r  u n i t  v o l u m e

l i i m m u B  =  t i s s u e  C o n c e n t r a t i o n  o f  i n d i c a t o r

I m =  a r t e r i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  i n d i c a t o r  

Iv  =  v e n o u s  c o n c e n t r a t i o n  o f  i n d i c a t o r
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T h e  c l e a r a n c e  o f  t h e  i n d i c a t o r  i s  a v i r t u a l  f i g u r e  t h a t  

r e p r e s e n t s  t h e  a m o u n t  o f  a r t e r i a l  b l o o d  t h a t  i s  c o m p l e t e l y  

r e  I i e v e d  o f  i t s  t r a c e r  i n  u n i t  t i m e  :

w h e r e  Ci i m• u • = t i s s u e  c l e a r a n c e  o f  t r a c e r  p e r  u n i t  v o l u m e .

T h i s  o b v i a t e s  t h e  r e q u i r e m e n t  o f  r e p r e s e n t a t i v e  v e n o u s  

samp I i n g .  I f  t h e  e x t r a c t i o n  o f  t h e  t r a c e r  i s  c o m p l e t e ,  s o  

t h a t  i t s  v e n o u s  c o n c e n t r a t i o n  i s  z e r o ,  t h e n  t h e  c l e a r a n c e  

by a t i s s u e  i s  e q u a l  t o  i t s  b l o o d  f l o w .  I n  p r a c t i c e ,  

e x t r a c t i o n  i s  i n c o m p l e t e ,  and  t h e  e x t r a c t i o n  r a t i o  i s  l e s s  

t h a n  100%

Ei i BBuB =  f d m  -  l y )  d t  /  f  U  d t  ( 1 . 3 )

w h e r e  Ei  : mmu m — t i s s u e  e x t r a c t i o n  r a t i o .  S u b s t i t u t i n g  f o r  

f ( I m  -  l y )  d t  f r o m  e q u a t i o n  1 . 1  g i v e s  :

Ei  i m m u •  —  I  i i m m u € /  ( Qi i m m u  9 • f  19 d t  )  ( 1 . 4 )

O r  Ei  i 9 9 U 9 — Ci I 9 9 U 9 /  Qi i 9 9 U 9 ( 1 . 5 )

T h e  e x t r a c t i o n  r a t i o  f o r  t h e  t i s s u e  m u s t  be  known f o r  a 

b l o o d  c l e a r a n c e  t o  be  c o r r e c t e d  t o  a b l o o d  f l o w .  Many  

s t u d i e s ,  h o w e v e r ,  a s s u m e  a r a t i o  o f  100%.

T he  t r a c e r s  may be d i f f u s i b l e  i o n s  s u c h  a s  p o t a s s i u m - 4 2  

a n d  r u b i d i u m - 8 6  ( K a n e  a n d  G r i m  1 9 6 6 ,  1 9 6 9 ) ,  o r  i o n s  t h a t

a r e  t a k e n  up s p e c i f  i c a l  l y  by m i n e r a l  i s e d  b o n e ,  t h e  s o -  

c a I  l e d  b o n e - s e e k i n g  i s o t o p e s .  T h e s e  h a v e  i n c l u d e d  

c a l c i u m - 4 7  ( W e i n m a n  e t  a l .  1 9 6 3 ) ,  c a l c i u m - 4 5  ( S h i m  e t  a l .  

1 9 6 7 ,  B o s c h  1 9 6 9 ,  S c h o u t e n s  e t  a l .  1 9 7 9 ) ,  f l u o r i n e - 1 8  

( W o o t t o n  1 9 7 4 ,  Lemon e t  a l .  1 9 8 0 ,  W o o t t o n  a n d  D o r é  1 9 8 6 ,  

N a h m i a s  e t  a l .  1 9 8 6 ) ,  a n d  s t r o n t i u m - 8 5  ( C o p p  a n d  S h i m  1 9 6 5 ,
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S h i m  e t  a / .  1 9 6 7 ,  S h i m  e t  a / .  1 9 6 8 ,  S i m  a n d  Ke I l y  1 9 7 0 ,

C o f i e l d  e t  a / .  1 9 7 5 ,  Lemon e t  a / .  1 9 8 0 ,  T o t h i l l  a n d  H o o p e r

1 9 8 4 ) .

T h e  t e c h n i q u e  h a s  t h e  a d v a n t a g e  o f  a v o i d i n g  s u r g i c a l  

e x p o s u r e  o f  t h e  b o n e ,  a l t h o u g h  t h i s  i s  a s  a r e s u l t  o f  t h e  

t e c h n i c a l  i m p r a c t i c a l  i t y  o f  c o l l e c t i n g  r e p r e s e n t a t i v e  

o s s e o u s  v e n o u s  s a m p l e s .  I t  a l s o  a I l o ws  t h e  s t u d y  o f  mo r e  

t h a n  o n e  b o n e  s i m u l t a n e o u s l y .  H o w e v e r ,  i t  s u f f e r s  f r o m  

s e v e r a l  m a j o r  d i s a d v a n t a g e s .

/ .  O n l y  o n e  m e a s u r e m e n t  i s  p o s s i b l e  p e r  a n i m a l .  T h e  

i s o t o p e s  a r e  s u b j e c t  t o  b a c k - d i f f u s i o n  i n t o  t h e  b l o o d  b o t h  

d u r i n g  a n d  a f t e r  t h e  e x p e r i m e n t  ( C o p p  a n d  S h i m  1 9 6 5 ,  

C o f i e l d  e t  a l .  1 9 7 5 ,  Lemon e t  a l .  1 9 8 0 ) ,  a n d  t h e  

p r e p a r a t i o n  i s  t h e r e f o r e  u n s t a b l e .

2 .  M a r r o w  f l o w  c a n n o t  b e  e s t i m a t e d  b y  b o n e - s e e k i n g  

i s o t o p e s .  B o n e - s e e k i n g  i s o t o p e s  h a v e  a n e g l i g i b l e  

c l e a r a n c e  by t h e  n o n - c a I c i f i e d  m a r r o w  ( B o s c h  1 9 6 9 ,  W o o t t o n  

1 9 7 4 ) .

3 .  T r a c e r  d i f f u s i o n  c o n t i n u e s  p o s t  m o r t e m .  T h e  i n d i c a t o r  

i s  n o t  f i x e d ,  a nd  i s  a b l e  t o  move  i n t o  t h e  b o n e  f r o m  t h e  

s u r r o u n d i n g  t i s s u e s  p o s t  m o r t e m  u n t i  I t h e  b o n e  i s  e x c i s e d  

a n d  c l e a n e d .  T h i s  i s  a p a r t i c u l a r  p r o b l e m  w i t h  b o n e - s e e k i n g  

i s o t o p e s .  T o t h i l l  a n d  M a c P h e r s o n  ( 1 9 7 8 )  f o u n d  t h e  b o n e  

c o n t e n t s  o f  S r S S ,  Ca47 a n d  F< 8 t o  i n c r e a s e  p r o g r e s s i v e l y  

d u r i n g  t h e  f i r s t  h o u r  a f t e r  d e a t h  i n  r a t s  a n d  r a b b i t s .  F o r  

t h e  p e r i o d  c o m m e n c i n g  t h r e e  m i n u t e s  a f t e r  d e a t h  i n  t h e  

r a b b i t ,  W o o t t o n  a n d  D o r é  ( 1 9 8 6 )  f o u n d  on t h e  b a s i s  o f  a 

I i n e a r  a n a l y s i s  t h a t  t h e  a p p a r e n t  e x t r a c t i o n  r a t i o  o f  F l 8 

i n c r e a s e d  a t  t h e  r a t e  o f  a p p r o x i m a t e l y  0 . 0 1  p e r  m i n u t e  

wh i l e  t h e  b o n e  r e m a i n e d  i n  s i t u .  T h i s  i s  l i k e l y  t o  be  an  

u n d e r e s t i m a t i o n ,  a s  a b o u t  t h r e e - q u a r t e r s  o f  t h e  

m e a s u r e m e n t s  u s e d  t o  c a l c u l a t e  t h i s  f i g u r e  w e r e  o b t a i n e d  

b e y o n d  t e n  m i n u t e s  a f t e r  d e a t h ,  a n d  t h e  r a t e  o f  p o s t  m o r t e m  

u p t a k e  wi  I I p r o b a b l y  be g r e a t e s t  i n  t h e  f i r s t  f e w  m i n u t e s  

wh i l e  l o c a l  e x t r a - o s s e o u s  t i s s u e  l e v e l s  o f  t r a c e r  a r e  h i g h .
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T h e  u p t a k e  o f  t r a c e r  by  b o n e  b e f o r e  d e a t h  may be

m e a s u r e d  by  t h e  u s e  o f  e x t e r n a l  c o u n t e r s ,  b u t  t h e s e  

m e a s u r e m e n t s  wi  I I be a f f e c t e d  by  c o u n t s  i n  t h e  s u r r o u n d i n g  

t i s s u e ,  w h i c h  may be  s u b s t a n t i a l  e v e n  w i t h  b o n e - s e e k i n g  

i s o t o p e s .  A f t e r  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  i n  d o g s ,  40% o f  S r * 5  

w a s  f o u n d  i n  s k e l e t a l  m u s c l e  a t  t e n  m i n u t e s  ( S i m  a n d  K e I l y  

1 9 7 0 ) .

4 .  C o u n t s  o f  b o n e  r a d i o a c t i v i t y  i n c l u d e  i n d i c a t o r  r e m a i n i n g  

i n  b l o o d  w i t h i n  t h e  b o n e .  T h i s  e f f e c t  r e s u l t s  i n  an  

o v e r e s t i m a t i o n  o f  b o n e  u p t a k e ,  p a r t i c u l a r l y  i f  t h e

e x t r a c t i o n  r a t i o  i s  l o w .  T h e  b l o o d  v o l u m e  f o r  t i b i a l  a n d  

f e m o r a l  c o r t e x  i s  o f  t h e  o r d e r  o f  0 . 3 3  m l / I O O g  i n  t h e  d o g ,  

w h i l e  i n  c a n c e l l o u s  b o n e  i t  a p p r o x i m a t e s  3 . 0  m l / I O O g  

( T o n d e v o l d  a n d  E l i a s e n  1 9 8 2 b ) ,  r e p r e s e n t i n g  a p p r o x i m a t e l y  

0 . 6  t o  6% o f  b o n e  v o l u m e .  An a t t e m p t  h a s  b e e n  made by  

W o o t t o n  a n d  D o r é  ( 1 9 8 6 )  t o  e s t i m a t e  t h e  a m o u n t  o f  F l 8 

r e m a i n i n g  i n  t h e  b l o o d  v e s s e l s  o f  t h e  r a b b i t  t i b i a  a n d  

f e m u r  by  t h e  u s e  o f  e r y t h r o c y t e s  l a b e l l e d  w i t h  c h r o m i u m - 5 1 ,  

i n  an  e x p e r i m e n t  w h e r e  r e c i r c u l a t i o n  w a s  a l m o s t  c o m p l e t e l y  

p r e v e n t e d .  T h e i r  c a l c u l a t i o n  d i d  n o t  i n c l u d e  a n y  f i g u r e s  

f o r  b o n e  F l 8 a c t i v i t y ,  a n d  no d e r i v a t i o n  o f  t h e i r  e q u a t i o n  

i s  g i v e n .  A c c o r d i n g  t o  t h e i r  f i g u r e s ,  m o r e  t h a n  h a l f  t h e  

f l u o r i n e  i n  t h e s e  b o n e s  l a y  i n t r a v a s c u I a r  I y , b u t  t h i s

a p p e a r s  h i g h  i n  v i e w  o f  t h e i r  c l a i m  o f  an  e x t r a c t i o n  r a t i o  

a p p r o x i m a t i n g  u n i t y .

5 .  The  t r a n s i t  t i m e s  f o r  t h e  b o n e  c i r c u l a t i o n  p r o b a b l y  

e x c e e d  t h e  m i n i m u m  s y s t e m i c  r e c i r c u l a t i o n  t i m e .  To  c a l c ­

u l a t e  c l e a r a n c e ,  t h e  a m o u n t  o f  t r a c e r  i n  t h e  a r t e r i a l  b l o o d  

p r e s e n t e d  t o  t h e  t i s s u e  o f  i n t e r e s t  m u s t  be  k nown ( e q u a t i o n  

1 . 2 ) .  T h i s  i n t e g r a l  i s  c a l c u l a t e d  f r o m  w i t h d r a w a l  s a m p l e s  

t a k e n  f r o m  a m a j o r  a r t e r y  a way  f r o m  t h e  I i m b . H o w e v e r ,  a s  a 

r e s u l t  o f  d i f f e r e n c e s  i n  l o c a l  t r a n s i t  t i m e s ,  t h e s e  s a m p l e s  

may n o t  m a t c h  t h e  a r t e r i a l  b l o o d  i n  b o n e .

T o t h i  I I a n d  M a c P h e r s o n  ( 1 9 8 0 )  f o u n d  t h e  m i n i m u m  

s y s t e m i c  r e c i r c u l a t i o n  t i m e  i n  t h e  r a b b i t  t o  a p p r o x i m a t e  

t e n  s e c o n d s ,  w h i  l e  l a b e l  l e d  e r y t h r o c y t e s  i n j e c t e d  i n t o  t h e  

a b d o m i n a l  a o r t a  w i t h  r e c i r c u l a t i o n  e f f e c t i v e l y  p r e v e n t e d
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w e r e  s t i  I I f o u n d  i n  t h e  r a b b i t  f e m u r  a n d  t i b i a  4 5  s e c o n d s  

a f t e r  i n j e c t i o n  ( W o o t t o n  a n d  D o r é  1 9 8 6 ) .  T h e  m i n i m u m  

r e c i r c u l a t i o n  t i m e  i n  t h e  dog i s  u n d e r  o n e  m i n u t e  ( K a n e  a n d  

G r i m  1 9 6 9 ) ,  b u t  a l b u m i n  i n j e c t e d  i n t o  t h e  t i b i a l  n u t r i e n t  

a r t e r y  o f  t h e  dog  c o n t i n u e s  t o  be w a s h e d  f r o m  t h e  b o n e  f o r  

some t wo  t o  f o u r  m i n u t e s  ( C o f i e l d  e i  a / .  1 9 7 5 ,  Lemon e t  a l .

1 9 8 0 ) .  T h i s  t i m e  w i l l  h a v e  b e e n  p r o l o n g e d  t o  an  u n k n o w n  

e x t e n t  by l e a k a g e  o f  t h e  a l b u m i n  i n t o  t h e  e x t r a v a s c u I a r  

s p a c e .  T o t h i  I I a n d  H o o p e r  ( 1 9 8 4 )  a t t e m p t e d  t o  s h o w  i n  r a t s  

a n d  r a b b i t s  t h a t  t h e  p r o p o r t i o n  o f  l a b e l  l e d  ' i n t r a v a s c u I a r ' 

a l b u m i n  i n  b o n e  d i d  n o t  f  a I I t o  n e g  I i g i b l e  a m o u n t s  b e f o r e  

r i s i n g  a g a i n  f r o m  r e c i r c u l a t i o n ,  b u t  t h e  smaI  I p r o p o r t i o n s  

o f  t h e  c a r d i a c  o u t p u t  d i s t r i b u t e d  t o  s i n g l e  b o n e s ,  a n d  t h e  

v e r y  s h o r t  m i n i m u m  r e c i r c u l a t i o n  t i m e s  i n  t h e s e  a n i m a l s ,  

m a k e s  a c c u r a t e  m e a s u r e m e n t s  a g a i n s t  t i m e  v e r y  d i f f i c u l t .

K a n e  a n d  G r i m  ( 1 9 6 9 )  c l a i m  t h a t  a t  o n e  m i n u t e  a f t e r  

i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  i n  t h e  dog t h e  a m o u n t s  o f  K4 2 a n d  

R b 8 6  d e l  i v e r e d  t o  t h e  t i s s u e s  a s  a r e s u l t  o f  r e c i r c u l a t i o n  

e q u a l  t h o s e  l o s t  i n t o  t h e  v e n o u s  o u t f l o w .  I n  o t h e r  w o r d s  

t h e  i s o t o p e s  a r e  i n  e q u i I i b r i u m  b e t w e e n  t i s s u e s  a n d  b l o o d .  

F r o m  e q u a t i o n  1 . 1  :

Qi i m m u 9 — I  i  i m 9 u 9 /  f  (  19  ^ 19  r I  v  ̂ d  t  ( 1 . 6 )

w h e r e  / « r  i s  t h e  a r t e r i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  i n d i c a t o r

a r i s i n g  f r o m  r e c i r c u l a t i o n .  A t  e q u i l i b r i u m ,  /#  r e q u a l s  I v

a n d  c o m p a r i n g  w i t h  e q u a t i o n  1 . 2  i t  c a n  be  s e e n  t h a t  f l o w  

now e q u a l s  c l e a r a n c e  ( K a n e  1 9 6 8 ) .  To o b t a i n  /  /« d t  t h e

downs  l o p e  o f  t h e  a r t e r i a l  d i  l u t  i o n  c u r v e  i s  e x t r a p o l a t e d  

b e y o n d  t h e  p o i n t  w h e r e  i t  i s  i n t e r r u p t e d  by  r e c i r c u l a t i n g  

t r a c e r ,  a n d  t h e  a r e a  u n d e r  t h e  r e s u l t i n g  c u r v e  m e a s u r e d .  

U s i n g  t h i s  m e t h o d ,  t h e s e  w o r k e r s  f o u n d  t h a t  t h e  i s o t o p e  

c l e a r a n c e s  f o r  t h e  i s o l a t e d  c a n i n e  h i n d  I imb c l o s e l y

m a t c h e d  t h e  t o t a l  v e n o u s  o u t f l o w .  H o w e v e r ,  t h e  t e c h n i q u e  

a s s u m e s  b o t h  t h a t  t h e  e x t r a c t i o n  r a t i o s  o f  d i f f e r e n t

t i s s u e s  a r e  t h e  s a m e ,  a n d  t h a t  a I I t i s s u e s  a r e  i n
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e q u i  I i b r i u m  w i t h  t h e  i s o t o p e .  T h i s  may c a u s e  e r r o r s  w h e n  

f l o w s  t o  i n d i v i d u a l  t i s s u e s  a r e  m e a s u r e d ,  a l t h o u g h  g o o d  

a g r e e m e n t  w a s  f o u n d  b e t w e e n  t h e  d i s t r i b u t i o n s  t o  b o n e  o f  

Rb86 a n d  16pm o r  25pm g l a s s  m i c r o s p h e r e s  ( d i s c u s s e d  b e l o w  

i n S e c t  i on 1 . 2 . 4 )  .

B o n e - s e e k i n g  i s o t o p e s  do n o t  a p p e a r  t o  h a v e  b e e n  

i n v e s t i g a t e d  a l o n g  s i m i l a r  l i n e s .  R a t h e r ,  t h e  p r o b l e m  p o s e d  

by r e c i r c u l a t i o n  h a s  l e d  t o  e f f o r t s  t o  m e a s u r e  e x t r a c t i o n  

r a t i o s  o f  t h e s e  i s o t o p e s  d u r i n g  t h e i r  ' f i r s t  p a s s '  t h r o u g h  

t h e  b o n e  c i r c u l a t i o n .

One m e t h o d  i s  t o  i n j e c t  t h e  t r a c e r  i n t o  t h e  t i b i a l  

n u t r i e n t  a r t e r y  a n d  d i v e r t  a I I t h e  o s s e o u s  v e n o u s  o u t f l o w  

t o  a c a n n u l a  i n  t h e  f e m o r a l  v e i n  by t h e  u s e  o f  a 

t o u r n i q u e t .  T h u s  r e c i r c u l a t i o n  i s  p r e v e n t e d .  C o r r e c t i o n  f o r  

t h e  d i  l u t  i o n  o f  t h e  t r a c e r  by v e n o u s  b l o o d  f r o m  o t h e r  p a r t s  

o f  t h e  h i n d  I imb c a n  be  made by t h e  a d d i t i o n  o f  an  

i n t r a v a s c u I a r  m a r k e r  t o  t h e  i n j e c t a t e  ( C o p p  a n d  S h i m  1 9 6 5 ,  

B o s c h  1 9 6 9 ,  C o f i e l d  e t  a l .  1 9 7 5 ,  Lemon e t  a l .  1 9 8 0 ) .  

H o w e v e r ,  i n j e c t i o n  i n t o  t h e  n u t r i e n t  a r t e r y ,  w i t h  o r

w i t h o u t  o c c l u d i n g  t h i s  v e s s e l ,  r e s u l t s  i n  t h e  m e a s u r e d  

r a t i o s  a p p l y i n g  t o  o n l y  p a r t  o f  a d i s t u r b e d  c i r c u l a t i o n .

F u r t h e r ,  t h e  ' i n t r a v a s c u I a r ' m a r k e r  i n  t h e s e  s t u d i e s  h a s  

b e e n  a l b u m i n ,  w h i c h  h a s  b e e n  s ho wn  t o  h a v e  a s i g n i f i c a n t  

e x t r a v a s c u I a r  v o l u m e  o f  d i s t r i b u t i o n  i n  b o n e  w i t h i n  t e n  

m i n u t e s  o f  i t s  a d m i n i s t r a t i o n  ( T o n d e v o l d  a n d  E l i a s e n  

1 9 8 2 b ) .  A p a r t  f r o m  t h e s e  p r o b l e m s ,  t h e  r a t i o s  a r e  f o u n d  t o  

v a r y  w i t h  t i m e  a f t e r  i n j e c t i o n ,  p o s s i b l y  a s  a r e s u l t  o f  

e x c h a n g e  w i t h  m o r e  t h a n  o n e  o s s e o u s  c o m p a r t m e n t  ( B o s c h

1 9 6 9 ) .

An a l t e r n a t i v e  i s  t o  s t o p  t h e  c i r c u l a t i o n  b e f o r e

r e c i r c u l a t i o n  c a n  o c c u r ,  b u t  a s  r e c i r c u l a t i o n  t i m e  wi  I I 

v a r y  w i t h  c h a n g e s  i n  c a r d i a c  o u t p u t  a n d  t i s s u e  f l o w ,  a n d  

e x t r a c t i o n  r a t i o  v a r i e s  w i t h  t i m e  a f t e r  i n j e c t i o n ,  t h e s e  

m e a s u r e m e n t s  a r e  o f  q u e s t i o n a b l e  v a l u e .  T o t h i  I I a n d  

M a c P h e r s o n  ( 1 9 8 0 )  c o m p a r e d  t h e  p r o p o r t i o n s  o f  p i G ,  S r 8 5  a n d  

l a b e l  l e d  m i c r o s p h e r e s  d i s t r i b u t e d  t o  t h e  t i b i a  a n d  f e m u r  o f  

r a b b i t s  a n d  r a t s  w i t h i n  t h e  m i n i m u m  s y s t e m i c  r e c i r c u l a t i o n
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t i m e s ,  b u t  t h i s  c a l c u l a t i o n  s u f f e r s  f r o m  t h e  f u r t h e r  

d i s a d v a n t a g e  o f  n o t  a c c o u n t i n g  f o r  t h e  a v i d i t y  o f  b o n e  

m i n e r a l  f o r  t h e  i o n i c  t r a c e r s  w h i c h  d o e s  n o t  a f f e c t  

m i c r o s p h e r e  d i s t r i b u t i o n .  W o o t t o n  a n d  D o r é  ( 1 9 8 6 )  u n d e r t o o k  

t h e  same c o m p a r i s o n  f o r  8 i n  t h e  r a b b i t  w h i l e  s u r g i c a l l y  

p r e v e n t i n g  r e c i r c u l a t i o n .  T h e s e  w o r k e r s  f o u n d  e x t r a c t i o n  

r a t i o s  o f  u n i t y  o r  g r e a t e r  u s i n g  c o r r e c t i o n s  f o r  p o s t  

m o r t e m  m i g r a t i o n  o f  t r a c e r ,  a l t h o u g h ,  a s  d i s c u s s e d  a b o v e ,  

t h i s  w a s  p r o b a b l y  u n d e r e s t i m a t e d .

As a r e s u l t  o f  t h e  a p p a r e n t l y  l o n g  t r a n s i t  t i m e s  i n  

b o n e ,  t h e  e s t i m a t i o n  o f  e x t r a c t i o n  r a t i o s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  

r e c i r c u l a t i o n  wi  I I n o t  a I l o w  a c c u r a t e  c o r r e c t i o n  o f  

m e a s u r e d  c l e a r a n c e s  t o  b o n e  f l o w s  on t h e  b a s i s  o f  a r t e r i a l  

samp I i n g  u n l e s s  t h e  e x p e r i m e n t  i n  q u e s t i o n  a l s o  e x c l u d e s  

r e c i r c u l a t i o n .  I n  g e n e r a l ,  i n  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  

c l e a r a n c e  t e c h n i q u e  t o  i n v e s t i g a t e  o s s e o u s  v a s c u l a r  

p a t h o l o g y ,  t h e  d i s t u r b a n c e s  r e q u i r e d  f o r  t h i s  e x c l u s i o n  

wi  I I be  b e t t e r  a v o i d e d .

6 .  E x t r a c t i o n  r a t i o s  may v a r y  w i t h  f l o w  r a t e .  F r o m  t h e

a b o v e  d i s c u s s i o n ,  i t  c a n  be  s e e n  t h a t  u n l e s s  t h e  t r a c e r  i s  

i n  e q u i I i b r i u m  b e t w e e n  b l o o d  a n d  b o n e ,  t h e  a p p a r e n t  

e x t r a c t i o n  r a t i o  wi  I I v a r y  w i t h  t i m e  e v e n  w i t h  a c o n s t a n t  

f l o w  r a t e .  C h a n g e s  i n  f l o w  a r e  I i k e l y  t o  a f f e c t  t h e  t i m e  

c o u r s e  o f  c h a n g e s  i n  t h e  r a t i o .  I n  a d d i t i o n ,  a t  h i g h  f l o w  

r a t e s ,  u p t a k e  o f  t r a c e r  by  b o n e  may b e c o me  I i m i t e d  by

f a c t o r s  o t h e r  t h a n  f l o w ,  s o  t h a t  t h e  f l o w  i s  no l o n g e r

r e f l e c t e d  by t h e  t r a c e r  c l e a r a n c e .  S u c h  f a c t o r s  may i n c l u d e  

t h e  t r a n s f e r  o f  b o n e - s e e k i n g  t r a c e r s  i n t o  b o n e  m i n e r a l  f r o m  

t h e  e x t r a v a s c u I a r  b o n e  f l u i d  ( C h a r k e s  e t  a l .  1 9 7 9 )  o r  t h e  

o p e n i n g  up a t  h i g h e r  f l o w s  o f  a r t e r i o v e n o u s  s h u n t s  

( F r i e d m a n  1 9 6 8 ) .

E s t i m a t e s  o f  t h e  e x t r a c t i o n  r a t i o s  o f  C a 4 5 ,  Fi  8 a n d  

S r 8 5  by t h e  m e t h o d  o f  n u t r i e n t  a r t e r y  i n j e c t i o n  a n d

CO I l e c t i o n  o f  f e m o r a l  v e n o u s  b l o o d  i n  t h e  d og  h a v e  sh o wn

smaI  I d r o p s  i n  t h e  r a t i o s  w i t h  i n c r e a s i n g  f l o w ,  o v e r  s ma I  I 

r a n g e s  o f  t h e  l a t t e r  ( B o s c h  1 9 6 9 ,  C o f i e l d  e t  a l .  1 9 7 5 ,  

Lemon e t  a l .  1 9 8 0 ) .  A m o r e  m a r k e d  e f f e c t  w a s  s e e n  o v e r  a
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w i d e r  r a n g e  o f  f l o w s  w i t h  c o m p a r i s o n  o f  S r * 5  c l e a r a n c e  w i t h  

f l o w s  e s t i m a t e d  by  t h e  m i c r o s p h e r e  t e c h n i q u e  ( T o t h i  I I e t  

a / .  1 9 8 5 ) .  S c h o u t e n s  e t  a / .  ( 1 9 7 9 )  f o u n d  t h e  c l e a r a n c e  o f

Ca45 t o  a p p r o x i m a t e  50% o f  t h e  f l o w  o b t a i n e d  w i t h  15pm 

m i c r o s p h e r e s  u n d e r  c o n t r o l  c o n d i t i o n s  i n  t h e  w h o l e  t i b i a  

a n d  f e m u r  o f  t h e  r a t .  Bone  b l o o d  f l o w  was  v a r i e d  o v e r  a 

w i d e  r a n g e  by r a i s i n g  a n d  l o w e r i n g  t h e  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e  

o f  t h e  h i n d l i m b s ,  a n d  t h e  e x t r a c t i o n  r a t i o  o f  t h e  t r a c e r  i n  

t h e  t i b i a  d r o p p e d  f r o m  0 . 7 7  t o  0 . 2 7  w i t h  i n c r e a s e  i n  f l o w  

f r o m  b e l o w  s i x  t o  a b o v e  t w e l v e  m l / m i n . l O O g .  T h u s  i n c r e a s e s  

i n  f l o w  a b o v e  c o n t r o l  l e v e l s  w a s  n o t  m a t c h e d  by i n c r e a s e s  

i n  t r a c e r  c l e a r a n c e .

I n  s u m m a r y ,  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  b o n e  b l o o d  f l o w  by  

c l e a r a n c e  m e t h o d s  i s  s u b j e c t  t o  i n a c c u r a c i e s  r e s u l t i n g  f r o m  

t h e  a v i d i t y  o f  b o n e  f o r  many o f  t h e  t r a c e r s  u s e d ,  a n d  f r o m  

t h e  a p p a r e n t  v a r i a t i o n s  i n  e x t r a c t i o n  r a t i o s .  T h e s e  r a t i o s  

a r e  d i f f i c u l t  t o  q u a n t i f y ,  p a r t i c u l a r l y  i f  t h e  i s o t o p e  i s  

n o t  i n  e q u i  I i b r i u m  b e t w e e n  b l o o d  a n d  b o n e .  T h e  p r o b l e m s  

p o s e d  by b I o o d - b o n e  t r a c e r  e x c h a n g e  a l s o  a p p l y  t o  a n o t h e r  

m e t h o d  o f  f l o w  m e a s u r e m e n t ,  i n d i c a t o r  w a s h o u t .

1 . 2 . 3  I N D I C A T O R  WASHOUT STUDY OF BLOOD FLOW I N  LONG BONES

I n  p r i n c i p l e ,  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  b l o o d  f l o w  by  t h e  w a s h o u t  

o f  a t r a c e r  i s  t h e  r e v e r s e  o f  a c l e a r a n c e  m e a s u r e m e n t .  T h e  

d i s a p p e a r a n c e  o f  t h e  t r a c e r  f r o m  a t i s s u e  i s  a s s u m e d  t o  be  

t h e  r e s u l t  p u r e l y  o f  u p t a k e  i n t o  t h e  b l o o d  p e r f u s i n g  t h a t  

t i s s u e ,  a n d  h a s  t h e  g e n e r a l  f o r m  o f  e x p o n e n t i a l  d e c a y  :

l i  — ( 1 . 7 )

w h e r e  I t  = t i s s u e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t r a c e r  a t  t i m e  i

lo  =  t i s s u e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t r a c e r  a t  z e r o  t i m e

e = t h e  b a s e  o f  n a t u r a l  l o g a r i t h m s

an d  /c i s  a c o n s t a n t
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T h e  c o n s t a n t  k may be  o b t a i n e d  by a semi  l o g a r i t h m i c  p l o t  o f  

I i  a g a  i n s t  t  ime :

l o g e / i  -  l o g # / o  -  k i  ( 1 . 8 )

T h i s  h a s  t h e  f o r m  o f  a I i n e a r  e q u a t i o n  w i t h  k a s  t h e  s l o p e .

Two s i m p l i f y i n g  a s s u m p t i o n s  a r e  m a d e .  F i r s t l y ,  i t  i s  

a s s u m e d  t h a t  t h e  a r t e r i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  i n d i c a t o r  i s  

z e r o .  S e c o n d l y ,  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  t i s s u e  t r a c e r  i s  i n  

e q u i I i b r i u m  w i t h  e n d - c a p i I l a r y  b l o o d ,  a n d  t h u s  w i t h  v e n o u s  

b l o o d .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  t h e  ' e x t r a c t i o n  r a t i o '  i s  

c o n s t a n t ,  a n d  i s  e x p r e s s e d  a s  a p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t  ( X )  

o f  t h e  t r a c e r  b e t w e e n  t i s s u e  a n d  b l o o d .

\  ^ I t  /  I v  ( 1 . 9 )

An e x p r e s s i o n  f o r  b l o o d  f l o w  may be  o b t a i n e d  by  t h e  r e v e r s e  

o f  t h e  F i c k  p r i n c i p l e  ( e q u a t i o n  1 . 1 )  :

Qi i B m u 9 =  lo -  l i  /  f ( I v  -  I m )  d t  ( 1 . 1 0 )

By s u b s t i t u t i n g  I i / \  f o r  Iv ( e q u a t i o n  1 . 9 )  a n d  e q u a t i o n  1 . 7  

f o r  l i  t h i s  may be r e d u c e d  t o

Qi I 9 m u 9 — k \  ( 1 . 1 1 )

T h e  t r a c e r s  t h a t  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  t h e  s t u d y  o f  b o n e  b l o o d  

f l o w  h a v e  i n c l u d e d  r a d i o - i o d i d e  ( B r o w n - G r a n t  a n d  Gummi ng  

1 9 6 2 ) ,  r a d i o l a b e l l e d  i o d o - a n t i p y r i n e  ( K e l l y  e t  a l .  1 9 7 1 ,  

Semb 1 9 7 1 ,  K e l l y  1 9 7 3 ,  M c E l f r e s h  a n d  K e l l y  1 9 7 4 ) ,  x e n o n —133  

(Semb 1 9 7 1 ,  L a h t i n e n  e t  a l .  1 9 7 9 ) ,  a n d  h y d r o g e n  ( W h i t e s i d e ,  

L e s k e r  a n d  S i mmons  1 9 7 7 ,  W h i t e s i d e ,  S i mmons  a n d  L e s k e r
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1 9 7 7 ,  W h i t e s i d e  e i  a  / . 1 9 7 8 ,  We i I a n d  e i  a / .  1 9 8 2 ,  K i t a  e t

a l .  1 9 8 7 ) .  M o s t  t r a c e r s  a r e  a d m i n i s t e r e d  by  l o c a l  

i n j e c t i o n ,  a n d  t h e  t i s s u e  l e v e l s  m e a s u r e d  by e x t e r n a l  

c o u n t i n g  o f  t h e  i s o t o p e  l a b e l .  T h i s  m e t h o d  g i v e s  t h e  

f r a c t i o n a l  d i s a p p e a r a n c e  o f  t h e  t r a c e r  r a t h e r  t h a n  t h e  f a l l  

i n  t i s s u e  c o n c e n t r a t i o n ,  b u t  t h i s  i s  s i m p l y  e q u i v a l e n t  t o  

d i v i d i n g  e q u a t i o n  1 . 7  on b o t h  s i d e s  by l o . H y d r o g e n  may be  

a d m i n i s t e r e d  w i t h  t h e  i n s p i r e d  g a s e s ,  a n d  s u b s e q u e n t l y  

m e a s u r e d  l o c a l l y  by t h e  u s e  o f  a p l a t i n u m  t i s s u e  e l e c t r o d e  

( A u k  l a n d  e t  a l .  1 9 6 4 ) .

T h e  v a l u e  f o r  X f o r  e a c h  t i s s u e  may be  o b t a i n e d  by

m e a s u r i n g  u p t a k e  i n t o  a s a m p l e  o f  t i s s u e  p l a c e d  i n t o  a 

s o l u t i o n  o f  t h e  t r a c e r  i n  v i t r o  ( A u k  l a n d  e t  a l .  1 9 6 4 ,  

W h i t e s i d e ,  L e s k e r  a n d  S i mmons  1 9 7 7 ) .  T h e  f i n d i n g  t h a t  smaI  I 

s e c t i o n s  o f  b o n e  do n o t  t a k e  up a n y  h y d r o g e n  f r o m  

s u r r o u n d i n g  m u s c l e  i n  v i v o  ( W h i t e s i d e ,  L e s k e r  a n d  S i mmon s

1 9 7 7 )  s u g g e s t s ,  h o w e v e r ,  t h a t  i n  t h i s  t i s s u e  t h e  ' u p t a k e '  

d u r i n g  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  X i s  by e x c h a n g e  o f  w a t e r  b e t w e e n  

t h e  b o n e  f l u i d  a n d  t h e  h y d r o g e n  s o l u t i o n  r a t h e r  t h a n  by  

s i m p l e  h y d r o g e n  d i f f u s i o n .  P o s s i b l y  t h i s  i s  t h e  m a i n

m e c h a n i s m  o f  e x c h a n g e  o f  t r a c e r  b e t w e e n  t i s s u e  a n d  b l o o d .

Ke I l y ' s  g r o u p  h a s  g i v e n  e s t i m a t e s  o f  t h e  c o e f f i c i e n t  

f o r  i o d o - a n t i p y r i n e  i n  b o n e  on t h e  b a s i s  o f  m e a s u r e m e n t s  

made d u r i n g  n u t r i e n t  a r t e r y  i n f u s i o n  i n  v i v o  ( K e l l y  e t  a l .

1 9 7 1 ,  K e l l y  1 9 7 3 ) ,  b u t  t h e  p r o b l e m  o f  o b t a i n i n g  a

r e p r e s e n t a t i v e  s a m p l e  o f  o s s e o u s  v e n o u s  b l o o d  t o  g i v e  I v

( e q u a t i o n  1 . 9 )  means  t h a t  t h e s e  f i g u r e s  m u s t  be  v i e w e d  w i t h

c a u t i o n .

M e a s u r e m e n t  o f  t r a c e r  w a s h o u t  o v e r c o m e s  some o f  t h e  

p r o b l e m s  o f  t h e  c l e a r a n c e  m e t h o d .  F i r s t l y ,  o n c e  t h e  t r a c e r  

h as  b e e n  w a s h e d  o u t  o f  t h e  t i s s u e ,  a r e p e a t  m e a s u r e m e n t  may  

be m a d e .  S e c o n d l y ,  f l o w  t o  t h e  m a r r o w  may be  e s t i m a t e d  i f  

t h e  a p p r o p r i a t e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t  i s  k n o w n .  T h i r d l y ,  a s  

t h e  m e a s u r e m e n t s  a r e  made p u r e l y  i n  v i v o ,  m o v e m e n t s  o f

t r a c e r  p o s t  m o r t e m  a r e  i r r e l e v a n t .  I n d e e d ,  t h e r e  i s  no n e e d  

t o  s a c r i f i c e  t h e  a n i m a l ,  a n d  t h u s  f u r t h e r  m e a s u r e m e n t s  may  

be made a t  some r e m o t e  t i m e .  H o w e v e r ,  t h e  p r o b l e m s  p o s e d  by
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t r a c e r  s i t u a t e d  i n  b l o o d  w i t h i n  t h e  t i s s u e ,  r e c i r c u l a t i o n ,  

a n d  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  b l o o d - t i s s u e  e x c h a n g e  r e m a i n .

/ .  C o u n t s  o f  b o n e  r a d i o a c t i v i t y  i n c l u d e  t r a c e r  w i t h i n  b l o o d  

a n d  o t h e r  t i s s u e s .  W h i c h e v e r  m e t h o d  i s  u s e d ,  t h e  t r a c e r  

t h a t  h a s  p a s s e d  i n t o  t h e  c a p  i I l a r y  b l o o d  wi  I I be  m e a s u r e d  

i n  a d d i t i o n  t o  t h a t  r e m a i n i n g  i n  t h e  t i s s u e .  E l e c t r o d e s  

i n s e r t e d  i n t o  b o n e  w i l l  be  s u r r o u n d e d  by  b l o o d  m i x e d  w i t h  

t i s s u e  f l u i d ,  a n d  e x t e r n a l  c o u n t e r s  w i l l  p i c k  up e m i s s i o n s  

f r o m  b o t h  b l o o d  a n d  n o n - o s s e o u s  t i s s u e s .

A t t e m p t s  h a v e  b e e n  made t o  a v o i d  t h e  p r e s e n c e  o f  t r a c e r  

i n  n o n - o s s e o u s  t i s s u e  by t h e  u s e  o f  l o c a l  i n j e c t i o n ,  e i t h e r  

d i r e c t l y  i n t o  t h e  b o n e  ( B r o w n - G r a n t  a n d  Gumming 1 9 6 2 ,  Semb 

1 9 7 1 ,  L a h t i n e n  e t  a l .  1 9 7 9 )  o r  i n t o  t h e  n u t r i e n t  a r t e r y  

( K e l l y  e t  a l .  1 9 7 1 ,  K e l l y  1 9 7 3 ,  L a v e n d e r  e t  a l .  1 9 7 9 ) .  B o t h  

m e t h o d s  i n v o l v e  l o c a l  t r a u m a ,  a n d  t h e  l a t t e r  d i s t r i b u t e s  

t r a c e r  t o  o n l y  p a r t  o f  t h e  b o n e  c i r c u l a t i o n  wh i l e  a t  t h e  

same t i m e  c a u s i n g  i n t e r f e r e n c e  w i t h  t h a t  c i r c u l a t i o n .  

I n j e c t i o n  o f  i o d o - a n t i p y r i n e  i n t o  t h e  a n t e r i o r  t i b i a l  

a r t e r y  o f  d o g s  n e a r  t h e  n u t r i e n t  a r t e r y ,  r a t h e r  t h a n

d i r e c t l y  i n t o  i t ,  r e s u l t e d  i n  o n l y  20% r e a c h i n g  t h e  t i b i a ,  

w i t h  t h e  r e m a i n d e r  f o u n d  i n  t h e  n e a r b y  m u s c l e  ( M c E l f r e s h  

a n d  K e l l y  1 9 7 4 ) .

A f u r t h e r  p o t e n t i a l  p r o b l e m  w i t h  e x t e r n a l  c o u n t i n g  i s  

t h a t  t h e  w a s h o u t  c u r v e s  f o r  c o r t e x ,  m u s c l e  a n d  m a r r o w  a r e  

s u p e r i m p o s e d .  I n  t h e  dog t i b i a ,  h o w e v e r ,  t h e  c u r v e s  f o r

i o d o - a n t i p y r i n e  i n  c o r t e x ,  s u r r o u n d i n g  m u s c l e  a n d  m a r r o w  

h a v e  b e e n  f o u n d  t o  be  t h e  same ( K e l l y  e t  a l . 1 9 7 1 ,

M c E l f r e s h  a n d  K e l l y  1 9 7 4 ) .

2 .  R e c i r c u l a t i o n  may  r e s u l t  i n  a n  a r t e r i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  

t r a c e r  a b o v e  z e r o .  Any  r e c i r c u l a t i o n  wi  I I s l o w  t h e  n e t  

w a s h o u t  o f  t h e  t r a c e r .  Auk l a n d  e t  a l .  ( 1 9 6 4 )  u s e d  i n t r a -

a r t e r i a l  e l e c t r o d e s  d u r i n g  h y d r o g e n  w a s h o u t  m e a s u r e m e n t s  i n  

t h e  dog k i d n e y ,  a n d  f o u n d  t h a t  f e m o r a l  a r t e r i a l  l e v e l s  o f  

i n s p i r e d  h y d r o g e n  t o o k  a p p r o x i m a t e l y  4 0  s e c o n d s  t o  d r o p  t o  

n e g l  i g i b l e  a m o u n t s .  M e a s u r e d  k i d n e y  c o r t i c a l  b l o o d  f l o w  

m a t c h e d  i t s  v e n o u s  o u t f l o w  o n l y  a f t e r  t h i s  t i m e  p e r i o d .
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W h i t e s i d e ,  L e s k e r  a n d  S i mmons  ( 1 9 7 7 )  f o u n d  t h e  e q u i v a l e n t  

t i m e  i n  t h e  r a b b i t  t o  be  2 0  s e c o n d s .  T h e  a p p a r e n t l y  l o n g  

t r a n s i t  t i m e s  i n  b o n e  w i l l  e x a g g e r a t e  t h i s  e f f e c t ,  w h i c h  

may be  s u f f i c i e n t  t o  o b s c u r e  a n y  e a r l y  f a s t  c o m p o n e n t  o f  

t h e  w a s h o u t  ( A u k  l a n d  e i  a  / . 1 9 6 4 ) .

K e l l y  e i  a / .  ( 1 9 7 1 )  f o u n d  n e g l i g i b l e  l e v e l s  o f  e x t e r n a l

e m i s s i o n  o v e r  t h e  c o n t r a l a t e r a l  t i b i a  i n  d o g s  a f t e r  

n u t r i e n t  a r t e r y  i n j e c t i o n  o f  i o d o - a n t i p y r i n e ,  s u g g e s t i n g  

t h a t  l o c a l  i n j e c t i o n  o f  smaI  I a m o u n t s  o f  t r a c e r  r e s u l t e d  i n  

i n s i g n i f i c a n t  r e c i r c u l a t i o n .  H u g h e s  e i  a / . ( 1 9 7 8 ) ,  a f t e r  a

s i m i l a r  i n j e c t i o n  o f  r a d i o  l a b e l  l e d  m e t h y l e n e  d i p h o s p h o n a t e , 

f o u n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  c o n t r a l a t e r a l  t i b i a l  s h a f t

t o  be  f o u r  t o  f i v e  p e r  c e n t  o f  t h a t  o f  t h e  i n j e c t e d  t i b i a

a f t e r  f i v e  m i n u t e s ,  b u t  a n y  r e c i r c u l a t i o n  o f  t h i s  b o n e -  

s e e k i n g  t r a c e r  w i l l  be  c o n c e n t r a t e d  i n  b o n e ,  u n i  i k e  

a n t i p y r i n e .

3 .  T i s s u e  t r a c e r  may  n o t  b e  i n  e q u i l i b r i u m  w i t h  e n d -

c a p i l l a r y  b l o o d .  As w i t h  t h e  c l e a r a n c e  t e c h n i q u e ,  p r o b l e m s  

a r e  p o s e d  by  t h e  t i m e - c o u r s e  o f  e q u i  I i b r a t i o n  a n d  t h e  

p o s s i b i l i t y  o f  d i f f u s i o n  l i m i t a t i o n  o f  e x c h a n g e  a t  h i g h  

f l o w  r a t e s .  T h i s  i s  u n l i k e l y  w i t h  h y d r o g e n ,  w h i c h  i s

I i p o p h i  I i c  a n d  o f  a v e r y  l o w m o l e c u l a r  w e i g h t ,  b u t  d a t a  i s

l a c k i n g  f o r  t h e  o t h e r  t r a c e r s .

4 .  M e a s u r e m e n t  o f  t r a c e r  b y  t i s s u e  e l e c t r o d e s  ma y  b e  

s u b j e c t  t o  d i f f u s i o n  l i m i t a t i o n  w i t h i n  t h e  s u r r o u n d i n g  

t i s s u e .  T h e  t i s s u e  i m m e d i a t e l y  s u r r o u n d i n g  a n  e l e c t r o d e  

may be s u b j e c t  t o  c i r c u l a t o r y  d i s t u r b a n c e  t h a t  wi  I I s l o w  

t h e  w a s h o u t  o f  t h e  t r a c e r .  A t  l ow  f l o w  r a t e s ,  d i f f u s i o n  o f  

t h e  t r a c e r  a c r o s s  t h i s  t i s s u e  f r o m  we I I - p e r f u s e d  a r e a s  w i  I I 

be s u f f i c i e n t  f o r  t h e  r a t e  o f  w a s h o u t  t o  be  m e a s u r e d  

a c c u r a t e l y ,  a l b e i t  a f t e r  an i n i t i a l  d e l a y .  H o w e v e r ,  a t  h i g h  

f l o w  r a t e s  t h i s  d i f f u s i o n  may be l i m i t i n g .  T h e  h i g h  

d i f f u s i b i l i t y  o f  h y d r o g e n  r e s u l t s  i n  t h i s  e f f e c t  b e i n g  

a p p a r e n t  o n l y  w i t h  f l o w  r a t e s  a b o v e  1 5 0  m l / m i n . 1 0 0 g  

( A u k  l a n d  e t  a l .  1 9 6 4 ) .  I n  b o n e ,  W h i t e s i d e ,  L e s k e r  a n d

S i mmon s  ( 1 9 7 7 )  f o u n d  t h a t  t h e  v e s s e l s  a d j a c e n t  t o  t h e  d r i  I I

h o l e s  made f o r  t h e  e l e c t r o d e  r e m a i n e d  p a t e n t  on
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h i s t o l o g i c a l  s e c t i o n s ,  b u t  t h i s  g i v e s  no i n d i c a t i o n  o f  t h e  

r a t e  o f  f l o w  i n  t h e s e  v e s s e l s  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  r e m a i n d e r  

o f  t h e  b o n e .

5 .  Mu 1 1 i e x p o n e n t i a  I w a s h o u t .  W a s h o u t  c u r v e s  w i t h  m o r e  t h a n  

o n e  c o m p o n e n t  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  t h e  k i d n e y ,  s k e l e t a l  

m u s c l e ,  f e m o r a l  c a n c e l l o u s  b o n e ,  a n d  t i b i a l  d i a p h y s e a l  

m a r r o w  ( A u k  l a n d  e t  a l .  1 9 6 4 ,  Semb 1 9 7 1 ,  W h i t e s i d e ,  L e s k e r  

an d  S i mmons  1 9 7 7 ,  L a h t i n e n  e t  a l .  1 9 7 9 ) .  T h i s  e f f e c t  may  

a r i s e  f r o m  h e t e r o g e n e o u s  t i s s u e  b l o o d  f l o w ,  o r  f r o m  

d i f f u s i o n  I i m i t a t i o n  o f  m o v e m e n t  o f  t r a c e r  f r o m  o n e  o r  mo r e  

t i s s u e  c o m p a r t m e n t s .  A g a i n ,  t h e  l a t t e r  e x p l a n a t i o n  a p p e a r s  

u n l i k e l y  i n  t h e  c a s e  o f  h y d r o g e n ,  p a r t i c u l a r l y  a s  

c i r c u l a t o r y  a r r e s t  r e s u l t s  i n  a b r u p t  c e s s a t i o n  o f  w a s h o u t  

( W h i t e s i d e ,  L e s k e r  a n d  S i mmo ns  1 9 7 7 )  w h i c h  w o u l d  be  

e x p e c t e d  t o  c o n t i n u e  f o r  a s h o r t  p e r i o d  i f  i t  i s  n o t  

e n t i r e l y  f l o w  l i m i t e d .

H e t e r o g e n e i t y  o f  b l o o d  f l o w  wi  I I h a v e  i m p o r t a n t  e f f e c t s  

on t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t r a c e r  a f t e r  i t s  a d m i n i s t r a t i o n .  

Auk l a n d  e t  a l .  ( 1 9 6 4 )  f o u n d  t h a t  t h e  s h a p e  o f  h y d r o g e n  

d e s a t u r a t i o n  c u r v e s  o f  k i d n e y  c o r t e x  wa s  d e p e n d e n t  on t h e  

d u r a t i o n  o f  h y d r o g e n  r e s p i r a t i o n  u s e d  f o r  t h e  i n i t i a l  

s a t u r a t i o n .  I n  t h e  c a s e  o f  t r a c e r s  a d m i n i s t e r e d  by l o c a l  

i n t r a v a s c u I a r  i n j e c t i o n ,  t h o s e  a r e a s  o f  t i s s u e  w i t h  v e r y  

l o w  f l o w s  may n o t  h a v e  t i m e  t o  t a k e  up s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  

o f  t r a c e r  b e f o r e  w a s h o u t  e x c e e d s  u p t a k e .  I n  t h i s  w a y ,  t h e  

a v e r a g e  t i s s u e  f l o w  may be o v e r e s t i m a t e d .  T h e  d i r e c t  

i n j e c t i o n  o f  t r a c e r  may be  l e s s  s u b j e c t  t o  t h i s  e f f e c t .

I n  s u m m a r y ,  t h e  u s e  o f  t r a c e r  w a s h o u t  t o  m e a s u r e  b o n e  

b l o o d  f l o w  t h u s  h a s  some a d v a n t a g e s  o v e r  t h e  c l e a r a n c e  

t e c h n i q u e ,  w h i l e  r e t a i n i n g  some o f  i t s  p r o b l e m s .  Th e  

n e c e s s i t y  t o  m e a s u r e  t i s s u e  l e v e l s  o f  t r a c e r  i n  v i v o  a d d s  

s p e c i f i c  d i s a d v a n t a g e s ,  t h o s e  o f  t h e  l o c a l  t r a u m a  o f  t i s s u e  

e l e c t r o d e s  o r  o f  t h e  u s e  o f  e x t e r n a l  m o n i t o r i n g .  Much o f  

t h e  d i f f i c u l t y  o f  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t r a c e r  m o v e m e n t s  

b e t w e e n  t i s s u e  a n d  b l o o d  r e l a t e  t o  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  s u c h  

m o v e m e n t s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  r e l a t i o n  t o  r e c i r c u l a t i o n .  T h e s e  

p r o b l e m s  may be  o v e r c o m e  by t h e  u s e  o f  a f l o w  i n d i c a t o r
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t h a t  d o e s  n o t  l e a v e  t h e  c i r c u l a t i o n  w h i l e  a t  t h e  same t i m e  

u n d e r g o i n g  p h y s i c a l  i n t e g r a t i o n  o f  i t s  d i s t r i b u t i o n .  T h e s e  

p r o p e r t i e s  a r e  s u p p l i e d  by  r a d i o a c t i v e  m i c r o s p h e r e s .

1 . 2 . 4  THE STUDY OF BLOOD FLOW I N  LONG BONES W I T H  

R A D I O A C T I V E  MICROSPHERES

A c c o r d i n g  t o  t h e  i n d i c a t o r  f r a c t i o n a t i o n  p r i n c i p l e ,  

p a r t i c l e s  i n j e c t e d  i n t o  t h e  l e f t  s i d e  o f  t h e  h e a r t  wi  I I be  

d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  b o d y  i n  p r o p o r t i o n  t o  t h e  

d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  c a r d i a c  o u t p u t .  I f  on f i r s t  p a s s  t h e y  

i m p a c t  i n  t h e  p r e c a p i I l a r y  v e s s e l s  a n d  c a p i I l a r y  b e d ,  t h e n  

p h y s i c a l  i n t e g r a t i o n  o f  t h e  ' d i l u t i o n '  c u r v e  r e s u l t s  

( W a g n e r  e t  a l .  1 9 6 9 ,  Heymann  e t  a l .  1 9 7 7 ) .  T i s s u e  b l o o d  

f l o w  i s  t h e r e f o r e  s i m p l y  c a l c u l a t e d  a s  :

Qi i  m m u 9 — Q ( Ni  i  m 9 u 9 /  Ni  o i  m I )  ( 1 . 1 2 )

w h e r e  Q =  c a r d i a c  o u t p u t

Ni  i m 9 u 9  =  n u m b e r  o f  p a r t i c l e s  i n  t h e  t i s s u e  

Ni  o i 9  I = t o t a l  n u m b e r  o f  p a r t i c l e s  i n j e c t e d

I f  t h e  p a r t i c l e s ,  o r  m i c r o s p h e r e s ,  a r e  l a b e l  l e d  w i t h  a

r a d i o - i s o t o p e ,  a n d  i f  t h e  f r e q u e n c y  d i s t r i b u t i o n  o f

r a d i o a c t i v i t i e s  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  i s  t h e  same i n  t h e

t i s s u e  a s  i n  t h e  i n j e c t a t e ,  t h i s  c a l c u l a t i o n  may be

e x p r e s s e d  a s  :

Qi i 9 9 u 9 — Q • ( C o u n t i i 9 9 U 9  /  C o u n t i o i 9  I )  ( 1 . 1 3 )

w h e r e  C o u n t  r e p r e s e n t s  t h e  r a d i o a c t i v i t y  c o u n t .  C a r d i a c  

o u t p u t  may be  e s t i m a t e d  by an  i n d e p e n d e n t  m e t h o d ,  o r  by  t h e  

u s e  o f  a s u r r o g a t e  ' o r g a n '  o f  known f l o w .  I f  a r e f e r e n c e  

s a m p l e  i s  w i t h d r a w n  f r o m  a m a j o r  a r t e r y  a t  a known r a t e  

d u r i n g  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s ,  t h e n  :
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Qr 9 f  =  Q . ( C o u n i r 9 f  /  C o u n t i o i 9 l )  ( 1 . 1 4 )

w h e r e  t h e  s u b s c r i p t  r e f  r e f e r s  t o  t h e  r e f e r e n c e  s a m p l e .

S o l v i n g  f o r  Q g i v e s

Q =  Qr 9 f  . ( C o u n i i o i 9 i  /  C o u n i r 9 f )  ( 1 . 1 5 )

S u b s t i t u t i n g  e q u a t i o n  1 . 1 5  f o r  Q i n  e q u a t i o n  1 . 1 3  :

Qt i 9 9 u 9 ~  Qr 9 f  ( C o u n ' t i Î 9 9 U 9  /  CoU fl t r  9 f  )  ( 1 . 1 6 )

T h u s ,  t h e  n u m b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  i n j e c t e d  d o e s  n o t  n e e d  t o  

be k n o w n .

U s i n g  t h i s  m e t h o d ,  no s u r g i c a l  i n t e r f e r e n c e  w i t h  t h e  

b o n e  o r  i t s  b l o o d  s u p p l y  i s  r e q u i r e d ,  a n d  t h e  p r o b l e m s  

i n h e r e n t  i n  m e t h o d s  r e l y i n g  on b l o o d - t i s s u e  t r a c e r  e x c h a n g e  

a r e  a v o i d e d .  I t  r e l i e s  on t h r e e  a s s u m p t i o n s .

/ .  I t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  m i c r o s p h e r e s  a r e  s u f f i c i e n t l y  

e v e n l y  m i x e d  i n  t h e  a r t e r i a l  b l o o d  t o  b e  d i s t r i b u t e d  i n  

p r o p o r t i o n  t o  r e g i o n a l  f l o w s .  T h i s  r e q u i r e s  b o t h  a d e q u a t e  

m i x i n g  a t  t h e  i n j e c t i o n  s i t e  a n d  a b s e n c e  o f  s i g n i f i c a n t  

a r t e r i a l  s t r e a m i n g .  I f  c a r d i a c  m i x i n g  i s  c o m p l e t e  o r  n e a r l y  

s o ,  t h e n  f l o w s  t o  p a i r e d  o r g a n s  s h o u l d  be  e q u a l  , a n d  t h i s  

h a s  b e e n  f o u n d  i n  t h e  k i d n e y s  ( N e u t z e  e t  a l . 1 9 6 8 ,  M e n d e l  I

a n d  Ho I l e n b e r g  1971 , S a s a k i  a n d  W a g n e r  1971 , W a r r e n  a n d  

L e d i n g h a m  1 9 7 4 ,  M a l i k  e t  a l .  1 9 7 6 ) ,  c e r e b r a l  h e m i s p h e r e s  

( S a s a k i  a n d  W a g n e r  1 9 7 1 ) ,  a n d  h i n d l i m b  b o n e s  ( S y f t e s t a d  a n d  

B o e l k i n s  1 9 8 0 ,  J o n e s  e t  a l .  1 9 8 2 ) .  M o r r i s  a n d  K e l l y  ( 1 9 8 0 )  

f o u n d  t h a t  e v e n n e s s  o f  m i x i n g  t o  t h e  I imbs was  l e s s  

c o m p l e t e  i n  s u p i n e  d og s  t h a n  i n  t h o s e  c o n s c i o u s  a n d  

s t a n d i n g ,  a l t h o u g h  no f i g u r e s  w e r e  g i v e n .

A f u r t h e r  t e s t  o f  c e n t r a l  m i x i n g  i s  t o  c o m p a r e  s a m p l e s  

o f  b l o o d  t a k e n  f r o m  d i f f e r e n t  m a j o r  a r t e r i e s ,  w h i c h  s h o u l d
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c o n t a i n  s i m i l a r  n u m b e r s  o f  m i c r o s p h e r e s  r e g a r d l e s s  o f  t h e i r  

s i t e .  T h i s  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  i n  t h e  dog ( M o r r i s  a n d  K e l  I y 

1 9 8 0 ,  M o o r e  e i  a  / . 1 9 8 1 )  a n d  i n  t h e  r a b b i t  ( N e u t z e  e i  a  / .

1 9 6 8 ,  S y f t e s t a d  a n d  B o e l k i n s  1 9 8 0 ) .  K a i h a r a  e t  a l .  ( 1 9 6 8 )  

f o u n d  no d i f f e r e n c e s  i n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  m i c r o s p h e r e s  

l a b e l  l e d  w i t h  t w o  d i f f e r e n t  i s o t o p e s  a n d  i n j e c t e d

s i mu I t a n e o u s I  y .

S t r e a m i n g  o f  m i c r o s p h e r e s  w i t h i n  t h e  a o r t i c  a r c h  h as  

b e e n  f o u n d  w i t h  t h e  l a r g e r  s i z e s  o f  m i c r o s p h e r e  ( 5 0 p m )  i n  

t h e  r a b b i t ,  w h e r e  t h e s e  s p h e r e s  w e r e  p r e f e r e n t i a l  l y  

d i s t r i b u t e d  t o  t h e  h e a d  ( W a r r e n  a n d  L e d i n g h a m  1 9 7 4 ) .  T h e y  

a l s o  t e n d  t o  b e  d i s t r i b u t e d  t o w a r d s  t h e  c e n t r e  o f  t h e  

l u m e n s  o f  sma I  I e r  a r t e r i e s  ( P h i b b s  a n d  Dong 1 9 7 0 ) ,  r e d u c i n g  

t h e  I i k e  I i h o o d  o f  t h e i r  e n t e r i n g  smaI  I s i  d e - b r a n c h e s .  O n l y  

m i c r o s p h e r e s  o f  10pm o r  l e s s  w e r e  f o u n d  t o  be  e v e n l y

d i s t r i b u t e d ,  a n d  t h u s  t h e  u se  o f  l a r g e r  s p h e r e s  i s  I i k e l y  

t o  i n t r o d u c e  a sma I I e r r o r  a t  t h i s  l e v e l  o f  t h e

c i r c u l a t i o n .

2 .  I t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e r e  i s  no r e c i r c u l a t i o n  o f  

m i c r o s p h e r e s .  R e c i r c u l a t i n g  m i c r o s p h e r e s  wi  I I be  r e ­

d i s t r i b u t e d  t o  t h e  t i s s u e s  i n  p r o p o r t i o n  t o  r e g i o n a l  b l o o d  

f l o w ,  w h e r e  on s u b s e q u e n t  p a s s e s  t h e y  may be  t r a p p e d ,  b u t  

i n a c c u r a c y  i n  t h e i r  f i n a l  d i s t r i b u t i o n  w i l l  r e s u l t  i f  t h e  

d e g r e e  o f  n o n - e n t r a p m e n t  on e a c h  p a s s  v a r i e s  b e t w e e n

d i f f e r e n t  r e g i o n s .

N o n - e n t r a p m e n t  a r i s e s  f r o m  p a s s a g e  t h r o u g h  a r t e r i o ­

v e n o u s  s h u n t s  a n d  t h r o u g h  t h e  c a p i I l a r y  b e d ,  i f  t h e  

m i c r o s p h e r e s  a r e  s u f f i c i e n t l y  sma I  I . I n  t h e  c a s e  o f  s h u n t s ,  

f l o w  t h r o u g h  t h e s e  c h a n n e l s  i s  n o t ,  by d e f i n i t i o n ,  m e a s u r e d  

by c l e a r a n c e  o r  w a s h o u t  m e t h o d s  e i t h e r ,  a n d  t h e  m e a s u r e d  

f  I ow i s  t h a t  o f  t h e  ' n u t r i t i v e '  c a p i l l a r y  c i r c u l a t i o n .  

T h u s ,  s h u n t i n g  p r e s e n t s  a p r o b l e m  w i t h  t h e  m i c r o s p h e r e  

t e c h n i q u e  o n l y  i f  t h e  s h u n t e d  m i c r o s p h e r e s  a r e  n o t  t r a p p e d  

by t h e  p u l m o n a r y  c i r c u l a t i o n  a n d  a r e  a I l o w e d  t o  

r e c i r c u l a t e .  Z a n i c k  a n d  D e l a n e y  ( 1 9 7 3 )  i n j e c t e d  

m i c r o s p h e r e s  s i z e d  18 t o  34pm i n t o  t h e  f e m o r a l  a r t e r i e s  o f  

d o g s  a n d  f o u n d  4% o f  t h e  d o s e  i n  t h e  l u n g s  b u t  no s p h e r e s
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i n  t h e  k i d n e y s ,  c o n f i r m i n g  t h e  l a c k  o f  p u l m o n a r y  s h u n t i n g  

o f  t h i s  s i z e  r a n g e .  K a i h a r a  e i  a / .  ( 1 9 6 8 )  f o u n d  9 9 . 7 %  o f  an

i n t r a v e n o u s  d o s e  o f  15 ± 5 pm ( S D )  m i c r o s p h e r e s  t r a p p e d  i n  

t h e  l u n g s  i n  t h e  d o g ,  wh i  l e  W a r r e n  a n d  L e d i n g h a m  ( 1 9 7 4 )  d i d  

n o t  d e t e c t  a n y  p u l m o n a r y  s h u n t i n g  o f  s i m i l a r  s p h e r e s  i n  t h e  

r a b b i t .  By s a m p l i n g  a r t e r i a l  b l o o d  a f t e r  r i g h t  a t r i a l  

i n j e c t i o n  i n  d o g s .  F a n  e i  a / .  ( 1 9 7 9 )  o b t a i n e d  p u l m o n a r y

s h u n t i n g  r a t e s  o f  l e s s  t h a n  1% f o r  15 ± 1 pm s p h e r e s  a n d

3 . 5 %  f o r  s p h e r e s  o f  9  ± 0 . 6  pm.  T h u s  i t  a p p e a r s  t h a t

r e c i r c u l a t i o n  i s  i n s i g n i f i c a n t  f o r  m i c r o s p h e r e s  o f  g r e a t e r  

d i a m e t e r  t h a n  a p p r o x i m a t e l y  9pm,  a r e s u l t  w h i c h  m i g h t  be  

e x p e c t e d  on t h e  b a s i s  o f  t h e  s i z e  o f  e r y t h r o c y t e s .

M i c r o s p h e r e s  o f  l e s s  t h a n  t h i s  s i z e  p a s s i n g  t h r o u g h  

p e r i p h e r a l  c a p i I l a r y  b e d s  a r e  u n i i k e l y  t o  be t r a p p e d  i n  t h e  

l u n g s ,  a n d  t h i s  wi  I I l e a d  t o  i n a c c u r a c i e s  i n  t h e  

c a l c u l a t i o n  o f  b l o o d  f l o w .  T h e  e x t e n t  o f  n o n - e n t r a p m e n t  i n  

a n y  t i s s u e  i s  b e s t  a s s e s s e d  by e x a m i n a t i o n  o f  t h e  s i z e  

d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  i n  a r e p r e s e n t a t i v e  v e n o u s  

s a m p l e .  I n  t h e  k i d n e y ,  no s p h e r e s  o f  10pm o r  g r e a t e r  p a s s  

i n t o  t h e  r e n a l  v e i n  ( K a t z  e t  a l .  1 9 7 1 ,  A r c h i e  e t  a l .  1 9 7 3 )  

a n d  t h e  same i s  t r u e  i n  i s o l a t e d  s k e l e t a l  m u s c l e  ( G a e h t g e n s  

e t  a l .  1 9 7 6 ) .  I n  human p l a c e n t a l  c o t y l e d o n s  i n  v i t r o ,  l e s s  

t h a n  5% o f  m i c r o s p h e r e s  l a r g e r  t h a n  10pm p a s s  ( P e n f o l d  e t  

a l .  1 9 8 1 ) .  T h u s ,  t h e  a s s u m p t i o n  o f  c o m p l e t e  t r a p p i n g  o f  t h e  

m i c r o s p h e r e s  i n  t h e  c a p i I l a r y  c i r c u l a t i o n  h a s  b e e n  f o u n d  t o  

be r e l  i a b l e  i n  s o f t  t i s s u e  s t u d i e s  i f  t h e  m i c r o s p h e r e s  a r e  

a I I g r e a t e r  t h a n  10pm i n  s i z e .

I n  b o n e ,  r e p r e s e n t a t i v e  v e n o u s  samp I i n g  i s  n o t  

p o s s i b l e ,  a n d  n o n - e n t r a p m e n t  h a s  b e e n  a s s e s s e d  b o t h  by  

n u t r i e n t  a r t e r y  i n j e c t i o n  a n d  by c o m p a r i s o n  o f  s i m u l t a n e o u s  

c a l c u l a t e d  f l o w s .  M e a s u r e m e n t s  a f t e r  t i b i a l  n u t r i e n t  a r t e r y  

i n j e c t i o n  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  o n l y  w i t h  15pm 

m i c r o s p h e r e s ,  a n d  s u f f e r  t h e  u s u a l  d i s a d v a n t a g e s  o f  t h i s  

a p p r o a c h .  M o r r i s  a n d  K e l  l y  ( 1 , 9 8 0 )  f o u n d  o v e r  14% o f  t h e  

i n j e c t a t e  a p p e a r i n g  i n  t h e  f e m o r a l  v e i n  i n  a s i n g l e  

e x p e r i m e n t ,  wh i  l e  T o t h i  I I , H o o p e r ,  H u g h e s  a n d  M c C a r t h y  

( 1 9 8 7 )  f o u n d  a r a t e  o f  0 . 8 6 % .  T h e  h i g h e r  f i g u r e  o f  t h e
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f o r m e r  w o r k e r s  m i g h t  be  e x p l a i n e d  by t h e  f i n d i n g  o f  T o t h i l l  

e i  a / .  t h a t  n o n - e n t r a p m e n t  w a s  i n c r e a s e d  t o  20% o r  m o r e  by  

p r e v i o u s  i s c h a e m i a .  G r o s s  e t  a l .  ( 1 9 7 9 )  o b t a i n e d  c o u n t s  i n  

t h e  t i b i a l  n u t r i e n t  v e i n  a m o u n t i n g  t o  1% o f  t h o s e  i n

a r t e r i a l  s a m p l e s  a f t e r  i n t r a c a r d i a c  i n j e c t i o n .

C o m p a r i s o n  o f  f l o w s  t o  b o n e  o b t a i n e d  w i t h  

s i m u l t a n e o u s l y  i n j e c t e d  m i c r o s p h e r e s  o f  d i f f e r e n t  s i z e s

h a v e  b e e n  u s e d  t o  a s s e s s  t h e  r e l a t i v e  d e g r e e  o f  n o n ­

e n t r a p m e n t  o f  t h e  sma I 1e r  s p h e r e s .  To  d a t e ,  t h e s e  

c o m p a r i s o n s  h a v e  b e e n  c o n f i n e d  t o  15pm a n d  9pm m i c r o s p h e r e s  

( N i v  a n d  H u n g e r f o r d  1 9 7 9 ,  G r o s s  e t  a l .  1 9 7 9 ,  J o n e s  e t  a l .  

1 9 8 2 ) ,  a n d  h a v e  s h own  c a l c u l a t e d  b l o o d  f l o w s  3 0  t o  50% 

l o w e r  w i t h  t h e  s ma I  1e r  s p h e r e s  i n  s a m p l e s  f r o m  t h e  f e m o r a l  

h e a d  a n d  i n  m i x e d  b o n e  s a m p l e s .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  a 

c o n s i d e r a b l e  d e g r e e  o f  n o n - e n t r a p m e n t  o f  9pm m i c r o s p h e r e s ,  

a s  w o u l d  be e x p e c t e d  f r o m  t h e  s o f t  t i s s u e  s t u d i e s .

Wh i l e  sma I I m i c r o s p h e r e s  a r e  m o r e  I i k e l y  t o  b e h a v e  i n  

t h e  m a n n e r  o f  e r y t h r o c y t e s  i n  t h e  a r t e r i a l  c i r c u l a t i o n ,

n o n - e n t r a p m e n t  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  a m i n i m u m  s i z e  o f  10pm 

i s  r e q u i r e d  t o  a v o i d  i n a c c u r a c i e s  a r i s i n g  f r o m

r e c  i r c u l a t i o n .

3 .  I t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  f r e q u e n c y  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  

r a d i o a c t i v i t i e s  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  i n  t h e  t i s s u e  i s  t h e  

sam e a s  t h a t  i n  t h e  i n j e c t a t e .  M i c r o s p h e r e s  may be  

l a b e l  l e d  by a n  i s o t o p e  c o a t i n g  o r  by i n c o r p o r a t i o n  o f  

i s o t o p e  i n t o  t h e  s u b s t a n c e  o f  e a c h  s p h e r e .  I n  t h e  f i r s t  

c a s e ,  t h e  r a d i o a c t i v i t y  o f  e a c h  s p h e r e  wi  I I a p p r o x i m a t e  a 

f u n c t i o n  o f  t h e  s q u a r e  o f  i t s  r a d i u s ,  w h i l e  i n  t h e  s e c o n d  a

f u n c t i o n  o f  t h e  c u b e .  I t  c a n  be  s e e n  t h a t  s ma I  I v a r i a t i o n s

i n  s i z e  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  w i l l  be a s s o c i a t e d  w i t h  l a r g e  

v a r i a t i o n s  i n  t h e i r  a c t i v i t y .  F o r  e x a m p l e ,  a b a t c h  o f

m i c r o s p h e r e s  s i z e d  15 ± 1 pm w i t h  i n c o r p o r a t e d  i s o t o p e  w i  I I

h a v e  a s i z e  r a n g e  o f  t h e  o r d e r  o f  12 t o  18pm.  V e r y  f e w  

s p h e r e s  wi  I I be  o f  t h e  e x t r e m e  s i z e ,  b u t  I i m i t i n g  

c o n s i d e r a t i o n  t o  t h o s e  o f  13 t o  17pm s t i  I I imp I i e s  t h a t  t h e  

l a r g e s t  s p h e r e s  w i  I I c a r r y  m o r e  t h a n  t w i c e  t h e  a m o u n t  o f  

i s o t o p e  a s  t h e  sma I l e s t .  T h i s  wi  I I n o t  a f f e c t  t h e
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c a l c u l a t i o n  o f  b l o o d  f l o w  ( e q u a t i o n  1 . 1 6 )  u n l e s s  t h e  

f r e q u e n c y  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  m i c r o s p h e r e  s i z e  i n  t h e

t i s s u e  i s  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  i n  t h e  i n j e c t a t e ,  a nd

t h e r e f o r e  a l s o  f r o m  t h a t  i n  t h e  r e f e r e n c e  s a m p l e .

S u c h  a d i f f e r e n c e  wi  I I a r i s e  f r o m  n o n - e n t r a p m e n t  o f  t h e  

sma I l e s t  m i c r o s p h e r e s ,  o r  f r o m  h i n d r a n c e  o f  t h e  e n t r y  o f  

l a r g e r  s p h e r e s  i n t o  t h e  t i s s u e  s a m p l e .  T h i s  s i e r i c

r e s t r i c t i o n  ( M o r k r i d  e t  a l .  1 9 7 6 )  w i l l  a r i s e  a t  t h e  

m i c r o v a s c u l a r  l e v e l ,  a n d  i s  u n l i k e l y  t o  a f f e c t  t h e

m e a s u r e m e n t  o f  f l o w  t o  w h o l e  o r g a n s .  An e x t r e m e  e x a m p l e  o f  

t h e  e f f e c t  i s  t h e  c a s e  o f  a p o s t c a p i I l a r y  c i r c u l a t i o n ,  s u c h  

a s  t h a t  o f  t h e  r e n a l  m e d u l l a  ( K a t z  e t  a l .  1 9 7 1 ) .  H e r e ,  a n y  

m i c r o s p h e r e s  smaI  I e n o u g h  t o  r e a c h  t h e  me d u l  l a  p a s s  t h r o u g h  

i n t o  t h e  v e n o u s  b l o o d ,  a n d  t h e  t i s s u e  c o u n t  r a t e s  a r e  

n e g l i g i b l e .  W i t h i n  t h e  c o r t e x ,  t h e  s i t e  o f  m i c r o s p h e r e  

t r a p p i n g  i s  d e p e n d e n t  on t h e  m i c r o s p h e r e  s i z e ,  so  t h a t  

w h i  l e  a l m o s t  a I I 15pm s p h e r e s  a r e  t r a p p e d  i n  t h e  g l o m e r u l  I , 

v i r t u a l  l y  a I I 35pm s p h e r e s  l o d g e  e l s e w h e r e  i n  t h e  l a r g e r  

v e s s e l s .  T h e  c o r o l l a r y  o f  t h i s  i s  t h a t  t h e  c a l c u l a t e d  l o c a l  

t i s s u e  f l o w  r a t e s  a t  d i f f e r e n t  d e p t h s  w i t h i n  t h e  c o r t e x  

wi  I I v a r y  a c c o r d i n g  t o  t h e  s i z e  o f  m i c r o s p h e r e  u s e d  -  t h e  

l a r g e r  s p h e r e s  may I i e  o u t s i d e  t h e  t i s s u e  w h o s e  f l o w  t h e y  

r e p r e s e n t .

I n  o r d e r  f o r  t h e  t h i r d  a s s u m p t i o n  t o  be  v a  I i d  f o r  t h e  

m e a s u r e m e n t  o f  b l o o d  f l o w  w i t h i n  an  o r g a n ,  t h e r e f o r e ,  t h e  

m i c r o s p h e r e s  m u s t  be s i z e d  a s  t i g h t l y  a s  p o s s i b l e ,  c l o s e  t o  

b u t  g r e a t e r  t h a n  10pm so  a s  t o  a v o i d  n o n - e n t r a p m e n t  wh i l e  

m i n i m i s i n g  s t e r i c  r e s t r i c t i o n .

Wh i l e  t h e  t h r e e  b a s i c  a s s u m p t i o n s  o f  t h e  m i c r o s p h e r e  

t e c h n i q u e  may be s a t i s f i e d ,  i t  m u s t  a l s o  be s h own  t h a t  t h e  

embol  i s a t  i o n  c a u s e d  by m i c r o s p h e r e  i n j e c t i o n  d o e s  n o t  

a d v e r s e l y  a f f e c t  t h e  c i r c u l a t i o n ,  by e f f e c t s  e i t h e r  on t h e  

c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  o r  on t h e  l o c a l  m i c r o v a s c u l a t u r e .  

C e n t r a l  e f f e c t s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  be m o r e  common i n  

c o n s c i o u s  a n i m a l s ,  a n d  w i t h  b o t h  a d m i n i s t r a t i o n  o f  l a r g e  

n u m b e r s  o f  m i c r o s p h e r e s  a n d  i n c r e a s i n g  m i c r o s p h e r e  s i z e  

( W a r r e n  a n d  L e d i n g h a m  1 9 7 4 ) .  S u c h  e f f e c t s  i n c l u d e  t r a n s i e n t
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h y p o t e n s i o n  a n d  b r a d y c a r d i a .  I n  t h e  a n a e s t h e t i s e d  r a b b i t ,  

b e t w e e n  2 a n d  100  x 1 0 *  s p h e r e s  o f  15pm h a v e  b e e n  i n j e c t e d  

w i t h o u t  a p p a r e n t  c e n t r a l  e f f e c t s  ( H i e r t o n  1 9 8 3 ,  A a l t o  a n d  

S l a t  i s  1 9 8 4 ,  D a v i s  e i  a / .  1 9 9 0 ) ,  w h i l e  i n  t h e  dog up t o  157

X 1 0 *  h a v e  b e e n  g i v e n  ( M o r r i s  a n d  K e l l y  1 9 8 0 ) .

L o c a l  e f f e c t s  o f  m i c r o s p h e r e s  h a v e  b e e n  a s s e s s e d  by  

c o m p a r i n g  t h e  d i s t r i b u t i o n s  o f  i n j e c t i o n s  g i v e n  s e q u e n t ­

i a l  l y ,  on t h e  p r e m i s e  t h a t  t h e s e  wi  I I be  c o m p a r a b l e  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  e x c e s s i v e  e m b o l i s a t i o n .  W i t h  15pm m i c r o s p h e r e s ,  

m a t c h i n g  d i s t r i b u t i o n s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  t h e  k i d n e y ,  

h e a r t ,  s p l e e n ,  s k i n ,  a n d  g u t  a f t e r  i n j e c t i o n s  o f  up t o  

3 X 105 m i c r o s p h e r e s  i n  t h e  r a b b i t  ( W a r r e n  a n d  L e d i n g h a m  

1 9 7 4 ) ,  a n d  i n  f e m o r a l  b o n e  a f t e r  i n j e c t i o n s  o f  

a p p r o x i m a t e l y  2 x 1 0 *  i n  t h e  dog  ( G r o s s  e t  a l .  1 9 7 9 ,  J o n e s  

e t  a l .  1 9 8 2 )  a n d  3 . 5  x 10 * i n  t h e  r a t  ( S c h o u t e n s  e t  a l .  

1 9 7 9 ) .  C l e a r l y ,  s u c h  s t u d i e s  s h o u l d  be  c a r r i e d  o u t  i n  a n y  

p r o p o s e d  a n i m a l  m o d e l .

T h e  m i c r o s p h e r e  m e t h o d  i s  b a s e d  on a s s u m p t i o n s  t h a t  a r e  

a m e n a b l e  t o  e x p e r i m e n t a l  t e s t i n g ,  a n d  a I l ow s  m e a s u r e m e n t  o f  

b o n e  b l o o d  f l o w  w i t h o u t  s u r g i c a l  i n t e r f e r e n c e .  B e f o r e  i t s  

u s e  i n  a n y  a n i m a l  m o d e l ,  h o w e v e r ,  t h e  c o n s t r a i n t s  on t h e  

s i z e  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  a n d  t h e i r  n u m b e r  m u s t  be  k n o w n .

1 . 2 . 5  Q U A N T I T A T I V E  S T U D I E S  OF BLOOD FLOW TO THE D I A P H Y S I S

A c o m p i l a t i o n  o f  t h e  r e s u l t s  f r o m  q u a n t i t a t i v e  s t u d i e s  o f  

t h e  o v e r a l l  f l o w  r a t e  t o  t h e  a d u l t  t i b i a l  d i a p h y s i s  u s i n g  

t h e  p r i n c i p a l  i n d i c a t o r s  i s  g i v e n  i n  T a b l e  1 . 2 . 1 .  T h e r e  

a p p e a r  t o  be  no f i g u r e s  a v a i  I a b l e  f o r  t h e  c o r t e x  a l o n e  a s  

m e a s u r e d  by t h e  i s o t o p e  c l e a r a n c e  t e c h n i q u e ,  b u t  a s  t h e

u p t a k e  o f  b o n e - s e e k i n g  i s o t o p e s  by  t h e  m a r r o w  i s  v e r y  l ow

( B o s c h  1 9 6 9 ) ,  t h e  who I e - b o n e  f l o w  r a t e  g i v e n  i n  t h e  t a b l e  

wi  I I be  c l o s e  t o  c o r t i c a l  f l o w .  T h e r e  i s  g e n e r a l  a g r e e m e n t  

t h a t  t h e  r a t e  o f  f l o w  t o  t h e  d i a p h y s e a l  c o r t e x  i s  v e r y  l o w ,  

o f  t h e  o r d e r  o f  1 t o  5 m l / I O O g . m i n .  T h e  m a r r o w  f l o w  i s  l ow

i n  t h e  d o g ,  i n  w h i c h  i t  c o m p r i s e s  m o s t l y  a d i p o s e  t i s s u e .
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b u t  h i g h e r  I n  t h e  r a b b i t  w h e r e  i t  r e m a i n s  m o r e  a c t i v e l y  

h a e m a t o p o  i e t i c .

E x c l u s i o n  s t u d i e s  u s i n g  q u a n t i t a t i v e  m e t h o d s  h a v e  b e e n  

c a r r i e d  o u t  i n  a c u t e  b u t  n o t  i n  c h r o n i c  e x p e r i m e n t a l  

m o d e l s .  S h i m  e t  a l .  ( 1 9 6 8 )  m e a s u r e d  s t r o n t i u m  c l e a r a n c e  by  

t h e  f e m u r  i n  t h e  r a b b i t  d u r i n g  t h e  f i r s t  f i v e  m i n u t e s  a f t e r  

l i g a t i o n  o f  t h e  n u t r i e n t  a r t e r y .  T h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  

t h e  c o n t r o l  a n d  e x p e r i m e n t a l  I i m b  g a v e  t h e  ' l e a s t  r a t e '  o f  

s u p p l y  by t h i s  v e s s e l  , a s  a p a r t  o f  i t s  d o m a i n  may h a v e  

b e e n  s u p p l i e d  a f t e r  l i g a t i o n  by  o t h e r  v e s s e l s .  T h e  f l o w  

r a t e  t o  t h e  d i a p h y s i s  d r o p p e d  by 71%.  T o t h i  I I e t  a / .  

( 1 9 8 7 ) ,  u s i n g  15 ± 5 pm m i c r o s p h e r e s  i n  d o g s ,  f o u n d  t h a t  

o c c l u s i o n  o f  t h e  t i b i a l  n u t r i e n t  a r t e r y  i n  t h r e e  a n i m a l s  

r e s u l t e d  i n  a d r o p  o f  a p p r o x i m a t e l y  80% i n  t h e  f l o w  r a t e  t o  

t h e  m i d d l e  h a l f  o f  t h e  t i b i a ,  o r  66% a I l o w i n g  f o r  t h e  d r o p  

i n  f l o w  t o  t h e  c o n t r o l  l i m b  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t .  I n  

s t u d i e s  i n  d o g s  u s i n g  m i c r o s p h e r e s  s i z e d  8 t o  15pm,  K u n z e  

e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  f o u n d  a d r o p  o f  75% i n  t h e  f l o w  r a t e  t o  t h e  

c o r t e x  o f  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a f t e r  m e d u l l a r y  r e a m i n g ,  

w h i c h  d e s t r o y s  t h e  a r t e r i a l  a n d  v e n o u s  n u t r i e n t  c i r c u l a t i o n  

a n d  t h e  a n a s t o m o s e s  w i t h  t h e  m e t a p h y s e a l  s u p p l y .

T h e s e  r e s u l t s  c o n t r a s t  w i t h  t h o s e  o f  h y d r o g e n  w a s h o u t  

s t u d i e s .  T h e  f l o w  r a t e  t o  t h e  m i d d l e  t h i r d  o f  t h e  t i b i a l  

c o r t e x  m e a s u r e d  by h y d r o g e n  w a s h o u t  i n  t h e  r a b b i t  a n d  dog  

w a s  n o t  a f f e c t e d  by  r e a m i n g  o f  t h e  me d u l  l a  ( W h i t e s i d e  e t  

a l .  1 9 7 8 ) .  We i l  a n d  a n d  B e r g g r e n  ( 1 9 8 1 ) ,  who c l a i m  t h a t  t h e  

r o u t e s  o f  b l o o d  s u p p l y  t o  t h e  c a n i n e  r i b  a r e  s i m i  l a r  t o  

t h o s e  o f  t h e  d i a p h y s i s ,  f o u n d  t h a t  b l o c k i n g  t h e  me d u l  l a r y  

c i r c u l a t i o n  by s u b t o t a l  o s t e o t o m y  a n d  p l u g g i n g  w i t h  b o n e  

w a x  d i d  n o t  h a v e  a s i g n i f i c a n t  e f f e c t  on t h e  f l o w  r a t e  t o  

t h e  i n n e r  t h i r d  o f  t h e  c o r t e x  a s  m e a s u r e d  by h y d r o g e n  

w a s h o u t .  T h i s  d i s a g r e e m e n t  a s  t o  t h e  r e l a t i v e  i m p o r t a n c e  o f  

t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  t h e  n u t r i e n t  c i r c u l a t i o n  t o  t h e  f l o w  

r a t e  o f  t h e  d i a p h y s i s  may a r i s e  f r o m  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  

v o l u m e  o f  b o n e  s t u d i e d .  T h u s ,  w h i  l e  t h e  c l e a r a n c e  a n d  

m i c r o s p h e r e  s t u d i e s  g i v e  an  a v e r a g e  f l o w  f o r  w h o l e  s e g m e n t s
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o f  c o r t e x ,  t h e  p l a t i n u m  e l e c t r o d e s  o f  t h e  h y d r o g e n  w a s h o u t  

m e t h o d  p r o b a b l y  r e f l e c t  c h a n g e s  much m o r e  l o c a l  I y .

R e m o v a l  o f  t h e  d i a p h y s e a l  p e r i o s t e u m  a p p e a r s  t o  h a v e  

l e s s  e f f e c t ,  a s  m i g h t  be  e x p e c t e d  f r o m  t h e  r e s u l t s  o f  

p e r f u s i o n  s t u d i e s .  K u n z e  e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  f o u n d  c o r t i c a l  f l o w  

t o  d r o p  o n l y  31 % a f t e r  p e r i o s t e a l  s t r i p p i n g ,  w h i l e  

W h i t e s i d e  e t  a l .  ( 1 9 7 8 )  f o u n d  no e f f e c t .  I n  b o t h  s t u d i e s ,  

c o m b i n e d  s t r i p p i n g  a n d  r e a m i n g  v i r t u a l l y  a b o l i s h e d  f l o w .  

L i f t i n g  o f  t h e  p e r i o s t e u m  wi  I I d i s r u p t  b o t h  a r t e r i a l  a n d  

v e n o u s  c h a n n e l s ,  a n d  no  c o n c l u s i o n s  may be  d r a w n  f r o m  t h e s e  

s t u d i e s  a s  t o  t h e  r e l a t i v e  i m p o r t a n c e  o f  e i t h e r .

P r e s e n t l y ,  q u a n t i t a t i v e  m e t h o d s  h a v e  d o n e  I i t t l e  t o  

a d v a n c e  k n o w l e d g e  o f  t h e  f u n c t i o n a l  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  

c o m p o n e n t s  o f  d i a p h y s e a l  b l o o d  s u p p l y .  T h i s  a r i s e s  f r o m  t h e  

d i f f i c u l t y  i n  m a n i p u l a t i n g  t h e  n e t w o r k  o f  v e s s e l s ,  a n d  i n  

p a r t i c u l a r  t h e  d i f f i c u l t y  o f  c o n t r o l  I i ng t h e  a r t e r i a l  a n d  

v e n o u s  c h a n n e l s  i n d e p e n d e n t l y .
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T a b l e  1 . 2 . 1  P r e v i o u s  e s t i m a t e s  o f  b l o o d  f l o w  t o  t h e  a d u l t  
t i b i a l  d i a p h y s i s .  F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  m l / m i n . l O O g

An i ma 1 M e t h o d C o r  t i c a l  
f  1 ow

M a r r o w  
f  1 ow

R e f .

ra bb  i t Hz washout = 3 . 5  i  0 . 1  (SD) = 2 7 - 1 0 4 * 1
It II = 4 .1  ± 0 . 2 5  (SD) - 2
II II = 2 . 5 * - 3

dog ms 8 - 1 5pm 1 .0 2  4 0 . 0 5  (S E ) - 4
II " 15±5pm 3 . 0  4 0 . 8  (S E) - 5

" 15pm 1 . 9 6 - 6
II " 15pm 2* 7* 7
II *' 15pm 3 . 7  4 0 . 7  (S E) - 8

" 15t5pm 1 . 0  4 0 . 4  (S E ) - 9
II " 15pm 2 .1  -  4 . 7 - 10
II " 15pm - 7 . 4 11
II " 15pm 4 . 8 9 - 12
II " 15pm 1 . 6 - 13
II Sr c l e a r a n c e 3 . 5 7  4 0 . 6 8  (SE) - 14
II lAp washout = 0 . 8 = 6 . 7 15

Hz = hydrogen  ms = m i c r o s p h e r e s  Sr = s t r o n t i u m  lAp = i o d o a n t i p y r i ne

F i g u r e s  p re ce de d  by have been c o n v e r t e d  f ro m  u n i t s  o f  m l / m i n . m l
assuming the d e n s i t y  o f  c o r t i c a l  bone t o  be 2 g /ml  and t h a t  o f  
d i a p h y s e a l  marrow I g /ml

t Double  component washout  c u r ve s  f ro m  upper  d i a p h y s e a l  marrow  
$ F i g u r e  re ad  f rom  h i s t o g r a m  or  d ia g r am  o f  r e s u l t s

[ c o n i .
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2 Wh i t e s i d e ,  Simmons and Lesker  1977

3 Wh i t e s i d e  e t  a l .  1978

4 Kunze e t  a l .  1981

5 Okubo e t  a l .  1979

6 Richards and Schemi tsch 1989

7 S c h n i t z e r  e t  a l .  1982

8 Tondevold and E l i a s e n  1982a

9 Tendevold and E l i a s e n  1982b

10 T o t h i I I ,  Hooper,  McCarthy and Hughes 1987
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12 Li  e t  a l .  1989

13 Tendevold and Bülow 1984

14 Rand e t  a l .  1981

15 McEl f r esh  and K e l l y  1974
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1 . 3  -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

THE CHANGES I N  BLOOD FLOW TO THE D I A P H Y S I S  AFTER FRACTURE

T h e  c h a n g e s  i n  b l o o d  f l o w  a f t e r  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e  o f  a 

l o n g  b o n e  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  t h e  m e t h o d s  

d i s c u s s e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n .

1 . 3 . 1  Q U A L I T A T I V E  CHANGES I N  V A S C U L A R I T Y  AFTER FRACTURE

C h a n g e s  i n  t h e  c a l i b r e  o f  p e r i o s t e a l  b l o o d  v e s s e l s  o c c u r  

a l m o s t  i m m e d i a t e l y  a f t e r  f r a c t u r e  ( W r a y  1 9 6 3 ) ,  a n d  an  

i n c r e a s e  i n  v a s c u l a r i t y  a s  s e e n  on m i c r o a n g i o g r a p h y  i s  

a p p a r e n t  w i t h i n  f o u r  d a y s  ( C a v a d i a s  a n d  T r u e t a  1 9 6 5 ,  

R h i n e l a n d e r  1 9 6 8 ) .  W h i l e  t h i s  c h a n g e  i n c l u d e s  t h e  m e d u l l a r y  

v e s s e l s ,  p e r i o s t e a l  c a  I I us  s u p p i  l e d  by v e s s e l s  f r o m  t h e  

p e r i o s t e u m  a n d  s u r r o u n d i n g  s o f t  t i s s u e  i s  m o r e  p r o m i n e n t  

t h a n  e n d o s t e a l  ca  I I us i n  t h e  f i r s t  d a y s ,  a n d  t h i s  

p r e d o m i n a n c e  o f  e x t r a o s s e o u s  s u p p l y  t o  t h e  c a I  I us  c o n t i n u e s  

u n t i I  t h e  m e d u l l a r y  c i r c u l a t i o n  i s  r e - e s t a b i  i s h e d  a c r o s s  

t h e  f r a c t u r e  s i t e  ( R h i n e l a n d e r  a n d  B a r a g r y  1 9 6 2 ,  

R h i n e l a n d e r  1 9 6 8 , 1 9 7 4 ,  R h i n e l a n d e r  e i  a / .  1 9 6 8 ) .

T h e  t i m i n g  o f  t h i s  c h a n g e  a p p e a r s  t o  d e p e n d  o n  t h e

s t a b  i I i t y  o f  t h e  f r a c t u r e  ( R h i n e l a n d e r  1 9 7 4  ) . R i g i d

f i x a t i o n  w i t h  a p l a t e  a l l o w s  m e d u l l a r y  v e s s e l s  t o  c r o s s  t h e  

f r a c t u r e  w i t h i n  a w e e k  ( R h i n e l a n d e r  1 9 6 8 ) ,  wh i l e  w i t h  a

' s t a b l e '  b u t  u n f i x e d  r e d u c t i o n  t h i s  p r o c e s s  t a k e s  t h r e e  o r  

m o r e  w e e k s  ( R h i n e l a n d e r  e i  e l .  1 9 6 8 ,  H o l d e n  1 9 7 2 ,  C h i d g e y

e i  a / .  1 9 8 6 ) .  I n  t h e  a b s e n c e  o f  f i x a t i o n ,  i t  i s  t h e

p e r i o s t e a l  c a  I I us t h a t  s u p p I  i e s  t h e  s t a b i  I i t y  r e q u i r e d  t o  

a l l o w  t h e  m e d u l l a r y  c i r c u l a t i o n  t o  r e g e n e r a t e .

E a r l y  m o v e m e n t  a t  t h e  f r a c t u r e  s i t e  a p p e a r s  t o

e n c o u r a g e  t h e  f o r m a t i o n  o f  c a r t i l a g e  i n  t h e  v a s c u l a r
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e x t e r n a l  c a l l u s ,  w h i c h  i n  o t h e r  c i r c u m s t a n c e s  a p p e a r s  t o  

a r i s e  i n  a r e a s  o f  d e c r e a s e d  v a s c u l a r i t y  ( R h i n e l a n d e r  1 9 7 4 ,  

T r u e t a  1 9 7 4 ) .  H o l d e n  ( 1 9 7 2 )  f o u n d  t h a t  t e m p o r a r y  d e v a s c -  

u l a r i s a t i o n  o f  t h e  m u s c l e  a r o u n d  a d o u b l e  o s t e o t o m y  o f  t h e  

r a b b i t  r a d i u s  r e s u l t e d  i n  d e l a y  o f  t h e  r e - e s t a b l i s h m e n t  o f  

t h e  m e d u l l a r y  c i r c u l a t i o n  a n d  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  o f  

c a r t i l a g e  f o r m a t i o n .  T h e  a p p e a r a n c e  o f  a  p l a t e  o f  c a r t i l a g e  

a l o n g  t h e  f r a c t u r e  l i n e ,  s u r r o u n d e d  b y  a r i c h  v a s c u l a r  

n e t w o r k ,  p r e s u m a b l y  a l s o  r e s u l t s  f r o m  e x c e s s i v e  f r a c t u r e  

m o t i o n  r a t h e r  t h a n  f r o m  a d e f i c i e n c y  i n  t h e  b l o o d  s u p p l y  

( R h i n e l a n d e r  1 9 6 8 ) .

T h e  h e i g h t  o f  m i c r o a n g i o g r a p h i c  v a s c u l a r i t y  o c c u r s  a t  

a b o u t  f o u r  w e e k s  a f t e r  f r a c t u r e  i n  t h e  r a b b i t  ( C a v a d i a s  a n d  

T r u e t a  1 9 6 5 ,  B r o o k e s  e i  a / .  1 9 7 0 ) ,  a t  w h i c h  t i m e  t h e

m e d u l l a r y  c i r c u l a t i o n  b e g i n s  t o  t a k e  o v e r  t h e  s u p p l y  o f  t h e  

e x t e r n a l  c a l l u s  by b r a n c h e s  r u n n i n g  t h r o u g h  t h e  c o r t e x  

( R h i n e l a n d e r  a n d  B a r a g r y  1 9 6 2 ,  R h i n e l a n d e r  1 9 6 8 ,  C h i d g e y  e i  

a l .  1 9 8 6 ) .

I n t e r n a l  f i x a t i o n  o f  t h e  o s t e o t o m y  h a s  b e e n  n o t e d  t o  

a f f e c t  v e s s e l  p e r f u s i o n  w i t h  c o n t r a s t  m e d i u m .  I n  f r a c t u r e s  

o f  t h e  dog f o r e  I imb R h i n e l a n d e r  ( 1 9 6 8 )  h a s  o b s e r v e d  t h a t  

t h e  c o r t e x  u n d e r  a t i g h t l y  a p p l i e d  p l a t e  b e c o m e s  d e v o i d  o f  

p e r f u s e d  v e s s e l s  t h r o u g h o u t  i t s  d e p t h ,  p r e s u m a b l y  a s  a 

r e s u l t  o f  b l o c k a g e  o f  t h e  v e n o u s  o u t f l o w ,  wh i l e  an  

i n t r a m e d u l  l a r y  n a i  I d o e s  n o t  p r e v e n t  v e s s e l  f i  I I i n g  i n  t h e  

o u t e r  t h i r d .  T h e  p e r i o s t e a l  s u p p l y ,  o r  r a t h e r  t h a t  a r i s i n g  

f r o m  t h e  s o f t  t i s s u e ,  p r o l i f e r a t e s  t o  c o m p e n s a t e  f o r  a n y  

d a ma g e  t o  t h e  m e d u l l a r y  c i r c u l a t i o n  f r o m  an i n t r a m e d u l l a r y  

n a i I  o r  by i n t e r r u p t i o n  o f  t h e  n u t r i e n t  a r t e r y  ( T r u e t a  a n d  

C a v a d i a s  1 9 5 5 ,  G d t h m a n  1 9 6 0 b , 1 9 6 1 ,  C a v a d i a s  a n d  T r u e t a  

1 9 6 5 ,  On i 1 9 8 7 ) ,  a n d  u n i o n  o c c u r s  by  e x t e r n a l  c a  I l u s .  T h e  

o t h e r  b o n e  b l o o d  s u p p i  i e s  a r e  n o t  so  e f f i c i e n t  i n  

s u p p o r t i n g  h e a l i n g  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h i s  e x t e r n a l  s u p p l y .  

E x c l u s i o n  o f  t h e  p e r i o s t e u m  by  a s h e a t h  w a s  a t t e m p t e d  by  

C a v a d i a s  a n d  T r u e t a  ( 1 9 6 5 )  a f t e r  o s t e o t o m y  o f  t h e  r a b b i t  

r a d i u s  b u t  o n l y  t w o  a d u l t  a n i m a l s  d i d  n o t  s u s t a i n  d a m a g e  t o  

t h e  n u t r i e n t  a r t e r y .  E n d o s t e a l  c a l l u s  a p p e a r e d  o n l y  i n  t h e  

p r o x i m a l  f r a g m e n t ,  a n d  u n i o n  w a s  d e l a y e d  w i t h  r e s p e c t  t o
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c o n t r o l  f r a c t u r e s  i n  b o t h  c a s e s .  T h e s e  w o r k e r s  a l s o  f o u n d  

t h a t  e x c l u s i o n  o f  b o t h  t h e  p e r i o s t e u m  a n d  n u t r i e n t  a r t e r y  

r e s u l t s  i n  d e l a y e d  u n i o n  u n l e s s  b o t h  p r o x i m a l  a n d  d i s t a l  

n u t r i e n t  v e s s e l s  a r e  f i  I l e d  v i a  a n a s t o m o s e s  b e t w e e n  t h e  

e p i p h y s e o - m e t a p h y s e a I  s u p p l y  a n d  t h e  n u t r i e n t  c i r c u l a t i o n .  

T h e s e  f i n d i n g s  w e r e  c o n f i r m e d  by  On i  ( 1 9 8 7 ) .

1 . 3 . 2  Q U A N T I T A T I V E  CHANGES I N  BLOOD FLOW AFTER FRACTURE

A f t e r  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  a n  o s t e o t o m y  o f  t h e  r a b b i t  

h u m e r u s  r e s u l t e d  i n  a d o u b i i n g  o f  b l o o d  f l o w  t o  t h e  

o s t e o t o m y  s i t e  a t  f o u r  w e e k s  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l  

I imb ( B r o o k e s  e i  a l .  1 9 7 0 ,  m i c r o s p h e r e  t e c h n i q u e ) ,  a n u m b e r  

o f  q u a n t i t a t i v e  s t u d i e s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  a f t e r  

e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e ,  m o s t  t a k i n g  t h e  f o r m  o f  t h e  

c o m p a r i s o n  o f  o n e  f o r m  o f  f i x a t i o n  w i t h  a n o t h e r .

B l o o d  f l o w  c h a n g e s  i m m e d i a t e l y  a f t e r  an  o s t e o t o m y  h a v e  

b e e n  m e a s u r e d  i n  t h e  dog f e m u r  u s i n g  8 - 1 5 p m  m i c r o s p h e r e s  

( K u n z e  e i  a l .  1 9 8 1 ) .  F l o w  t o  t h e  c o r t e x  d r o p p e d  o n l y  

s l i g h t l y  p r o x i m a l  t o  t h e  o s t e o t o m y ,  b u t  d i s t a l  I y f l o w  

d r o p p e d  f r o m  1 . 6 1  ± 0 . 1 5  ( S D )  t o  0 . 6 2  ± 0 . 0 8  m l / m i n . 1 0 0 g ,

p r o b a b l y  r e f l e c t i n g  d i v i s i o n  o f  t h e  n u t r i e n t  c i r c u l a t i o n .  

I n t e r n a l  f i x a t i o n  by  p l a t i n g  o r  by  s c r e w s  f u r t h e r  r e d u c e d  

c o r t i c a l  f l o w .  T h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  i n  t h i s  p a p e r  a r e  

a r t i f i c i a l l y  l o w ,  a s  s e v e r a l  c o r t i c a l  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  

f r o m  e a c h  a n i m a l ,  a n d  t h e y  do n o t  a l l ,  t h e r e f o r e ,  r e p r e s e n t  

i n d e p e n d e n t  o b s e r v a t i o n s .

W i t h o u t  d i f f e r e n t i a t i n g  b e t w e e n  b o n e  p r o x i m a l  o r  d i s t a l  

t o  a n  o s t e o t o m y ,  S m i t h  e i  a l .  ( 1 9 8 7 )  f o u n d  f l o w  t o  a 5 cm 

s e g m e n t  o f  t i b i a l  c o r t i c a l  b o n e  i n  t h e  dog  m e a s u r e d  w i t h  

m i c r o s p h e r e s  ( p r e s u m a b l y  o f  15pm)  t o  d r o p  f r o m  6 . 1 0  ±

0 . 3 0  ( ? S E )  t o  3 . 0 6  ± 0 . 6 6  m l / m i n / 1 0 0 g  a t  t e n  m i n u t e s  a f t e r  

a t r a n s v e r s e  o s t e o t o m y  t h r o u g h  i t s  c e n t r e .  A f t e r  f o u r  

h o u r s ,  f l o w  h a d  d r o p p e d  f u r t h e r  t o  1 . 7 7  ± 0 . 6 8 ,  p o s s i b l y  a s  

a r e s u l t  o f  d e t e r i o r a t i o n  o f  t h e  p r e p a r a t i o n  d u r i n g  t h e  

p r o l o n g e d  a n a e s t h e s i a .
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B l o o d  f l o w  d u r i n g  h e a l  i ng  t o  a l e n g t h  o f  b o n e

c o n t a i n i n g  a n  o s t e o t o m y  f i x e d  by  v a r i o u s  m e t h o d s  h a s  b e e n

s t u d i e d  i n  t h e  dog  by  K e l l y ' s  g r o u p  u s i n g  s t r o n t i u m

c l e a r a n c e ,  i o d o - a n t i p y r i n e  w a s h o u t ,  a n d  t h e  m i c r o s p h e r e  

m e t h o d  ( L a u r n e n  a n d  Ke I I y 1 9 6 9 ,  P a r a d i s  a n d  Ke I I y 1 9 7 5 ,  

B a r r o n  e i  a  / . 1 9 7 7 ,  H u g h e s  e i  a l .  1 9 7 9 ,  Rand  e i  a l .  1 9 8 1 ,

L e w a l  1 e n  e i  a / .  1 9 8 4 ,  Wu e i  a l  . 1 9 8 4 ,  H a r t  e i  a l  . 1 9 8 5 ,

N u t t o n  e i  a I . 1 9 8 5 ,  Sm i t h  e i  a  I . 1 9 8 7  ) .  T h e  r e s u l t s  o f

t h e s e  s t u d i e s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e s  1 . 3 . 1  a n d  1 . 3 . 2 ,

w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  o n e  o t h e r  s i m i l a r  s t u d y ,  p e r f o r m e d  

by  C h i d g e y  e i  a l .  ( 1 9 8 6 ) .

T h e  o n l y  s u c h  s t u d y  on o s t e o t o m i e s  n o t  t r e a t e d  by  

i n t e r n a l  o r  e x t e r n a l  f i x a t i o n  c o m p r i s e s  a c o n t r o l  g r o u p  

s u b j e c t e d  t o  o s t e o t o m y  o f  t h e  u l n a  ( B a r r o n  e i  a l .  1 9 7 7 ,

T a b l e  r e f  1 ) .  S t r o n t i u m  c l e a r a n c e  o f  t h e  f r a c t u r e  s i t e  i n  

t h i s  g r o u p  r o s e  f r o m  3 . 8 8  ± 1 . 5 0  ( S E )  m l / m i n . 1 0 0 g  a t  one

d a y  t o  a p e a k  o f  3 0 . 0 0  ± 7 . 1 8  a t  f o u r t e e n  d a y s .  A t  f o r t y -

t w o  d a y s  c l e a r a n c e  w a s  s t i l l  r a i s e d .

F r o m  t h e  r e m a i n i n g  s e r i e s  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  s u r g i c a l  

f i x a t i o n  o f  t h e  f r a g m e n t s  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  c h a n g e s  i n  t h e  

s u b s e q u e n t  l e v e l s  o f  b o n e  b l o o d  f l o w .  S m i t h  e t  a l .  ( 1 9 8 7 ,  

r e f  6 )  f o u n d  f l o w  t o  t h e  c o r t e x  o f  t h e  t i b i a l  s h a f t  o v e r  

t h e  f i r s t  t wo  w e e k s  t o  be s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  

i n  t h o s e  o s t e o t o m i e s  t r e a t e d  by  i n t r a m e d u l l a r y  n a i l i n g  

c o m p a r e d  t o  t h o s e  h e l d  by a p l a t e  o r  by  e x t e r n a l  f i x a t i o n .

P l a t i n g  w a s  f o u n d  t o  r e d u c e  f l o w  t o  t h e  u n d e r l y i n g  c o r t e x ,

b u t  n o t  t o  t h e  same d e g r e e  a s  c a u s e d  by  n a i I i n g .  B a r r o n  e i  

a l .  ( 1 9 7 7 ,  r e f  1)  f o u n d  l o w e r  s t r o n t i u m  c l e a r a n c e s  a f t e r  

n a  i I i n g  i n  t h e  u l n a ,  w h i c h  a p p e a r e d  t o  be  l a r g e l y  d u e  t o

r i s e s  i n  f l o w  t o  p l a t e d  o s t e o t o m i e s  g r e a t e r  t h a n  i n  t h o s e  

l e f t  u n f i x e d ,  w i t h  f l o w  t o  n a i l e d  o s t e o t o m y  s i t e s  r e m a i n i n g  

i n s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  c o n t r o l s .  H o w e v e r ,  Rand  

e t  a l .  ( 1 9 8 1 ,  r e f  2 )  n o t e d  c l e a r a n c e s  t o  n a i l e d  t i b i a e  t o  

be s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  t h o s e  t o  p l a t e d  b o n e s  a t  

f o r t y - t w o  a n d  n i n e t y  d a y s .  I n  g e n e r a l ,  f l o w  a p p e a r s  t o  p e a k  

b e t w e e n  s e v e n  a n d  t w e n t y - o n e  d a y s  a f t e r  o s t e o t o m y ,  w h i c h  i s  

e a r l i e r  t h a n  m i g h t  be  e x p e c t e d  f r o m  p e r f u s i o n  e x p e r i m e n t s .
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E v i d e n c e  f o r  r e c r u i t m e n t  o f  s o f t  t i s s u e  b l o o d  s u p p l y  t o  

t h e  c o r t e x  a f t e r  d i s r u p t i o n  o f  t h e  n u t r i e n t  c i r c u l a t i o n  by  

a n  o s t e o t o m y  h a s  b e e n  f o u n d  t w o  w e e k s  a f t e r  p l a t e d  

o s t e o t o m i e s  o f  t h e  t i b i a  i n  d o g s  ( S t r a c h a n  e i  a t .  1 9 9 0 ) .  

L i g a t i o n  o f  t h e  n u t r i e n t  a r t e r y  a t  t h i s  t i m e  r e s u l t e d  i n  no  

d r o p  i n  c o r t i c a l  f l o w ,  wh i l e  m a r r o w  f l o w  w a s  r e d u c e d  by

m o r e  t h a n  h a l f .  T h i s  c o n t r a s t s  t o  t h e  l a r g e  r e d u c t i o n s  i n  

d i a p h y s e a l  c o r t i c a l  f l o w  s e e n  a f t e r  n u t r i e n t  a r t e r y  

I i g a t  i o n  i n  i n t a c t  b o n e s  i n  t h i s  s t u d y  a n d  o t h e r s  ( S h i m  e i  

a / .  1 9 6 8 ,  T o t h i l l ,  H o o p e r ,  M c C a r t h y  a n d  H u g h e s  1 9 8 7 ) ,  a n d

e m p h a s i s e s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  p e r i o s t e a l  a n d  s o f t  t i s s u e  

s u p p l y  t o  t h e  c o r t e x  d u r i n g  t h e  e a r l y  p e r i o d  o f  f r a c t u r e  

h e a I  i n g .

A f t e r  an  o s t e o t o m y ,  f l o w  t o  t h e  b o n e  a s  a w h o l e  i s

f o u n d  t o  i n c r e a s e  i n  a d d i t i o n  t o  t h a t  t o  t h e  f r a c t u r e  s i t e  

( L a u r n e n  a n d  K e I  I y 1 9 6 9 ,  P a r a d i s  a n d  K e I  I y 1 9 7 5 ,  B a r r o n  e i  

a l .  1 9 7 7 ,  Rand  e i  a l .  1 9 8 1 ) .  C o u n t i n g  o f  s e r i a l  s e c t i o n s  o f

b o n e  f o r  m i c r o s p h e r e s  i n j e c t e d  i n t o  t h e  t i b i a l  n u t r i e n t

a r t e r y  o f  d o g s  t e n  d a y s  a f t e r  a n  o s t e o t o m y  ( L a v e n d e r  e i  a l .

1 9 7 9 )  s u g g e s t s  t h a t  t h e  c h a n g e s  i n  f l o w  a r e  g r e a t e r  n e a r  

t h e  o s t e o t o m y  b u t  a r e  a l s o  f o u n d  t h r o u g h o u t  t h e  l e n g t h  o f  

t h e  t i b i a l  s h a f t .  W h i l e  p e r f u s i o n  s t u d i e s  s h o w  t h a t  t h e  

c o n t r a l a t e r a l  i n t a c t  b o n e  s h o w s  i n c r e a s e s  i n  v e s s e l  f i  I I i n g  

( Rh i ne’ l a n d e r  1 9 6 8 ,  B r o o k e s  e i  a l .  1 9 7 0 ) ,  t h e r e  a p p e a r s  t o  

be  no c o n s i s t e n t  v a r i a t i o n  f r o m  n o r m a l  s t r o n t i u m  c l e a r a n c e s  

i n  t h e  c o n t r o l  t i b i a  o f  d o g s  ( L a u r n e n  a n d  Ke I I y 1 9 6 9 ,  

P a r a d i s  a n d  K e l l y  1 9 7 5 ) ,  w h i l e  w i t h  t h e  m i c r o s p h e r e  

t e c h n i q u e  t h e  c o n t r o l  f l o w s  " c h a n g e d  I i t t l e "  a f t e r  t h e  

c r e a t i o n  o f  a t i b i a l  d i a p h y s e a l  c o r t i c a l  d e f e c t  ( N u t t o n  e i  

a l .  1 9 8 5 ) .  One c o n s e q u e n c e  o f  a g e n e r a l i s e d  i n c r e a s e  i n  

b o n e  b l o o d  f l o w  w o u l d  be  t h a t  a n y  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  

c o n t r o l  a n d  f r a c t u r e d  I imbs wi  I I be  r e d u c e d ,  b u t  a t  p r e s e n t  

t h e r e  i s  no s t r o n g  e v i d e n c e  f o r  t h i s .

T h e s e  q u a n t i t a t i v e  s t u d i e s  s h a r e  s e v e r a l  f e a t u r e s  i n  

common.  F i r s t l y ,  b l o o d  f l o w  h a s  b e e n  m e a s u r e d  a t  t h e  

f r a c t u r e  s i t e  a s  a w h o l e ,  w i t h o u t  d i f f e r e n t i a t i n g  b e t w e e n  

t h e  p r o x i m a l  a n d  d i s t a l  f r a g m e n t s .  S e c o n d l y ,  e x c e p t  f o r  o n e  

p a r t  o f  o n e  s t u d y ,  some f o r m  o f  i n t e r n a l  o r  e x t e r n a l
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f i x a t i o n  h a s  b e e n  u s e d  i n  a l l ,  a l t h o u g h  t h e  e f f e c t s  o f  

e x c l u s i o n  o f  t h e  m a r r o w  a n d  s o f t  t i s s u e s  by  i m p l a n t s  h a s

y e t  t o  be  a d e q u a t e l y  d e f i n e d .  T h i r d l y ,  m o s t  h a v e  r e l i e d  on  

t h e  t e c h n i q u e s  o f  i n d i c a t o r  c l e a r a n c e  o r  w a s h o u t  w h i c h  a r e  

s u b j e c t  t o  s e v e r a l  m a j o r  d i s a d v a n t a g e s  ( S e c t i o n s  1 . 2 . 2  a n d

1 . 2 . 3 ) .  F i n a l l y ,  t h e y  h a v e  a l l  b e e n  p e r f o r m e d  a f t e r

s u r g i c a l  o s t e o t o m i e s  r a t h e r  t h a n  a f t e r  a f r a c t u r e  p r o d u c e d  

by e x t e r n a l  t r a u m a ,  a n d  no e f f o r t  h a s  b e e n  made  t o  a s s e s s  

t h e  e f f e c t  o f  d i f f e r e n t  d e g r e e s  o f  b l u n t  t r a u m a  on  

s u b s e q u e n t  b o n e  b l o o d  f l o w .  T h e  p r e s e n t  s t u d y  a i m s  t o

e x t e n d  t h e  q u a n t i t a t i v e  s t u d y  o f  t i b i a l  s h a f t  b l o o d  f l o w

a f t e r  f r a c t u r e  i n  t h e s e  f o u r  a r e a s .
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T a b l e  1 . 3 . 1  Mean e s t i m a t e s  o f  b o n e  b l o o d  f l o w  a t  t h e  
f r a c t u r e  s i t e  i n  t h e  f i r s t  t wo  w e e k s  a f t e r  o s t e o t o m y  i n  t h e  
d o g .  F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  m l / m i n . 1 0 0 g .

b o n e / m e t h o d 1 d a y 2 d a y s 7 d a y s 14 d a y s r e f

u 1 na Sr cont ro l 3 . 8 8 3 0 . 0 0 1

rod 1 .74 - - 2 4 . 2 6

p l a t e 1 .72 - - 2 8 . 1 0

t i b i a Sr rod 0 . 7 9 - - 2 0 . 2 3 2

p l a t e 1.11 - - 2 3 . 1 2

t i b i a S r t p l a t e 4 . 7 - 6 .1 19.4 3

t i b i a Sr p l a t e - - 3 . 0 3 * - 4

t i b i a lAp p l a t e - - 3 . 2 1 * - 4

t i b i a lAp* p l a t e - - - 6 . 6 5 5

t i b i a ms rod - 1.52 - 14 .09 6

p l a t e - 2 . 8 7 - 17.05

EF - 2 . 6 0 - 19.51

t i b i a ms* d e f e c t 25.  10 2 5 . 43 7

Sr = s t r on t i u m  c l ea r a n c e ,  marrow and c or t ex

lAp = c o r t i c a l  f l o w  by i o d o - a n t i p y r i n e  washout

ms = c o r t i c a l  f l o w  by the microsphere  method (15pm)

cont ro l  = no f i x a t i o n

rod = i n t r a m e d u l l a r y  n a i l  f i x a t i o n

p l a t e  = p l a t e  i n t e r n a l  f i x a t i o n

EF = e x t e r n a l  f i x a t i o n

de f e c t  = c o r t i c a l  d e f e c t ,  not  osteotomy

t = f l o w  to whole bone,  read f rom graph o f  data

♦ = f l o w  a t  f i v e  days

*  = f l o w  to c o r t e x  and marrow combined

References ( r e f )  are given in Table 1 .3.3
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T a b l e  1 . 3 . 2  Me a n  e s t i m a t e s  o f  b o n e  b l o o d  f l o w  a t  t h e  
f r a c t u r e  s i t e  b e y o n d  t w o  w e e k s  a f t e r  o s t e o t o m y  i n  t h e  d o g .  
F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  m l / m i n . l O O g .

b o n e / m e t h o d 21 d a y s 4 2  d a y s 9 0  d a y s 120  d a y s r e f

u 1 na Sr cont r o l - 15.12 - - 1

rod - 19.61 2 . 2 6 -

p l a t e - 2 4 . 4 4 5 . 2 0 -

t i b i a Sr rod - 19.72 14.31 7 . 94 2

p l a t e - 13.20 5 . 65 5 . 9 2

t i b i a S r t p l a t e - 11.3 4 . 8 - 3

t i b i a Sr EF:

a x i a l  compression - - 11 .96 - 8

no compression - - 13.11 -

t i b i a Sr EF:

4 - p  i n - - - 12.7 9

6 - p  i n - - - 10.2

t i b i a Sr p l a t e - - - 10.0 10

EF - - - 13.2

t i b i a Sr p l a t e 6 . 7 7 4 . 9 6 1 .63 - 4

t i b i a I Ap p l a t e 3 . 5 9 2 . 8 2 2 . 8 0 * - 4

t i b i a lAp* p l a t e - - 4 . 7 7 * - 5

radi  us ms p i nned:

c o r t e x 36 . 05 6 . 1 8 - - 11

marrow 6 7 . 7 0 14.48 — —

Key as f o r  Tab l e  1 . 2

pinned = f i x a t i o n  by t r a n s f i x i o n  t o  ulna

f = f l o w  to whole bone,  read f rom graph o f  data

* = f l o w  a t  e i g h t y - f o u r  days

*  = f l o w  t o c o r t ex  and marrow combined

References ( r e f )  are given in Table 1 .3.3
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T a b l e  1 . 3 . 3  R e f e r e n c e s  f o r  T a b l e s  1 . 3 . 1  a n d  1 . 3 . 2

1 B a r r o n  e t  a l .  1 9 7 7

2 R a n d  e i  a  I . 1981

3 L a u r n e n  a n d  K e I  I y 1 9 6 9

4 P a r a d i s  a n d  K e I  I y 1 9 7 5

5 H u g h e s  e i  a l .  1 9 7 9

6  S m i t h  e i  a l .  1 9 8 7

7 N u t t o n  e i  a l .  1 9 8 5

8 H a r t  e i  a l .  1 9 8 5

9  Wu e t  a / .  1 9 8 4

10 L e w a l  I en  e i  a l . 1 9 8 4

11 C h i d g e y  e t  a l .  1 9 8 6

T h e  f i g u r e s  f r o m  P a r a d i s  a n d  K e l l y  ( 1 9 7 5 )  h a v e  b e e n  

c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  i n d i v i d u a l  d a t a  g i v e n ,  u s i n g  t h e  

f r a c t u r e - s i t e  s p e c i f i c  g r a v i t y  o f  1 . 4 8  f o u n d  b y  t h e  

a u t h o r s .

T h e  f i g u r e s  f r o m  C h i d g e y  e t  a l .  ( 1 9 8 6 )  h a v e  b e e n  c a l c u l a t e d  

f r o m  t h e i r  f i g u r e s  f o r  1 cm s e g m e n t s  e i t h e r  s i d e  o f  t h e  

o s t e o t o m y .
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1 . 4  -----------------------------------------------------------------------------

SUMMARY AND OBJECTIVES OF THE STUDY

D e l a y e d  u n i o n  o f  f r a c t u r e s  o f  t h e  t i b i a l  s h a f t  i s  a 

s i g n i f i c a n t  c a u s e  o f  m o r b i d i t y  i n  t h e  y o u n g  a d u l t s  who  

c o m m o n l y  s u s t a i n  t h i s  i n j u r y .  T h e  d e f i n i t i o n  o f  u n i o n  i s  a t  

p r e s e n t  i m p r e c i s e ,  a n d  t h e  f a c t o r s  a s s o c i a t e d  w i t h  i t s  

d e l a y  may be  a s s e s s e d  m o s t  a p p r o p r i a t e l y  f r o m  c l i n i c a l  

s e r i e s  o f  f r a c t u r e s  t r e a t e d  w i t h o u t  i n t e r n a l  f i x a t i o n .  

T h e s e  f a c t o r s  a r e  f o u n d  i n  t u r n  t o  be  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

d e g r e e  o f  t h e  f o r c e  c a u s i n g  t h e  f r a c t u r e .  T h e  u n d e r l y i n g  

m e c h a n i s m  o f  t h i s  e f f e c t  may be  t h e  i n c r e a s e d  v a s c u l a r  

damage  a n d  s u b s e q u e n t l y  r e t a r d e d  v a s c u l a r  r e s p o n s e  t h a t  

m i g h t  be  e x p e c t e d  i n  h i g h e r  e n e r g y  i n j u r i e s .

H o w e v e r ,  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  b o n e  b l o o d  f l o w  p r e s e n t s  

s e v e r e  d i f f i c u l t i e s  i n  t h e  c l i n i c a l  s e t t i n g .  I n  a n i m a l s ,  

qu a  I i t a t i v e  m o d e l s  b o t h  o f  b o n e  g r a f t i n g  a n d  o f  v a s c u l a r  

da ma ge  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  f r a c t u r e  h a v e  g i v e n  s u p p o r t  t o  

t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  r a t e  o f  u n i o n  i s  r e l a t e d  t o  t h e  

a v a l l a b l e  b l o o d  s u p p l y ,  b u t  no q u a n t i t a t i v e  s t u d y  h a s  

a s s e s s e d  e i t h e r  f r a c t u r e s  c a u s e d  by b l u n t  t r a u m a  o r  t h e  

e f f e c t s  o f  da ma g e  t o  t h e  p r i n c i p l e  r o u t e s  o f  b l o o d  s u p p l y .

T h e  m e a s u r e m e n t  o f  b o n e  b l o o d  f l o w  i s  comp I i c a t e d  by  

t h e  d i f f u s e  a r t e r i a l  s u p p l y  a n d  v e n o u s  d r a i n a g e  o f  t h i s  

t i s s u e .  O f  t h e  m e t h o d s  a v a i l a b l e ,  t h o s e  t h a t  r e l y  on t h e  

e x c h a n g e  b e t w e e n  b o n e  a n d  b l o o d  o f  an  i n d i c a t o r  s u f f e r  

s e v e r a l  d i s a d v a n t a g e s  t h a t  a r e  o v e r c o m e  by t h e  r a d i o a c t i v e  

m i c r o s p h e r e  m e t h o d .

T h e  a i m s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w e r e  t h e r e f o r e  :

1.  To  d e v e l o p  a t e c h n i q u e  t o  m e a s u r e  t i b i a l  d i a p h y s e a l  

b l o o d  f l o w  i n  an  a n i m a l  m o d e l  u s i n g  t h e  r a d i o a c t i v e  

m i c r o s p h e r e  m e t h o d .
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2 .  To  q u a n t i f y  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  e x c l u s i o n  o f  t h e  m a r r o w  

o r  s o f t  t i s s u e  s u p p i  i e s  on t h e  b l o o d  f l o w  t o  t h e  p r o x i m a l  

a n d  d i s t a l  f r a g m e n t s  o f  a n  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e  o f  t h e  

t i b i a l  d i a p h y s  i s .

3 .  To  q u a n t i f y  t h e  c h a n g e s  i n  b l o o d  f l o w  t o  t h e  p r o x i m a l  

a n d  d i s t a l  t i b i a l  d i a p h y s i s  d u r i n g  t h e  h e a l i n g  o f  f r a c t u r e s  

c a u s e d  by  b l u n t  t r a u m a  o f  d i f f e r i n g  f o r c e s .
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2 . 1 ---------------------------
TECHNICAL CONSIDERATIONS

2 . 1 . 1  EXP E RI ME NT A L  A NI MA L S

2.  1 . 1 . 1  C h o i c e  o f  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l

T h e  i d e a l  a n i m a l  f o r  q u a n t i t a t i v e  s t u d i e s  o f  t i b i a l  s h a f t  

b l o o d  f l o w  d u r i n g  f r a c t u r e  h e a l i n g  w o u l d  h a v e  h i n d  I imbs  

s u f f i c i e n t l y  l a r g e  t o  e n a b l e  t h e  r e p r o d u c i b l e  u s e  o f  b l u n t  

t r a u m a  t o  p r o d u c e  f r a c t u r e s  n e a r  a s p e c i f i e d  s i t e  a l o n g  t h e  

b o n e .  F u r t h e r ,  i t  s h o u l d  be  m o d e r a t e  i n  c o s t .  T h i s  s e c o n d  

r e q u i r e m e n t  e x c l u d e d  t h e  u s e  o f  t h e  d o g ,  a n d  w h i l e  t h e  r a t  

i s  i n e x p e n s i v e  i t  was  c o n s i d e r e d  t o o  s m a l l .  B e t w e e n  t h e s e  

e x t r e m e s  i s  t h e  r a b b i t ,  w h i c h  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  u s e d  i n  

p e r f u s i o n  s t u d i e s  o f  c h a n g e s  i n  v a s c u l a r i t y  d u r i n g  

immobi  I i s a t  i on  a n d  f r a c t u r e  h e a l  i n g  ( T r u e t a  a n d  C a v a d i a s  

1 9 5 5 ,  G e i s e r  a n d  T r u e t a  1 9 5 8 ,  Hu I t h  a n d  O l e r u d  1 9 6 0 a , b .  

G o t h m a n  1 9 6 0 a , b ,  1 9 6 2 ,  F e r g u s o n  a n d  A k a h o s h  i 1 9 6 0 ,  T r u e t a  

1 9 6 3 ,  T r u e t a  a n d  C a v a d i a s  1 9 6 4 ,  M o h a n t i  a n d  M a h a k u I  1 9 8 3 ,  

On i 1 9 8 7 ,  Oni  e i  a l .  1 9 8 9 ) .

T h e  r a b b i t  t i b i o f i b u l a  d i f f e r s  f r o m  t h a t  o f  man by  t h e  

f u s i o n  o f  t h e  d i s t a l  p a r t s  o f  t h e  b o n e s  d u r i n g  g r o w t h .  As  

t h e  m a j o r i t y  o f  c l i n i c a l  t i b i a l  s h a f t  f r a c t u r e s  a r e  

a c c o m p a n i e d  by  a f r a c t u r e  o f  t h e  f i b u l a ,  t h e  a b s e n c e  o f  a 

s e p a r a t e  b o n e  i s  n o t  a s i g n i f i c a n t  d i s a d v a n t a g e .  I t  i s  a l s o  

e a s i e r  t o  o b t a i n  r e p r o d u c i b l e  f r a c t u r e s  by b l u n t  t r a u m a  

wh e n  o n l y  o n e  b o n e  i s  t o  be f r a c t u r e d .

L i t t l e  i n f o r m a t i o n  i s  a v a i l a b l e  a s  t o  t h e  c o m p a r a b i  I i t y  

o f  t h e  l e f t  a n d  r i g h t  t i b i o f i b u l a e .  M e c h a n i c a l  I y , l e f t  a n d  

r i g h t  r a b b i t  t i b i o f i b u l a e  a p p e a r  t o  r e s p o n d  s i m i l a r l y  t o  

t o r s i o n  ( W h i t e  e i  a l .  1 9 7 4 ) ,  a l t h o u g h  t h e y  w e r e  t e s t e d  i n  

o p p o s i t e  d i r e c t i o n s .  I t  h a s  b e e n  c l a i m e d  t h a t  o n e  b o n e  i s  

u s u a l  I y h e a v i e r  t h a n  t h e  o t h e r  a n d  t h a t  t h i s  d i f f e r e n c e  i s
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s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t ,  b u t  t h e  s i d e  o f  t h i s  ' d o m i n a n c e '  

v a r i e s  ( S i n g h  1 9 7 1 ) .  C r i t i c a l l y ,  t h e  a g e  o f  t h e  a n i m a l s  

u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  w a s  n o t  s t a t e d .  T h e  b l o o d  f l o w  t o  

l e f t  a n d  r i g h t  f e m u r s  o f  t h e  r a b b i t  h a v e  b e e n  f o u n d  n o t  t o  

d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  u s i n g  t h e  m i c r o s p h e r e  m e t h o d  ( S y f t e s ­

t e d  a n d  B o e l k i n s  1 9 8 0 ,  n = 6 ) ,  b u t  t h e r e  do n o t  a p p e a r  t o

h a v e  b e e n  a n y  s u c h  s t u d i e s  o f  t h e  t i b i o f i b u l a .  I n  t h e  

p r e s e n t  s t u d y ,  t h e  e x p e r i m e n t a l  l i m b  w a s  s e l e c t e d  r a n d o m l y  

w h e n e v e r  p o s s i b l e  t o  m i n i m i s e  t h e  e f f e c t s  o f  a n y  l e f t  t o  

r i g h t  d i f f e r e n c e s .

T h e r e  h a v e  b e e n  no r e p o r t s  o f  m i c r o s p h e r e  e s t i m a t i o n  o f  

a b s o l u t e  b l o o d  f l o w  t o  t h e  n o r m a l  r a b b i t  t i b i a .  M i c r o s p h e r e  

e s t i m a t i o n s  o f  f l o w  t o  t h e  r a b b i t  f e m u r  h a v e  b e e n  made  by

L u n d e  a n d  M i c h e  I s o n  ( 1 9 7 0 )  a n d  by  S y f t e s t a d  a n d  B o e l k i n s

( 1 9 8 0 ) .  T h e  f o r m e r  w o r k e r s ,  u s i n g  m i c r o s p h e r e s  s i z e d  15 ±

5 pm ( S D ) ,  f o u n d  t h e  f l o w  t o  t h e  d i a p h y s e a l  c o r t e x  t o  be  

1 * 0  ± 0 . 7  ( S D )  m l / m i n . 1 0 0 g ,  a n d  t o  t h e  d i a p h y s e a l  m a r r o w

2 5 * 0  ± 1 4 . 6  m l / m i n . 1 0 0 g .  T h e  l a t t e r  w o r k e r s ,  a l s o  u s i n g

m i c r o s p h e r e s  w i t h  an  a v e r a g e  d i a m e t e r  o f  15pm,  g i v e  a 

f i g u r e  o f  2 9 . 7  ± 5 . 7  ( S D )  f o r  t h e  d i a p h y s e a l  m a r r o w .  T h e s e  

r e s u l t s  a r e  s i m i  l a r  t o  t h o s e  o b t a i n e d  i n  t h e  r a b b i t  t i b i a

u s i n g  h y d r o g e n  w a s h o u t ,  a n d  i n  t h e  dog  u s i n g  a v a r i e t y  o f

m e t h o d s  ( T a b l e  1 . 2 . 1 ,  S e c t i o n  1 . 2 ) .  T h e r e  a p p e a r  t o  be  no  

f u n d a m e n t a l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  t w o  s p e c i e s  w i t h  r e g a r d  

t o  d i a p h y s e a l  c o r t i c a l  b l o o d  f l o w ,  w h i l e  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  

m a r r o w  f l o w  p r o b a b l y  r e s u l t  f r o m  d i f f e r e n c e s  i n  

h a e m a t o p o i e t i c  a c t i v i t y .

2 . 1 . 1 . 2  M a t u r i t y  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s

T h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  t i b i a l  b l o o d  f l o w  d r o p s  u pon  

s k e l e t a l  m a t u r i t y  a n d  w i t h  i n c r e a s i n g  a g e ,  a n d  t h a t  t h i s  

c h a n g e  a f f e c t s  d i a p h y s e a l  b o n e  a s  we I I a s  b o n e  n e a r  t h e  

g r o w t h  p l a t e s .  S c h n i t z e r  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  h a v e  m e a s u r e d  t i b i a l  

d i a p h y s e a l  c o r t i c a l  f l o w  i n  c o n s c i o u s  d o g s  u s i n g  t h e  

m i c r o s p h e r e  t e c h n i q u e .  I n  i m m a t u r e  a n i m a l s  a g e d  f o u r  

m o n t h s ,  f l o w  w a s  6  m l / m i n . 1 0 0 g ,  w h i l e  i n  s k e l e t a l  I y m a t u r e  

a n i m a l s  i t  h a d  r e d u c e d  t o  2 m l / m i n . 1 0 0 g .  I n  t h e  r a b b i t ,  

u p p e r  t i b i a l  m e t a p h y s e a l  f l o w  w a s  f o u n d  t o  d r o p
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p r o g r e s s i v e l y  w i t h  a g e  o v e r  a t  l e a s t  t h e  f i r s t  t h i r t y

m o n t h s  ( K i t a  e t  a l .  1 9 8 7 ,  u s i n g  h y d r o g e n  w a s h o u t ) .  T h e

p r o p o r t i o n  o f  c a r d i a c  o u t p u t  t o  t h e  r a t  t i b i o f i b u l a ,  a s

e s t i m a t e d  by t h e  r e l a t i v e  d i s t r i b u t i o n  o f  15pm m i c r o ­

s p h e r e s ,  d e c i  i n e s  o v e r  t h e  a g e  r a n g e  o f  t w o  t o  s e v e n t e e n

m o n t h s  ( M a c P h e r s o n  a n d  T o t h i  I I 1 9 7 8 ) .

S t u d i e s  o f  g r o w t h  a n d  t i b i a l  e p i p h y s e a l  c l o s u r e  i n  t h e  

New Z e a l a n d  W h i t e  r a b b i t  ( M a s o u d  e t  a l .  1 9 8 6 )  h a v e  s ho wn

t h a t  i n  f e m a l e s ,  t h e  s e x  u s e d  i n  t h i s  s t u d y ,  t h e  d i s t a l

g r o w t h  p l a t e  f u s e s  r a d i o l o g i c a l  I y a t  14 t o  2 0  w e e k s  ( m e a n

17 w e e k s ) ,  w h e r e a s  t h e  p r o x i m a l  p l a t e  f u s e s  l a t e r  a t  2 2  t o

3 0  w e e k s  ( m e a n  2 5  w e e k s ) .  B e y o n d  2 2  w e e k s  o f  a g e ,  a n y  

f u r t h e r  g r o w t h  o f  t h e  t i b i a  i s  v e r y  s i  i g h t ,  a t  l e s s  t h a n  

0 . 5  mm p e r  f o r t n i g h t .  T h i s  a g e  c o r r e s p o n d s  w i t h  a b o d y  

w e i g h t  o f  3 . 5 k g .  As f a r  a s  p o s s i b l e ,  a n i m a l s  a b o v e  t h i s

w e i g h t  w e r e  u s e d  i n  t h e  f o l  l o w i n g  s t u d i e s ,  a l t h o u g h ,  a s

some a n i m a l s  l o s t  w e i g h t  i n  t h e  f i r s t  f e w  d a y s  a f t e r

d e l i v e r y  f r o m  t h e  s u p p i  i e r ,  I i g h t e r  a n i m a l s  w e r e  n o t  

n e c e s s a r i l y  i m m a t u r e .

2 .  1 . 1 . 3  A n i m a l  h u s b a n d r y

T h e  d e t a i I s  b e l o w  a r e  g i v e n  a c c o r d i n g  t o  t h e  r e c o m m e n d ­

a t i o n s  o f  t h e  W o r k i n g  C o m m i t t e e  f o r  t h e  B i o l o g i c a l  

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  L a b o r a t o r y  A n i m a l s  ( 1 9 8 5 ) .

A d u l t  f e m a l e  New Z e a l a n d  W h i t e  r a b b i t s  o f  c o n v e n t i o n a l  

m i c r o b i o l o g i c a l  s t a t u s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S h r u b a c r e  R a b b i t s  

( B e c c l e s ,  S u f f o l k ) .  B e f o r e  r e c o v e r y  e x p e r i m e n t s  t h e  a n i m a l s  

w e r e  a c c i i m a t i s e d  f o r  a t  l e a s t  2 w e e k s  i n  f r e e - r a n g e  r o o m s .

Room t e m p e r a t u r e  w a s  m a i n t a i n e d  a t  2 0  t o  2 2 *  c e n t i g r a d e  

w i t h  a r e l a t i v e  h u m i d i t y  o f  5 0  t o  6 5 %.  L i g h t i n g  w a s  

a r t i f i c i a l ,  f r o m  f l u o r e s c e n t  t u b e s ,  a n d  t u r n e d  on f r o m  8am 

t o  8pm e a c h  d a y .  D i e t  c o m p r i s e d  Rabma  p e l l e t s  ( S D S , W i t h a m ,  

E s s e x )  s u p p l e m e n t e d  w i t h  g r e e n  v e g e t a b l e s  a n d  c a r r o t s ,  w i t h  

t a p - w a t e r  a d  l i b i t u m .  B e d d i n g  w a s  p r o v i d e d  by B e t a - B e d  

w o o d - c h i p  l i t t e r  ( D a t e s a n d  L t d ,  M a n c h e s t e r ) .
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2 . 1 . 2  CATHETER 1 SAT I ON OF THE R A B B I T

2 . 1 . 2 . 1  A n a e s t h e s i a

T h e  m e t h o d  o f  a n a e s t h e s i a  s e l e c t e d  by  t h e  s t a f f  o f  t h e  

B i o m e d i c a l  S e r v i c e s  U n i t  c o m p r i s e d  p r e m e d i c a t i o n  w i t h  

i n t r a v e n o u s  m i d a z o l a m ,  i n d u c t i o n  w i t h  i n t r a m u s c u l a r  H y p n o r m  

( f e n t a n y l  a n d  f l u a n i s o n e )  a n d  m a i n t e n a n c e  w i t h  h a l o t h a n e  

b r e a t h e d  s p o n t a n e o u s l y .  T h e  u s e  o f  s p o n t a n e o u s  v e n t i l a t i o n  

a v o i d e d  t h e  u s e  o f  e i t h e r  n e u r o m u s c u l a r  b l o c k i n g  a g e n t s  o r  

t h e  d e e p  p l a n e  o f  a n a e s t h e s i a  n e c e s s a r y  t o  a l l o w  p o s i t i v e  

p r e s s u r e  v e n t i  l a t i o n ,  a n d  a l s o  a v o i d e d  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  

t r a c h e a  I i n t u b a t i o n  w h i c h  i s  d i f f i c u l t  i n  t h e  r a b b i t .  A

t r a c h e o t o m y  w a s  n o t  c o n s i d e r e d  s u i t a b l e  f o r  e x p e r i m e n t s  

w i t h  r e c o v e r y .

T h e  i n d u c t i o n  a g e n t s  u s e d  i n  h i g h  d o s e s  w i t h o u t

h a l o t h a n e  g i v e  a p e r i o d  o f  s u r g i c a l  a n a e s t h e s i a  i n  t h e  

r a b b i t  o f  a p p r o x i m a t e l y  100  m i n u t e s  ( F l e c k n e l l  a n d  M i t c h e l l

1 9 8 4 ) .  A t  t h i s  d o s a g e  t h e r e  i s  no  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  on  

a r t e r i a l  b l o o d  p r e s s u r e  o r  h e a r t  r a t e ,  b u t  t h e  H y p n o r m  

r e s u l t s  i n  m a r k e d  r e s p i r a t o r y  d e p r e s s i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  a 

d r o p  i n  a r t e r i a l  o x y g e n  t e n s i o n  t o  a p p r o x i m a t e l y  6 . 5 K P a  o r  

45mmHg ( F l e c k n e l  I e t  a l .  1 9 8 9 ) .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  t h e  

u se  o f  h a l o t h a n e  e n a b l e d  t h e  d o s a g e  o f  H y p n o r m  t o  be

r e d u c e d  t o  a p p r o x i m a t e l y  o n e  t h i r d  o f  t h a t  o t h e r w i s e

r e q u i r e d .

W y l e r  ( 1 9 7 4 )  h a s  s t u d i e d  t h e  c h a n g e s  i n  c a r d i a c  o u t p u t  

a n d  o r g a n  f l o w s  i n  r a b b i t s  a n a e s t h e t i s e d  w i t h  h a l o t h a n e  

a l o n e .  C a r d i a c  o u t p u t  d r o p p e d  t o  63% o f  c o n t r o l  v a l u e s ,  a n d  

mean a r t e r i a l  p r e s s u r e  was  r e d u c e d  t o  75%.  T h e  o r g a n  f l o w s  

t e n d e d  t o  d e c r e a s e  i n  l i n e  w i t h  t h e  c h a n g e s  i n  c a r d i a c  

o u t p u t ,  w i t h  no c h a n g e s  i n  t h e i r  v a s c u l a r  r e s i s t a n c e ,  

i e  t h e r e  was  no u n p h y s i o I o g i c a I  r e d i s t r i b u t i o n  o f  b l o o d  

f l o w  d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  m e a s u r e m e n t s  w e r e  t a k e n  a f t e r  a 

m i n i m u m  a n a e s t h e t i c  t i m e  o f  a l m o s t  t wo  h o u r s .  T h i s  l a c k  o f  

a m a j o r  s y m p a t h e t i c  o u t f l o w  r e s p o n s e  d i f f e r e n t i a t e s  t h e  

h y p o t e n s i o n  o f  h a l o t h a n e  a n a e s t h e s i a  f r o m  t h e  e f f e c t s  o f  

h a e m o r r h a g e .  T h e  s t a b i I i t y  o f  t h e  p e r i p h e r a l  v a s c u l a r  

r e s i s t a n c e s  i n d i c a t e s  t h a t  t h i s  a g e n t  h a s  I i t t l e  e f f e c t  on
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a r t e r i o v e n o u s  a n a s t o m o s e s ,  w h i c h  c o n t r a s t s  w i t h  t h e  e f f e c t s  

o f  t h e  c o mm o n l y  u s e d  b a r b i t u r a t e  p e n t o b a r b i t o n e  ( K a z m e r s  e t  

a / .  1 9 8 4 ) .

W e a r  e t  a  / . ( 1 9 8 2 )  h a v e  sh own  t h a t  t h e  b a r o r e c e p t o r

r e f l e x e s  a r e  s t i l l  p r e s e n t  b u t  b l u n t e d  i n  r a b b i t s  g i v e n  

d i f f e r e n t  m u l t i p l e s  o f  t h e  mean i n s p i r e d  a n a e s t h e t i c

c o n c e n t r a t i o n  o f  h a l o t h a n e .  I n c r e a s i n g  h a l o t h a n e  c o n ­

c e n t r a t i o n s  r e s u l t e d  i n  an  i n c r e a s i n g  d e l a y  b e f o r e  t h e  

h e a r t  r a t e  r e s p o n s e  t o  r i s e s  i n  a r t e r i a l  p r e s s u r e  p r o d u c e d  

by p h e n y l e p h r i n e ,  a n d  t h e  r e s p o n s e  wa s  a l s o  s l o w e d .

T h e  p r e d o m i n a n t l y  c e n t r a l  l o c a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f

h a l o t h a n e  ma k e  i t  a s u i t a b l e  a n a e s t h e t i c  f o r  t h e  s t u d y  o f  

t h e  p e r i p h e r a l  c i r c u l a t i o n .

2.  1 . 2 . 2  C a t h e t e r  s i t e s

W h i l e  i n j e c t i o n  o f  m i c r o s p h e r e s  i n t o  t h e  d i s t a l  a o r t a  

p r o v i d e s  a d e q u a t e  m i x i n g  t o  t h e  h i n d l  imbs ( G r e g g  a n d  W a l d e r

1 9 8 0 )  a n d  r e d u c e s  t h e  n u m b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  n e c e s s a r y  i n  

t h e  i n j e c t a t e ,  i n  t h e  r a b b i t  t h i s  t e c h n i q u e  r e q u i r e s  a 

l a p a r o t o m y  i f  c a t h e t e r i s a t  i o n  v i a  a h i n d  l i m b  v e s s e l ,  w i t h  

c o n s e q u e n t  i n t e r f e r e n c e  w i t h  t h e  f l o w  t o  t h a t  l i m b ,  i s  t o  

be a v o i d e d .  C a t h e t e r i s a t  i o n  f r o m  t h e  n e c k  i s  p r e v e n t e d  by  

t h e  a n a t o m i c a l  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  a o r t i c  a r c h ,  w h i c h  l i e s  

v i r t u a l l y  i n  t h e  s a g i t t a l  p l a n e  w i t h  t h e  o r i g i n s  o f  t h e  

c a r o t i d  v e s s e l s  l y i n g  a n t e r i o r l y .  T h u s  a c a t h e t e r  

i n t r o d u c e d  r e t r o g r a d e  I y i n t o  e i t h e r  c a r o t i d  a r t e r y  wi  I I 

a l w a y s  e n t e r  t h e  a s c e n d i n g  a o r t a  a n d  l e f t  v e n t r i c l e .  As a 

m a j o r  s u r g i c a l  p r o c e d u r e  s u c h  a s  l a p a r o t o m y  i s  p r e j u d i c i a l  

t o  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  an  u n d i s t u r b e d  p e r i p h e r a l  c i r c u l a t ­

i o n ,  a c e n t r a l  s i t e  f o r  m i c r o s p h e r e  i n j e c t i o n  w a s  s e l e c t e d .

T h e  t h r e e  p o s s i b l e  c e n t r a l  s i t e s  a r e  t h e  l e f t  a t r i u m ,  

t h e  l e f t  v e n t r i c l e ,  a n d  t h e  a s c e n d i n g  a o r t a .  I n  t h e  a b s e n c e  

o f  f a c i  I i t  i e s  f o r  a t r a n s - s e p t a  I a p p r o a c h  ( S i m k i n  e t  a l .  

1 9 9 0 ) ,  l e f t  a t r i a l  I n j e c t i o n  r e q u i r e s  a t h o r a c o t o m y ,  a n d  

wh i l e  t h i s  c a n  b e  c a r r i e d  o u t  a t  a t i m e  r e m o t e  f r o m  t h e  

i n j e c t i o n  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  i f  t h e  c a t h e t e r  i s  i m p l a n t e d  

c h r o n i c a l l y  ( W a r r e n  a n d  L e d i n g h a m  1 9 7 2 ) ,  t h i s  o f f e r s  l i t t l e
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a d v a n t a g e  i f  i n  a n y  e v e n t  c a t h e t e r i s a t  i o n  o f  a p e r i p h e r a l  

a r t e r y  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  t a k i n g  o f  w i t h d r a w a l  s a m p l e s .

T h e  l e f t  v e n t r i c u l a r  s i t e  p r o v i d e s  a d e q u a t e  m i x i n g  a s  

a s s e s s e d  by  c o m p a r i n g  f l o w s  o b t a i n e d  f r o m  p a i r e d  h i n d  l i m b  

b o n e s  i n  t h e  dog ( J o n e s  e t  a l .  1 9 8 2 ,  N u t t o n  e i  a l .  1 9 8 4 ,  

R i g g s  e i  a l .  1 9 8 4 ,  L i  e t  a l .  1 9 8 9 ) ,  a n d  i s  e a s i l y  

a c c o m p l i s h e d  by r e t r o g r a d e  c a t h e t e r i s a t  i o n  o f  e i t h e r  common  

c a r o t i d  a r t e r y  i n  t h e  r a b b i t .  H o w e v e r ,  i t  p r e c l u d e s  t h e  

m o n i t o r i n g  o f  a r t e r i a l  p r e s s u r e  d u r i n g  w i t h d r a w a l  s a m p l i n g  

u n l e s s  a t h i r d  c a t h e t e r  i s  i n t r o d u c e d .  P o s i t i o n i n g  t h e  

i n j e c t i o n  c a t h e t e r  i n  t h e  a s c e n d i n g  a o r t a  o v e r c o m e s  t h i s  

p r o b l e m ,  a n d  a l s o  r e m o v e s  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  w a r m i n g  t h e  

i n j e c t a t e  t o  p r e v e n t  v e n t r i c u l a r  d y s r h y t h m i a s  ( H e y m a n n  e t  

a l .  1 9 7 7 ) .

T h e  p o t e n t i a l  p r o b l e m s  w i t h  a o r t i c  i n j e c t i o n  a r e  u n e v e n  

d i s t r i b u t i o n  o f  m i c r o s p h e r e s  t o  t h e  m a j o r  v e s s e l s ,  a n d  

s t r e a m i n g  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  w i t h i n  t h e  b l o o d  d i s t r i b u t e d ,  

g i v i n g  r i s e  t o  i n a c c u r a c i e s  o f  m e a s u r e m e n t s  w i t h i n  o r g a n s .  

Su c h  p r o b l e m s  c a n  be i n v e s t i g a t e d  by c o m p a r i n g  t h e  c o u n t s  

i n  p a i r e d  o r g a n s ,  a n d  by c o m p a r i n g  c o u n t s  i n  b l o o d  s a m p l e s  

t a k e n  s i m u l t a n e o u s l y  a t  d i f f e r e n t  s i t e s .

I n  t h e  r a b b i t ,  A a l t o  a n d  S l a t  i s  ( 1 9 8 4 )  g i v e  f i g u r e s  f o r  

t i b i a l  c o u n t s  a f t e r  i n j e c t i o n  i n t o  t h e  a s c e n d i n g  a o r t a  o f  

15 ± 3 pm m i c r o s p h e r e s .  T h e s e  s h o w  no s t a t i s t i c a l  I y

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  on t h e  p a i r e d  t  t e s t  ( n = 4 ) .  

I n j e c t i o n  o f  15pm m i c r o s p h e r e s  i n t o  t h e  t h o r a c i c  a o r t a  v i a  

t h e  l e f t  b r a c h i a l  a r t e r y  was  f o u n d  t o  g i v e  l e s s  t h a n  2% 

v a r i a t i o n  b e t w e e n  t i b i a l  c o u n t s  i n  t w o  a n i m a l s  ( C o u r t —B r o w n  

1 9 8 5 ) ,  w h i l e  i n j e c t i o n  j u s t  a b o v e  t h e  a o r t i c  b i f u r c a t i o n  

g a v e  f e m o r a l  c o u n t s  n o t  d i f f e r i n g  s i g n i f i c a n t l y  on t h e  

p a i r e d  t t e s t  f o r  e i t h e r  15pm o r  50pm m i c r o s p h e r e s  ( G r e g g  

a n d  W a l d e r  1 9 8 0 ,  n = 1 0 ) .

T h e  d i f f e r e n c e  i n  c o u n t s  b e t w e e n  b l o o d  s a m p l e s  t a k e n  

f r o m  t h e  s a p h e n o u s  a r t e r i e s  o f  o p p o s i t e  h i n d l  imbs a f t e r  

i n j e c t i o n  o f  1 1 . 1  ± 0 . 3  pm m i c r o s p h e r e s  i n t o  t h e  a b d o m i n a l

a o r t a  w a s  5 . 9  ± 4 . 8  ( S D )  % ( W o o t t o n  a n d  D o r é  1 9 8 6 ) ,

a l t h o u g h  no s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t ,  a n d  t h e  

sma I I n u m b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  i n j e c t e d  ( 5  x 1 0 ® )  i s  I i k e  I y
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t o  r e s u l t  i n  l a r g e  r a n d o m  v a r i a t i o n .  L u n d e  a n d  M i c h e  I s o n  

( 1 9 7 0 )  f o u n d  t h e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  s a m p l e s  t a k e n  f r o m  t w o  

b r a n c h e s  o f  t h e  same p o s t e r i o r  t i b i a l  a r t e r y  t o  r e m a i n  

u n d e r  10% a f t e r  a b d o m i n a l  a o r t i c  i n j e c t i o n  o f  15 ± 5 pm 

m i c r o s p h e r e s .  T h e  n u mb e r  o f  m i c r o s p h e r e s  i n j e c t e d  w a s  n o t  

s t a t e d .

T h u s  t h e  c u r r e n t  e v i d e n c e  i s  t h a t  a o r t i c  i n j e c t i o n  i n  

t h e  r a b b i t  g i v e s  m i x i n g  o f  m i c r o s p h e r e s  o f  15pm o r  m o r e  i n  

s i z e  a d e q u a t e  t o  a l l o w  c o m p a r i s o n  o f  e s t i m a t e d  f l o w s  i n  

p a i r e d  b o n e s  o f  t h e  h i n d l  i m b . As sma I 1 e r  m i c r o s p h e r e s  a r e  

m o r e  e v e n l y  d i s t r i b u t e d  a c r o s s  a r t e r i a l  l u me n s  ( P h i b b s  a n d  

Dong 1 9 7 0 )  i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e i r  m i x i n g  w i l l  be  b e t t e r  

r a t h e r  t h a n  w o r s e .

C a t h e t e r i s a t  i o n  t h r o u g h  a common c a r o t i d  a r t e r y  

n e c e s s a r i l y  r e s u l t s  i n  o c c l u s i o n  o f  t h a t  v e s s e l ,  w i t h  a 

c o n s e q u e n t  d r o p  i n  t h e  p r e s s u r e  a c t i n g  on  t h e  c a r o t i d  s i n u s  

b a r o r e c e p t o r s . E d w a r d s  e t  a / .  ( 1 9 5 9 )  s t u d i e d  t h e  e f f e c t s  o f

c a r o t i d  o c c l u s i o n  i n  c o n s c i o u s  r a b b i t s ,  a n d  f o u n d  t h a t  

u n i  l a t e r a l  o c c l u s i o n  l e d  t o  a r i s e  o f  some 10mmHg i n  mean  

s y s t e m i c  a r t e r i a l  p r e s s u r e ,  b u t  no c h a n g e  i n  c a r d i a c  o u t p u t  

a s  m e a s u r e d  by d y e  d i  l u t  i o n .  O c c l u s i o n  o f  b o t h  c a r o t i d  

a r t e r i e s  l e d  t o  a r i s e  i n  mean p r e s s u r e  o f  a p p r o x i m a t e l y  

20 mmHg, b u t  a g a i n  no c h a n g e  i n  c a r d i a c  o u t p u t  w a s  o b s e r v e d .  

T h e s e  r i s e s  i n  a r t e r i a l  p r e s s u r e  h a d  n o t  b e e n  s e e n  i n  

a n a e s t h e t i s e d  a n i m a l s ,  a n d  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  c o l  l a t e r a l  

c i r c u l a t i o n  o f  t h e  r a b b i t  i s  s u f f i c i e n t  t o  o b v i a t e  a n y  

s i g n i f i c a n t  c i r c u l a t o r y  e f f e c t s  o f  c a r o t i d  o c c l u s i o n .

T h e  b r a c h i a l  a r t e r y  wa s  s e l e c t e d  a s  t h e  s i t e  f o r  t h e  

w i t h d r a w a l  c a t h e t e r ,  a s  i t  i s  r e a d i  I y a c c e s s i b l e  w i t h o u t  a 

m a j o r  s u r g i c a l  e x p o s u r e ,  a n d  i t  e n a b l e s  s a m p l i n g  f r o m  a 

v e s s e l  n o t  i n v o l v e d  i n  s u p p l y i n g  b l o o d  t o  t h e  l o w e r  I i m b s .  

I t  h a s  b e e n  s hown t h a t  v i r t u a l  I y a I I m i c r o s p h e r e s  h a v e  

p a s s e d  t h r o u g h  t h e  b r a c h i a l  a r t e r y  o f  t h e  r a b b i t  by o n e  

m i n u t e  a f t e r  a n  i n j e c t i o n  made o v e r  3 0  s e c o n d s  i n t o  t h e  

l e f t  a t r i u m  ( T h o m a s  1 9 8 3 ) .
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2 . 1 . 2 . 3  C a t h e t e r  t y p e

T h e  c a t h e t e r s  c h o s e n  f o r  t h i s  s t u d y  w e r e  16G e p i d u r a l  

c a t h e t e r s ,  s u p p l i e d  by  P o r t e x  o f  H y t h e .  T h e s e  c a t h e t e r s  a r e  

f i n e  e n o u g h  f o r  r e a d y  c a n n u l a t i o n  o f  t h e  b r a c h i a l  a r t e r y  o f  

t h e  r a b b i t ,  t h e i r  r o u n d e d  e n d s  a s s u r i n g  e a s y  p a s s a g e .  E a c h  

c a t h e t e r  h a s  t h r e e  s i d e  o r i f i c e s ,  d i r e c t e d  a t  120"  t o  e a c h  

o t h e r ,  a n d  t h u s  i n j e c t e d  m i c r o s p h e r e s  a r e  d i s t r i b u t e d  m o r e  

e v e n l y  a c r o s s  t h e  w i d t h  o f  t h e  a o r t a  t h a n  w i t h  a s i n g l e  

o u t l e t .  An a d a p t o r  t o  a l l o w  d i r e c t  c o n n e c t i o n  t o  a s t a n d a r d  

s y r i n g e  o r  t h r e e - w a y  t a p  i s  s u p p i l e d  w i t h  e a c h  c a t h e t e r .

2.  1 . 2 . 4  W i t h d r a w a l  pump c a l i b r a t i o n

T h e  r a t e  o f  w i t h d r a w a l  o f  t h e  b l o o d  s a m p l e  d u r i n g  a n d  a f t e r  

m i c r o s p h e r e  i n j e c t i o n  m u s t  b e  known i n  o r d e r  t o  a I l ow  

c a l c u l a t i o n  o f  a b s o l u t e  b l o o d  f l o w s .  T h e  m o s t  a c c u r a t e  

m e t h o d  i s  p r o b a b l y  t o  w e i g h  t h e  s y r i n g e  b e f o r e  a n d  a f t e r  

s a m p l i n g ,  w i t h  d i v i s i o n  o f  t h e  d i f f e r e n c e  by t h e  t i m e  a nd  

t h e  s p e c i f i c  g r a v i t y  o f  w h o l e  b l o o d ,  b u t  a s u f f i c i e n t l y  

a c c u r a t e  b a l a n c e  w a s  n o t  a v a l  l a b l e  a t  t h e  B i o m e d i c a l  

S e r v i c e s  U n i t .  T h i s  w a s  n o t  a s i g n i f i c a n t  d i s a d v a n t a g e ,  a s  

t h e  pump u s e d  w a s  f o u n d  t o  g i v e  r e p r o d u c i b l e  r a t e s  o f  

w i t h d r a w a l ,  a n d  by  c a l i b r a t i n g  t h e  pump t h e  p r e c i s e  t i m i n g  

o f  t h e  samp I i n g  wa s  n o t  n e c e s s a r y .

T h e  pump wa s  o f  t y p e  871  1 0 4 ,  s u p p i  l e d  by  B B r a u n  o f  

W e s t  G e r m a n y .  T h e  r a t e  o f  w i t h d r a w a l  w a s  s e l e c t e d  t o  

a p p r o x i m a t e  2 * 5  m l / m i n ,  b e i n g  l e s s  t h a n  1% o f  t h e  c a r d i a c  

o u t p u t  o f  an  a d u l t  r a b b i t  ( E d w a r d s  e t  a l .  1 9 5 9 ,  Gumming and  

N u t t  1 9 6 2 ,  S y f t e s t a d  a n d  B o e l k i n s  1 9 8 0 ) ,  a n d  t h u s  sma I I 

e n o u g h  n o t  s i g n i f i c a n t l y  t o  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  c i r c u l a t i n g  

v o l u m e  w h i l e  b e i n g  l a r g e  e n o u g h  t o  r e d u c e  p r o p o r t i o n a t e  

v a r i a t i o n  i n  w i t h d r a w a l  r a t e .

Ga l  i b r a t  i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  d u r i n g  a c c e s s  t o  an  

a c c u r a t e  b a l a n c e  ( t y p e  OBI  5 2 ,  O e r t l i n g ,  B i r m i n g h a m ) .  T h e  

20ml  s y r i n g e  t o  be  u s e d  f o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  b l o o d  f l o w  

w a s  w e i g h e d  t o  O . O I g  a f t e r  d r a w i n g  up a p p r o x i m a t e l y  1mI o f  

w a t e r ,  t h e  v o l u m e  o f  h e p a r i n i s e d  s a l i n e  u s e d  f o r  t h e  a n i m a l  

e x p e r i m e n t s ,  a n d  m o u n t e d  on t h e  pump.  W a t e r  w a s  w i t h d r a w n
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f r o m  a c o n t a i n e r  t h r o u g h  a w i t h d r a w a l  c a t h e t e r  f o r  a t wo  

m i n u t e  p e r i o d .  T h e  s y r i n g e  w a s  t h e n  d i s c o n n e c t e d  a nd  

r e w e i g h e d .  T h e  d i f f e r e n c e  i n  w e i g h t  d i v i d e d  by  t w o  g a v e  t h e  

w i t h d r a w a l  r a t e  i n  m l / m i n .  T h i s  p r o c e s s  was  c a r r i e d  o u t  t e n  

t i m e s  a n d  t h e  a v e r a g e  r a t e  c a l c u l a t e d .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  

t h e  c o e f f i c i e n t  o f  v a r i a t i o n  r e m a i n e d  l e s s  t h a n  I X .

2 . 1 . 3  R A D I O A C T I V E  MI CROSPHERES  

2.  1 . 3 .1  M i c r o s p h e r e  t y p e

F o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  b l o o d  f l o w s  o v e r  p e r i o d s  o f  s e v e r a l  

d a y s  o r  w e e k s ,  t h e  m i c r o s p h e r e s  m u s t  be n o n - b i o d e g r a d a b I e  

a n d  m u s t  r e t a i n  t h e i r  l a b e l .  F u r t h e r ,  t o  e n a b l e  a c c u r a t e  

f l o w  m e a s u r e m e n t  t h e y  m u s t  be  s i z e d  a s  c l o s e l y  a r o u n d  t h e  

s t a t e d  mean  a s  p o s s i b l e  ( S e c t i o n  1 . 2 . 4 ) .  T h e  N e n - T r a c  

m i c r o s p h e r e s  s u p p i i e d  by D u P o n t  a n d  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  a r e  

m a n u f a c t u r e d  f r o m  s t y r e n e - d i v i n y l  b e n z e n e  i o n - e x c h a n g e  

r e s i n ,  w h i c h  i s  n o t  m e t a b o l i s e d ,  a n d  t h e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  

o f  m o s t  l o t s  h a s  a s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  o n l y  0 * 1 p m .  T h e  

m i c r o s p h e r e s  a r e  c o a t e d  w i t h  a p o l y m e r i c  r e s i n  t o  r e d u c e  

a g g r e g a t i o n  a n d  i s o t o p e  l e a c h i n g .  T h e  c o mp a n y  w e r e  u n a b l e  

t o  s u p p l y  i n f o r m a t i o n  a s  t o  t h e  d e g r e e  o f  l e a c h i n g  i n  v i v o ,  

a n d  t h e r e f o r e  a p i  l o t  s t u d y  w a s  u n d e r t a k e n  t o  d e t e r m i n e  

t h i s  ( S e c t i o n  2 . 5 ) .

T h e  s p e c i f i c  g r a v i t y  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  i s  a p p r o x ­

i m a t e l y  1 . 4 .  M i c r o s p h e r e s  v a r y i n g  i n  s p e c i f i c  g r a v i t y  f r o m

1. 1  t o  1 . 6  s h o w  no t e n d e n c y  t o  g r a v i t a t e  t o  t h e  l o w e r  h a l f  

o f  t h e  l u me n  o f  a r t e r i e s  o f  0 . 7  t o  1 . 75mm i n  i n t e r n a l  

d i a m e t e r  ( P h i b b s  a n d  Dong 1 9 7 0 ) .

T h e  m i c r o s p h e r e s  w e r e  s u p p i i e d  s u s p e n d e d  i n  p h y s i o ­

l o g i c a l  s a l  i n e ,  w i t h  0 . 0 1 %  Tween  8 0  d e t e r g e n t  a d d e d  t o  

r e d u c e  f u r t h e r  a n y  a g g r e g a t i o n .
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2 . 1 . 3 . 2  C h o i c e  o f  i s o t o p e s

T h e  f a c t o r s  c o n s i d e r e d  I n  t h e  c h o i c e  o f  l a b e l  I i n g  i s o t o p e s  

w e r e  h a l f - 1 i f e ,  e m i s s i o n  e n e r g y  s p e c t r u m ,  a v a l l a b i I  i t y ,  a n d  

c o s t .

A l o n g  h a l f - l i f e  i s  d e s i r a b l e  f o r  t h e  s t u d y  o f  b on e  

b l o o d  f l o w  d u r i n g  f r a c t u r e  h e a l i n g ,  a s  t h i s  p r o c e s s  t a k e s  

p l a c e  o v e r  a p e r i o d  o f  w e e k s .  A l o n g  h a l f - 1 i f e  a l s o  c o n f e r s  

t h e  a d v a n t a g e  o f  a l o n g  s h e l f  I i f e  b o t h  f o r  t h e  s t o c k  

s u s p e n s i o n  o f  m i c r o s p h e r e s  a n d  f o r  t h e  e x p e r i m e n t a l  

s a m p l e s .  F u r t h e r ,  a n y  c o r r e c t i o n s  f o r  d e l a y s  b e t w e e n  

d i f f e r e n t  c o u n t s  a r e  r e d u c e d  i n  m a g n i t u d e  a n d  a c c u r a c y  made  

e a s i e r  t o  m a i n t a i n .

T h e  s p e c t r a l  d i s t r i b u t i o n s  o f  t h e  e m i s s i o n  e n e r g i e s  o f  

d i f f e r e n t  i s o t o p e s  m u s t  be s u f f i c i e n t l y  w i d e l y  s e p a r a t e d  t o  

be d i s t i n g u i s h a b l e  w i t h i n  t h e  same e x p e r i m e n t a l  s a m p l e .  To  

s e p a r a t e  t h e  s p e c t r a ,  e a c h  e n e r g y  p e a k  m u s t  be  c l e a r  o f  a n y  

i n t e r f e r e n c e  f r o m  t h e  n e x t  l e s s  e n e r g e t i c  i s o t o p e  ( H e y m a n n  

e t  a l .  1 9 7 7 ) .  T h i s  p r a c t i c e  o f  s p e c t r a l  ' s t r i p p i n g *  i s  

d i s c u s s e d  i n  A p p e n d i x  1.

T h e  m a g n i t u d e  o f  e m i s s i o n  e n e r g y  m u s t  be  s u f f i c i e n t  t o  

p r e v e n t  s i g n i f i c a n t  q u e n c h i n g  by  t h e  t i s s u e  o f  t h e  

e x p e r i m e n t a l  s a m p l e s .  H o w e v e r ,  i t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  t h e  

r a d i a t i o n  o f  e v e n  v e r y  w e a k  y - e m i t t e r s ,  s u c h  a s  i o d i n e - 1 2 5  

w i t h  a p e a k  e n e r g y  o f  3 5  K e V ,  i s  n o t  a t t e n u a t e d  by c o r t i c a l  

b o n e  ( G r o s s  e t  a l .  1 9 7 9 ,  T o n d e v o l d  a n d  E l  i a s e n  1 9 8 2 b ) .  

Wh i I e  Mor  r  i s  a n d  K e l l y  ( 1 9 8 0 )  d i s p u t e  t h i s ,  t h e y  p r o v i d e  no  

d i r e c t  e v i d e n c e .

T h e  c o m m e r c i a l  a v a i l a b i l i t y  o f  d i f f e r e n t  l a b e l s  f o r  

m i c r o s p h e r e s  i s  I i m i t e d  t o  a b o u t  t w e l v e  ( a s  s u p p i i e d  by  

D u P o n t  a n d  t h e  3M C o m p a n y ) ,  r a n g i n g  f r o m  i o d i n e - 1 2 5  w i t h  an  

e m i s s i o n  e n e r g y  p e a k  o f  35  KeV t o  s c a n d i u m - 4 6  w i t h  p e a k s  o f  

8 8 9  a n d  1 120  K e V .  O v e r  t h i s  r a n g e  t h e  c o s t  o f  t h e  m o r e  

e x p e n s i v e  l a b e l s  i s  a p p r o x i m a t e l y  40% a b o v e  t h a t  o f  t h e  

c h e a p e s t .  F u r t h e r ,  t h e  l a b e l s  a r e  n o t  u n i v e r s a l  I y a v a i  l a b  l e  

a c r o s s  t h e  w h o l e  r a n g e  o f  m i c r o s p h e r e  s i z e s .

F o r  t h i s  s t u d y  g a d o l i n i u m - 1 5 3  ( G d ' 5 3 )  a n d  t i n - 113  

( S n l l 3 )  w e r e  s e l e c t e d  f o r  t h e i r  l o n g  h a l f - l i v e s ,  h a v i n g
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s h e l f —l i v e s  s u f f i c i e n t l y  l o n g  t o  o f f s e t  t h e  i n i t i a l l y  

h i g h e r  c o s t .  S a m p l e s  o f  t h e  s t o c k  s u s p e n s i o n s  w e r e  c o u n t e d  

on t h e  t w o - c h a n n e l  c o u n t e r  t o  be  u s e d  f o r  t h e  s u b s e q u e n t  

e x p e r i m e n t s  ( T y p e  8 0 0 0 0  Gamma S a m p l e  C o u n t e r ,  LKB 

I n s t r u m e n t s  L t d ,  U K ) ,  a n d  t h e  e n e r g y  w i n d o w s  o f  t h e  c o u n t e r  

a d j u s t e d  t o  c o v e r  t h e  r e s p e c t i v e  e n e r g y  p e a k s  o f  9 7 - 1 0 3  KeV  

a n d  3 9 3  K e V .  Wh i l e  t h e  f o r m e r  ' r e g i o n  o f  i n t e r e s t '  

c o n t a i n e d  c o u n t s  f r o m  b o t h  i s o t o p e s ,  t h e  l a t t e r  w a s  

a d j u s t e d  t o  e x c l u d e  a n y  c o u n t s  f r o m  t h e  l e s s  e n e r g e t i c  

G d l 5 3 .  T h i s  e n a b l e d  s u b s e q u e n t  s t r i p p i n g  o f  e x p e r i m e n t a l  

c o u n t s ,  i n  o r d e r  t o  d i s t i n g u i s h  t h e  t w o  i s o t o p e s  

( A p p e n d  i x 1 ) .

2 .  1 . 3 . 3  M i c r o s p h e r e  d i s p e n s i n g

As t h e y  a r e  n o t  i n  s o l u t i o n ,  i t  i s  i m p o s s i b l e  t o  d i s p e n s e  a 

p r e c i s e  n u mb e r  o f  m i c r o s p h e r e s  f r o m  t h e  s t o c k  s u s p e n s i o n s .  

T h e  n u m b e r  d r a w n  up i n t o  a s y r i n g e  f o r  i n j e c t i o n  c a n  be  

f o u n d  by c o u n t i n g  t h e  s y r i n g e  i n  a gamma c o u n t e r ,  b u t  no  

c o u n t e r  was  a v a i  I a b l e  a t  t h e  B i o m e d i c a l  S e r v i c e s  U n i t  w h e r e  

t h e  a n i m a l  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t .  An a l t e r n a t i v e  i s  t o  

d e l  i v e r  a s a m p l e  i n t o  a v i a l  , c o u n t i n g  t h e  s a m p l e  b o t h  

b e f o r e  a n d  a f t e r  a s  many m i c r o s p h e r e s  a s  p o s s i b l e  h a v e  b e e n  

d r a w n  i n t o  t h e  s y r i n g e  a t  t h e  U n i t ,  w i t h  t h e  s y r i n g e  w a s h e d  

o u t  i n t o  t h e  v i a l  a f t e r  t h e  e x p e r i m e n t  t o  r e t r i e v e  a n y  

m i c r o s p h e r e s  n o t  i n j e c t e d .  H o w e v e r ,  t h i s  i s  b o t h  t i m e -  

c o n s u m i n g  a n d  w a s t e f u l  o f  an  e x p e n s i v e  c o m m o d i t y ,  a s  i t  i s  

n o t  p o s s i b l e  t o  d r a w  up i n t o  a s y r i n g e  e v e r y  o n e  o f  t h e  

m i c r o s p h e r e s  f r o m  a v i a l  .

W i t h  t h e  r e f e r e n c e  s a m p l e  t e c h n i q u e ,  t h e  p r e c i s e  n u m b e r  

o f  m i c r o s p h e r e s  i n j e c t e d  d o e s  n o t  n e e d  t o  be  k n o w n ,  a n d  

t h e r e f o r e  t h e y  w e r e  d i s p e n s e d  by v o l u m e .  F r om  t h e  

i n f o r m a t i o n  s u p p I  l e d  w i t h  e a c h  b a t c h  by t h e  m a n u f a c t u r e r ,  

t h e  a p p r o x i m a t e  nu mb e r  o f  m i c r o s p h e r e s  c o n t a i n e d  i n  1 m I o f  

t h e  s t o c k  s u s p e n s i o n  c o u l d  be c a l c u l a t e d ,  a n d  t o  o b t a i n  an  

a p p r o x i m a t e  n u mb e r  o f  m i c r o s p h e r e s  i n  an  i n j e c t a t e ,  t h e  

r e q u i r e d  v o l u m e  was  d r a w n  up a f t e r  a g i t a t i o n  o f  t h e
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s u s p e n s i o n  t o  e n s u r e  e v e n  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  

i n t h e  s a  I i n e .

2.  1 . 3 . 4  M i c r o s p h e r e  d i s p o s a i

A l m o s t  a I I t h e  m i c r o s p h e r e s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  came t o  I i e  

i n  t h e  c a r c a s e s  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s ,  a n d  t h e s e  a r e  

d i s p o s e d  o f  by b u r n i n g  i n  an  i n c i n e r a t o r .  W i t h  t h e  

e x c e p t i o n  o f  i o d i n e ,  t h e  i s o t o p e s  u s e d  a s  l a b e l s  f o r  

m i c r o s p h e r e s  a r e  t h o s e  o f  h e a v y  m e t a l s ,  w i t h  t h e  r e s u l t  

t h a t  m o s t  o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  r e m a i n s  i n  t h e  a s h  r a t h e r  

t h a n  b e i n g  d i s p e r s e d  i n t o  t h e  a t m o s p h e r e  ( B r e k k e  e t  a l .

1 9 8 5 ) .  T h e  l i m i t s  i m p o s e d  on t h e  d i s p o s a l  o f  t h e s e  i s o t o p e s  

a r e  t h u s  s t r i n g e n t .

D u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h i s  w o r k ,  t h e  m a n u f a c t u r e r  

d i s c o n t i n u e d  w i t h o u t  w a r n i n g  t h e  s u p p l y  o f  l o w - a c t i v i t y  

m i c r o s p h e r e s  ( 3 - 7  m C i / g ) ,  a n d  s u b s e q u e n t l y  o n l y  h i g h -  

a c t i v i t y  b a t c h e s  c o u l d  be u s e d  ( 7 - 1 5  m C i / g ) .  T h i s  

e f f e c t i v e l y  c u t  by h a l f  t h e  n u m b e r  o f  i n j e c t i o n s  t h a t  c o u l d  

be c a r r i e d  o u t ,  a n d  t h e r e f o r e  f o r  m o s t  o f  t h e  r e c o v e r y  

e x p e r i m e n t s  o n l y  one  m e a s u r e m e n t  o f  b l o o d  f l o w  w a s  o b t a i n e d  

i n e a c h  an i ma I .
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2.2   -------------------------------------------------

SIMULTANEOUS MEASUREMENT OF BLOOD FLOW TO THE T IB IA L  

D IA PH YSIS  OF THE ADULT RABBIT USING MICROSPHERES LABELLED 

WITH TWO DIFFERENT RADIO-ISOTOPES

2 . 2 . 1  I NT R O D U C T I ON

B e f o r e  t h e  u s e  o f  t h e  r a b b i t  t i b i a  a s  an  e x p e r i m e n t a l  mo d e l  

i t  i s  n e c e s s a r y  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  a p p r o p r i a t e  s i z e  a n d  

n um b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  t o  be  i n j e c t e d  f o r  t h e  m e a s u r e m e n t  

o f  b o n e  b l o o d  f l o w  ( S e c t i o n  1 . 2 . 4 ) .  T h e s e  r e q u i r e m e n t s  i n  

t u r n  d e p e n d  on a n  i n j e c t i o n  t e c h n i q u e  t h a t  g i v e s  r e l i a b l e  

m i x i n g  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s ,  a n d  a l s o  on a c o u n t i n g  

t e c h n i q u e  t h a t  g i v e s  r e l  i a b l e  s e p a r a t i o n  o f  t w o  i s o t o p e s ,  

s o  t h a t  t w o  m i c r o s p h e r e  i n j e c t â t e s  c a n  be  c o m p a r e d  d i r e c t l y  

i n  t h e  same a n i m a l . S u b s e q u e n t l y ,  t h e  t e c h n i q u e  c a n  t h e n  be  

u s e d  t o  o b t a i n  t w o  m e a s u r e m e n t s  o f  f l o w  i n  t h e  same a n i m a l  

a t  d i f f e r e n t  t i m e s .

An a s s e s s m e n t  b o t h  o f  m i x i n g  a n d  o f  i s o t o p e  s e p a r a t i o n  

c a n  be  o b t a i n e d  by t h e  s i m u l t a n e o u s  i n j e c t i o n  o f  

m i c r o s p h e r e s  o f  t h e  same s i z e  d i s t r i b u t i o n  b u t  l a b e l l e d  

w i t h  t h e  t w o  d i f f e r e n t  i s o t o p e s .  T h i s  a l l o w s  p a i r e d  

a n a l y s i s  o f  t h e  f l o w s  t o  m a t c h i n g  s a m p l e s  i n  t h e  t wo  

h i n d l  imbs t o  i n v e s t i g a t e  m i x i n g ,  a n d  o f  t h e  f l o w s  t o  e a c h  

t i s s u e  s a m p l e  c a l c u l a t e d  w i t h  t h e  t w o  i s o t o p e s  t o  a s s e s s  

s e p a r a t i o n .  I f  m i x i n g  a n d  s e p a r a t i o n  a r e  a c c u r a t e ,  t h e r e  

s h o u l d  be no d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  p a i r e d  f l o w s .

2 . 2 . 2  METHOD

Th e  p r i n c i p l e s  o f  t h e  a n a e s t h e s i a ,  c a t h e t e r  p l a c e m e n t s ,  

c a t h e t e r  t y p e ,  w i t h d r a w a l  pump c a I  i b r a t i o n  a n d  c h o i c e  o f
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m i c r o s p h e r e s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  h a v e  b e e n  d i s c u s s e d  i n  

S e c t  i on 2 . 1 .

2 . 2 . 2 . 1  A n i m a l  p r e p a r a t i o n

T h e  s t u d y  w a s  p e r f o r m e d  on 12 a d u l t  f e m a l e  New Z e a l a n d  

W h i t e  r a b b i t s  w e i g h i n g  3 . 0 0  -  4 . 2 5  k g .  G e n e r a l  a n a e s t h e s i a  

w a s  i n d u c e d  w i t h  5 * 0  mg o f  m i d a z o l a m  ( R o c h e ,  W e l w y n  G a r d e n  

C i t y )  v i a  an  e a r  v e i n  a n d  0 . 3  ml o f  i n t r a m u s c u l a r  H y p n o r m  

( f e n t a n y l  0 * 3 1 5  mg / ml  w i t h  f l u a n i s o n e  10 m g / m l ,  J a n s s e n  

P h a r m a c e u t i c a l  L t d . ,  O x f o r d ) ,  a n d  m a i n t a i n e d  w i t h  h a l o t h a n e  

a d m i n i s t e r e d  v i a  a s n o u t  m a s k .  T h e  a n i m a l s  w e r e  p o s i t i o n e d  

s u p i n e  on a b e a d - b a g  m o u l d e d  t o  m a i n t a i n  t h e  n e c k  i n  

e x t e n s i o n ,  t h i s  p o s i t i o n  b e i n g  m a i n t a i n e d  by e v a c u a t i n g  a i r  

f r o m  t h e  b a g .  T h e  e l e c t r o c a r d i o g r a m  was  m o n i t o r e d  by  

c u t a n e o u s  n e e d l e  e l e c t r o d e s  c o n n e c t e d  t o  a D i a s c o p e  D S 5 2 1  

m o n i t o r  ( S i m o n s e n  a n d  Wee I ,  D e n m a r k ) .

A f t e r  s h a v i n g  t h e  f r o n t  o f  t h e  n e c k  a n d  t h e  m e d i a l  

a s p e c t  o f  t h e  l e f t  f o r e l i m b , t h e  l e f t  common c a r o t i d  a r t e r y  

w a s  e x p o s e d  t h r o u g h  a l o n g i t u d i n a l  n e c k  i n c i s i o n .  Two

I i g a t u r e s  w e r e  p a s s e d  b e n e a t h  t h e  a r t e r y ,  t h e  c r a n i a l  

I i g a t u r e  t i e d  a n d  a bu I I dog c l  i p  a p p i  i ed  c a u d a l  I y . T h e

a r t e r y  w a s  o p e n e d  w i t h  f i n e  s c i s s o r s  a n d  a 16 g a u g e  

e p i d u r a l  c a t h e t e r  ( P o r t e x ,  H y t h e )  f i l l e d  w i t h  h e p a r i n i s e d  

0 . 9 %  s a l i n e  ( 2 0  u n i t s / m l )  i n t r o d u c e d ,  a n d  p a s s e d  c a u d a l  I y 

i n t o  t h e  l e f t  v e n t r i c l e .  T h e  a r t e r i a l  p r e s s u r e  was

m o n i t o r e d  by c o n n e c t i n g  t h e  c a t h e t e r  t o  a p r e s s u r e  

t r a n s d u c e r  ( M o d e l  8 0 0 ,  B e n t l e y  L a b o r a t o r i e s ,  U d e n , Ho I l a n d )  

v i a  a t h r e e - w a y  s t o p c o c k  t h a t  a I l o w e d  i n j e c t i o n  t h r o u g h  t h e  

c a t h e t e r  v i a  i t s  s i d e  p o r t .  T h e  p r e s s u r e  w a v e f o r m  a n d  t h e  

mean p r e s s u r e  w e r e  d i s p l a y e d  on a T y p e  128A m o n i t o r  

( K o n t r o n  M e d i c a l ,  W a t f o r d ) .  T h e  c a t h e t e r  w a s  w i t h d r a w n

u n t i  I t h e  p r e s s u r e  w a v e - f o r m  i n d i c a t e d  t h a t  i t s  s i  d e - p o r t s  

l a y  j u s t  a b o v e  t h e  a o r t i c  v a l v e ,  a I l o w i n g  m o n i t o r i n g  o f  

mean a r t e r i a l  p r e s s u r e ,  a n d  s e c u r e d  i n  p l a c e .  I f  t h e  a o r t i c  

c a t h e t e r  c o u l d  n o t  be  p a s s e d  i n t o  t h e  v e n t r i c l e ,  i t  was  

l e f t  a t  t h e  p o s i t i o n  w h e r e  t h e  r e s i s t a n c e  o f  t h e  a o r t i c  

v a l v e  c o u l d  be  c l e a r l y  f e l t .  P o s t  m o r t e m  s t u d i e s  s h o w e d
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t h a t  t h i s  p r o c e d u r e  a l s o  r e l i a b l y  s i t u a t e d  t h e  s i d e - p o r t s  

o f  t h e  c a t h e t e r  i n  t h e  a s c e n d i n g  a o r t a .

T h e  l e f t  b r a c h i a l  a r t e r y  w a s  c a n n u l a t e d  w i t h  a s i m i l a r  

c a t h e t e r  w h i c h  was  a t t a c h e d  t o  a c a l i b r a t e d  w i t h d r a w a l  pump 

( T y p e  8 7 1 1 0 4 ,  B B r a u n ,  W e s t  G e r m a n y )  s e t  t o  2 . 5 2 9  ± 0 . 0 0 6  

( S E )  m l / m i n  f o r  t h e  f i r s t  e i g h t  e x p e r i m e n t s .  F o r  t h e  l a s t  

f o u r  e x p e r i m e n t s  a new w i t h d r a w a l  s y r i n g e  w a s  u s e d  

c a I i b r a t e d  a t  2 . 6 3 4  ± 0 . 0 0 7  ( S E )  m l / m i n .

2 . 2 . 2 . 2  M i c r o s p h e r e  i n j e c t i o n

A m i x t u r e  o f  a p p r o x i m a t e l y  5 -  6  x 1 0 *  m i c r o s p h e r e s  s i z e d

1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S O )  pm a n d  l a b e l l e d  w i t h  G d i 5 3  a n d  t h e  same

nu mb e r  o f  m i c r o s p h e r e s  o f  t h e  same s i z e  d i s t r i b u t i o n  

l a b e l l e d  w i t h  S n i l 3  w a s  d r a w n  up i n t o  an  i n s u l i n  s y r i n g e .  

T h e  m i x t u r e  w a s  p l a c e d  on a v o r t e x  m i x e r  f o r  3 0  s e c o n d s  t o  

d i s t r i b u t e  t h e  s p h e r e s  e v e n l y ,  a n d  t h e  s y r i n g e  a g i t a t e d  by  

h a n d  u n t i  I t h e  s p h e r e s  w e r e  i n j e c t e d .

T h e  w i t h d r a w a l  pump w a s  s t a r t e d  a n d  a p p r o x i m a t e l y  

3 0  s e c o n d s  l a t e r  t h e  m i x t u r e  o f  m i c r o s p h e r e s  w a s  i n j e c t e d  

v i a  t h e  a o r t i c  c a t h e t e r ,  f o l l o w e d  by a f l u s h  o f  h e p a r i n i s e d  

s a l i n e .  T h e  t o t a l  i n j e c t i o n  p e r i o d ,  i n c l u d i n g  t h e  f l u s h ,  

was  a p p r o x i m a t e l y  3 0  s e c o n d s .  T h e  w i t h d r a w a l  s a m p l i n g  w a s  

c o n t i n u e d  f o r  a f u r t h e r  2 m i n u t e s .

T h e  a n i m a l s  w e r e  t h e n  k i  I l e d  by a n  o v e r d o s e  o f  p e n t o ­

b a r b i t o n e ,  a n d  t h e  t i b i a e  e x c i s e d  t o g e t h e r  w i t h  t h e i r  

a n t e r i o r  m u s c u l a t u r e .  T h e  b l o o d  s a m p l e  w a s  e m p t i e d  i n t o  

c o u n t i n g  t u b e s ,  a n d  t h e  w i t h d r a w a l  s y r i n g e  r i n s e d  i n t o  t h e  

t u b e s  w i t h  h e p a r i n i s e d  w a t e r ,  b o t h  t o  c l e a r  i t  o f  m i c r o ­

s p h e r e s  a n d  t o  I y s e  t h e  b l o o d  c e l  I s .  L y s i s  w a s  f a c i  I i t a t e d  

by t h e  a d d i t i o n  o f  ammoni um h y d r o x i d e  s o l u t i o n ,  s u f f i c i e n t  

t o  g i v e  a f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  1% ( w / v ) .

2 . 2 . 2 . 3  P r e p a r a t i o n  o f  b o n e  a n d  m u s c l e  s a m p l e s

T h e  t i b i a e  w e r e  s t o r e d  i n  a c o l d  r oom a t  3 ± 1 * C ,  a n d

p r e p a r e d  w i t h i n  7 2  h o u r s  o f  e x c i s i o n .
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A c o m b i n e d  s a m p l e  o f  t h e  t i b i a l i s  a n t e r i o r  a n d  e x t e n s o r  

d i g i t o r u m  m u s c l e s ,  w h i c h  a r e  c l o s e l y  a p p o s e d ,  w a s  o b t a i n e d  

by r e m o v i n g  t h e  u p p e r  p a r t  o f  t h e  m u s c l e s  c o n t a i n i n g  t h e  

n e u r o v a s c u l a r  p e d i c l e  a n d  t h e  l o w e r  p a r t  o f  t h e  m u s c l e s  

c o n t a i n i n g  t h e  t e n d o n s ,  t o g e t h e r  w i t h  a n y  r e m a i n i n g  d e e p  

f a s c i a ,  t o  l e a v e  a m i d d l e  s e c t i o n  c o m p r i s i n g  m u s c l e  t i s s u e  

o n l y .

T h e  p r o x i m a l  e n d s  o f  t h e  b o n e s  a b o v e  a p o i n t  1 cm d i s t a l  

t o  t h e  l o w e r  e n d  o f  t h e  t i b i a l  t u b e r o s i t y  w e r e  r e m o v e d  w i t h  

a 1 mm h a c k s a w ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  d i s t a l  e n d s  b e l o w  a p o i n t  

1 cm p r o x i m a l  t o  t h e  m e d i a l  mal  l e o l u s .  T h e  f i b u l a  was  

r e m o v e d  a t  t h e  d i s t a l  t i b i o f i b u l a r  j u n c t i o n .

T h e  l e n g t h  o f  s h a f t  o b t a i n e d  wa s  c l e a r e d  w i t h  a s c a l p e l  

o f  a I I s o f t  t i s s u e ,  i n c l u d i n g  t h e  p e r i o s t e u m ,  a n d  sawn

t r a n s v e r s e l y  i n t o  h a l v e s .  T h e  m a r r o w  f r o m  e a c h  h a l f  was  

e v a c u a t e d  by h a n d .  T h e  r e s u l t i n g  c o r t i c a l  s a m p l e s  w e r e  

w a s h e d  u s i n g  a j e t  o f  t a p w a t e r  t o  r e m o v e  a n y  r e m a i n i n g  

e x t r a c o r t i c a l  m i c r o s p h e r e s .  AI  I s a m p l e s  w e r e  p l a c e d  i n  p r e ­

w e i g h e d  c o u n t i n g  t u b e s  a n d  t h e  t u b e s  r e - w e i g h e d  t o  0  « 01 g

u s i n g  0 B 1 5 2  e l e c t r o n i c  s c a l e s  ( O e r t I  i n g ,  B i r m i n g h a m ) .

T h e  s o f t  t i s s u e  s a m p l e s  w e r e  d i f f i c u l t  t o  p l a c e  e v e n l y  

i n  t h e  b o t t o m  o f  a c o u n t i n g  t u b e ,  a n d  t h e r e f o r e  t h e y  w e r e  

c e n t r i f u g e d  a t  3 0 0 0  rpm f o r  10 m i n u t e s .  T h e i r  h e i g h t s  

w i t h i n  t h e  t u b e s  w e r e  t h e n  m e a s u r e d .  T h e  h e i g h t s  o f  t h e  

c o r t i c a l  s a m p l e s  w e r e  a l s o  r e c o r d e d .

B e f o r e  c o u n t i n g ,  a d r o p  o f  D e c o n  d e t e r g e n t  ( D e c o n  

L a b o r a t o r i e s  L t d ,  H o v e )  wa s  a d d e d  t o  e a c h  o f  t h e  t u b e s

c o n t a i n i n g  b l o o d  f r o m  t h e  w i t h d r a w a l  s a m p l e ,  i n  o r d e r  t o  

r e d u c e  a d h e r e n c e  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  t o  t h e  s i d e s  o f  t h e  

t u b e s .  T h e y  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  3 0 0 0  r pm f o r  15 

m i n u t e s  t o  b r i n g  t h e  m i c r o s p h e r e s  down t o  t h e  z e r o

r e f e r e n c e  h e i g h t .

2 . 2 . 2 . 4  C o u n t i n g  o f  s a m p l e s

AI  I s a m p l e s  w e r e  c o u n t e d  w i t h  t h e  8 0 0 0 0  y - c o u n t e r  ( LKB  

I n s t r u m e n t s  L t d . ,  S e l s d o n )  w i t h  w i n d o w s  s e t  t o  m a x i m i s e
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c o u n t s  a t  t h e  G d l 5 3  a n d  Sn< l 3 e n e r g y  p e a k s  o f  9 7 - 1 0 3  a nd  

3 9 2  k e V  r e s p e c t i v e l y .  A t  l e a s t  1 x 1 0 *  c o u n t s  w e r e  o b t a i n e d  

f o r  e a c h  s a m p l e  i n  e a c h  c h a n n e l ,  t o  r e d u c e  t h e  c o e f f i c i e n t  

o f  v a r i a t i o n  t o  I X .  B a c k g r o u n d  c o u n t s  f o r  e a c h  c h a n n e l  w e r e  

o b t a i n e d  s i m i l a r l y .

2 . 2 . 2 . 5  A n a l y s i s  o f  r e s u l t s

C o u n t s  w e r e  ' s t r i p p e d '  w i t h  c o r r e c t i o n  f o r  s p e c i m e n  h e i g h t ,  

a s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  1.  T h e  h e i g h t s  o f  t h e  b l o o d  

s a m p l e s  w e r e  t a k e n  t o  be  z e r o .

B l o o d  f l o w  was  c a l c u l a t e d  by e q u a t i o n  1 . 1 6  :

Fm — (  Cg /  Cr m f   ̂ . F r m f

w h e r e  F ,  = s p e c i m e n  f l o w  

Cm = s p e c i m e n  c o u n t  

Cr 9 f  = r e f e r e n c e  s a m p l e  c o u n t  

F r e f  = r e f e r e n c e  s a m p l e  f l o w

A l l  f l o w s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  m l / m i n . l O O g .  T h e  n u m b e r  o f  

m i c r o s p h e r e s  i n  e a c h  s a m p l e  w a s  c a l c u l a t e d  by d i v i d i n g  t h e  

c o u n t  f o r  e a c h  i s o t o p e  by t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  p e r  

m i c r o s p h e r e ,  a f t e r  c o r r e c t i o n  f o r  d e c a y  ( A p p e n d i x  1 ) .

T h e  b l o o d  f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  t wo  m i c r o s p h e r e  

l a b e l s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  S t u d e n t ' s  p a i r e d  t  t e s t ,  a nd  

I i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  wa s  p e r f o r m e d  t o  e x p r e s s  t h e  

f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  S n i i 3  l a b e l  a s  a f u n c t i o n  o f  t h o s e  

o b t a i n e d  w i t h  t h e  G d l 5 3  l a b e l .

2 . 2 . 3  RESULTS

Th e  mean f l o w s  o b t a i n e d  f o r  t h e  d i f f e r e n t  t i s s u e  s a m p l e s  

a r e  g i v e n  i n  T a b l e  2 . 2 . 1 .  T a b l e s  o f  t h e  f u l l  d a t a  a r e  g i v e n  

i n  A p p e n d i x  3 ,  T a b l e s  A . 3 . 1  t o  A . 3 . 3 .
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2 . 2 . 3 .  1 A n i m a l  p r e p a r a t i o n

T h e  m i c r o s p h e r e  i n j e c t i o n s  w e r e  a d m i n i s t e r e d  a t  33  -  45

m i n u t e s  f r o m  i n d u c t i o n  o f  a n a e s t h e s i a  ( me a n  3 9 . 7  ± 1 . 5 0

( S E ) ) .  H e a r t  r a t e  a t  t h e  t i m e  o f  i n j e c t i o n  v a r i e d  f r o m  182  

t o  2 8 3  b e a t s  p e r  m i n u t e  ( me a n  2 2 6 . 7  ± 7 . 6 8  ( S E ) ) ,  a n d  mean  

a r t e r i a l  p r e s s u r e  f r o m  4 5  t o  8 4  mmHg ( me a n  5 9 . 9  ± 3 . 5 8

( S E ) ) .  I n  no a n i m a l  d i d  t h e  i n j e c t i o n  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  

c a u s e  a n y  d e t e c t a b l e  d i s t u r b a n c e  o f  t h e s e  p a r a m e t e r s .

2 . 2 . 3 . 2  M i c r o s p h e r e  m i x i n g

T h e r e  w e r e  no s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  

t h e  f l o w s  o b t a i n e d  i n  p a i r e d  l e f t  a n d  r i g h t  s a m p l e s ,  e i t h e r  

w i t h  t h e  m i c r o s p h e r e s  l a b e l l e d  w i t h  G d l 5 3  o r  w i t h  S n l l 3 .  

T h u s  t h e  m i c r o s p h e r e s  a p p e a r e d  t o  be e v e n l y  d i s t r i b u t e d  t o  

t h e  h i  n d I  i m b s .

2 . 2 . 3 . 3  M i c r o s p h e r e  n u m b e r s

T h e  n u m b e r s  o f  m i c r o s p h e r e s  l o d g e d  i n  e a c h  s a m p l e  v a r i e d  

w i d e l y  ( T a b l e  2 . 2 . 2 ) .  W h i l e  o v e r  92% o f  m u s c l e  a n d  p r o x i m a l  

m a r r o w  s a m p l e s  c o n t a i n e d  a t  l e a s t  150  m i c r o s p h e r e s  o f  e a c h  

i s o t o p e ,  w i t h  t h e  c o r t e x  a n d  d i s t a l  m a r r o w  s a m p l e s  t h i s  

p r o p o r t i o n  was  50% a n d  63% r e s p e c t i v e l y .  T a b l e  2 . 2 . 3  g i v e s  

t h e  r e s u l t s  o f  c o m b i n i n g  t h e  f l o w s  t o  t h e  s a m p l e s  o f  t h e  

d i f f e r e n t  t i s s u e s  t o  g i v e  c o m p o s i t e  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  a t  

l e a s t  150  m i c r o s p h e r e s .

2 . 2 . 3 . 4  S e p a r a t i o n  o f  t h e  t wo  i s o t o p e s

The  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  f l o w s  o b t a i n e d  s i m u l t a n e o u s l y  

w i t h  t h e  t wo  l a b e l s  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  i n  t h e  

m a r r o w  a n d  m u s c l e  s a m p l e s ,  wh i l e  t h e  f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  

t h e  S n l l 3  l a b e l  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  i n  t h e  c o r t i c a l  

s a m p l e s .  W i t h  a l l  s a m p l e s ,  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  g a v e  v e r y  

h i g h  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  ( T a b l e  2 . 2 . 4 )  a n d  h i g h  

d e g r e e s  o f  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  c o r r e l a t i o n ,  b u t  

w i t h  t h e  c o r t i c a l  s a m p l e s  t h e  r e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t s ,  o r
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s l o p e s ,  w e r e  n o t  a s  c l o s e  t o  u n i t y  a s  w i t h  t h e  s o f t  t i s s u e  

s a m p l e s .

2 . 2 . 4  P R E L I M I N A R Y  D I S C U S S I O N

T h i s  s t u d y  h a s  shown t h a t  t h e  p r e s e n t  t e c h n i q u e  g i v e s  e v e n  

m i c r o s p h e r e  m i x i n g ,  w i t h  no m a r k e d  p e r t u r b a t i o n  t o  t h e  

c i r c u l a t i o n  a f t e r  m i c r o s p h e r e  i n j e c t i o n .  T h e  i s o t o p e s  w e r e  

s a t i s f a c t o r i  I y s e p a r a t e d  i n  t h e  m a r r o w  a n d  m u s c l e  s a m p l e s .  

T h e  p r o x i m a l  m a r r o w  i n  t h e  r a b b i t  i s  m a c r o s c o p i c a I  I y r e d ,  

a n d  t h u s  t h i s  p a r t  o f  t h e  m a r r o w  r e c e i v e s  t w o  t o  t h r e e  

t i m e s  t h e  b l o o d  f l o w  o f  t h e  d i s t a l  m a r r o w ,  w h i c h  i s  

p r e d o m i n a n t l y  a d i p o s e .  Two p r o b l e m s  w e r e ,  h o w e v e r ,  

i d e n t  i f  i e d .

F i r s t l y ,  t h e  l ow f l o w s  t o  t h e  c o r t e x  a n d  d i s t a l  m a r r o w ,  

a n d  t h e  sma I I a m o u n t s  o f  t h e  l a t t e r ,  r e s u l t e d  i n  many o f  

t h e s e  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  sma I I n u m b e r s  o f  m i c r o s p h e r e s .  

When s ma I  1e r  n u m b e r s  o f  m i c r o s p h e r e s  r e a c h  a t i s s u e ,  r a n d o m  

v a r i a t i o n  i n  t h e i r  n u m b e r s  i n c r e a s e s ,  a n d  t h u s  t h e  

c a l c u l a t e d  f l o w  r a t e s  a r e  m o r e  v a r i a b l e  ( K a t z  e t  a l .  1 9 7 1 ,  

B u c k b e r g  e t  a l .  1 9 7 1 ) .  I t  i s  t h u s  m o r e  d i f f i c u l t  t o  

d e m o n s t r a t e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t w o  g r o u p s  o f  f l o w s .  T h e  

f l o w  t o  e a c h  t i b i a  a s  a w h o l e  i n  t h e  r a b b i t  a c c o u n t s  f o r  

a p p r o x  i m a t e  I y 0 . 1 2 %  o f  c a r d i a c  o u t p u t  ( T o t h i l l  a n d  

M a c P h e r s o n  1 9 8 6 ) ,  a n d  t h u s  a d o s e  o f  5 x 10 * m i c r o s p h e r e s  

w o u l d  be e x p e c t e d  t o  r e s u l t  i n  a p p r o x i m a t e l y  6 , 0 0 0  

m i c r o s p h e r e s  l o d g i n g  i n  e a c h  t i b i a .  T h e  a v e r a g e  n u m b e r s  

f o u n d  e x p e r i m e n t a l  I y i n  t h e  d i a p h y s i s  w e r e  1 4 8 4  a n d  1 5 9 9  

f o r  t h e  m i c r o s p h e r e s  l a b e l  l e d  w i t h  G d l 5 3  a n d  Sni  i 3 

r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  a r e  l e s s  t h a n  m i g h t  be  e x p e c t e d ,  a n d  

t h i s ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  w i d e  v a r i a b i  I i t y  i n  m i c r o s p h e r e  

n u m b e r s ,  d e m o n s t r a t e s  t h e  d i f f i c u l t y  o f  d i s p e n s i n g  a n d  

d e l i v e r i n g  a s t a t e d  d o s e  ( S e c t i o n  2 . 1 . 3 . 3 ) .

As t h e  n u m b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  i n j e c t e d  i s  l a r g e ,  a n d  

t h e  p r o b a b i l i t y  o f  a n y  s p h e r e  e n t e r i n g  t h e  t i b i a  i s  s ma I  I , 

t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  t o  a t i b i a l  s a m p l e  

wi  I I a p p r o a c h  a P o i s s o n  d i s t r i b u t i o n ,  w h i c h  i s  a p p r o x i m a t e d
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by a n o r m a l  d i s t r i b u t i o n  h a v i n g  a s t a n d a r d  d e v i a t i o n  

e q u a l  I i n g  t h e  s q u a r e  r o o t  o f  t h e  mean ( G o d f r e y  e t  a / .

1 9 8 8 ) .  T h e  ' t r u e '  n u m b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  t h a t  s h o u l d  be  i n  

t h e  s a m p l e  t o  r e p r e s e n t  t h e  ' t r u e '  b l o o d  f l o w  t h e r e f o r e  h as  

a 95% p r o b a b i l i t y  o f  l y i n g  w i t h i n  t h e  r a n g e  n ± 1 . 9 6 . / n ,  

w h e r e  n i s  t h e  n u mb e r  o f  m i c r o s p h e r e s  f o u n d  i n  t h e  s a m p l e  

e x p e r i m e n t a l  I y . F o r  t h i s  r a n g e  t o  be  w i t h i n  10% e i t h e r  s i d e  

o f  n t h e  n u m b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  i n  e a c h  s a m p l e  m u s t  be  a t  

l e a s t  3 8 4  ( K a t z  e t  a l .  1 9 7 1 ,  B u c k b e r g  e t  a l .  1 9 7 1 ) .  

H o w e v e r ,  i f  t h e  n u mb e r  o f  m i c r o s p h e r e s  i s  o n l y  1 5 0 ,  t h e  95% 

i n t e r v a l  wi  I I i n c r e a s e  o n l y  t o  ±16% o f  n ,  a n d  i t  h a s  b e e n  

shown e x p e r i m e n t a l  I y w i t h  t i b i a l  s a m p l e s  i n  t h e  dog  t h a t  

t h i s  n u m b e r  o f  s p h e r e s  g i v e s  c o m p a r a b l e  c a l c u l a t e d  f l o w  

r a t e s  t o  t h o s e  o b t a i n e d  w i t h  g r e a t e r  n u m b e r s  ( L i  e t  a l .

1 9 8 9 ) .  T h e  c o m b i n e d  r e s u l t s  f o r  t h e  d i f f e r e n t  t i s s u e s  a r e  

b a s e d  on m i c r o s p h e r e  n u m b e r s  a l w a y s  i n  e x c e s s  o f  150  ( T a b l e

2 . 2 . 3 ) ,  a n d  t h e  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  g i v e s  s i m i l a r  r e s u l t s  

t o  t h a t  p e r f o r m e d  on t h e  i n d i v i d u a l  s a m p l e s .

Th e  s e c o n d  p r o b l e m  r a i s e d  by t h i s  i n v e s t i g a t i o n  i s  t h a t  

t h e  f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  G d ' 5 3  a n d  S n i l 3  l a b e l s  d i d  n o t  

m a t c h  i n  t h e  c o r t i c a l  s a m p l e s .  T h i s  may h a v e  a r i s e n  f r o m  

q u e n c h i n g  o f  t h e  w e a k e r  y - e m i s s i o n  o f  G d l 5 3  by t h e  b o n e  

m i n e r a l ,  o r  by p r o b l e m s  w i t h  t h e  g e o m e t r y  o f  t h e  s a m p l e s .  

F a c i  I i t i e s  f o r  t h e  d é c a l c i f i c a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  b o n e  

s a m p l e s  w e r e  n o t  a v a i  I a b l e ,  a nd  so  q u e n c h i n g  was  a s s e s s e d  

by a n o t h e r  m e t h o d .

T h e  c o r t i c a l  b o n e  o f  t h e  r a b b i t  t i b i a  c o n t a i n s  

a p p r o x i m a t e l y  250mg o f  c a l c i u m  p e r  g ramme d r y  w e i g h t  ( P a a v -  

o l a i n e n  1 9 7 8 ) .  AI  I t h e  c o r t i c a l  s p e c i m e n s  i n  t h e  p r e s e n t  

s t u d y  h a d  a w e t  w e i g h t  o f  l e s s  t h a n  3 g ,  a n d  t h e r e f o r e  an  

o v e r e s t i m a t e  o f  t h e i r  c a l c i u m  c o n t e n t  i s  g i v e n  by 3 x 2 5 0  

o r  7 5 0 m g .  T h e r e  wi  I I be  much l e s s  c a l c i u m  t h a n  t h i s  b e t w e e n  

e a c h  m i c r o s p h e r e  w i t h i n  a c o r t i c a l  s a m p l e  a n d  t h e  c o u n t i n g  

c r y s t a l .  An a l i q u o t  o f  m i c r o s p h e r e s  l a b e l l e d  w i t h  G d l 5 3  a t  

t h e  b a s e  o f  a c o u n t i n g  t u b e  was  c o u n t e d  b o t h  b e f o r e  a nd  

a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  2 . 0 8 g  o f  c a l c i u m  c h l o r i d e ,  c o n t a i n i n g  

750mg o f  c a l c i u m ,  d i s s o l v e d  i n  10ml  o f  d e - i o n i s e d  w a t e r .  

T h e  c a l c i u m  w a s  n o t  f o u n d  t o  d e c r e a s e  t h e  c o u n t  r a t e .  T h i s
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c r u d e  a s s e s s m e n t  o f  q u e n c h i n g  m a t c h e s  t h e  r e s u l t s  o f  o t h e r  

s t u d i e s  o f  y ^ e m i t t i n g  i s o t o p e s  ( G r o s s  e i  a / .  1 9 7 9 ,

T o n d e v o l d  a n d  E l i a s e n  1 9 8 2 b ) .

T h e  n a r r o w  t u b u l a r  g e o m e t r y  o f  t h e  c o r t i c a l  s a m p l e s  

d i f f e r s  f r o m  t h a t  o f  t h e  m u s c l e  a n d  m a r r o w  s a m p l e s  a n d  f r o m  

t h a t  o f  t h e  g e l a t i n  c o l u m n s  u s e d  f o r  t h e  c a I  i b r a t i o n  o f  t h e  

c o u n t e r  ( A p p e n d i x  1 ) .  To  o v e r c o m e  t h i s ,  t h e y  w e r e  d i s s o l v e d  

i n  a c i d  i n  o r d e r  t o  r e p r o d u c e  t h e  c o n f i g u r a t i o n  o f  t h e  

m i c r o s p h e r e s  i n  t h e  r e f e r e n c e  b l o o d  s a m p l e s ,  a n d  t h e  m e t h o d  

and  r e s u l t s  o f  t h i s  t e c h n i q u e  a r e  d e s c r i b e d  b e l o w .

2 . 2 . 5  C OR TI CA L  SAMPLE REPREPARATI ON  

2 . 2 . 5 .  1 M e t h o d

H y d r o c h l o r i c  a c i d  w a s  s e l e c t e d  f o r  d i s s o l u t i o n ,  a s  i t  h a s  a 

r e l a t i v e l y  l o w  s p e c i f i c  g r a v i t y  o f  1 . 1 8  t h a t  s h o u l d  n o t  

p r e v e n t  s u c c e s s f u l  c e n t r i f u g a t i o n  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  

( s p e c i f i c  g r a v i t y  1 . 4 ) .  H o w e v e r ,  i n  t e s t i n g  a l i q u o t s  o f  

s t o c k  m i c r o s p h e r e s  i n  a c i d ,  i t  wa s  s e e n  t h a t  f u l I - s t r e n g t h  

a c i d  i n h i b i t e d  t h e  a c t i o n  o f  t h e  D e c o n  d e t e r g e n t ,  s u c h  t h a t  

t h e  m i c r o s p h e r e s  t e n d e d  t o  a g g r e g a t e  t o  t h e  s i d e s  o f  t h e  

t u b e .  T h e r e f o r e  50% ( 5 . 8  N )  a c i d  was  u s e d  f o r  t h e  f i r s t  s i x  

g r o u p s  o f  s p e c i  m e n s , wh i l e  f u l l  s t r e n g t h  a c i d  ( 1 1 . 6  N )  w a s  

u s e d  f o r  t h e  r e m a i n i n g  s i x  g r o u p s ,  t o  be  f o l  l o w e d  by  

d i l u t i o n .

F o u r  mi I I i I i t r e s  o f  t h e  a c i d  was  a d d e d  t o  e a c h  s p e c i m e n  

i n  i t s  c o u n t i n g  t u b e .  No f u r t h e r  d i s s o l u t i o n  a p p e a r e d  t o  

o c c u r  b e y o n d  2 4  h o u r s ,  b u t  i t  was  n o t e d  t h a t  t h e  s p e c i m e n s  

w e r e  i n c o m p l e t e l y  d i s s o l v e d  i n  t h e  h a l f - s t r e n g t h  a c i d ,  a n d  

t h a t  s a m p l e s  h e a v i e r  t h a n  a p p r o x i m a t e l y  2g w e r e  i n c o m p ­

l e t e l y  d i s s o l v e d  i n  t h e  f u l I - s t r e n g t h  a c i d .  E a c h  s o l u t i o n  

was made up t o  I Om I by t h e  a d d i t i o n  o f  d e - i o n i s e d  w a t e r ,  

an d  a d r o p  o f  D e c o n  a d d e d  t o  e a c h  t u b e .  T h e y  w e r e  

c e n t r i f u g e d  a t  3 0 0 0  rpm f o r  15 m i n u t e s ,  a n d  r e c o u n t e d .  T h e  

h e i g h t s  o f  t h e  s p e c i m e n s  was  t a k e n  a s  z e r o .



To be appended to Se c t ion  2 . 2 . 5 . 2

T h e  c o m b i n e d  r e s u l t s  f o r  t h e  s a m p l e s  d i s s o l v e d  i n  1 1 . 6  N 

a c i d ,  t o g e t h e r  w i t h  t h o s e  f o r  m a r r o w  a n d  m u s c l e ,  a r e  shown  

i n  F i g u r e  2 . 2 . 1 .
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To a s s e s s  t h e  e f f e c t  o f  t h e  a c i d  on t h e  l e a c h i n g  o f

l a b e l  f r o m  t h e  m i c r o s p h e r e s  i n  v i t r o ,  a l i q u o t s  o f

m i c r o s p h e r e s  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  b a s e s  o f  c o u n t i n g  t u b e s  a n d

c o u n t e d .  A c i d  wa s  a d d e d  a t  t h e  same t i m e  a s  t o  t h e  b o n e

s a m p l e s ,  a n d  a t  t h e  t i m e  o f  s a m p l e  c o u n t i n g  t h e s e  s t a n d a r d s

w e r e  c e n t r i f u g e d  a n d  a 1 m I s a m p l e  t a k e n  o f  t h e

s u p e r n a t a n t s .  T h e s e  s u p e r n a t a n t  s a m p l e s  w e r e  c o u n t e d ,  a n d

t h e  c a l c u l a t e d  a c t i v i t y  o f  t h e  w h o l e  s u p e r n a t a n t  w a s  

r e l a t e d  t o  t h e  o r i g i n a l  a c t i v i t y  o f  t h e  a l i q u o t .

2 . 2 . 5 . 2  R e s u l t s

T h e  r e s u l t s  o f  t h e  r e c o u n t s  o f  t h e  c o r t i c a l  s a m p l e s  a r e

g i v e n  i n  T a b l e s  2 . 2 . 5  a n d  2 . 2 . 6 .  One o f  t h e  l e f t  d i s t a l  

c o r t i c a l  s a m p l e s  o f  t h e  5 . 8  N a c i d  s e r i e s  w a s  l o s t  i n  t h e  

c e n t r i f u g e .  T h e  f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  t wo  l a b e l s  r e m a i n e d  

s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  a f t e r  d i s s o l u t i o n  i n  t h e  h a l f ­

s t r e n g t h  a c i d ,  b u t  a f t e r  d i s s o l u t i o n  i n  f u I  I - s t r e n g t h  a c i d  

o n l y  t h e  r e s u l t s  f o r  t h e  r i g h t  p r o x i m a l  c o r t i c a l  s a m p l e s  

r e m a i n e d  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t .  T h e  s l o p e  o f  t h e

r e g r e s s i o n  e q u a t i o n  f o r  t h e  c o r t e x  a s  a w h o l e  w a s  r e d u c e d  

a f t e r  f u l I - s t r e n g t h  d i s s o l u t i o n  t o  1 . 0 9 3  ( T a b l e  2 . 2 . 7 ) .

T h e  i n  v i t r o  l e a c h i n g  o f  G d i 5 3  w a s  0 . 0 7 2  ± 0 . 0 2 4  ( S E )  % 

i n  t h e  h a l f - s t r e n g t h  a c i d  ( n = 4  ) , a n d  0 . 2 6  ± 0 . 1 3  % i n  t h e  

f u l l - s t r e n g t h  a c i d  ( n = 5 ) .  T h e  f i g u r e s  f o r  S n l l 3  w e r e  0 . 0 9 0

± 0 . 0 4 3  % a n d  0 . 7 9  ± 0 . 2 6  % r e s p e c t i v e l y .

2 . 2 . 6  D I S C U S S I O N

T h i s  f u r t h e r  s t u d y  o f  t h e  c o r t i c a l  s a m p l e s  h a s  f o u n d  t h a t  

d i s s o l u t i o n  o f  t h e  b o n e  i n  1 1 . 6  N a c i d  f o i l  owed by d i l u t i o n  

wi  I I g i v e  c a l c u l a t e d  f l o w s  f o r  t h e  t w o  l a b e l s  t h a t  a r e  n o t  

s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  wh e n  t h e s e  a r e  

i n j e c t e d  s i m u l t a n e o u s l y .  I t  a p p e a r s  t h a t  t h e  p r o b l e m  p o s e d  

by t h e  i n t a c t  s a m p l e s  w a s  o n e  o f  g e o m e t r y  r a t h e r  t h a n  

q u e n c h i n g ,  a n d  t h e  a n o m a l y  o f  t h e  r i g h t  p r o x i m a l  c o r t e x  i s  

a l m o s t  c e r t a i n l y  d u e  t o  t h e  i n c o m p l e t e  d i s s o l u t i o n  o f  some
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o f  t h e  h e a v i e r  s a m p l e s ,  w h i c h  w e r e  a l w a y s  p r o x i m a l  r a t h e r  

t h a n  d i s t a l  . T h e  c o r r e c t i o n s  a p p I  i ed  t o  a I l ow  f o r  s p e c i m e n  

g e o m e t r y  r e s u l t e d  i n  an  o v e r e s t i m a t i o n  o f  c o r t i c a l  f l o w

wh en  t h e  s a m p l e s  w e r e  c o u n t e d  i n t a c t ,  w i t h  l o w e r  c a l c u l a t e d

f l o w s  f o u n d  a f t e r  d i s s o l u t i o n .

T h e  a b i  I i t y  t o  a c c e p t  t h e  n u l  I h y p o t h e s i s  o f  no  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t w o  g r o u p s  o f  f i g u r e s  d e p e n d s  upo n  t h e  

s a m p l e  n u m b e r s  ( L i e b e r  1 9 9 0 ) .  W i t h  t h e  p r e s e n t  n u m b e r s ,  

c a u t i o n  i s  n e c e s s a r y  i n  a c c e p t i n g  t h e  h y p o t h e s i s .  W h i l e  t h e  

c o r t i c a l  f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  S n * i 3  l a b e l  t e n d e d  t o  be  

h i g h e r  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  w i t h  G d i 5 3 ,  t h e  mean d i f f e r e n c e s  

b e t w e e n  t h e  f l o w s  w e r e  l e s s  t h a n  0 . 7 5  m l / m i n .  lOOg i n  a l l  

f o u r  t y p e s  o f  c o r t i c a l  s a m p l e .  A p e r s i s t e n t  s m a l l  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t wo  i s o t o p e s  h a s  b e e n  n o t e d  by o t h e r  

w o r k e r s  ( B e l l  e t  a / .  1 9 7 6 ) ,  a n d  m i g h t  be a l l  owed f o r  i n

s u b s e q u e n t  w o r k  e i t h e r  by c o r r e c t i n g  on e  o r  o t h e r  f l o w  by  

t h e  mean d i f f e r e n c e ,  o r ,  i n  e x p e r i m e n t s  m e a s u r i n g  f l o w

s e q u e n t i a l l y  r a t h e r  t h a n  s i m u l t a n e o u s l y ,  by a l t e r n a t i n g  t h e  

o r d e r  o f  u s e  o f  t h e  i s o t o p e s .

Few l a b o r a t o r i e s  a p p e a r  t o  h a v e  pub I i s h e d  d e t a i  I s  o f  

t h e  a c c u r a c y  o f  t h e i r  i s o t o p e  s e p a r a t i o n  i n  b i o l o g i c a l  

s a m p l e s .  B e l l  e t  a l .  ( 1 9 7 6 ) ,  u s i n g  C e *  4 1 a n d  S r 8 5  i n a

s i n g l e  a n i m a l ,  f o u n d  f l o w s  t o  t i s s u e s  o f  t h e  h i n d  l i m b  

o b t a i n e d  w i t h  t h e  f i r s t  i s o t o p e  t o  a p p r o x i m a t e  87% o f  t h o s e  

w i t h  t h e  s e c o n d ,  on t h e  b a s i s  o f  I i n e a r  r e g r e s s i o n  

a n a l y s i s .  K a i h a r a  e t  a l .  ( 1 9 6 8 )  o b t a i n e d  a f i g u r e  o f  

a p p r o x i m a t e l y  90% u s i n g  a s i m i l a r  a p p r o a c h  f o r  t h e  i s o t o p e s  

Sc46 a n d  S r 8 5  i n  f o u r  a n i m a l s .  I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  

r e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t s ,  o r  s l o p e s ,  f o r  G d i 5 3  a n d  S n l l 3  

w e r e  c o n s i s t e n t l y  c l o s e r  t o  u n i t y  t h a n  i n  t h e s e  s t u d i e s ,  

w i t h  v e r y  h i g h  d e g r e e s  o f  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  t wo  

i s o t o p e s .

As t h e  b e s t  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  t w o  i s o t o p e s  i n  t h e  

c o r t e x  w a s  f o u n d  i n  t h e  m o r e  c o m p l e t e l y  d i s s o l v e d  s a m p l e s ,  

i t  was  n o t e d  t h a t  i n  f u t u r e  e x p e r i m e n t s  a s i  i g h t l y  l a r g e r  

v o l u m e  o f  f u l  l - s t r e n g t h  a c i d  w o u l d  be r e q u i r e d  f o r  d i s s o l ­

u t i o n ,  a n d  t h i s  v o l u m e  was  a c c o r d i n g l y  i n c r e a s e d  t o  5m I f o r
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t h e  r e m a i n i n g  s t u d i e s .  S u b j e c t i n g  t h e  m i c r o s p h e r e s  t o  

s t r o n g  a c i d  r e s u l t e d  i n  v e r y  l o w  l e v e l s  o f  l e a c h i n g  o v e r  

t h e  p e r i o d  o f  t h e  b o n e  p r e p a r a t i o n .  L e a c h e d  i s o t o p e  w i l l ,  

o f  c o u r s e ,  be i n c l u d e d  i n  t h e  s p e c i m e n  c o u n t ,  b u t  l e a c h i n g  

wi  I I t e n d  t o  u n d e r m i n e  t h e  a s s u m p t i o n  t h a t  a I I t h e  i s o t o p e  

i s  a t  z e r o  h e i g h t .  W i t h  t h e  p r e s e n t  t e c h n i q u e  s u c h

i n t e r f e r e n c e  w i l l  be n e g I i g i b l e .

T h e  m i c r o s p h e r e s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  sma I 1 e r  t h a n  

t h o s e  o f  15pm c o m mo n l y  u s e d  f o r  b o n e  b l o o d  f l o w  e s t i m a t i o n .

S o f t  t i s s u e  e x p e r i m e n t s  a n d  s t u d i e s  o f  t h e  p u l m o n a r y

c i r c u l a t i o n  s u g g e s t  t h a t  m i c r o s p h e r e s  g r e a t e r  t h a n  10pm a r e  

n o t  s u b j e c t  t o  c a p i l l a r y  n o n - e n t r a p m e n t  ( S e c t i o n  1 . 2 . 4 ) ,  

a n d  no m i c r o s p h e r e s  o f  t h e  p r e s e n t  b a t c h e s  w i  I I h a v e  b e e n  

b e l o w  t h i s  s i z e .  Wh i I e  f a c i  I i t i e s  f o r  m e a s u r i n g  m i c r o ­

s p h e r e s  t o  0 . 1 p m  w e r e  n o t  a v a i l a b l e ,  m i c r o s c o p i c a l

e x a m i n a t i o n  o f  t h e  s p h e r e s  w i t h  a 1 pm g r a t i c u l e  i n d i c a t e d  

t h a t  t h e y  w e r e  s i z e d  c l o s e l y  a r o u n d  t h e  mean s t a t e d  by  t h e  

s u p p I i e r s .  F o r  t h e  p u r p o s e s  o f  t h i s  e x p e r i m e n t ,  t h e  

a b s o l u t e  s i z e  was  n o t  c r i t i c a l ,  b u t  r a t h e r  t h e  

c o m p a r a b i  I i t y  b e t w e e n  t h e  b a t c h e s  l a b e l  l e d  w i t h  t h e  t w o  

d i f f e r e n t  i s o t o p e s .  T h e s e  sma I  1e r  m i c r o s p h e r e s  ha d  t h e  

a d v a n t a g e  o f  c o s t i n g  a p p r o x i m a t e l y  o n e  t h i r d  t h e  p r i c e  o f  

15pm m i c r o s p h e r e s .

A b s o l u t e  r a t e s  o f  b l o o d  f l o w  i n  t h e  n o r m a l  r a b b i t  t i b i a  

o b t a i n e d  w i t h  t h e  m i c r o s p h e r e  t e c h n i q u e  h a v e  n o t  p r e v i o u s l y  

b e e n  r e p o r t e d .  H i e r t o n  ( 1 9 8 3 ) ,  u s i n g  15pm m i c r o s p h e r e s ,  

q u o t e s  r a t e s  o f  0 . 5  t o  4 . 0  m l / m i n . l O O g  i n  t h e  c o r t e x  a n d  16  

t o  75  m l / m i n .  lOOg i n  t h e  p r o x i m a l  m a r r o w ,  b u t  h i s  

m e a s u r e m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a f t e r  a t  l e a s t  o n e  w e e k  o f  

i m m o b i l i s a t i o n  o f  t h e  o p p o s i t e  h i n d  l i m b  i n  f u l l  e x t e n s i o n ,  

a n d  so  c a n n o t  be  c o n s i d e r e d  t o  r e f l e c t  b a s e  I i ne  f l o w .  L u n d e  

a n d  M i c h e  I s o n  ( 1 9 7 0 ) ,  a l s o  w i t h  15pm m i c r o s p h e r e s ,  g i v e  

f i g u r e s  o f  1 a n d  25  m l / m i n . l O O g  r e s p e c t i v e l y  f o r  f e m o r a l  

d i a p h y s e a l  c o r t e x  a n d  m a r r o w .  T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  a r e  

c o m p a r a b l e  t o  t h e s e  f i g u r e s ,  a n d  a l s o  t o  f l o w  r a t e s  

o b t a i n e d  w i t h  h y d r o g e n  w a s h o u t  i n  t h e  r a b b i t  a n d  w i t h  15pm 

m i c r o s p h e r e s  i n  t h e  c o r t e x  o f  t h e  dog ( T a b l e  1 . 2 . 1 ) .  M a r r o w



2 .2  SIMULTANEOUS TIBIAL FLOWS 79

f l o w s  i n  t h e  dog  a r e  l o w ,  a s  i t  i s  c o m p r i s e d  m o s t l y  o f  

ad  i p o s e  t  i s s u e .

By s t u d y i n g  t h e  b l o o d  f l o w s  o b t a i n e d  i n  v i v o  w i t h  

m i c r o s p h e r e s  l a b e l  l e d  w i t h  t h e  t wo  i s o t o p e s ,  i t  h a s  b e e n  

shown t h a t  t h e  p r e s e n t  t e c h n i q u e  g i v e s  r e s u l t s  t h a t  a I l o w  

c o m p a r i s o n  b e t w e e n  o p p o s i t e  l i m b s ,  a n d  b e t w e e n  f l o w s  

o b t a i n e d  i n  t h e  same a n i m a l  w i t h  t h e  t w o  l a b e l s .  T h e  

d i f f i c u l t y  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  o b t a i n i n g  o f  

s t a t i s t i c a l  I y a d e q u a t e  n u m b e r s  o f  m i c r o s p h e r e s  i n  s a m p l e s  

o f  b o n e  t h a t  a r e  b o t h  sma I I a n d  t h e  r e c i p i e n t s  o f  l ow  

l e v e l s  o f  b l o o d  f l o w .
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T a b l e  2 . 2 . 1  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  t h e  
m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ±
0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  l a b e l l e d  w i t h  G d l 5 3  a n d  S n l l 3 .  
F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  mean ± SE m l / m i n . l O O g  ( n —1 2 ) .

Gdl  53 Sni  1 3 P

proximal  c o r t ex R 2 . 6 0 ± 0 . 5 2 3 . 5 4  ± 0 . 7 3 <0 . 002

L 2 . 6 4 0 . 5 8 3 . 3 8 0 . 7 2 <0.01

d i s t a l  c o r t e x R 3.21 0 . 8 9 4 . 2 3 1 .15 <0.01

L 3.31 0 . 8 6 4 . 4 5 1 .21 <0 . 02

proximal  marrow R 4 0 . 1 7 6 . 1 4 4 2 . 7 0 6 . 2 7 NS

L 3 7 . 86 7.  15 4 0 . 4 2 7 . 23 NS

d i s t a l  marrow R 13.73 2 . 8 5 12 . 58 2 . 7 3 NS

L 12.66 2 . 0 5 12.62 2 . 2 4 NS

s k e l e t a l  muscle R 12.24 2 . 1 3 13.22 2 . 53 NS

L 11 .56 1 .78 11 .50 1 .83 NS

R = r i ght  L = l e f t NS = not  s i g n i f i c a n t a t  5% level (pa i red t  t e s t )

D i f f e r e n c e s  between l imbs a l l  NS
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T a b l e  2 . 2 . 2  T h e  n u m b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  l a b e l l e d  w i t h  G d l 53 
a n d  Sni  13 c o u n t e d  i n  s a m p l e s  o f  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  
s k e l e t a l  m u s c l e  ( m e a n  t o  n e a r e s t  i n t e g e r  ± S E ,  n = 1 2 ) .

Gdl  5 3 Sni  1 3

proximal  cor t ex R 209 ± 38 263 i  48

L 211 33 263 48

d i s t a l  cor t ex R 217 49 261 53

L 226 46 269 49

proximal  marrow R 827 132 865 134

L 870 159 893 151

d i s t a l  marrow R 207 35 190 31

L 200 27 194 28

s k e l e t a l  muscle R 894 239 928 234

L 803 213 836 236

R = r i ght  L = I e f t
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T a b l e  2 . 2 . 3  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i s s u e s  o f  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  
m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( SD)  pm m i c r o s p h e r e s  l a b e l l e d  w i t h
G d l 5 3  a n d  S n i 1 3 .  F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  mean ± SE
m l / m i n . l O O g  ( n = 1 2 )

Gdl  5 3 S n i  1 3 P

co r t ex 2 . 9 0  ± 0 . 6 8 3 . 8 6  ± 0 . 9 0 <0.01

marrow 27 . 7 0 4 . 4 2 2 8 . 8 5 4 . 5 2 NS

muse 1e 1 1 .93 1 .90 12.46 2 . 03 NS

NS = not  s i g n i f i c a n t  a t  5% level  ( p a i r e d  i  t e s t )
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T a b l e  2 . 2 . 4  L i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  r e l a t i o n s h i p  
b e t w e e n  t h e  f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  m i c r o s p h e r e s  l a b e l l e d  w i t h  
Gdl  53 a n d  Sni  l 3 ( n=  1 2 ) .  T h e  d i m e n s i o n  o f  f l o w  i s
m I / m  i n . 1OO g .

S n i 13 f l o w  =  i n t e r c e p t  +  ( s l o p e  x G d l 53  f l o w )

I n t e r c e p t S 1 o p e r P

proximal  cor t ex R - 0 . 0 2 0 1.369 0 . 9 8 5 <0.001

L 0 . 2 5 4 1.186 0 . 9 5 6 <0.001

d i s t a l  c o r t e x R 0.191 1 .260 0.981 <0.001

L - 0 . 1 6 1 1.394 0 . 9 8 9 <0.001

proximal  marrow R 2 . 88 9 0.991 0 . 9 7 2 <0.001

L 2 . 8 1 4 0 . 9 9 3 0 . 9 8 2 <0.001

d i s t a l  marrow R 0 . 3 6 4 0 . 8 8 9 0 . 9 2 9 <0.001

L - 0 . 6 3 3 1 .047 0 . 96 0 <0.001

s k e l e t a l  muscle R 0 . 0 0 7 1 . 080 0.91 1 <0.001

L 0 . 0 8 2 0 . 9 8 8 0.961 <0.001

whole c or t ex 0.061 1.307 0 . 9 8 7 <0.001

whole marrow 0 . 97 8 1 . 006 0 . 9 8 4 <0.001

whole muscle 0 . 2 5 6 1 . 022 0 . 9 5 9 <0.001

R = r i g h t  L = l e f t  r  = l i n e a r  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t
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T a b l e  2 . 2 . 5  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  c o r t e x  o f  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s
l a b e l l e d  w i t h  G d l 53 a n d  S n i 1 3 ,  c o u n t e d  a f t e r  d i s s o l u t i o n  i n
5 . 8  N h y d r o c h l o r i c  a c i d .  F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  mean ± SE
m l / m i n . l O O g  ( n = 6 ) .

Gdl  5 3 Sni  1 3 P

proximal  c o r t ex  R 1.95 ± 0 . 5 4 2 . 4 4  ± 0.61 <0 . 02

L 1. 86  0.41 2 . 45 0 . 6 0 <0 . 05

d i s t a l  c o r t e x  R 2 . 4 2  0 . 8 0 2 . 77 0 . 6 9 NS

Lt 2 . 4 3  0 . 7 4 3.01 0.81 NS

R = r i ght  L = l e f t  

t n=5 (one specimen

NS = not  s i g n i f i c a n t  a t  

l ost  in c e n t r i f u g e )

5% level (pa i red i  t e s t )
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T a b l e  2 . 2 . 6  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  c o r t e x  o f  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s
l a b e l l e d  w i t h  G d l 53 a n d  S n i 1 3 ,  c o u n t e d  a f t e r  d i s s o l u t i o n  i n  
1 1 . 6  N h y d r o c h l o r i c  a c i d .  F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  mean ± SE 
m l / m i n . 1OOg ( n = 6 ) .

Gdl  5 3 Sni  1 3 P

proximal  c o r t ex R 1.75 i 0 . 5 0 2.  15 ± 0 . 5 5 <0 . 05

L 1 .87 0 . 6 7 2 . 0 3 0 . 5 9 NS

d i s t a l  cor t ex R 2 . 7 5 1 .51 3 . 2 5 1 .58 NS

L 2 . 7 2  . 1 .25 3 . 4 5 1.61 NS

R = r i ght  L = l e f t NS = not  s i g n i f i c a n t  a t 5% 1 eve 1 (pa i red t  t e s t )
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T a b l e  2 . 2 . 7  L i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  r e l a t i o n s h i p  
o f  c o r t i c a l  f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  m i c r o s p h e r e s  l a b e l l e d  w i t h  
Gdl  53 a n d  Sni  13 a f t e r  d i s s o l u t i o n  i n  1 1 . 6  N h y d r o c h l o r i c  
a c i d  ( n = 6 ) .  T h e  d i m e n s i o n  o f  f l o w  i s  m l / m i n . l O O g .

Sni  13 f  1 ow = i n t e r c e p t  + ( s 1 o p e  X G d l 5 3 f 1ow)

I n t e r c e p t S 1 o p e r P

proximal  cor t ex R 0 . 2 5 2 1 . 083 0 . 9 7 5 <0.001

L 0 . 3 8 0 0 . 8 8 3 0 . 9 9 7 <0.001

d i s t a l  c o r t ex R 0 . 39 4 1 .038 0 . 9 9 2 <0.001

L - 0 . 0 3 8 1 .284 0 . 99 8 <0.001

whole c or t ex 0 . 23 0 1 . 093 0 . 9 9 5 <0.001

R = r i g h t  L = l e f t  r  = l i n e a r  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t
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F i g u r e  2 . 2 . 1  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i s s u e s  o f  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  a nd  t h e  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  
m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  l a b e l l e d  w i t h  
Gdl 53 a n d  Sni  1 3 .  T h e  f i g u r e s  f o r  c o r t i c a l  f l o w  a r e  t h o s e  
o b t a i n e d  a f t e r  d i s s o l u t i o n  i n  1 1 . 6  N h y d r o c h l o r i c  a c i d .

Flow mean + /- SE ml/min.100g

Cortex Marrow Muscle

C ]  Gd 163 □  Sn 113
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2 .3   ;---------------------------------------------------

A COMPARATIVE STUDY OF BLOOD FLOWS TO THE T IB IA L  D IA PH YSIS  

OF THE ADULT RABBIT OBTAINED WITH 10pm AND 15pm RADIOACTIVE  

MICROSPHERES

2 . 3 . 1  I NTRODUCT I ON

A l m o s t  a I I m i c r o s p h e r e  s t u d i e s  o f  b o n e  b l o o d  f l o w  h a v e  b e e n  

u n d e r t a k e n  u s i n g  15pm s p h e r e s .  T h i s  s i z e  w a s  o r i g i n a l l y  

s e l e c t e d  i n  p r e f e r e n c e  t o  t h e  t h e n  p o p u l a r  50pm by  L u n d e  

a n d  M i c h e  I s e n  ( 1 9 7 0 ) ,  on t h e  b a s i s  o f  B r â n e m a r k ' s  f i g u r e  

f o r  H a v e r s i a n  c a n a l  d i a m e t e r  i n  t h e  r a b b i t  t i b i a  ( B r à n e m a r k  

1 9 5 9 )  .

I n  t h i s  a n i m a l , 50pm m i c r o s p h e r e s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  be  

s u b j e c t  t o  s t r e a m i n g  i n  t h e  a o r t i c  a r c h  ( W a r r e n  a n d  

L e d  i ngham 1 9 7 4 )  a n d  t o  a x i a l  s t r e a m i n g  i n  a b r a n c h  o f  t h e  

f e m o r a l  a r t e r y  ( P h i b b s  a nd  Dong 1 9 7 0 ) .  T h e y  a r e  m o r e  I i k e  I y 

t o  c a u s e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  s i  d e - e f f e c t s  t h a n  15pm 

m i c r o s p h e r e s  ( W a r r e n  a nd  L e d i n g h a m  1 9 7 4 ) ,  a n d  t h e y  a r e  

c o n s i d e r a b l y  m o r e  e x p e n s i v e .  A m o r e  r e c e n t  s t u d y  c o m p a r i n g  

50pm t o  15pm s p h e r e s  s h o w e d  t h a t  t h e  d i s t r i b u t i o n  b e t w e e n  

c o r t e x  a n d  m a r r o w  was  s h i f t e d  i n  f a v o u r  o f  t h e  c o r t e x  w i t h  

15pm s p h e r e s ,  s u g g e s t i n g  h i n d r a n c e  o f  t h e  p a s s a g e  o f  t h e  

l a r g e r  s p h e r e s  i n  t h e  n u t r i e n t  c i r c u l a t i o n  ( G r e g g  a n d  

WaI  d e r I 9 8 0 ) .

L i t t l e  i n f  o r m a t i o n  i s  a v a i l a b l e  a s  t o  t h e  c a l i b r e  o f  

i n t r a - o s s e o u s  v e s s e l s .  T h e  p r o b l e m  i s  c o m p o u n d e d  by  t h e  

u n c e r t a i n t y  a s  t o  w h i c h  v e s s e l s  a n y  c i r c u l a t i n g  

m i c r o s p h e r e s  w i l l  f i r s t  e n c o u n t e r .  De B r u y n  e t  a l .  ( 1 9 7 0 ) ,  

i n  an  i n k  p e r f u s i o n  s t u d y  o f  t h e  l o n g  b o n e s  o f  g u i n e a  p i g s ,  

r a t s  a n d  r a b b i t s ,  d e s c r i b e d  v e s s e l s  p a s s i n g  b e t w e e n  t h e  

c o r t e x  a n d  m a r r o w  w i t h  a c a I  i b r e  o f  o n l y  2 t o  4pm,  s i m i  l a r  

t o  t h e  f i g u r e  o f  5pm g i v e n  by B r o o k e s  ( 1 9 8 7 ) .  W i t h i n  t h e
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c o r t e x ,  B r o o k e s  ( 1 9 7 1 )  r e f e r s  t o  t h e  v e s s e l s  o f  t h e  

H a v e r s i a n  c a n a l s  a s  15 pm t o  30pm i n  d i a m e t e r ,  wh i l e  de  

B r u y n ' s  g r o u p  d e s c r i b e  l o n g i t u d i n a l  v e s s e l s  o f  10 t o  14pm 

r u n n i n g  o b l i q u e l y ,  e m p t y i n g  i n t o  b o t h  p e r i o s t e a l  v e s s e l s  

a n d  t h e  p e r i p h e r a l  m e d u l l a r y  s i n u s o i d s .  W i t h  v e s s e l s  a s  

sma I I a s  t h i s ,  a d i f f e r e n c e  o f  1 o r  2pm i n  m i c r o s p h e r e  

d i a m e t e r  may p o s s i b l y  h a v e  a p r o f o u n d  i n f l u e n c e  on t h e i r  

i n t r a v a s c u l a r  d i s t r i b u t i o n .

T h e  k i d n e y  c o r t e x  p r o v i d e s  a g o o d  mode l  f o r  t h e  s t u d y  

o f  s t e r i c  h i n d r a n c e  o f  m i c r o s p h e r e  d i s t r i b u t i o n ,  h a v i n g  a  

we I l - k n o w n  v a s c u l a r  s t r u c t u r e  w h i c h  i n c l u d e s  a p r e d o m i n a n t ­

l y  u n i d i r e c t i o n a l  s y s t e m  o f  s u p p l y  v e s s e l s  ( M o r k r i d  e i  a t .  

1 9 7 6 ) .  U s i n g  s p h e r e s  o f  d i f f e r e n t  s i z e s ,  K a t z  e i  a / .  ( 1 9 7 1 )

c o n f i r m e d  t h a t  t h e  ' t r a p p i n g  e l e m e n t s ' ,  / e ,  t h e  v a s c u l a r  

l o c a t i o n s  o f  m i c r o s p h e r e  a r r e s t ,  v a r i e d  w i t h  m i c r o s p h e r e  

s i z e .  T h u s ,  t h e  m e a s u r e d  b l o o d  f l o w  v a r i e d  w i t h  t h e

d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  t r a p p i n g  e l e m e n t s .  F o r  e x a m p l e ,  

v i r t u a l  I y a I I 15pm m i c r o s p h e r e s  w e r e  t r a p p e d  i n  g l o m e r u l  i , 

a n d  t h e r e f o r e  t h e  a p p a r e n t  f l o w  t o  t h e  s u b c a p s u l a r  l a y e r  o f  

c o r t e x  was  v e r y  l o w ,  t h e r e  b e i n g  v e r y  f e w  g l o m e r u l  i i n  t h i s  

l o c a t i o n .  S e c o n d l y ,  m i c r o s p h e r e s  l a r g e r  t h a n  15pm w e r e

p r e f e r e n t i a l l y  t r a p p e d  i n  t h e  o u t e r  c o r t e x ,  s u g g e s t i n g  t h a t  

t h e y  w e r e  t o o  l a r g e  t o  l e a v e  t h e  i n t e r l o b u l a r  a r t e r i e s  m o r e  

p r o x i m a l  I y . M i c r o s p h e r e s  o f  35pm w e r e  ' a l m o s t  a I I ' t r a p p e d  

i n  t h e  i n t e r l o b u l a r  a r t e r i e s  o r  a f f e r e n t  a r t e r i o l e s  r a t h e r  

t h a n  i n  t h e  g l o m e r u l i .  M i c r o s c o p i c  a n a l y s i s  o f  t r a p p e d  

m i c r o s p h e r e s  o f  m i x e d  s i z e s  h a s  s hown d r a m a t i c  c h a n g e s  o f  

d i s t r i b u t i o n  w i t h i n  t h e  c o r t e x  w i t h  a c h a n g e  i n  s i z e  o f  

j u s t  1pm,  f r o m  21pm t o  22pm ( M o r k r i d  e t  a l .  1 9 7 6 ) .

T h e s e  f i n d i n g s  e m p h a s i s e  t h e  i m p o r t a n c e  o f  s t e r i c

f a c t o r s  i n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  m i c r o s p h e r e s  w i t h i n  an

o r g a n .  H o w e v e r ,  t h i s  f a c t o r  h a s  r e c e i v e d  s c a n t  a t t e n t i o n  i n  

t h e  s t u d y  o f  b o n e  b l o o d  f l o w ,  a n d  i t  h a s  b e e n  g e n e r a l  I y 

b e l  i e v e d  t h a t  t h e  s i z e  c l o s e s t  t o  t h a t  o f  e r y t h r o c y t e s  

wh i  l e  l a r g e  e n o u g h  t o  p r e v e n t  n o n - e n t r a p m e n t  i s  15pm.  

P o o l e d  r e s u l t s  i n  t h e  dog f o r  s t e r n u m ,  r i b ,  f e m o r a l  

i n f e r i o r  e p i p h y s i s ,  d i a p h y s e a l  c o r t e x  a n d  m a r r o w  s h o w e d  

t h a t  9  ± 1 ( S D )  pm s p h e r e s  g a v e  f l o w  r a t e s  34% l e s s  t h a n
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t h o s e  g i v e n  by 15 pm a n d  25pm s p h e r e s ,  s u g g e s t i n g  

c o n s i d e r a b l e  n o n - e n t r a p m e n t  ( G r o s s  e i  a / .  1 9 7 9 ) ,  b u t  s u c h

p o o l i n g  o f  r e s u l t s  o b s c u r e s  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t i s s u e s ,  

p a r t i c u l a r l y  b e t w e e n  c o r t e x  a n d  m a r r o w .  I n  a s t u d y  o f  t h e  

c a n c e l l o u s  b o n e  o f  t h e  c a n i n e  f e m o r a l  h e a d ,  N i v  a nd  

H u n g e r f o r d  1 9 7 9 )  f o u n d  t h a t  9  ± 1 pm m i c r o s p h e r e s  g a v e

r e s u l t s  " u p  t o  f i f t y  p e r  c e n t "  l o w e r  t h a n  t h o s e  g i v e n  by  

15pm m i c r o s p h e r e s .  H o w e v e r ,  t h i s  d i f f e r e n c e  may r e p r e s e n t  

t h e  l o w e r  h a l f  o f  t h e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  sma I 1e r  

s p h e r e s ,  a s  m i c r o s p h e r e s  l e s s  t h a n  9pm i n  d i a m e t e r  h a v e  

b e e n  s hown t o  be  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  g r e a t  m a j o r i t y  o f  

s y s t e m i c  n o n - e n t r a p m e n t  ( S e c t i o n  1 . 2 . 4 ) .

I n  o r d e r  t o  f  o I l o w  m o s t  c l o s e l y  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  

e r y t h r o c y t e s  w i t h i n  a r t e r i a l  l um e n s  ( P h i b b s  a n d  Dong 1 9 7 0 )  

a n d  w i t h i n  e a c h  o r g a n ,  t h e  m i c r o s p h e r e s  s h o u l d  be a s  c l o s e  

i n  s i z e  a s  p o s s i b l e  t o  t h e s e  c e l  I s  wh i l e  r e m a i n i n g  l a r g e  

e n o u g h  t o  a v o i d  n o n - e n t r a p m e n t  i n  t h e  c a p  i I l a r y  b e d .  F r o m  

s o f t  t i s s u e  s t u d i e s ,  t h i s  i d e a l  s i z e  w o u l d  a p p e a r  t o  be  

a p p r o x i m a t e l y  10pm ( S e c t i o n  1 . 2 . 4 ) .  W o o t t o n  a n d  D o r é  ( 1 9 8 6 )  

h a v e  u s e d  m i c r o s p h e r e s  o f  1 1 . 1  ± 0 . 3  pm i n  an  a s s e s s m e n t  o f

f l u o r i n e - 1 8  e x t r a c t i o n  by b o n e  i n  t h e  r a b b i t .  A f t e r  d i s t a l  

a o r t i c  i n j e c t i o n ,  t h e y  f o u n d  t h e  v e n o u s  t o  a r t e r i a l  r a t i o  

o f  m i c r o s p h e r e s  i n  t h e  f e m o r a l  n u t r i e n t  v e s s e l s  t o  be  o n l y  

0 . 2 4 % ,  wh i l e  o v e r a l  I n o n - e n t r a p m e n t  i n  t h e  l o w e r  b o d y  a s  

e s t i m a t e d  by l u n g  c o u n t i n g  was  o n l y  1 . 1 % .  I t  may be  p o i n t e d  

o u t  t h a t  t h e  n u t r i e n t  v e i n s  o f  l o n g  b o n e s  c o n s t i t u t e  o n l y  a 

f r a c t i o n  o f  t h e  t o t a l  v e n o u s  d r a i n a g e  ( O n i ,  S t a f f o r d  a nd  

G r e g g  1 9 8 7 , 1 9 8 8 ) ,  a n d  t h e  d i f f e r e n c e  f r o m  t h e  r e s u l t s  o f  

t h e  c a n i n e  s t u d i e s  may be d ue  t o  s p e c i e s  d i f f e r e n c e s .  

H o w e v e r ,  t h e  r e s p o n s i b l e  f a c t o r  g i v i n g  r i s e  t o  t h e  l o w  l u n g  

c o u n t s  w a s  p r o b a b l y  t h e  2pm d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  s i z e s  o f  

t h e  m i c r o s p h e r e s  u s e d  i n  t h e  t w o  d i f f e r e n t  s p e c i e s .

I t  wa s  t h e r e f o r e  d e c i d e d  t h a t  a p r e l  i m i n a r y  e x p e r i m e n t  

s h o u l d  be  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  r a b b i t ,  d i r e c t l y  t o  c o m p a r e  

f l o w s  o b t a i n e d  i n  t h e  t i b i a l  s h a f t  w i t h  m i c r o s p h e r e s  

n o m i n a l  I y s i z e d  10pm a n d  15pm.
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2 . 3 . 2  METHOD

T h e  s t u d y  w a s  p e r f o r m e d  on s i x  a d u l t  f e m a l e  New Z e a l a n d  

W h i t e  r a b b i t s  w e i g h i n g  3 . 2  t o  4 . 3 5 k g .  T h e  m e t h o d  e m p l o y e d  

was  t h a t  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 ,  e x c e p t  t h a t  t h e  

i n j e c t a t e  c o m p r i s e d  a m i x t u r e  o f  a p p r o x i m a t e l y  2 x 10 * 

m i c r o s p h e r e s  s i z e d  1 6 . 5  ± 0 . 1  ( S D )  pm a n d  a p p r o x i m a t e l y

4 X 1 0 *  m i c r o s p h e r e s  s i z e d  1 1 . 3  ± 0 . 1  pm l a b e l l e d  w i t h

G d l 5 3  a n d  S n l l 3 .  T h e  n u mb e r  o f  t h e  l a r g e r  m i c r o s p h e r e s  was  

r e d u c e d  a f t e r  i t  ha d  b e e n  n o t i c e d  p r e v i o u s l y  t h a t  i n c l u s i o n  

o f  a l a r g e r  n u m b e r  i n  a c o m b i n e d  i n j e c t a t e  o c c a s i o n a l  I y 

c a u s e d  s y s t e m i c  a r t e r i a l  h y p o t e n s i o n .  T h e  l a b e l s  f o r  e a c h  

s i z e  w e r e  a l t e r n a t e d ,  so  t h a t  h a l f  t h e  a n i m a l s  r e c e i v e d  t h e  

l a r g e r  m i c r o s p h e r e s  l a b e l  l e d  w i t h  G d i 5 3  a n d  t h e  sma I 1e r  

m i c r o s p h e r e s  l a b e l l e d  w i t h  S n i * 3 ,  w h i l e  t h e  o t h e r  h a l f  

r e c e i v e d  t h e  o p p o s i t e .  T h e  c o r t i c a l  b o n e  s a m p l e s  w e r e  

p r e p a r e d  by d i s s o l u t i o n  i n  5m I s o f  1 1 . 6N h y d r o c h l o r i c  a c i d  

( S e c t  i on 2 . 2 . 5 ) .

T h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  t wo  

s i z e s  o f  m i c r o s p h e r e  w e r e  s u b j e c t e d  t o  t h e  p a i r e d  t  t e s t .

2 . 3 . 3  RESULTS

2 . 3 . 3 .  1 A n i m a l  p r e p a r a t i o n

AI  I m i c r o s p h e r e  i n j e c t i o n s  a n d  w i t h d r a w a l  s a m p l e s  w e r e  

c o m p l e t e d  w i t h i n  6 2  m i n u t e s  o f  i n d u c t i o n  o f  a n a e s t h e s i a .  I n  

t wo  a n i m a l s  t h e  i n j e c t i o n  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  c a u s e d  a d r o p  

i n  mean a r t e r i a l  p r e s s u r e  o f  5mmHg.

2 . 3 . 3 . 2  C o m p a r a t i v e  b l o o d  -F lows

T h e  mean f l o w s  o b t a i n e d  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  2 . 3 . 1 .  T h e  f u l l  

r e s u l t s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  A . 3 . 4 ,  A p p e n d i x  3 .

I n  t h e  c o r t e x  a n d  d i s t a l  m a r r o w ,  c a l c u l a t e d  f l o w s  w i t h  

t h e  sma I  1e r  m i c r o s p h e r e s  w e r e  g r e a t e r  t h a n  w i t h  t h e  l a r g e r ,  

b u t  t h e  o p p o s i t e  w a s  f o u n d  i n  t h e  p r o x i m a l  m a r r o w  a n d
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s k e l e t a l  m u s c l e .  H o w e v e r ,  n on e  o f  t h e s e  d i f f e r e n c e s  w e r e  

f o u n d  t o  be s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  a t  t h e  5% l e v e l .

Wh i l e  many o f  t h e  c o r t i c a l  a n d  d i s t a l  m a r r o w  s a m p l e s  

c o n t a i n e d  l e s s  t h a n  150  o f  t h e  l a r g e r  m i c r o s p h e r e s  ( S e c t i o n

2 . 2 . 4 ) ,  t h e  c o m b i n e d  r e s u l t s  f o r  t h e  t h r e e  t y p e s  o f  t i s s u e  

r e p r e s e n t  n u m b e r s  o f  m i c r o s p h e r e s  g r e a t e r  t h a n  t h i s ,  e x c e p t  

f o r  t h e  m u s c l e  c o u n t  o f  t h e  l a r g e r  m i c r o s p h e r e s  i n  o n e  

a n i m a l  a n d  t h e  c o r t e x  c o u n t s  o f  t h e  l a r g e r  m i c r o s p h e r e s  i n  

t h i s  a n d  a n o t h e r  a n i m a l  . T h i s  wi  I I r a i s e  t h e  v a r i a b i  I i t y  o f  

t h e  c a l c u l a t e d  f l o w  r a t e  s l i g h t l y .  T h e  c o m b i n e d  f l o w s  w e r e  

n o t  f o u n d  t o  be s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  ( T a b l e  2 . 3 . 2 ,  

F i g u r e  2 . 3 . 1 ) .

T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  b l o o d  f l o w s  w i t h  t h e  1 1 . 3 p m  

m i c r o s p h e r e s  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o b t a i n e d  i n  t h e  p r e v i o u s  

s t u d y  ( T a b l e s  2 . 2 . 1  a n d  2 . 2 . 6 ) .  T a k i n g  t h e  a v e r a g e  o f  t h e  

f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  t wo  i s o t o p e s  i n  t h a t  s t u d y  a n d  

c o m p a r i n g  w i t h  t h e  p r e s e n t  r e s u l t s  u s i n g  t h e  u n p a i r e d  

t  t e s t  g i v e s  p  v a l u e s  r a n g i n g  f r o m  > 0 . 2  t o  > 0 . 9  f o r  t h e  

d i f f e r e n t  t i s s u e  s a m p l e s .

2 . 3 . 4  D I S C U S S I O N

I n  a n y  t i s s u e ,  m i c r o s p h e r e s  sma I  1e r  t h a n  15pm a n d  c l o s e r  t o  

t h e  s i z e  o f  t h e  e r y t h r o c y t e s  m i g h t  be  e x p e c t e d  t o  r e f l e c t  

w h o l e  b l o o d  f l o w  m o r e  a c c u r a t e l y ,  a n d  h i n d r a n c e  o f  t h e  

e n t r y  o f  m i c r o s p h e r e s  i n t o  a p o r t i o n  o f  t i s s u e  a s  a r e s u l t  

o f  t h e i r  s i z e  b e i n g  i n  e x c e s s  o f  t h a t  o f  t h e  s u p p l y i n g  

v e s s e l s  h a s  b e e n  t e r m e d  s t e r i c  r e s t r i c t i o n  ( M o r k r i d  e t  a l .  

1 9 7 6 ) .  Any r e d u c t i o n  i n  t h i s  r e s t r i c t i o n  o b t a i n e d  by  

r e d u c i n g  m i c r o s p h e r e  s i z e  m i g h t  be o f f s e t  by a c o n c u r r e n t  

i n c r e a s e  i n  n o n - e n t r a p m e n t ,  r e s u l t i n g  f r o m  p a s s a g e  o f  t h e  

m i c r o s p h e r e s  t h r o u g h  sma I  I a r t e r i o v e n o u s  s h u n t s  a n d  t h r o u g h  

t h e  c a p  I I l a r y  b e d .

I n  v i e w  o f  t h e  mu I t i p I  i c i t y  o f  t h e  a r t e r i a l  a nd  v e n o u s  

v e s s e l s  c o m p r i s i n g  t h e  b l o o d  s u p p l y  a n d  d r a i n a g e  o f  a l o n g  

b o n e ,  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  a t  p r e s e n t  t o  p e r f o r m  d i r e c t  

m e a s u r e m e n t s  o f  n o n - e n t r a p m e n t  i n  b o n e .  M e t h o d s  i n v o l v i n g
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I n j e c t i o n  o f  m i c r o s p h e r e s  d i r e c t l y  i n t o  t h e  n u t r i e n t  a r t e r y  

( M o r r i s  a n d  K e I  I y 1 9 8 0 ,  T o t h i  I I , H o o p e r ,  H u g h e s  a n d  

M c C a r t h y  1 9 8 7 )  g i v e  r e s u l t s  a p p I  i c a b  I e  t o  o n l y  o n e  o f  t h e s e  

c h a n n e l s ,  a n d  a l s o  i n v o l v e  s u r g i c a l  i n t e r f e r e n c e .  Up t o  t h e  

p r e s e n t  t h i s  t e c h n i q u e  h a s  b e e n  a p p I  l e d  o n l y  t o  15pm 

m i c r o s p h e r e s .  O t h e r  m e t h o d s  i n v o l v i n g  t h e  samp I i n g  o f  m i x e d

v e n o u s  b l o o d  o r  o f  t h e  l u n g s  r e s u l t  i n  t h e  i n c l u s i o n  o f

m i c r o s p h e r e s  p a s s i n g  t h r o u g h  n o n - o s s e o u s  t i s s u e s ,  

p a r t i c u l a r l y  t h o s e  s h u n t i n g  t h r o u g h  c u t a n e o u s  a r t e r i o v e n o u s  

a n a s t o m o s e s  ( S p e n c e  e t  a l .  1 9 7 2 ,  Z a n i c k  a n d  D e l a n e y  1 9 7 3 ) .  

I n  v i e w  o f  t h e s e  d i f f i c u l t i e s ,  t h e  d e g r e e  o f  n o n - e n t r a p m e n t  

h a s  p r e v i o u s l y  b e e n  c o n c l u d e d  f r o m  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  

c a l c u l a t e d  f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  m i c r o s p h e r e s  o f  d i f f e r e n t  

s i z e s  ( G r o s s  e t  a l .  1 9 7 9 ,  N i v  a n d  H u n g e r f o r d  1 9 7 9 ) .

U s i n g  t h i s  i n d i r e c t  a s s e s s m e n t ,  a n y  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  

r e s t r i c t i o n  o f  t h e  t w o  s i z e s  o f  m i c r o s p h e r e  o c c u r r i n g  a t  

t h e  c o r t e x - m a r r o w  i n t e r f a c e  w o u l d  n o t  be  e x p e c t e d  t o  a f f e c t  

t h e  f l o w s  o b t a i n e d  f o r  t h e  d i a p h y s i s  a s  a w h o l e ,  a n d  

c o m b i n i n g  m a t h e m a t i c a l  I y t h e  c o r t i c a l  a n d  m a r r o w  f l o w s ,  t h e  

a v e r a g e  f l o w s  f o r  t h e  t wo  s i z e s  a r e  v i r t u a l  I y i d e n t i c a l  a t

6 . 4 3  ± 0 . 4 8  ( S E )  m l / m i n . l O O g  f o r  t h e  11pm a n d  6 . 3 7  ±

0 . 3 5  m l / m i n . l O O g  f o r  t h e  16pm m i c r o s p h e r e s  ( p  > 0 . 8 ) .  T h u s  

t h e  c o m p a r a t i v e  f l o w s  o b t a i n e d  i n  d i a p h y s e a l  b o n e  a n d  

s k e l e t a l  m u s c l e  s u g g e s t  t h a t  m i c r o s p h e r e s  t i g h t l y  s i z e d  

a r o u n d  a mean o f  a p p r o x i m a t e l y  11pm a r e  n o t  m o r e  s u b j e c t  t o  

n o n - e n t r a p m e n t  t h a n  16pm m i c r o s p h e r e s ,  a n d  t h i s  i s  i n  

a g r e e m e n t  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  v e n o u s  s a m p l i n g  o f  

m i c r o s p h e r e s  a c r o s s  n o n - o s s e o u s  t i s s u e s  i n  t h e  lamb a n d  dog  

( K a t z  e t  a l .  1 9 7 1 ,  A r c h i e  e f  a / . 1 9 7 3 ,  G a e h t g e n s  e t  a l .

1 9 7 6 )  . Wh i I e  t h e  smaI  1e r  m i c r o s p h e r e s  t e n d e d  t o  g i v e  

s i  i g h t l y  h i g h e r  c o r t i c a l  f l o w s  c o n s i s t e n t  w i t h  a r e d u c t i o n  

i n  s t e r i c  r e s t r i c t i o n ,  t h i s  e f f e c t  w a s  n o t  s t a t i s t i c a l  I y 

s i g n i f i c a n t .

T h i s  s t u d y  h a s  shown t h a t  1 1 pm m i c r o s p h e r e s  a r e  

s u i t a b l e  f o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  b l o o d  f l o w  t o  t h e  t i b i a l  

d i a p h y s i s .  A p a r t  f r o m  t h e  p o t e n t i a l  r h e o l o g i c a l  a n d  s t e r i c  

a d v a n t a g e s  o f  t h e s e  m i c r o s p h e r e s ,  t h e  v e r y  l ow l e v e l  o f  

b l o o d  f l o w  t o  t h e  t i b i a l  c o r t e x  r e q u i r e s  i n j e c t â t e s  t o
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c o n t a i n  l a r g e  n u m b e r s  o f  m i c r o s p h e r e s ,  a n d  t h e  g r e a t l y  

r e d u c e d  c o s t  o f  m i c r o s p h e r e s  n o m i n a l l y  s i z e d  10pm r e s u l t s  

i n  c o n s i d e r a b l e  e c o n o m i c  s a v i n g s .
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T a b l e  2 . 3 . 1  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  t h e
m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h  1 6 . 5  ±
0 . 1  ( S D )  pm a n d  1 1 . 3  ± 0 . 1  pm m i c r o s p h e r e s .  F l o w s  a r e  
e x p r e s s e d  a s  mean ± SE m l / m i n . l O O g  ( n = 6 ) .

1 6pm 1 1 pm P

proximal  c o r t e x R 1 . 79 ± 0 . 6 7 2.31 i 0 . 9 3 NS

L 1 .67 0 . 5 3 2 . 2 8 0 . 7 9 NS

d i s t a l  cor t ex R 2 . 4 3 0 . 8 0 2 . 77 1 .03 NS

L 2 . 4 9 0 . 7 0 2 . 77 0 . 7 5 NS

proximal  marrow R 3 7 . 89 4 . 1 0 34.  1 1 5 . 4 8 NS

L 37.  16 5.  12 3 3 . 1 9 3 . 8 6 NS

d i s t a l  marrow R 13.12 2 . 4 3 13.83 2 . 1 5 NS

L 12.41 1 .47 14.29 3 . 0 5 NS

s k e l e t a l  muscle R 13.77 2 . 73 13.35 2 . 4 3 NS

L 18.34 6.  15 16.62 5 . 5 2 NS

R = r i g h t  L = l e f t NS = not  s i g n i f i c a n t a t  5X level (pa i red t t e s t )
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T a b l e  2 . 3 . 2  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i s s u e s  o f  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  
m e a s u r e d  w i t h  1 6 . 5  ± 0 . 1  ( S D ) pm a n d  1 1 . 3  ± 0 . 1  pm
m i c r o s p h e r e s .  F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  mean ± SE m l / m i n . l O O g  
( n = 6 ) .

1 6pm 1 1 pm P

cor tex 2 . 07 i  0 . 6 6 2.51 ± 0 . 8 7 NS

marrow 2 6 . 53 3 . 3 3 2 4 . 92 3 . 2 7 NS

muse 1e 15.57 4 . 0 7 14 . 54 3 . 6 5 NS

NS = not  s i g n i f i c a n t  a t  5% level  ( p a i r e d  i  t e s t )
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F i g u r e  2 . 3 . 1  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i s s u e s  o f  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  and  t h e  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  
m e a s u r e d  w i t h  1 6 . 5  ± 0 . 1  ( S D )  pm a n d  1 1 . 3  ± 0 . 1  pm
m i c r o s p h e r e s  ( n = 6 ) .
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2 .4   

SEQUENTIAL MEASUREMENTS OF BLOOD FLOW TO THE T IB IA L  

DIAPHYSIS OF THE ADULT RABBIT USING RADIOACTIVE MICRO­

SPHERES

2 . 4 . 1  I NTRODUCT I ON

Th e  f a c i  I i t y  f o r  l a b e l  I i n g  m i c r o s p h e r e s  w i t h  d i f f e r e n t  

r a d i o - i s o t o p e s  e n a b l e s  m e a s u r e m e n t  o f  b l o o d  f l o w  on m o r e  

t h a n  o n e  o c c a s i o n  i n  e a c h  a n i m a l  . Wh i l e  t h e  n u m b e r  o f  

m i c r o s p h e r e s  i n j e c t e d  s h o u l d  be  l a r g e  i n  o r d e r  t o  r e d u c e  

r a n d o m  v a r i a t i o n  i n  t h e i r  d i s t r i b u t i o n ,  l a r g e  n u m b e r s  may  

p o t e n t i a l l y  c a u s e  c e n t r a l  s i d e  e f f e c t s ,  a n d  m i g h t  r e d u c e  

o r g a n  b l o o d  f l o w  by e x c e s s i v e  embol  i s a t  i o n  o f  t h e  

m i c r o v a s c u l a t u r e  ( S e c t i o n  1 . 2 . 4 ) .  S u b s e q u e n t  m e a s u r e m e n t s  

w o u l d  t h e n  be  a f f e c t e d .

I n  t h e  r a t ,  S c h o u t e n s  e t  a / .  ( 1 9 7 9 )  t e s t e d  t h e  e f f e c t

o f  i n c r e a s i n g  t h e  n u m b e r  o f  i n j e c t e d  15pm m i c r o s p h e r e s  on  

t h e  c a l c u l a t e d  b o n e  b l o o d  f l o w  o b t a i n e d  w i t h  a s e c o n d  

i n j e c t i o n  i n  t h e  same a n i m a l .  I n  t h i s  s p e c i e s ,  t h e  ma x i mu m  

s i z e  o f  t h e  i n j e c t a t e  t h a t  d i d  n o t  r e d u c e  t i b i a l  a n d  

f e m o r a l  f l o w  w a s  o f  t h e  o r d e r  o f  3 . 5  x 10® m i c r o s p h e r e s ,  o r  

a p p r o x i m a t e l y  1 . 4  x 1 0 *  m i c r o s p h e r e s  p e r  k i  l o g r a m  b o d y  

w e i g h t .  I n  t h e  d o g ,  f e m o r a l  f l o w s  a r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  

a f f e c t e d  by i n j e c t i o n s  o f  2 x 1 0 *  15pm m i c r o s p h e r e s  ( G r o s s  

e t  a t  . 1 9 7 9 ,  J o n e s  e i  a / .  1 9 8 2 ) .  No s i m i  l a r  s t u d i e s  h a v e

b e e n  r e p o r t e d  u s i n g  11pm m i c r o s p h e r e s  o r  i n  t h e  r a b b i t ,  

a l t h o u g h  H i e r t o n  ( 1 9 8 1 ) ,  i n v e s t i g a t i n g  t h e  e f f e c t  o f  

v a r i o u s  d r u g s  on b l o o d  f l o w ,  n o t e d  t h a t  f l o w  t o  t h e  f e m o r a l  

d i a p h y s i s  w a s  u n c h a n g e d  by a p r e v i o u s  i n j e c t i o n  o f  1 . 7  x 

10*  15pm m i c r o s p h e r e s  a f t e r  an  i n t e r m e d i a t e  i n f u s i o n  o f  

e i t h e r  n a p r o x e n  o r  p a r a c e t a m o  I . Ha l e s  a n d  C l i f f  ( 1 9 7 7 )  

o b s e r v e d  m i c r o s p h e r e s  i n  v i v o  i n  r a b b i t  e a r  c h a m b e r s  a n d
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n o t e d  t h a t  l o d g e m e n t  o f  m i c r o s p h e r e s  r e s u l t e d  i n  r a p i d  

o p e n i n g  o f  c o l l a t e r a l  f l o w ,  a n d  o f t e n  d i d  n o t  p r e v e n t  t h e  

p a s s a g e  o f  e r y t h r o c y t e s  a l o n g  t h e  same v e s s e l .  T h i s  

s u g g e s t s  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  i n j e c t e d  m i c r o s p h e r e s  r e q u i r e d  

t o  c a u s e  l o c a l  h a e m o d y n a m i c  u p s e t  i n  t h e  r a b b i t  w o u l d  be  

v e r y  l a r g e .

T h e  e x p e r i m e n t  i n  S e c t i o n . 2 . 2  h a s  shown t h a t  up t o  12 x 

1 0 *  11pm m i c r o s p h e r e s  may be i n j e c t e d  i n  t h e  a n a e s t h e t i s e d  

r a b b i t  w i t h o u t  a n y  a p p a r e n t  s y s t e m i c  s i  d e - e f f e c t s .  T h e

max i mum d o s a g e  o f  m i c r o s p h e r e s  i n  s u b s e q u e n t  s t u d i e s  was  

l i m i t e d  by t h e  r a d i o a c t i v e  d i s p o s a l  l i m i t s  ( S e c t i o n

2 . 1 . 3 . 4 ) ,  b u t  t h e  e x p e r i m e n t  d e s c r i b e d  i n  t h i s  s e c t i o n  wa s  

p e r f o r m e d  t o  e n s u r e  t h a t  t h e  d o s e s  o f  m i c r o s p h e r e s  t o  be

u s e d  i n  l a t e r  s t u d i e s  was  i n s u f f i c i e n t  t o  c a u s e  a r e d u c t i o n  

i n  t h e  b l o o d  f l o w  o f  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s .

2 . 4 . 2  METHOD

T h e  s t u d y  was  p e r f o r m e d  on s i x  f e m a l e  New Z e a l a n d  W h i t e

r a b b i t s  w e i g h i n g  3 . 2 5  t o  4 . 5 0 k g .  T i b i a l  d i a p h y s e a l  a n d  

s k e l e t a l  m u s c l e  b l o o d  f l o w  was  m e a s u r e d  a s  p r e v i o u s l y  

d e s c r i b e d  ( S e c t i o n  2 . 2 ) ,  u s i n g  i n j e c t â t e s  o f  3 .  1 - 5 . 8  x 1 0 *  

m i c r o s p h e r e s  s i z e d  1 1 . 3  ± 0 . 1  pm.

Two m e a s u r e m e n t s  o f  b l o o d  f l o w  w e r e  made i n  e a c h

a n i m a l .  T h e  l a b e l  o f  t h e  f i r s t  i n j e c t a t e  w a s  a l t e r n a t e d  

b e t w e e n  G d i 5 3  a n d  S n i i 3 .  T h e  v o l u m e  o f  b l o o d  t a k e n  i n t o  t h e  

f i r s t  w i t h d r a w a l  s a m p l e  was  r e p l a c e d  by t h e  s a l  i ne f l u s h  

u s e d  d u r i n g  t h e  f i r s t  i n j e c t i o n  ( a p p r o x i m a t e l y  5 m l s )  

f o l  l o w e d  by t h e  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  5m I s  o f  H a e m a c c e I  

( H o e c h s t  UK L t d ,  H o u n s l o w ) ,  a p o l y g e l  i ne  p l a s m a  s u b s t i t u t e .  

T h e  s e c o n d  m e a s u r e m e n t  was  made s i x  t o  e i g h t  m i n u t e s  a f t e r

t h e  f i r s t ,  u s i n g  t h e  o t h e r  l a b e l .

T h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  f i r s t  a n d  s e c o n d

m e a s u r e m e n t s  f o r  e a c h  t i s s u e  w e r e  s u b j e c t e d  t o  t h e  p a i r e d  i

t e s t .  T h e  e f f e c t  o f  i n c r e a s e s  i n  t h e  n u m b e r s  o f  

m i c r o s p h e r e s  a d m i n i s t e r e d  i n  t h e  f i r s t  i n j e c t i o n  on t h e  

f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  s e c o n d  w a s  a n a l y s e d  by I i n e a r
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r e g r e s s i o n ,  e x p r e s s i n g  t h e  r a t i o  o f  t h e  t w o  m e a s u r e m e n t s  t o  

t h e  n u mb e r  o f  m i c r o s p h e r e s  p e r  k i  l o g r a m  b o d y  w e i g h t  

a d m i n i s t e r e d  i n  t h e  f i r s t  i n j e c t i o n .

2 . 4 . 3  RESULTS

2 . 4 . 3 .  1 A n i m a l  p r e p a r a t i o n

T h e r e  w e r e  no c o n s i s t e n t  c h a n g e s  i n  b l o o d  p r e s s u r e  a nd  

h e a r t  r a t e  b e t w e e n  t h e  t w o  m e a s u r e m e n t s ,  a n d  no e p i s o d e s  o f  

h y p o t e n s i o n  w e r e  o b s e r v e d  a f t e r  a n y  o f  t h e  i n j e c t i o n s .

2 . 4 . 3 . 2  B l o o d  F l o w s

T h e  mean f l o w s  o b t a i n e d  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  2 . 4 . 1 ,  a n d  t h e  

c o m b i n e d  me a n s  f o r  t h e  t h r e e  t i s s u e s  i n  T a b l e  2 . 4 . 2  a n d  

F i g u r e  2 . 4 . 1 .  T h e  r e s u l t s  i n  f u l l  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  

A . 3 . 5 ,  A p p e n d i x  3 .

On a v e r a g e ,  f l o w s  f o r  t h e  b on y  t i s s u e s  w e r e  h i g h e r  on  

t h e  s e c o n d  m e a s u r e m e n t ,  wh i  l e  t h o s e  f o r  s k e l e t a l  m u s c l e  

w e r e  l o w e r ,  b u t  t h e s e  d i f f e r e n c e s  w e r e  n o t  s t a t i s t i c a l  I y 

s i g n i f i c a n t .  On I i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s ,  no r e l a t i o n s h i p  

was  f o u n d  b e t w e e n  t h e  r a t i o  o f  t h e  s e c o n d  m e a s u r e m e n t  t o  

t h e  f i r s t  m e a s u r e m e n t  a n d  t h e  n u m b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  p e r  

k i l o g r a m  b o d y  w e i g h t  a d m i n i s t e r e d  i n  t h e  f i r s t  i n j e c t i o n ,  

w i t h  a I I c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  f o u n d  t o  be  l e s s  t h a n  0 . 3  

a n d  a I I s l o p e s  i n s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  z e r o .

T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  b l o o d  f l o w s  w i t h  t h e  f i r s t  

i n j e c t i o n  o f  m i c r o s p h e r e s  a r e  s i m i  l a r  t o  t h o s e  o b t a i n e d  i n  

t h e  s t u d y  o f  s i m u l t a n e o u s  i n j e c t i o n s  ( T a b l e s  2 . 2 . 1  a nd  

2 . 2 . 6 ) .  On t a k i n g  t h e  a v e r a g e  o f  t h e  f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  

t h e  t w o  i s o t o p e s  i n  t h a t  s t u d y  a n d  c o m p a r i n g  w i t h  t h e  

p r e s e n t  r e s u l t s  u s i n g  t h e  u n p a i r e d  t  t e s t ,  no s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e s  w e r e  f o u n d  f o r  a n y  o f  t h e  d i f f e r e n t  t i s s u e  

s a m p l e s ,  t h e  p  v a l u e s  r a n g i n g  f r o m  > 0 . 3  t o  > 0 . 9 .

Man y  o f  t h e  i n d i v i d u a l  s a m p l e s  c o n t a i n e d  l e s s  t h a n  150  

m i c r o s p h e r e s ,  p a r t i c u l a r l y  a f t e r  t h e  l o w e r  d o s a g e s ,  b u t  o f
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t h e  c o m b i n e d  t i s s u e  s a m p l e s  o n l y  o n e  o f  t h e  m e a s u r e m e n t s  

c o n t a i n e d  l e s s  t h a n  t h i s  n u m b e r .

2 . 4 . 4  D I S C U S S I O N

I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e  p r o p o r t i o n  o f  c a r d i a c  o u t p u t  

d e l i v e r e d  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  v a r i e s  l i t t l e  w i t h  t h e  

b o d y  w e i g h t  o f  t h e  a n i m a l s .  H o w e v e r ,  l a r g e r  a n i m a l s  wi  I I 

h a v e  a g r e a t e r  t o t a l  n u m b e r  o f  i n t r a - o s s e o u s  v e s s e l s ,  a n d  

t h u s  l a r g e r  n u m b e r s  o f  m i c r o s p h e r e s  wi  I I be  r e q u i r e d  t o  

c a u s e  h a e m o d y n a m i c a I  I y s i g n i f i c a n t  embol  i s a t  i o n .  T h e  l o c a l  

e f f e c t s  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  w o u l d  t h e r e f o r e  be  e x p e c t e d  t o  

v a r y  w i t h  t h e  i n j e c t e d  n u mb e r  p e r  u n i t  b o d y  w e i g h t .  I n  t h i s  

s t u d y ,  t h i s  n u m b e r  v a r i e d  t w o - f o l d ,  b u t  t h e  r a t i o s  o f  t h e  

s e c o n d  t o  t h e  f i r s t  f l o w  m e a s u r e m e n t s  s h o we d  no t e n d e n c y  t o  

v a r y  w i t h  t h i s  n u m b e r .  T h i s  s t u d y  h a s  t h e r e f o r e  s hown t h a t  

an  i n j e c t i o n  o f  11pm m i c r o s p h e r e s  w i t h  a r a n g e  o f  d o s a g e  o f  

a p p r o x i m a t e l y  0 . 8  t o  1 . 8  x 1 0 *  p e r  k i  l o g r a m  b o d y  w e i g h t  

d o e s  n o t  a d v e r s e l y  a f f e c t  t i b i a l  d i a p h y s e a l  b l o o d  f l o w .  

I n d e e d ,  i n  m o s t  a n i m a l s  t h e  o s s e o u s  f l o w  i n c r e a s e d  

s l i g h t l y ,  p o s s i b l y  a s  a r e s u l t  o f  t h e  o p e n i n g  o f  

c o l l a t e r a l s  o b s e r v e d  by H a l e s  a n d  C l i f f  ( 1 9 7 7 ) .

T h e  t e c h n i q u e  d e v e l o p e d  i s  t h u s  s u i t a b l e  f o r  t h e  

m e a s u r e m e n t  o f  t i b i a l  a n d  s k e l e t a l  m u s c l e  b l o o d  f l o w  on t wo  

o c c a s i o n s  i n  t h e  same a n i m a l , e n a b i  i n g  p a i r e d  a n a l y s i s  o f  

e x p e r i m e n t a l  i n t e r v e n t i o n s .
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T a b l e  2 . 4 . 1  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  t h e  
m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  s e q u e n t i a l l y  
w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  pm ( S D )  m i c r o s p h e r e s .  F l o w s  a r e  e x p r e s s e d
a s  mean ± SE m l / m i n . l O O g  ( n = 6 ) .

F i r s t S e c o n d P

proximal  c o r t e x R 2 . 3 6  ± 0 . 5 0 2 . 6 8  ± 0 . 5 6 NS

L 2.01 0 . 53 2 . 3 5 0 . 6 2 NS

d i s t a l  c o r t e x R 2 . 4 9 0.61 2 . 87 0 . 8 5 NS

L 2 . 43 0 . 6 9 2 . 9 6 0 . 7 9 NS

proximal  marrow R 4 2 . 9 6 10.47 56 . 27 14.19 NS

L 4 2 . 2 6 10.66 5 2 . 3 3 12.80 NS

d i s t a l  marrow R 17.53 3 . 8 9 2 3 . 2 8 5 . 7 8 NS

L 13.93 3 . 43 2 0 . 35 5 . 2 3 NS

s k e l e t a l  muscle R 9.81 2 . 8 4 6 . 5 9 1 .29 NS

L 9 . 5 4 3 . 45 6 . 4 3 1 .47 NS

F i r s t  = f i r s t  measurement Second = second measurement  

R = r i g h t  L = l e f t  NS = not  s i g n i f i c a n t  a t  5% level  ( p a i r e d  i  t e s t )
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T a b l e  2 . 4 . 2  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i s s u e s  o f  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  
m e a s u r e d  s e q u e n t i a l l y  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  pm ( S D )  m i c r o s p h e r e s .  
F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  mean ± SE m l / m i n . l O O g  ( n = 6 ) .

F i r s t S e c o n d P

cor t ex 2 . 3 3  ± 0 . 5 3 2 . 7 0  ± 0 . 6 5 NS

marrow 30 . 57  6 . 7 9 3 9 . 2 4 8 . 9 6 NS

muse 1e 9 . 7 0  3.11 6 . 4 8 1 . 36 NS

F i r s t  = f i r s t  measurement Second = second measurement  

NS = not  s i g n i f i c a n t  a t  5X level  ( p a i r e d  i  t e s t )
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F i g u r e  2 . 4 . 1  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i s s u e s  o f  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  
m e a s u r e d  s e q u e n t i a l  I y w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s
( n = 6 ) .
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2 . 5   

A STUDY OF THE EFFECT OF CAST IM M OBILISATION ON BLOOD FLOW 

TO THE T IB IA L  D IAPHYSIS  OF THE ADULT RABBIT

2 . 5 . 1  I NT R O D U C T I O N

I t  i s  c l e a r  t h a t  d i f f e r e n t  m e t h o d s  o f  f i x a t i o n  a r e  

a s s o c i a t e d  w i t h  d i f f e r e n c e s  i n  b o n e  b l o o d  f l o w  c h a n g e s  

d u r i n g  f r a c t u r e  h e a l i n g  ( S e c t i o n  1 . 3 . 2 ) .  I n  o r d e r  t o  

e l  i m i n a t e  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  i n s e r t i o n  o f  p i n s  o r  p l a t e s  

i n t o  o r  o n t o  t h e  t i b i a ,  t h e  h i n d  l i m b  may be  i m m o b i l i s e d  i n  

a c a s t ,  b u t  t h e  e f f e c t s  o f  t h i s  f o r m  o f  m a n a g e m e n t  s h o u l d  

be known s o  t h a t  t h e y  a r e  n o t  c o n f u s e d  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  

t h e  i n t e r v e n t i o n  u n d e r  s t u d y .  F u r t h e r ,  i t  i s  d e s i r a b l e  t o  

u s e  t h e  c o n t r a l a t e r a l  u n f r a c t u r e d  I i mb a s  a c o n t r o l  , i n  

o r d e r  t o  r e d u c e  t h e  s t a t i s t i c a l  p r o b l e m  p o s e d  by  t h e  w i d e  

v a r i a t i o n  b e t w e e n  d i f f e r e n t  a n i m a l s ,  b u t  t h e  u s e  o f  t h i s  

l i m b  i s  l i k e l y  t o  c h a n g e  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d  a n d  

i t  c a n n o t  be  a s s u m e d  t h a t  t h e  ' c o n t r o l ' I i m b  i s  u n a f f e c t e d  

by  t h e  i mmobi  I i s a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  I i m b . T h e r e  i s ,  

h o w e v e r ,  v e r y  l i t t l e  q u a n t i t a t i v e  i n f o r m a t i o n  a s  t o  t h e  

e f f e c t s  o f  s i m p l e  i m m o b i l i s a t i o n  on b l o o d  f l o w  t o  t h e  b o n e s  

o f  t h e  h i n d  l i m b s .

S e v e r a l  s t u d i e s  i n  t h e  r a b b i t  u s i n g  a n g i o g r a p h y  a f t e r  

p l a s t e r  i m m o b i I i s a t i o n  o f  o n e  h i n d l i m b  h a v e  b e e n  r e p o r t e d .  

G e i s e r  a n d  T r u e t a  ( 1 9 5 8 )  n o t e d  an i n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  o f  

v e s s e l s  v i s u a l  i s e d  a r o u n d  t h e  os  c a  I c i s , a n d  t h a t  t h i s  

c h a n g e  c o mme n c e d  i n  t h e  f i r s t  w e e k .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e y  d i d  

n o t  f i n d  a n y  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e s e  a n i m a l s  a n d  t h o s e  

a l s o  s u b j e c t e d  t o  an  o b i i q u e  o s t e o t o m y  o f  t h e  t i b i a  h e l d  by  

c i r c l a g e  w i r i n g .  F e r g u s o n  a n d  A k a h o s h i  ( 1 9 6 0 )  d e s c r i b e d  

v e s s e l  p r o l  i f e r a t i o n  a r o u n d  t h e  k n e e ,  w h i c h  w a s  i n c l u d e d  i n  

t h e  c a s t  i n  t h e i r  s e r i e s .  No c h a n g e s  w e r e  n o t e d  i n  t h e
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n u m b e r  o f  v e s s e l s  o f  t h e  m u s c l e s  b e l o w  t h e  k n e e .  H u l t h  a n d  

O l e r u d  ( 1 9 6 0 a , b )  f o u n d  t h a t  t h e  m a j o r  v e s s e l s  o f  t h e  

h i n d  l i m b  b e c a m e  m o r e  t o r t u o u s  d u r i n g  t h e  s e c o n d  w e e k ,  a n d  

t h a t  i n  some c a s e s  t h i s  c h a n g e  w a s  b i l a t e r a l .

An a t t e m p t  t o  q u a n t i f y  t h i s  a p p a r e n t  i n c r e a s e  i n  

v a s c u l a r i t y  w a s  made by  Semb ( 1 9 6 8 , 1 9 6 9 ) ,  who c o m p a r e d  t h e  

u p t a k e  o f  S r 8 5  i n  t h e  t w o  I i m b s  o f  t h e  r a b b i t .  A f t e r  o n e  o r  

t h r e e  w e e k s  o f  i m m o b i l i s a t i o n ,  t h e  e x p e r i m e n t a l  t i b i a  h a d  a  

h i g h e r  u p t a k e  o f  t h e  i s o t o p e ,  b u t  t h i s  d i f f e r e n c e  w a s  n o t  

s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  H i e r t o n  ( 1 9 8 3 )  s t u d i e d  a m o d e l  

o f  m y o s i t i s  o s s i f i c a n s  i n  t h e  r a b b i t ,  i n  w h i c h  o n e  h i n d  l i m b  

w a s  s p  I i n t e d  i n  e x t e n s i o n  a n d  f l e x e d  da  i I y o u t  o f  t h e

s p l i n t  a f t e r  t h e  f i r s t  w e e k .  A f t e r  o n e  w e e k  o f  t h i s  r e g i m e ,

t wo  w e e k s  a f t e r  a p p I  i c a t i o n  o f  t h e  s p I  i n t ,  t h e r e  w e r e

r e d u c t i o n s  i n  t h e  f l o w  t o  t h e  p r o x i m a l  t i b i a  w i t h  r e s p e c t  

t o  t h e  c o n t r o l  l i m b  a s  m e a s u r e d  by  t h e  m i c r o s p h e r e

t e c h n i q u e .  A f t e r  a f u r t h e r  w e e k ,  t h e r e  w e r e  l a r g e  

r e d u c t i o n s  i n  f l o w  t o  t h e  t i b i a l  m a r r o w  a n d  s ma I  1 e r  

r e d u c t i o n s  i n  f l o w  t o  t h e  c o r t e x  a n d  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t  

m u s c l e .  T h i s  r e s u l t  may h a v e  a r i s e n  f r o m  t h e  u n p h y s i o -  

l o g i c a l  p o s i t i o n  o f  t h e  l i m b  w i t h  c o n s e q u e n t  h e a v y  u s a g e  o f  

t h e  ' c o n t r o l ' ,  a s  t h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  o n e  w e e k  a n d  

t w o  w e e k  g r o u p s  a p p e a r s  t o  h a v e  a r i s e n  f r o m  i n c r e a s e s  i n

t h e  f l o w  t o  t h e  c o n t r o l  I i mb r a t h e r  t h a n  f  a I I s  i n  t h e  

s p l i n t e d  l i m b .  F u r t h e r ,  t h e  t e c h n i q u e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y ,  

i n v o l v i n g  t h e  t a k i n g  o f  w i t h d r a w a l  s a m p l e s  f r o m  t h e  c r a n i a !  

e n d  o f  a c a r o t i d  a r t e r y ,  i s  o f  q u e s t i o n a b l e  v a l i d i t y ,  a n d  

t h e  t a b l e s  o f  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  some v a l u e s  a r e  q u o t e d  

i n c o r r e c t l y  b y  a f a c t o r  o f  o n e  h u n d r e d .

I n  v i e w  o f  t h e  l a c k  o f  q u a n t i t a t i v e  d a t a  on t h i s  

s u b j e c t ,  i t  w a s  n e c e s s a r y  b e f o r e  c a s t  i m m o b i I i s a t i o n  w a s  

u s e d  i n  t h e  s t u d y  o f  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e s  t o  i n v e s t i g a t e  

t h e  r e s u l t  o f  c a s t i n g  a l o n e  on b l o o d  f l o w  t o  b o t h  t h e  

i m m o b i I i s e d  a n d  t h e  c o n t r o l  I i m b . T h i s  c o u l d  be  c a r r i e d  o u t  

u s i n g  t h e  s e q u e n t i a l  m e t h o d  o f  m e a s u r e m e n t  o f  b o n e  b l o o d  

f l o w  s t u d i e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n  ( S e c t i o n  2 . 4 ) .  U s i n g
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n o n - b i o d e g r a d a b I e m i c r o s p h e r e s ,  t h e s e  m e a s u r e m e n t s  may be  

p e r f o r m e d  a t  t i m e s  f a r  r e m o v e d  f r o m  o n e  a n o t h e r .

H a l e s  a n d  Cl  i f f  ( 1 9 7 7 )  o b s e r v e d  t h e  f a t e  o f  i n j e c t e d  

m i c r o s p h e r e s  s i z e d  1 3 . 7  i  4 . 1  pm i n  v i v o  u s i n g  r a b b i t  e a r  

c h a m b e r s .  T h e  m a j o r i t y  o f  s p h e r e s  mo v e d  w i t h i n  t h e  c h a m b e r  

o v e r  t h e  f i r s t  t wo  d a y s ,  a n d  a p p r o x i m a t e l y  20% moved  

s u f f i c i e n t l y  f a r  t o  l e a v e  a h i g h  p o w e r  m i c r o s c o p e  f i e l d .  

H o w e v e r ,  c o u n t s  o v e r  t h e  e a r  a n d  t h e  l u n g s  r e m a i n e d  

c o n s t a n t  o v e r  t h e  c o u r s e  o f  f i f t y  d a y s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  

r e t u r n  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  t o  t h e  s y s t e m i c  c i r c u l a t i o n  was  

n e g I  i g i b l e .  T h e s e  a u t h o r s  a l s o  o b s e r v e d  t h a t  t h e  

m i c r o s p h e r e s  d i d  n o t  e x c i t e  a n y  c e l l u l a r  r e s p o n s e ,  a n d  t h a t  

t h e  e f f e c t s  on t h e  l o c a l  c i r c u l a t i o n  a p p e a r e d  m i n i m a l .  

T h u s ,  b l o c k a g e  o f  a v e s s e l  by a m i c r o s p h e r e  r e s u l t e d  i n  

r e d i r e c t i o n  o f  f l o w  t h r o u g h  c o l l a t e r a l s  w i t h i n  t h i r t y  

s e c o n d s ,  a n d  many s p h e r e s  d i d  n o t  p r e v e n t  t h e  p a s s a g e  o f  

e r y t h r o c y t e s  a l o n g  t h e  v e s s e l  i n  w h i c h  t h e y  h a d  l o d g e d .  By 

t h r e e  w e e k s ,  a l m o s t  a l l  t h e  m i c r o s p h e r e s  w e r e  e x t r a -  

v a s c u l a r .

T h e  f a t e  o f  e x  t  r a v a s c u  I a r  m i c r o s p h e r e s  h a s  b e e n  

i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  dog ( R o b e r t s o n  e f  a / .  1 9 8 5 ) .  A f t e r

d i r e c t  i n j e c t i o n  i n t o  t h e  f e m u r ,  many  15pm m i c r o s p h e r e s  

p a s s e d  d i r e c t l y  i n t o  t h e  v e n o u s  s y s t e m ,  b u t  t h e  r e m a i n d e r  

s h o w e d  no t e n d e n c y  t o  move t o  t h e  l u n g s  o r  i n t o  t h e  

l y m p h a t i c  s y s t e m  o v e r  t h e  c o u r s e  o f  f o u r  d a y s .  A sma I I 

n u m b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  w e r e  f o u n d  i n  l o c a l  l ymph n o d e s  

a f t e r  i n j e c t i o n  i n t o  s k e l e t a l  m u s c l e  a l o n g s i d e  t h e  f e m u r ,  

b u t  92% o f  s p h e r e s  h a d  r e m a i n e d  a t  t h e  i n j e c t i o n  s i t e  a t  

f o u r  d a y s .  T h u s ,  m i c r o s p h e r e s  i n j e c t e d  i n t r a v a s c u l a r I  y may  

be  c l e a r e d  i n  sma I I n u m b e r s  f r o m  m u s c l e  o n c e  t h e y  h a v e  

b e c o m e  e x t r a v a s c u I a r , b u t  t h i s  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  h a p p e n  i n  

t h e  s h o r t - t e r m  i n  d i a p h y s e a l  b o n e .

H a l e s  a n d  Cl  i f f  ( 1 9 7 7 )  o b s e r v e d  t h a t  t h e r e  w a s  no  

l e a c h i n g  o f  i s o t o p e  i n t o  t h e  u r i n e  o r  f a e c e s  f r o m  

m i c r o s p h e r e s  l a b e l  l e d  w i t h  Cel  4 1 , a l t h o u g h  t h i s  w a s  f o u n d  

t o  o c c u r  w i t h  s p h e r e s  l a b e l l e d  w i t h  1 1 2 5 .  D u P o n t  w e r e  

u n a b l e  t o  f u r n i s h  a n y  d a t a  c o n c e r n i n g  l e a c h i n g  f r o m  t h e i r
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N e n - T r a c  m i c r o s p h e r e s  i n  v i v o ,  a n d  t h e r e f o r e  t h i s  w a s  

t e s t e d  i n  a p i l o t  e x p e r i m e n t .

I n  o r d e r  t o  o b t a i n  t w o  m e a s u r e m e n t s  o f  b l o o d  f l o w  i n  

t h e  same a n i m a l  on d i f f e r e n t  d a y s ,  t h e  c a t h e t e r s  may be  

l e f t  i n  s i t u  o r  t h e y  may be r e m o v e d  a n d  s u b s e q u e n t l y  

r e i n s e r t e d  i n t o  t h e  same v e s s e l s .  B o t h  o p t i o n s  p r e s e n t  

t e c h n i c a l  d i f f i c u l t i e s ,  a n d  t h e  g o o d  m i x i n g  o f  t h e  

m i c r o s p h e r e s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  p r e s e n t  t e c h n i q u e  s u g g e s t e d  

t h a t  t h e  s e c o n d  m e a s u r e m e n t  c o u l d  be  o b t a i n e d  by  

c a t h e t e r  i s i n g  t h e  c o n t r a l a t e r a l  c a r o t i d  a n d  b r a c h i a l  

a r t e r i e s .  T h e  e f f e c t s  o f  o c c l u d i n g  b o t h  c a r o t i d  a r t e r i e s  i s  

m i n i m a l  i n  t h e  r a b b i t  ( S e c t i o n  2 . 1 . 2 . 2 ) ,  b u t  t wo  p i l o t  

e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  t o  e n s u r e  t h a t  l e f t  a n d  r i g h t  

b r a c h i a l  s a m p l i n g  w e r e  e q u i v a l e n t .

2 . 5 . 2  METHOD

2 . 5 . 2 .  1 I s o t o p e  I e a c h  i  n g

T h e  p i  l o t  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  on a f e m a l e  New  

Z e a l a n d  W h i t e  r a b b i t  w e i g h i n g  3 . 8 5 k g .  T h e  a n i m a l  w a s  

p r e p a r e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( S e c t i o n  2 . 2 . 2 ) ,  e x c e p t  

t h a t  t h e  c a t h e t e r i s a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  a s e p t i c a l l y .  A 

m i x t u r e  c o n t a i n i n g  8 . 0  x 1 0 *  m i c r o s p h e r e s  s i z e d  1 1 . 3  ± 

0 . 1  pm,  w i t h  o n e  h a l f  l a b e l l e d  w i t h  G d l 5 3  a n d  t h e  o t h e r  

w i t h  S n i i 3 ,  w a s  i n j e c t e d  v i a  t h e  a o r t i c  c a t h e t e r ,  a n d  t h e  

a n i m a l  a I l o w e d  t o  r e c o v e r  f o l  l o w i n g  r e m o v a l  o f  t h e  

c a t h e t e r s .  I t  w a s  k e p t  i n  a m e t a b o l i c  c a g e  f o r  a p e r i o d  o f  

t w o  w e e k s ,  w i t h  c o l  l e c t i o n  o f  a I I u r i n e  a n d  f a e c e s  p a s s e d .

T h e  CO I l e c t i o n s  f r o m  e a c h  d a y  w e r e  w e i g h e d  a n d  t wo  

s a m p l e s  t a k e n  f r o m  e a c h .  T h e s e  w e r e  w e i g h e d  a n d  c o u n t e d  f o r  

l e a c h e d  l a b e l . A f t e r  c o r r e c t i o n  f o r  d e c a y ,  t h e  a m o u n t  o f  

l a b e l  i n  t h e  w h o l e  c o l  l e c t i o n  f o r  e a c h  d ay  w a s  c a l c u l a t e d ,  

a n d  e x p r e s s e d  a s  a p e r c e n t a g e  o f  t h e  a d m i n i s t e r e d  d o s e .
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2 . 5 . 2 . 2  B r a c h i a /  s a m p I i n g

Two f e m a l e  New Z e a l a n d  W h i t e  r a b b i t s  w e i g h i n g  3 . 9 5  a n d  

4 . 0 5 k g  w e r e  s t u d i e d .  A f t e r  p r e p a r a t i o n  a s  b e f o r e ,  c a t h e t e r s  

w e r e  i n s e r t e d  i n t o  t h e  a s c e n d i n g  a o r t a  v i a  b o t h  c a r o t i d  

a r t e r i e s ,  a n d  b o t h  b r a c h i a l  a r t e r i e s  w e r e  c a n n u l a t e d .  

I n j e c t i o n s  c o n t a i n i n g  1 x 1 0 *  m i c r o s p h e r e s  s i z e d  1 1 . 3  ± 

0 . 1  pm a n d  l a b e l l e d  w i t h  S n i i 3  w e r e  g i v e n  a l t e r n a t e l y  v i a  

e a c h  c a r o t i d  c a n n u l a ,  wh i I e  w i t h d r a w a l  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  

s i m u l t a n e o u s l y  f r o m  b o t h  b r a c h i a l  a r t e r i e s .  T h e  v o l u m e  o f  

b l o o d  w i t h d r a w n  wa s  r e p l a c e d  w i t h  H a e m a c c e !  b e f o r e  t h e  n e x t  

i n j e c t i o n .  F i v e  i n j e c t i o n s  w e r e  g i v e n  i n  t h e  f i r s t  a n i m a l ,  

a n d  t h r e e  i n j e c t i o n s  i n  t h e  s e c o n d  b e f o r e  o n e  o f  t h e  

b r a c h i a l  c a t h e t e r s  b ec a m e  o c c l u d e d .

T h e  w i t h d r a w a l  s a m p l e s  w e r e  c o u n t e d  a f t e r  c e n t r i f u g ­

a t i o n .  As t h e  t wo  w i t h d r a w a l  s y r i n g e s  g a v e  s l i g h t l y  

d i f f e r e n t  w i t h d r a w a l  r a t e s ,  t h e  c o u n t s  w e r e  c o r r e c t e d  t o  

u n i t  w i t h d r a w a l  r a t e  b e f o r e  c o m p a r i s o n .

2 . 5 . 2 . 3  C a s t  i m m o b i l i s a t i o n

T h e  e f f e c t  o f  c a s t  immobi  I i s a t i o n  w a s  i n v e s t i g a t e d  i n  

t w e l v e  f e m a l e  New Z e a l a n d  W h i t e  r a b b i t s  w e i g h i n g  4 . 0 5  t o  

5 . 3 5 k g .  M e a s u r e m e n t s  o f  b l o o d  f l o w  w e r e  made w i t h

i n j e c t i o n s  o f  3 . 0 - 4 . 8  x 10 * m i c r o s p h e r e s  s i z e d  1 1 . 3  ± 

0 . 1  pm,  w i t h  a l t e r n a t i o n  o f  t h e  l a b e l  u s e d  f o r  t h e  f i r s t  

i n j e c t i o n .  T h e  u p p e r  I i m i t  o f  t h e  n u m b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  i n  

a n y  one  a n i m a l  was  i m p o s e d  by t h e  i s o t o p e  d i s p o s a l  I i m i t s  

a f t e r  t h e  d i s c o n t i n u a t i o n  o f  t h e  l o w e r  a c t i v i t y

m i c r o s p h e r e s  by t h e  m a n u f a c t u r e r  ( S e c t i o n  2 . 1 . 3 . 4 ) .  T h e  

f i r s t  m e a s u r e m e n t  w a s  p e r f o r m e d  a s e p t i c a l  I y a s  a b o v e ,  b u t  

b e f o r e  r e c o v e r y  f r o m  t h e  a n a e s t h e t i c  o n e  h i n d l i m b  w a s

s e l e c t e d  a t  r a n d o m  by  t h e  t o s s  o f  a c o i n ,  a n d  immobi  I i s e d  

i n  a p a d d e d  w a t e r - r e s i s t a n t  p o l y u r e t h a n e  c a s t  ( . D e l t a - C a s t ,  

J o h n s o n  a n d  J o h n s o n ,  New Mi I t o n )  f r o m  t h e  t o e s  t o  j u s t

a b o v e  t h e  k n e e ,  w i t h  t h e  f o o t  a t  r i g h t - a n g l e s  o r  s i  i g h t l y  

d o r s i f l e x e d  t o  a I l ow t h e  a n i m a l  t o  s i t  c o m f o r t a b l y .  F o r  t h e
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f i r s t  d a y  p o s t o p e r a t i v e  I y t h e  a n i m a l s  w e r e  c a g e d ,  b u t  

t h e r e a f t e r  w e r e  k e p t  i n  t h e  f r e e - r a n g e  r o o m .

T h e  s e c o n d  b l o o d  f l o w  m e a s u r e m e n t  w a s  p e r f o r m e d  a f t e r  

o n e  w e e k  i n  s i x  a n i m a l s  a n d  a f t e r  t w o  w e e k s  i n  t h e  o t h e r  

s i x .  T h e  a n i m a l s  w e r e  a g a i n  a n a e s t h e t i s e d ,  a n d  a r e p e a t  

b l o o d  f l o w  m e a s u r e m e n t  p e r f o r m e d  u s i n g  m i c r o s p h e r e s  o f  t h e  

o p p o s i t e  l a b e l .  F o r  t h i s  m e a s u r e m e n t ,  t h e  c a t h e t e r s  w e r e  

i n s e r t e d  v i a  t h e  r i g h t  c a r o t i d  a r t e r y  a n d  t h e  r i g h t  

b r a c h i a l  a r t e r y .  T h e  b o n e  a n d  s k e l e t a l  m u s c l e  s a m p l e s  w e r e  

p r e p a r e d  a n d  c o u n t e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( S e c t i o n s

2 . 2 . 2  a n d  2 . 2 . 5 ) .

T h e  f l o w s  b e f o r e  a n d  a f t e r  i m m o b i I i s a t i o n  i n  e a c h  g r o u p  

w e r e  c o m p a r e d  u s i n g  t h e  p a i r e d  t  t e s t ,  wh i l e  t h e  f l o w s  

a f t e r  o n e  a n d  t wo  w e e k s  o f  immobi  I i s a t i o n  w e r e  c o m p a r e d  

u s i n g  t h e  u n p a i r e d  t  t e s t .

2 . 5 . 3  RESULTS

2 . 5 . 3 .  1 I s o t o p e  l e a c h i n g

T h e  a n i m a l  d i d  n o t  s h o w  a n y  i I I - e f f e c t s  f r o m  t h e  i n j e c t i o n ,  

n o r  f r o m  t h e  I i g a t  i o n  o f  t h e  l e f t  c a r o t i d  a n d  b r a c h i a l  

a r  t e r  i e s .

T h e  r e s u l t s  o f  t h e  l e a c h i n g  c o u n t s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  

2 . 5 . 1 .  I t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  d e g r e e  o f  l e a c h i n g  wa s  m i n i m a l ,  

a m o u n t i n g  t o  l e s s  t h a n  0 . 5 %  f o r  e a c h  i s o t o p e  o v e r  t h e  w h o l e  

e x p e r i m e n t a l  p e r i o d ,  a n d  t h u s  l e a c h i n g  o f  t h e  i s o t o p e s  i s  

u n l i k e l y  t o  a f f e c t  s i g n i f i c a n t l y  t h e  r e s u l t s  o f  f l o w  

m e a s u r e m e n t s  p e r f o r m e d  up t o  t w o  w e e k s  b e f o r e  s a c r i f i c e  o f  

t h e  a n  i ma I s .

2 . 5 . 3 . 2  B r a c h i a l  s a m p l i n g

A t  p o s t  m o r t e m  t h e  s i d e  p o r t s  o f  t h e  c a r o t i d  c a t h e t e r s  w e r e

f o u n d  i n  b o t h  a n i m a l s  t o  be  s i  d e - b y - s i  de  j u s t  a b o v e  t h e

a o r t i c  v a l v e ,  a n d  t h e r e f o r e  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  l e f t  a n d

r i g h t  i n j e c t i o n s  w e r e  c o n s i d e r e d  t o g e t h e r .  T h e  l e f t  a n d



2 .5  BLOOD FLOW AFTER IMMOBILISATION 111

r i g h t  b r a c h i a l  s a m p l e s  w e r e  n o t  f o u n d  t o  d i f f e r  

s i g n i f i c a n t l y  on p a i r e d  i  t e s t i n g ,  a l t h o u g h  s t r i c t l y  t h i s  

t e s t  i s  n o t  a p p  I i c a b l e  a s  t h e  e i g h t  i n j e c t i o n s  w e r e  n o t  

c o m p l e t e l y  i n d e p e n d e n t .  T h e  c o u n t s  w e r e  h i g h e r  on t h e  r i g h t  

s i d e  on  f o u r  o c c a s i o n s  a n d  on t h e  l e f t  on f o u r ,  a n d  t h e  

g e o m e t r i c  me a n s  o f  t h e  r a t i o s  o f  r i g h t  t o  l e f t  w e r e  1 . 2 0  

f o r  t h e  f i r s t  a n i m a l  a n d  1 . 0 1  f o r  t h e  s e c o n d .

2.5.3.3 Cas t  i m m o b i I / sat / on

T h e  a n i m a l s  d i d  n o t  a p p e a r  u n d u l y  r e s t r i c t e d  by  t h e  c a s t s ,  

a n d  mov e d  a b o u t  t h e  r oo m n o r m a l  I y . M o s t  l o s t  a I i t t l e  

w e i g h t  o v e r  t h e  f i r s t  t w o  t o  f o u r  d a y s  p o s t o p e r a t i v e ! y , a n d  

s e v e r a l  w e r e  n o t e d  t o  g n a w  a t  e i t h e r  e n d  o f  t h e  c a s t .  The  

mean f l o w s  i n  t h e  t wo  g r o u p s  b o t h  b e f o r e  a n d  a f t e r  

i m m o b i l i s a t i o n  a r e  g i v e n  i n  T a b l e s  2 . 5 . 2  a n d  2 . 5 . 3 ,  a n d  

g r a p h i c a l l y  i n  F i g u r e s  2 . 5 . 1  a n d  2 . 5 . 2 .  T h e  f u l l  r e s u l t s  

a r e  g i v e n  i n  T a b l e s  A . 3 . 6  a n d  A . 3 . 7 ,  A p p e n d i x  3 .

T h e  f l o w s  t o  t h e  c o r t e x  a n d  m a r r o w  d e c r e a s e d  a f t e r  o ne  

w e e k  o f  i m m o b i I i s a t i o n  i n  b o t h  I i m b s ,  w h i l e  t h e  f l o w  t o  t h e  

m u s c l e  i n c r e a s e d ,  b u t  t h e s e  c h a n g e s  w e r e  n o t  s t a t i s t i c a l l y  

s i g n i f i c a n t .  I n  t h e  t w o  w e e k  g r o u p  o f  a n i m a l s  t h e  c o r t i c a l  

f l o w s  r e m a i n e d  s l i g h t l y  d e c r e a s e d ,  w h i l e  t h e  m a r r o w  f l o w s  

h a d  now i n c r e a s e d ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  f l o w  t o  t h e  m u s c l e .  

A g a i n  t h e s e  c h a n g e s  w e r e  n o t  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  

F l o w s  b e f o r e  c a s t i n g  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  

b e t w e e n  t h e  o n e  w e e k  a n d  t wo  w e e k  g r o u p s  on u n p a i r e d  i  

t e s t i n g ,  w h i l e  a f t e r  c a s t i n g  t h o s e  t o  t h e  p r o x i m a l  m a r r o w  

w e r e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  i n  t h e  t w o  w e e k  g r o u p  i n  b o t h  t h e  

i m m o b i l i s e d  a n d  c o n t r o l  l i m b s  ( p  < 0 . 0 5 ) .

A I  I o f  t h e s e  c h a n g e s  o c c u r r e d  i n  b o t h  immobi  I i s e d  a nd  

c o n t r o l  I i m b s ,  a n d  i n  b o t h  t h e  o n e  w e e k  a n d  t h e  t w o  w e e k  

g r o u p s  t h e  f l o w s  t o  t h e  immobi  I i s e d  I i mb d i d  n o t  d i f f e r  

s i g n i f i c a n t l y  f r o m  t h o s e  t o  t h e  c o n t r o l  e i t h e r  b e f o r e  o r  

a f  t e r  c a s t  i n g .

As a r e s u l t  o f  t h e  r e l a t i v e l y  sma I I n u m b e r  o f  

m i c r o s p h e r e s  t h a t  c o u l d  be  u s e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  m o s t
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t i s s u e  s a m p l e s  c o n t a i n e d  l e s s  t h a n  150  m i c r o s p h e r e s .  

H o w e v e r ,  t h e  v a r i a b i l i t y  o f  b l o o d  f l o w s  b e t w e e n  a n i m a l s  w a s  

n o t  h i g h e r  t h a n  i n  t h e  p r e v i o u s  s t u d i e s ,  e x c e p t  i n  t h e  

d i s t a l  m a r r o w  w h e r e  t h e  c o e f f i c i e n t s  o f  v a r i a t i o n  w e r e  

t w i c e  t h a t  o f  t h e  p r e v i o u s  s t u d i e s .  T h i s  a r o s e  f r o m  t h e  

l o w e r  f l o w s  i n  t h e s e  p r e d o m i n a n t l y  o l d e r  a n i m a l s ,  w h i c h  i n  

c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e  sma I I s i z e  o f  t h e s e  s p e c i m e n s  ( a I I 

l e s s  t h a n  0 . 7 g )  r e s u l t e d  i n  t h e i r  c o n t a i n i n g  l o w  n u m b e r s  o f  

m i c r o s p h e r e s .

2 . 5 . 4  D I S C U S S I O N

T h e  p i l o t  s t u d i e s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  s e q u e n t i a l  m e t h o d  

o f  m e a s u r e m e n t  o f  b l o o d  f l o w  c o u l d  be  p e r f o r m e d  a c c u r a t e l y  

o v e r  a t wo  w e e k  p e r i o d  u s i n g  d i f f e r e n t  c a t h e t e r  s i t e s .  T h e  

r e s u l t s  o f  t h e  b r a c h i a l  samp I i n g  e x p e r i m e n t  c o n f i r m  t h e  

a d e q u a c y  o f  m i x i n g  s u g g e s t e d  by  t h e  e q u a l  i t y  o f  l e f t  a n d  

r i g h t  t i b i a l  f l o w s  o f  e a r l i e r  e x p e r i m e n t s  ( S e c t i o n  2 . 2 )  a n d  

by t h e  r e s u l t s  o f  o t h e r  s t u d i e s  u s i n g  a o r t i c  i n j e c t i o n  

( L u n d e  a n d  M i c h e  I s o n  1 9 7 0 ,  G r e g g  a n d  W a l d e r  1 9 8 0 ,  A a l t o  a n d  

S l a t  i s  1 9 8 4 ,  C o u r t - B r o w n  1 9 8 5 ,  W o o t t o n  a n d  D o r é  1 9 8 6 ,  

S e c t i o n  2 . 1 . 2 . 2 ) .  T h e  u s e  o f  l a r g e r  n u m b e r s  o f  m i c r o s p h e r e s ,  

a s  i n  t h e  i mmob i I i s a t i o n  e x p e r i  m e n t , i s  l i k e l y  t o  r e d u c e  

p r o p o r t i o n a l  r a n d o m  v a r i a t i o n  f u r t h e r .

A f t e r  i m m o b i l i s a t i o n  o f  o n e  h i n d l  imb t h e  c h a n g e s  i n  

f l o w  o b s e r v e d  w e r e  b i l a t e r a l ,  a n d  t h u s  a r i s i n g  f r o m  g e n e r a l  

f a c t o r s  r a t h e r  t h a n  f r o m  t h e  i m m o b i I  i s a t i o n  i t s e l f .  T h e s e  

c h a n g e s  w e r e  n o t  s t a t i s t i c a l  I y s i g n i f i c a n t  w i t h  t h e  n u m b e r s  

o f  a n i m a l s  s t u d i e d .  T h e  o b s e r v e d  r i s e  i n  m a r r o w  f l o w  

b e t w e e n  o n e  a n d  t w o  w e e k s  may be  r e l a t e d  t o  t h e  

h a e m a t o p o i e t i c  f u n c t i o n  o f  t h e  m a r r o w  i n  t h e  r e p l a c e m e n t  o f  

t h e  w i t h d r a w n  b l o o d  c e l  I s ,  p a r t i c u l a r l y  a s  i t  w a s  m o r e  

m a r k e d  i n  t h e  p r o x i m a l  m a r r o w  w h i c h  r e m a i n s  m a c r o s c o p i c a I  I y 

r e d  i n  t h e  a d u l t  a n i m a l .  T h e  i n c r e a s e  i n  p r o x i m a l  m a r r o w  

f l o w  b e t w e e n  o n e  a n d  t wo  w e e k s  o f  immobi  I i s a t i o n  w a s  t h e  

o n l y  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  o b s e r v e d .
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T h e  f i n d i n g s  o f  t h i s  q u a n t i t a t i v e  s t u d y  c o n t r a s t  w i t h  

t h o s e  o f  p e r f u s i o n  e x p e r i m e n t s ,  w h i c h  s u g g e s t  a n  i n c r e a s e  

i n  t h e  v a s c u l a r i t y  o f  an  i m m o b i l i s e d  l i m b  w i t h i n  t h e  t i m e

p e r i o d s  o f  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n .  T h e  v i s u a l i s a t i o n  o f  

b l o o d  v e s s e l s  by p e r f u s i o n  t e c h n i q u e s  g i v e s  o n l y  an

i n d i r e c t  i n d i c a t i o n  o f  t h e  l e v e l  o f  b l o o d  f l o w ,  a n d  t h e  

v e s s e l  p r o l i f e r a t i o n  o b s e r v e d  a r o u n d  t h e  b o n e s  d o e s  n o t

a p p e a r  t o  be  a s s o c i a t e d  w i t h  u n i  l a t e r a l  c h a n g e s  i n  f l o w

w i t h i n  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s .

T h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e s e  f i n d i n g s  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  

i s  t h a t  t h e  u n f r a c t u r e d  t i b i a  may be  u s e d  a s  a v a  I i d  

c o n t r o l  f o r  b l o o d  f l o w  m e a s u r e m e n t s  i n  a t i b i a  s u b j e c t e d  t o  

a u n i  l a t e r a l  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e  immobi  I i s e d  i n  a c a s t .  

C o n t r o l  m e a s u r e m e n t s  o f  b l o o d  f l o w  b e f o r e  f r a c t u r e  may be  

o m i t t e d ,  a I l o w i n g  m o r e  a n i m a l s  t o  be  s t u d i e d  w i t h i n  t h e  

r a d i o - i s o t o p e  d i s p o s a l  l i m i t s .  T h e  g r o u p s  o f  a n i m a l s  

s t u d i e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  f o r m  c o n t r o l  g r o u p s  f o r  f u t u r e  

w o r k ,  a I l o w i n g  a s s e s s m e n t  o f  t h e  e f f e c t s  o f  f r a c t u r e  on  

b l o o d  f l o w  i n d e p e n d e n t l y  o f  a n y  e f f e c t s  o f  i m m o b i l i s a t i o n  

p e r  s e ,  o r  o f  t h e  e f f e c t s  o f  o p e r a t i v e  t r a u m a ,  a l t h o u g h  t h e  

t r a u m a  o f  a n  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e  may n o t  be  s t r i c t l y  

c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o f  c a t h e t e r i s a t  i o n  f o r  b l o o d  f l o w  

m e a s u r e m e n t .
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T a b l e  2 . 5 . 1  L e a c h i n g  o f  G d * 5 3  a n d  S n i i 3  l a b e l s  i n t o  t h e  
u r i n e  a n d  f a e c e s  o v e r  t w o  w e e k s  ( n = 1 ) .  L e a c h i n g  i s  
e x p r e s s e d  a s  a p e r c e n t a g e  o f  t h e  a d m i n i s t e r e d  d o s e .  No 
f a e c e s  w e r e  p a s s e d  on t h e  d a y s  l e f t  b l a n k .

Da y

U r i n e F a e c e s

Gdl  S3 Sni  1 3 Gdl  53 Sni  1 3

1 <0.01 <0.01 - -

2 <0.01 <0.01 - -

3 0.01 0.01 <0.01 <0.01

4 0 . 0 2 <0.01 - -

5 0.01 <0.01 <0.01 <0.01

6 0 . 0 2 <0.01 0 . 02 <0.01

7 0 . 0 6 <0.01 <0.01 <0.01

8 0 . 0 7 <0.01 0.01 <0.01

9 0.  11 <0.01 <0.01 <0.01

10 0 . 0 3 <0.01 - -

11 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

12 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

13 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

14 0 . 0 7 <0.01 <0.01 <0.01

Sum 0 . 4 2 0 . 0 3 0 . 0 4 0 . 0 2
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T a b l e  2 . 5 . 2  One w e e k  g r o u p .  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a  I 
d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  
m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( 5 D )  pm m i c r o s p h e r e s  b e f o r e  a n d
a f t e r  immobi  I i s a t i o n  o f  o n e  h i n d l  i mb I n  a c a s t  f o r  o n e  
w e e k .  F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  mean ± SE m l / m i n . 1 0 0 g  ( n = 6 ) .

B e f o r e c a s t A f t e r c a s t P

proximal  c o r t e x E 1 . 39  ± 0 . 52 0 . 5 9  ± 0 . 1 6 NS

C 2.01 0 . 7 3 0 . 7 7 0 . 3 0 NS

d i s t a l  c o r t e x E 1 .56 0 . 5 6 0.61 0.  13 NS

C 1 .21 0.41 0 . 5 4 0 . 1 5 NS

proximal  marrow E 28.  18 6 . 6 9 17.58 2 . 4 9 NS

C 27.  13 6 . 3 7 17.28 2 . 1 7 NS

d i s t a l  marrow E 4 . 9 8 2 . 0 4 4 . 9 6 2 . 0 0 NS

C 4 . 5 3 1 .95 3 . 9 8 1 .60 NS

s k e l e t a l  muscle E 6 . 0 6 1 .32 7 . 6 9 1 .15 NS

•

C 4 . 8 0 0 . 9 0 5 . 85 0 . 5 2 NS

E = exper i ment a l 1 imb C = cont ro l  1imb ( not  in c a s t )

NS = not  s ign i f i cant  a t 5% 1 eve 1 (pa i red t t e s t )
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T a b l e  2 . 5 . 3  Two w e e k  g r o u p .  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  
m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  b e f o r e  a n d
a f t e r  immobi  I i s a t i o n  o f  o n e  h i n d l  imb i n  a c a s t  f o r  t wo  
w e e k s .  F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  mean ± SE m l / m i n . l O O g  ( n = 6 ) .

B e f  o r e c a s t A f  t e r c a s t P

proximal  c o r t e x E 1 .53 t 0 . 3 9 1 .36 ± 0 . 3 9 NS

C 1 . 74 0.31 1.40 0 . 4 0 NS

d i s t a l  c o r t ex E 1 .62 0.41 1 .40 0 . 5 3 NS

C 1.50 0 . 4 5 0 . 97 0.21 NS

proximal  marrow E 2 3 . 44 3 . 3 7 33 . 37 5 . 8 0 NS

C 24 . 0 3 2 . 5 2 32 . 6 0 5 . 9 7 NS

d i s t a l  marrow E 6 . 2 0 1 .41 8.11 1.33 NS

C 5.  12 0.91 6 . 6 2 1 .21 NS

s k e l e t a l  muscle E 7 . 33 1 .68 8 . 6 6 2 . 3 4 NS

C 6 . 2 5 1 .01 6 . 7 8 1 .40 NS

E = exper i ment a l  l imb C = co n t r o l  l imb ( not  in c a s t )  

NS = not  s i g n i f i c a n t  a t  5% level  ( p a i r e d  t t e s t )
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F i g u r e  2 . 5 . 1  One w e e k  g r o u p .  G e o m e t r i c  me ans  o f  t h e  
r a t i o s  b e t w e e n  f l o w s  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  and  c o n t r o l  I i m b s ,  
b e f o r e  an d  a f t e r  immobi  I i s a t i o n  o f  on e  h i n d l  imb i n  a c a s t  
f o r  o n e  w e e k  ( n = 6  f o r  e a c h  s u b g r o u p ) .

Geometric means of ratios
4

3

2

1

0
Proximal Cortex DIatai Cortex Proximal Marrow Distal Marrow Skeletal Muscle

Tissue

I I Before After
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F i g u r e  2 . 5 . 2  Two w e e k  g r o u p .  G e o m e t r i c  me a n s  o f  t h e  
r a t i o s  b e t w e e n  f l o w s  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  and  c o n t r o l  l i m b s ,  
b e f o r e  a n d  a f t e r  immobi  I i s a t i o n  o f  o n e  h i n d l  imb i n  a c a s t  
f o r  t wo  w e e k s  ( n = 6  f o r  e a c h  s u b g r o u p ) .

Geometric means of ratios

Proximal Cortex DIatal Cortex Proximal Marrow DIatal Marrow Skeletal Muscle

Tissue

Before After
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2.6  -------

SUMMARY

F o r  r e a s o n s  o f  s i z e  a n d  c o s t ,  t h e  r a b b i t  h a s  b e e n  c h o s e n  a s  

t h e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l  f o r  t h e s e  s t u d i e s ,  a n d  a s  f a r  a s  

p o s s i b l e  y o u n g  a d u l t  a n i m a l s  h a v e  b e e n  u s e d  i n  o r d e r  t o  

r e d u c e  t h e  v a r i a t i o n  i n  b o n e  b l o o d  f l o w  b e t w e e n  a n i m a l s  

t h a t  i s  o b s e r v e d  i n  a n i m a l s  o f  d i f f e r i n g  a g e .  A n a e s t h e s i a  

w a s  p r o v i d e d  by  t h e  u s e  o f  h a l o t h a n e  w i t h  s m a l l  d o s e s  o f  

o p i a t e ,  w h i c h  a v o i d e d  s i g n i f i c a n t  p e r i p h e r a l  e f f e c t s  a n d  i n  

p a r t i c u l a r  t h e  o p e n i n g  o f  a r t e r i o v e n o u s  a n a s t o m o s e s .  I t  w a s  

shown i n  t h i s  a n i m a l  mo d e l  t h a t  t h e  e m i s s i o n s  f r o m  t wo  

i s o t o p e s  u s e d  t o  l a b e l  m i c r o s p h e r e s  c o u l d  be  a c c u r a t e l y  

s e p a r a t e d  i n  s a m p l e s  o f  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  s k e l e t a l  

m u s c l e ,  s u b j e c t  t o  t h e  r e q u i r e m e n t  o f  d i s s o l v i n g  t h e  

c o r t i c a l  s a m p l e s  i n  a c i d  i n  o r d e r  t o  o v e r c o m e  t h e  

i n a c c u r a c y  a r i s i n g  f r o m  t h e i r  s p e c i a l  g e o m e t r y .

F o r  e a c h  mo d e l  i n  w h i c h  t h e  m i c r o s p h e r e  m e t h o d  i s  t o  be  

u s e d ,  t h e  m i c r o s p h e r e s  s h o u l d  be  a d e q u a t e l y  m i x e d  a t  t h e  

s i t e  o f  i n j e c t i o n .  T h i s  wa s  t e s t e d  by  c o m p a r i n g  t h e  f l o w s  

t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s e s  o f  t h e  t wo  h i n d l  i m b s ,  w h i c h  w e r e  

f o u n d  n o t  t o  d i f f e r .  F o r  t h e  m i c r o s p h e r e s  t o  be e v e n l y  

d i s t r i b u t e d  w i t h i n  ma j o r  a r t e r i e s ,  a n d  d i s t r i b u t e d  w i t h i n  

t i s s u e s  a s  n e a r l y  a s  p o s s i b l e  i n  t h e  same m a n n e r  a s  

e r y t h r o c y t e s ,  t h e i r  s i z e  s h o u l d  be  c l o s e  t o  t h a t  o f  

e r y t h r o c y t e s  w h i l e  a v o i d i n g  c a p i l l a r y  n o n - e n t r a p m e n t .  S o f t  

t i s s u e  s t u d i e s  by o t h e r  w o r k e r s  h a v e  i n d i c a t e d  t h e  o p t i m u m  

s i z e  t o  be  10pm o r  s l i g h t l y  a b o v e ,  b u t  t h e  d i f f u s e  v e n o u s  

d r a i n a g e  o f  b o n e  p r e s e n t s  d i f f i c u l t i e s  i n  t h e  a s s e s s m e n t  o f  

n o n - e n t r a p m e n t  i n  t h i s  t i s s u e .  S u c h  an  a s s e s s m e n t  i s  

l i m i t e d  t o  c o m p a r i s o n  o f  c a l c u l a t e d  f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  

m i c r o s p h e r e s  o f  t w o  s i z e s  i n j e c t e d  s i m u l t a n e o u s l y ,  i f  t h e  

w h o l e  o f  t h e  c i r c u l a t i o n  o f  t h e  d i a p h y s i s  i s  t o  be
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i n v e s t i g a t e d  n o n - i n v a s i v e I  y w i t h o u t  a r t e f a c t u a l  n o n ­

e n t r a p m e n t  f r o m  n o n - o s s e o u s  t i s s u e s .

I t  i s  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t h a t  m i c r o s p h e r e s  n o m i n a l l y  

s i z e d  15pm a r e  t h e  sma I l e s t  t h a t  c a n  be  u s e d  i n  b o n e  

w i t h o u t  s i g n i f i c a n t  c a p i l l a r y  n o n - e n t r a p m e n t .  H o w e v e r ,  i t  

w a s  f o u n d  t h a t  m i c r o s p h e r e s  s i z e d  1 6 . 5  ± 0 . 1  pm ( S D )  a nd

1 1 . 3  ± 0 . 1  pm i n j e c t e d  s i m u l t a n e o u s l y  g a v e  c a l c u l a t e d  f l o w s  

i n  t i b i a l  d i a p h y s e a l  c o r t e x  a n d  m a r r o w ,  a n d  i n  s k e l e t a l  

m u s c l e ,  t h a t  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t .  T h e  

c a l c u l a t e d  c o r t i c a l  f l o w s  w e r e  h i g h e r  w i t h  t h e  s m a l l e r  

s p h e r e s ,  p o s s i b l y  a s  a r e s u l t  o f  r e d u c e d  s t e r i c  r e s t r i c t i o n  

i n  t h e  sma I I c o r t i c a l  v e s s e l s ,  b u t  t h i s  e f f e c t  w a s  n o t  

s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  As s m a l l e r  m i c r o s p h e r e s  a r e  m o r e  

e v e n l y  m i x e d  i n  b l o o d  v e s s e l s ,  l e s s  I i k e  I y t o  g i v e  r i s e  t o  

c e n t r a l  s i  d e - e f f e c t s  i n  l a r g e  d o s a g e ,  a n d  c o n s i d e r a b l y  

c h e a p e r ,  t h e y  w e r e  u s e d  f o r  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  s t u d y .

One a d v a n t a g e  o f  t h e  m i c r o s p h e r e  m e t h o d  i s  t h e  a b i  I i t y  

t o  m e a s u r e  f l o w  on m o r e  t h a n  o ne  o c c a s i o n  w i t h o u t  s u r g i c a l  

i n t e r f e r e n c e  w i t h  t h e  b o n e .  T h i s  r e q u i r e s  t h a t  t h e  

e mb o l  i s a t i o n  o f  sma I I v e s s e l s  by  o n e  i n j e c t i o n  o f  m i c r o ­

s p h e r e s  d o e s  n o t  r e d u c e  f l o w  s u f f i c i e n t l y  t o  i n t e r f e r e  w i t h  

a s u b s e q u e n t  b l o o d  f l o w  m e a s u r e m e n t .  I t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  

a r a n g e  o f  d o s a g e  o f  up t o  1 . 8  x 1 0 *  m i c r o s p h e r e s  p e r  

k i  l o g r a m  b o d y  w e i g h t  d i d  n o t  sh ow a n y  t e n d e n c y  t o  r e d u c e  

s u b s e q u e n t  t i b i a l  d i a p h y s e a l  a n d  s k e l e t a l  m u s c l e  b l o o d  

f l o w ,  a n d  d o s e s  o f  m i c r o s p h e r e s  w e r e  k e p t  w i t h i n  t h i s  r a n g e  

i n  t h e  r e m a i n i n g  e x p e r i m e n t s .

S e q u e n t i a l  m e a s u r e m e n t s  o f  b l o o d  f l o w  w e r e  t h e n  u s e d  t o  

q u a n t i f y  t h e  e a r l y  e f f e c t s  o f  c a s t  i m m o b i l i s a t i o n  o f  one  

h i n d  I imb on t i b i a l  d i a p h y s e a l  b l o o d  f l o w .  A p i l o t  

e x p e r i m e n t  i n d i c a t e d  t h a t  l e a c h i n g  o f  i s o t o p e  f r o m  t h e  

m i c r o s p h e r e s  i n  v i v o  was  n e g l i g i b l e .  No d i f f e r e n c e s  w e r e  

f o u n d  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l  a nd  c o n t r o l  I i m b s ,  a l t h o u g h  

f l o w  t o  t h e  p r o x i m a l  m a r r o w  i n c r e a s e d  s i g n i f i c a n t l y  b e t w e e n  

o n e  a n d  t wo  w e e k s  i n  b o t h  I i m b s .  T h i s  c h a n g e  may h a v e  

r e f l e c t e d  i n c r e a s e d  h a e m a t o p o i e t i c  a c t i v i t y .  T h i s  s t u d y ,  

t h e  f i r s t  o f  i t s  k i n d ,  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  o p p o s i t e  l i m b
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c o u l d  be  u s e d  a s  a c o n t r o l  d u r i n g  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  

b l o o d  f l o w  t o  t h e  t i b i a  a f t e r  a u n i l a t e r a l  e x p e r i m e n t a l  

f r a c t u r e  immobi  I i s e d  i n  a c a s t ,  a I l o w i n g  a r e d u c t i o n  i n  t h e  

v a r i a t i o n  b e t w e e n  a n i m a l s  d u r i n g  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s .
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3 .  1 -------------------------------------------------------------------------------;--------------------------------------------------------

A QUANTITATIVE STUDY IN  THE ADULT RABBIT OF THE EFFECTS OF 

MARROW OR SOFT TISSUE EXCLUSION ON BLOOD FLOW TO THE T IB IA L  

DIAPHYSIS  AFTER AN OSTEOTOMY

3 . 1 . 1  I NT ROD UC T I ON

T h e  r e s u l t s  o f  p e r f u s i o n  s t u d i e s  e m p l o y i n g  t i s s u e  e x c l u s i o n  

t e c h n i q u e s  s u g g e s t  t h a t  t h e  s u p p l y  f r o m  t h e  p e r i o s t e u m  a n d  

s o f t  t i s s u e s  i s  m o r e  i m p o r t a n t  t h a n  t h a t  f r o m  t h e  m a r r o w  i n  

l o n g  b o n e  f r a c t u r e  h e a l  i n g  ( T r u e t a  a n d  C a v a d i a s  1 9 5 5 ,  

G o t h m a n  1 9 6 0 b ,  1 9 6 1 ,  C a v a d i a s  a n d  T r u e t a  1 9 6 5 ,  On i 1 9 8 7 ,  

S e c t i o n  1 . 3 . 1 ) .  H o w e v e r ,  o n l y  t h e  e x c l u s i o n  o f  t h e  m a r r o w  

c i r c u l a t i o n  h a s  b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  q u a n t i t a t i v e  s t u d i e s ,  

p a r i  p a s s u  w i t h  i n v e s t i g a t i o n  o f  f l o w  a f t e r  i n t r a m e d u l l a r y  

na i I i n g .

T h i s  t e c h n i q u e  o f  f r a c t u r e  m a n a g e m e n t  i n v o l v e s  t h e  

r e m o v a l  o f  a v a r i a b l e  a m o u n t  o f  m e d u l l a r y  t i s s u e  a n d  i n n e r  

c o r t e x ,  w i t h  t h e i r  r e p l a c e m e n t  by  a r o d .  T h e  m e d u l  l a r y  

c i r c u l a t i o n  i s  d e s t r o y e d  by t h i s  p r o c e d u r e ,  a n d  d e p e n d i n g  

on t h e  a va  i I a b I e  s p a c e  b e t w e e n  t h e  r o d  a n d  t h e  c o r t e x ,  t h e  

r e g r o w t h  o f  t h e  m a r r o w  v e s s e l s  i s  p r e v e n t e d  t o  a v a r i a b l e  

d e g r e e  ( R h i n e l a n d e r  1 9 6 8 ,  K e s s l e r  e t  a l .  1 9 8 6 ) .  C o r t i c a l  

b l o o d  f l o w  a t  t h e  s i t e  o f  an  e x p e r i m e n t a l  o s t e o t o m y  t r e a t e d  

i n  t h i s  way  h as  b e e n  m e a s u r e d  i n  t h e  c a n i n e  t i b i a  a n d  u l n a  

( T a b  l e  1 . 3 . 1 ) .

B a r r o n  e t  a l  . ( 1 9 7 7 )  c o m p a r e d  n a i  l e d  o s t e o t o m i e s  o f  t h e

u l n a  w i t h  o s t e o t o m i e s  l e f t  u n t r e a t e d .  B e t w e e n  o n e  a n d  

n i n e t y  d a y s  p o s t o p e r a t i v e  I y t h e r e  w e r e  no s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e s  i n  f l o w  t o  t h e  f r a c t u r e  s i t e  a s  m e a s u r e d  by  

s t r o n t i u m  c l e a r a n c e .  Rand  e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  p e r f o r m e d  a s i m i l a r  

s t u d y  i n  t h e  c a n i n e  t i b i a  a n d  f o u n d  s t r o n t i u m  c l e a r a n c e  a t  

t h e  f r a c t u r e  s i t e  t o  be s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  i n  n a  i l e d
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o s t e o t o m i e s  t h a n  i n  p l a t e d  b o n e s  a t  f o r t y - t w o  a n d  n i n e t y  

d a y s .  S m i t h  e i  a / .  ( 1 9 8 7 ) ,  u s i n g  t h e  m i c r o s p h e r e  t e c h n i q u e ,  

f o u n d  c o r t i c a l  f l o w s  a t  t h e  f r a c t u r e  s i t e  n o t  t o  d i f f e r  

s i g n i f i c a n t l y  b e t w e e n  p l a t e d ,  e x t e r n a l l y  f i x e d  o r  n a i l e d  

o s t e o t o m i e s  o f  t h e  c a n i n e  t i b i a  a t  f o u r t e e n  d a y s .  T h e s e  

w o r k e r s  c l a i m  t o  h a v e  s e p a r a t e d  ' e n d o s t e a l '  f r o m  

' p e r i o s t e a l  ' c o r t e x ,  a n d  t h e i r  f i n d i n g  w a s  t h a t  a t  t h i s  

t i m e  na  i I i n g  h a d  r e d u c e d  f l o w  t o  t h e  i n n e r  c o r t e x  w i t h  

r e s p e c t  t o  t h e  e x t e r n a l l y  f i x e d  l i m b s .  D i f f e r e n c e s  f r o m  t h e  

r e s u l t s  o f  R a n d  e i  a  / . w e r e  a t t r i b u t e d  t o  t h e  i n c l u s i o n  I n  

t h e  c o r t i c a l  s a m p l e s  by  t h e  l a t t e r  o f  t h e  e x u b e r a n t  c a l l u s  

t h a t  f o r m s  a r o u n d  n a i l e d  o s t e o t o m i e s .  T h e s e  s t u d i e s  s u p p o r t  

t h e  c o n c e p t  t h a t  t h e  p r i n c i p a l  r o u t e  o f  b l o o d  s u p p l y  d u r i n g  

t h e  p e a k  o f  t h e  v a s c u l a r  r e s p o n s e  i n  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  

f r a c t u r e  h e a l i n g  i s  f r o m  t h e  p e r i o s t e u m  a n d  s o f t  t i s s u e s .  

H o w e v e r ,  t h e  q u a n t i t a t i v e  e f f e c t s  o f  t h e  e x c l u s i o n  o f  t h e s e  

t i s s u e s  h a v e  n o t  b e e n  t e s t e d .

A s t u d y  w a s  t h e r e f o r e  c a r r i e d  o u t  i n  o r d e r  t o  e s t a b I i s h  

a n y  i n f o r m a t i o n  t h a t  e x c l u s i o n  m e t h o d s  c a n  g i v e  a s  t o  t h e  

r e l a t i v e  c a p a c i t i e s  o f  t h e  s o f t  t i s s u e  a n d  m a r r o w  

c i r c u l a t i o n s  i n  t h e  m o u n t i n g  o f  t h e  b l o o d  f l o w  r e s p o n s e  

a f t e r  f r a c t u r e  o f  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s .  T h e  e x p e r i m e n t a l  

m o d e l  c h o s e n  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  p r e v i o u s l y  by  a v a s c u l a r  

p e r f u s i o n  t e c h n i q u e  ( On i 1 9 8 7 ) .  A s i l a s t i c  s h e a t h  i s  u s e d  

t o  e x c l u d e  t h e  p e r i o s t e u m  a n d  s o f t  t i s s u e s  f r o m  t h e  s i t e  o f  

t h e  o s t e o t o m y ,  w h i l e  t h e  n u t r i e n t  c i r c u l a t i o n  i s  e x c l u d e d  

by t h e  i n s e r t i o n  o f  an  i n t r a m e d u l l a r y  n a i l .

P e r f u s i o n  s t u d i e s  p e r f o r m e d  i m m e d i a t e l y  p o s t  m o r t e m  

( O n i  1 9 8 7 )  h a v e  sho wn  t h a t  t h e  a n a s t o m o s e s  b e t w e e n  t h e  

e p i p h y s e o - m e t a p h y s e a I  s u p p l y  a n d  t h e  n u t r i e n t  c i r c u l a t i o n  

a r e  s u f f i c i e n t  t o  a I l o w  f i  I I i n g  o f  t h e  me d u l  l a r y  v e s s e l s  o f  

t h e  d i s t a l  f r a g m e n t  a f t e r  an  o s t e o t o m y .  T h e  s u b p e r i o s t e a l  

i n s e r t i o n  o f  a s h e a t h  a r o u n d  t h e  o s t e o t o m y  d i d  n o t  p r e v e n t  

t h i s  f  i I I i n g ,  b u t  a f t e r  m a n u a l  r e m o v a l  o f  t h e  b u l k  o f  t h e  

m a r r o w  a n d  t h e  i n s e r t i o n  o f  an  i n t r a m e d u l  l a r y  na  i I t h e  

f i l l i n g  on b o t h  s i d e s  o f  t h e  o s t e o t o m y  w a s  g r e a t l y  

d i m i n i s h e d ,  a l t h o u g h  n o t  a b o l i s h e d .  A t  o n e  w e e k ,  some  

v e s s e l s  c o u l d  be  f  i I l e d  i n  t h e  m a r r o w  o f  t h e  d i s t a l
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f r a g m e n t  o f  t h e  s h e a t h e d  o s t e o t o m i e s ,  b u t  t h i s  w a s  n o t  

p o s s i b l e  a t  t w o  w e e k s .  A t  b o t h  t i m e  p e r i o d s  p r o l i f e r a t i o n  

o f  l o c a l  s o f t  t i s s u e  a n d  p e r i o s t e a l  v e s s e l s  w a s  a p p a r e n t  i n  

t h e  n a i l e d  o s t e o t o m i e s ,  w i t h  g r e a t e r  t h a n  u s u a l  p e n e t r a t i o n  

o f  t h e  c o r t e x  by t h e s e  v e s s e l s .  I t  w a s  c o n c l u d e d  f r o m  t h e s e  

s t u d i e s  t h a t  t h e  p e r i o s t e a l  a n d  s o f t  t i s s u e  b l o o d  s u p p l i e s  

w e r e  t h e  m o r e  i m p o r t a n t  a t  t h i s  s t a g e  o f  f r a c t u r e  h e a l i n g ,  

w h i c h  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  t i m e  o f  t h e  h e i g h t  o f  t h e  

q u a n t i t a t i v e  b l o o d  f l o w  r e s p o n s e  ( S e c t i o n  1 . 3 . 2 )

A p o t e n t i a l  p r o b l e m  o f  t h e  u s e  o f  i n t r a m e d u l l a r y  

n a i l i n g  a s  a m e t h o d  o f  e x c l u d i n g  t h e  m a r r o w  c i r c u l a t i o n  i s  

t h e  f o r c i b l e  e x p u l s i o n  o f  m a r r o w  f a t  i n t o  t h e  c o r t e x .  

D u r i n g  i n s e r t i o n  o f  i n s t r u m e n t s  i n t o  t h e  m e d u l l a r y  c a n a l  o f  

t h e  i n t a c t  r a b b i t  t i b i a ,  i n t r a m e d u l l a r y  p r e s s u r e s  may  

m o m e n t a r i  I y e x c e e d  3 0 0 mm H g , a n d  r e a m i n g  o f  t h e  c o r t e x  w i t h  

a p o w e r e d  b u r r  r e s u l t s  i n  a v a r i a b l e  l o s s  o f  c o r t i c a l  

p e r f u s i o n ,  a s  a s s e s s e d  by I n d i a n  i n k  i n f u s i o n ,  a s s o c i a t e d  

w i t h  m i c r o s c o p i c  f a t  e m b o l i s a t i o n  o f  t h e  H a v e r s i a n  c a n a l s  

( D a n c k w a r d t - L i  I I i e s t r o m  1 9 6 9 ) .  S u c t i o n  o f  t h e  c a n a l  t h r o u g h  

a c o r t i c a l  w i n d o w  d u r i n g  r e a m i n g  r e d u c e s  t h e  a p p a r e n t l y  

a v a s c u l a r  a r e a  o f  t h e  c o r t e x  ( D a n c k w a r d t - L i  I I i e s t r o m  e t  « / .  

1 9 7 0 ) .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  d i a p h y s e a l  m a r r o w  w a s  r e m o v e d  

by m a n u a l  s c r a p i n g  i n  o r d e r  t o  r e d u c e  f a t  e x t r u s i o n  w h i l e  

t h e  e x t r a  t r a u m a  o f  a c o r t i c a l  w i n d o w  w a s  a v o i d e d .

3 . 1 . 2  METHOD

T h e  s t u d y  wa s  p e r f o r m e d  on a t o t a l  o f  3 6  a d u l t  f e m a l e  New  

Z e a l a n d  W h i t e  r a b b i t s  w e i g h i n g  3 . 3 0  t o  5 . 5 0 k g .

3 . 1 . 2 . 1  T i b i a l  o s t e o t o m y

G e n e r a l  a n a e s t h e s i a  w a s  i n d u c e d  a n d  m a i n t a i n e d  a s  i n  t h e  

p r e v i o u s  s t u d i e s ,  a n d  o n e  I imb c h o s e n  a t  r a n d o m  by t h e  t o s s  

o f  a c o i n .  T h i s  I imb wa s  s h a v e d  f r o m  t h e  h o c k  t o  t h e  g r o i n ,  

a n d  1mI o f  2% I i g n o c a i n e  i n j e c t e d  p e r c u t a n e o u s  I y a r o u n d  t h e  

p r o p o s e d  s i t e  o f  t h e  o s t e o t o m y .  T h i s  m a n œ u v r e  p r o v i d e d
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a d d i t i o n a l  a n a l g e s i a  b o t h  d u r i n g  a n d  a f t e r  t h e  p r o c e d u r e .  

U n d e r  a s e p t i c  c o n d i t i o n s  a n  i n c i s i o n  w a s  made  a l o n g  t h e  

a n t e r o m e d i a l  b o r d e r  o f  t h e  t i b i a ,  a n d  t h e  s h a f t  a p p r o a c h e d  

p o s t e r i o r l y  t o  t h e  e x t e n s o r  h a l l u c i s  i o n g u s  m u s c l e .  The  

s o f t  t i s s u e s  w e r e  r a i s e d  e x t r a p e r i o s t e a  I I y o v e r  a d i s t a n c e  

o f  a p p r o x i m a t e l y  1cm,  a n d  p r o t e c t e d  by  M a c D o n a l d  d i s s e c t o r s  

p a s s e d  a r o u n d  t h e  s h a f t .  U n d e r  s a l i n e  i r r i g a t i o n  a 

t r a n s v e r s e  o s t e o t o m y  w a s  t h e n  p e r f o r m e d  a t  t h e  m i d - p o i n t  

b e t w e e n  t h e  d i s t a l  e n d  o f  t h e  t i b i a l  t u b e r o s i t y  a n d  t h e  

m e d i a l  m a l l e o l u s ,  u s i n g  a r e c i p r o c a t i n g  m i c r o s a w  ( A ms c o  

H a l l  S u r g i c a l ,  S a n t a  B a r b a r a ,  USA,  d i s t r i b u t e d  by Z i m m e r ,  

S w i n d o n ) .  T h e  o s t e o t o m y  s i t e  wa s  t h e  same a s  t h a t  u s e d  t o  

d i v i d e  t h e  d i a p h y s i s  d u r i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  b o n e  

s a m p l e s  f r o m  t h e  p r e v i o u s  s t u d i e s .  T h e  a n i m a l s  w e r e  d i v i d e d  

i n t o  t h r e e  g r o u p s ,  w i t h  t w e l v e  a n i m a l s  i n  e a c h  g r o u p  :

/ .  S h e a t h  g r o u p .  T h e  p e r i o s t e u m  w i t h  i t s  a t t a c h e d  s o f t  

t i s s u e  w a s  e l e v a t e d  f o r  1 . 5 c m  e i t h e r  s i d e  o f  t h e  o s t e o t o m y ,  

w h i c h  w a s  t h e n  s u r r o u n d e d  by  a 3cm l e n g t h  o f  s i  l a s t i c  

t u b i n g  o p e n e d  a l o n g  o n e  s i d e .  T h i s  s h e a t h  w a s  h e l d  i n  p l a c e  

by a c e r c l a g e  w i r e  b o t h  p r o x i m a l  I y a n d  d i s t a l  I y . T he  

p r o x i m a l  l i m i t  o f  t h e  p e r i o s t e a l  s t r i p p i n g  w a s  a l w a y s  

d i s t a l  t o  t h e  d i s t a l  t i b i o f i b u l a r  s y n d e s m o s i s ,  a n d  

t h e r e f o r e  da ma g e  t o  t h e  e x t r a - o s s e o u s  p a r t s  o f  t h e  n u t r i e n t  

v e s s e l s  w a s  a v o i d e d .

2 .  N a i l  g r o u p .  As much a s  p o s s i b l e  o f  t h e  m a r r o w  was  

s c r a p e d  o u t ,  a n d  t h e  l a r g e s t  n a i l  s e l e c t e d  t h a t  w o u l d  e n t e r  

t h e  i n t r a m e d u l  l a r y  c a n a l  w i t h o u t  t h e  u s e  o f  r e a m i n g .  T h e s e  

n a  i I s  c o m p r i s e d  K i r s c h n e r  w i r e s .  Rush  p i n s  a n d  o r t h o p a e d i c  

g u i d e  w i r e s  c u t  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  l e n g t h .  T h e  na  i I was  

i n s e r t e d  i n t o  t h e  p r o x i m a l  f r a g m e n t  f r o m  t h e  o s t e o t o m y  

s i t e .  A f t e r  f l e x i o n  o f  t h e  k n e e ,  t h e  na  i I w a s  p a s s e d  

t h r o u g h  t h e  u p p e r  e nd  o f  t h e  t i b i a  a n t e r i o r  t o  t h e  j o i n t  

s u r f a c e ,  a n d  t h r o u g h  a s t a b  i n c i s i o n  made  i n  t h e  o v e r l y i n g  

s k i n .  I t  w a s  t h e n  d r i v e n  down i n t o  t h e  d i s t a l  f r a g m e n t  

a f t e r  r e d u c t i o n  o f  t h e  o s t e o t o m y .  I n  no c a s e  d i d  t h e  na  i I 

f i t  t i g h t l y  e n o u g h  t o  p r e v e n t  r o t a t i o n  a t  t h e  s i t e  o f  t h e  

o s t e o t o m y .
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3 .  C o n t r o l  g r o u p .  No f u r t h e r  p r o c e d u r e  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  

t h e  a n i m a l s  i n  t h i s  g r o u p  ( F i g u r e  3 . 1 . 1 ) .

A f t e r  i n s t i l l a t i o n  i n t o  t h e  wo un d  o f  0 . 2 5 m l  o f  D u p l o c i l l i n  

( p r o c a i n e  a n d  b e n z a t h i n e  p e n i c i l l i n s ,  M y c o f a r m  UK L t d ,  

C a m b r i d g e ) ,  t h e  d e e p  f a s c i a  a n d  s k i n  w e r e  c l o s e d  w i t h  4 / 0  

c o a t e d  p o l y g l a c t i n  ( . V i c r y l ,  E t h i c o n ,  E d i n b u r g h ) .  A c a s t  w a s  

a p p  I i ed  i n  a I I c a s e s  a s  i n  S e c t i o n  2 . 5 ,  a n d  l a t e r a l  

r a d i o g r a p h s  w e r e  t a k e n  o f  t h e  o s t e o t o m i e s  I n  t h e  c o n t r o l  

g r o u p .  I t  was  a s s u m e d  t h a t  t h e  o s t e o t o m i e s  i n  t h e  o t h e r  t w o  

g r o u p s  r e m a i n e d  i n  a p p o s i t i o n  a t  t h i s  s t a g e ,  a s  p r e v i o u s l y  

f o u n d  ( O n i  1 9 8 7 ) .  P o s t o p e r a t i v e  a n a l g e s i a  w a s  s u p p l e m e n t e d  

by i n t r a m u s c u l a r  b u p r e n o r p h i n e  ( R e c k i t t  a n d  C o l m a n ,  H u l l ) ,  

a n d  on t h e  s e c o n d  o r  t h i r d  d a y  t h e  a n i m a l s  w e r e  r e t u r n e d  t o  

t h e  f r e e - r a n g e  r o o m.

3.  1 . 2 . 2  B l o o d  f l o w  m e a s u r e m e n t

S i x  a n i m a l s  I n  e a c h  g r o u p  w e r e  s t u d i e d  o n e  w e e k  a f t e r  

o s t e o t o m y ,  a n d  t h e  r e m a i n i n g  s i x  a f t e r  t w o  w e e k s .  P a i r e d  

o b s e r v a t i o n s  a t  t h e s e  t i m e  p e r i o d s  w e r e  n o t  u n d e r t a k e n  a s  

t h i s  w o u l d  h a v e  e n t a i l e d  t h r e e  o p e r a t i v e  p r o c e d u r e s  i n  t w o  

w e e k s  f o r  e a c h  a n i m a l .  M e a s u r e m e n t  o f  b l o o d  f l o w  t o  t h e  

t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  s k e l e t a l  m u s c l e  w a s  p e r f o r m e d  a s  

p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( S e c t i o n  2 . 2 . 2 )  u s i n g  5 . 0 - 5 . 2  x 1 0 *  

m i c r o s p h e r e s  s i z e d  1 1 . 3  ± 0 . 1  pm a n d  l a b e l l e d  w i t h  S n * i 3 .  

I n  s i x  c a s e s  c a t h e t e r i s a t i o n  o f  t h e  b r a c h i a l  a r t e r y  f a i l e d  

t o  p r o v i d e  r e a d y  w i t h d r a w a l  o f  b l o o d ,  a n d  t h e r e f o r e  t h e  

w i t h d r a w a l  s a m p l e  w a s  t a k e n  f r o m  t h e  r i g h t  c a r o t i d  a r t e r y .  

A f t e r  c o m p l e t i o n  o f  b l o o d  f l o w  m e a s u r e m e n t ,  a l a t e r a l  

r a d i o g r a p h  w a s  made o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  l i m b  b e f o r e  r e m o v a l  

o f  t h e  c a s t .

3 . 1 . 2 . 3  S a m p l e  p r e p a r a t i o n

T h e  t i s s u e  s p e c i m e n s  w e r e  p r e p a r e d  a s  i n  p r e v i o u s  s t u d i e s  

( S e c t i o n s  2 . 2 . 2 . 3  a n d  2 . 2 . 5 . 1  ) u s i n g  t h e  o s t e o t o m y  a s  t h e  

d i v i s i o n  o f  t h e  d i a p h y s i s  i n t o  p r o x i m a l  a n d  d i s t a l  p a r t s .  

T h e  c o n t r o l  d i a p h y s i s  w a s  d i v i d e d  a t  t h e  same l e v e l  a s  t h e
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o s t e o t o m y  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  b o n e .  Any  c a l l u s  t h a t  c o u l d  

n o t  b e  r e m o v e d  f r o m  t h e  c o r t e x  by  s c r a p i n g  w i t h  a b l u n t  

s c a l p e l  wa s  l e f t  t o  be  i n c l u d e d  i n  t h e  c o r t i c a l  s a m p l e s .  

M a r r o w  r e m n a n t s  w e r e  f o u n d  i n  a l l  t h e  n a i l e d  t i b i a e ,  o w i n g  

t o  t h e  d i f f i c u l t y  p o s e d  by t h e  n a r r o w  d i a m e t e r  o f  t h e  

m e d u l l a r y  c a n a l  i n  s c r a p i n g  o u t  t h i s  t i s s u e  t h r o u g h  a 

s i n g l e  o s t e o t o m y ,  a n d  t h e s e  w e r e  r e m o v e d  a n d  c o u n t e d  i n  t h e  

u s u a l  w a y .

3 . 1 . 2 . 4  A n a  I y s i s

F l o w s  t o  t h e  t w o  I imbs w e r e  c o m p a r e d  u s i n g  t h e  p a i r e d  i  

t e s t ,  a n d  f l o w s  i n  t h e  o n e  a n d  t w o  w e e k  s u b g r o u p s  by  t h e  

u n p a i  r e d  t  t e s t .

C o m p a r i s o n s  b e t w e e n  t h e  t h r e e  e x p e r i m e n t a l  g r o u p s  a n d  

w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  c a s t  i m m o b i I i s a t i o n  a l o n e  ( S e c t i o n  2 . 5 )  

w e r e  made by c o m p a r i n g  t h e  r a t i o s  o f  t h e  f l o w s  t o  t h e  

e x p e r i m e n t a l  a n d  c o n t r o l  l i m b s .  T h e  n u l l  h y p o t h e s i s  i s  t h a t  

t h e  r a t i o  o f  t h e  r a t i o s  f r o m  t w o  d i f f e r e n t  g r o u p s  i s  u n i t y .  

T h i s  h y p o t h e s i s  was  t h e r e f o r e  t e s t e d  by a p p l y i n g  t h e  

u n p a i r e d  i  t e s t  t o  t h e  l o g a r i t h m s  o f  t h e  r a t i o s .

3 . 1 . 3  RESULTS

As f o u n d  a f t e r  c a s t  i m m o b i l i s a t i o n  w i t h o u t  o s t e o t o m y ,  t h e  

a n i m a l s  l o s t  w e i g h t  o v e r  t h e  f i r s t  t w o  o r  t h r e e  d a y s  p o s t ­

o p e r a t i v e  l y ,  a l t h o u g h  i n  f o u r  c a s e s  t h i s  c o n t i n u e d  f o r  

b e t w e e n  s e v e n  a n d  e l e v e n  d a y s .  I n  t h r e e  c a s e s  r e a p p l i c a t i o n  

o f  t h e  c a s t  w a s  r e q u i r e d  a f t e r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  

l o o s e n i n g ,  swe I I i n g  o f  t h e  f o o t ,  o r  r e d u c t i o n  o f  t h e  c a s t  

by g n a w i n g .  T h e r e  w e r e  no c l i n i c a l  i n f e c t i o n s .  N o n e  o f  t h e  

o s t e o t o m i e s  was  c l  i n i c a l  I y u n i t e d  a t  t h e  t i m e  o f  f l o w  

m e a s u r e m e n t .  T h e  r e s u l t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e s  3 . 1 . 1  t o

3 . 1 . 4 ,  a n d  t h e  f u l l  r e s u l t s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e s  A . 3 . 8  t o  

A . 3 . 1 3  i n  A p p e n d i x  3 .  T a b l e  3 . 1 . 4  i s  p r e s e n t e d  g r a p h i c a l l y  

i n  F i g u r e s  3 . 1 . 2 .  a n d  3 . 1 . 3 .
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I t  s h o u l d  be  n o t e d  t h a t  t h e  g e o m e t r i c  m e a n s  o f  t h e  

e x p e r i m e n t a l  t o  c o n t r o l  r a t i o s  g i v e n  i n  T a b l e  3 . 1 . 4  a r e  n o t  

e q u i v a l e n t  t o  t h e  r a t i o s  o f  t h e  mean f l o w s  g i v e n  i n  t h e  

f i r s t  t h r e e  t a b l e s .  T h e  f o r m e r  c a l c u l a t i o n  p r o b a b l y  g i v e s  a 

m o r e  a c c u r a t e  p i c t u r e  o f  t h e  r e l a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  

t o  c o n t r o l  I i mbs i n  t h e s e  sma I I d a t a  s e t s ,  b u t  w h e r e  t h e  

d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  I imbs a r e  n o t  s t a t i s t i c a l  l y  

s i g n i f i c a n t  no  f i r m  c o n c l u s i o n  c a n  be  d r a w n  a s  t o  w h i c h  

I imb h a d  on a v e r a g e  t h e  g r e a t e r  o r  l e s s e r  f l o w .

T h e  n u m b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  i n  e a c h  s a m p l e  e x c e e d e d  150  

i n  8 9 . 4 %  o f  c a s e s .

3 . 1 . 3 . 1  C o n t r o l  g r o u p

AI  I b u t  t w o  o f  t h e  c o n t r o l  o s t e o t o m i e s  d i s p l a c e d  wh i l e  i n  

t h e  c a s t s ,  r e s u l t i n g  i n  s h o r t e n i n g  o f  up t o  15mm ( F i g u r e

3 . 1 . 4 ) .  R a d i o l o g i c a l  c a l l u s  w a s  o b s e r v e d  i n  n o n e  o f  t h e  o n e  

w e e k  s u b g r o u p ,  a n d  i n  t w o  o f  t h e  t w o  w e e k  s u b g r o u p .

A t  o n e  w e e k ,  t h e  f l o w s  t o  t h e  t i s s u e s  o f  t h e  

e x p e r i m e n t a l  I imb w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  t o  t h o s e  

o f  t h e  c o n t r o l  I i mb ,  e x c e p t  f o r  t h o s e  t o  t h e  p r o x i m a l  

c o r t e x  w h i c h  w e r e  h i g h e r  on t h e  s i d e  o f  t h e  o s t e o t o m y  

( T a b l e  3 . 1 . 1 ) .  A t  t w o  w e e k s ,  f l o w s  t o  t h e  d i s t a l  c o r t e x  a n d  

s k e l e t a l  m u s c l e  w e r e  a l s o  s i g n i f i c a n t l y  r a i s e d  i n  t h e  

e x p e r i m e n t a l  l i m b .  F l o w s  t o  t h e  c o n t r o l  l i m b  d i d  n o t  d i f f e r  

s i g n i f i c a n t l y  b e t w e e n  t h e  o n e  a n d  t w o  w e e k  s u b g r o u p s ,  w h i l e  

i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  I i m b  t h e  f l o w s  i n  t h e  t w o  w e e k  s u b g r o u p  

w e r e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t o  t h e  c o r t e x  a n d  d i s t a l  m a r r o w  

t h a n  a t  o n e  w e e k .

W h e n e v e r  f l o w  w a s  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  i n  t h e  

e x p e r i m e n t a l  l i m b ,  t h e  e x p e r i m e n t a l  t o  c o n t r o l  r a t i o  w a s  

a l s o  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  t h a t  f o u n d  i n  t h e  

c o r r e s p o n d i n g  s u b g r o u p  o f  t h e  c a s t  i m m o b i l i s a t i o n  s t u d y  

( T a b l e  3 . 1 . 4 ) .
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3.  1 . 3 . 2  S h e a t h  g r o u p

A l l  o f  t h e  s h e a t h s  r e m a i n e d  i n  p l a c e ,  b u t  i n  t h r e e  c a s e s  

t h e r e  w a s  o v e r r i d i n g  o f  t h e  f r a g m e n t s  w i t h i n  t h e  s h e a t h  o f  

up t o  6mm. I n  t h r e e  o f  t h e  t wo  w e e k  s u b g r o u p  t h e r e  was  

r a d i o l o g i c a l  c a l l u s  a t  e i t h e r  e n d  o f  t h e  s h e a t h  ( F i g u r e  

3 . 1 . 5 ) .  E x t r a - o s s e o u s  t i s s u e  d i d  n o t  r e a c h  t h e  b o n e  t h r o u g h  

t h e  p o t e n t i a l  g a p  a l o n g  t h e  s h e a t h ,  a n d  t h e  l i m i t a t i o n  o f  

t h e  d i s s e c t i o n  a t  t h e  d i s t a l  t i b i o f i b u l a r  s y n d e s m o s i s  

p r e v e n t e d  d a ma ge  t o  t h e  n u t r i e n t  v e s s e l s .

O n l y  i n  t h e  s k e l e t a l  m u s c l e  s a m p l e s  w a s  t h e r e  a n y  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  f l o w s  t o  t h e  t w o  l i m b s  

( T a b l e  3 . 1 . 2 ) ,  a n d  t h i s  c o m p r i s e d  a h i g h e r  f l o w  i n  t h e  

e x p e r i m e n t a l  I imb i n  t h e  t w o  w e e k  s u b g r o u p .  F l o w s  t o  t h e  

d i s t a l  m a r r o w  o f  b o t h  I i m b s  was  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  a t  t wo  

w e e k s  t h a n  a t  o n e  w e e k ,  wh i l e  i n  t h e  p r o x i m a l  m a r r o w  t h i s  

e f f e c t  was  s i g n i f i c a n t  on t h e  c o n t r o l  s i d e  o n l y .  H o w e v e r ,  

t h e r e  w e r e  no s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  f o u n d  on c o m p a r i s o n  

w i t h  t h e  c a s t  i m m o b i l i s a t i o n  s u b g r o u p s  ( T a b l e  3 . 1 . 4 ) .

3.  1 . 3 . 3  N a i l  g r o u p

T h e  i n t r a m e d u l  l a r y  na  i I s  p r e v e n t e d  d i s p l a c e m e n t  a n d  o v e r ­

r i d i n g  o f  t h e  f r a g m e n t s .  R a d i o l o g i c a l  c a l l u s  w a s  v i s i b l e  i n  

o n e  o f  t h e  o n e  w e e k  s u b g r o u p  a n d  i n  a l l  o f  t h e  t wo  w e e k

s u b g r o u p  ( F i g u r e  3 . 1 . 6 ) .

A t  o n e  w e e k  t h e  f l o w  t o  t h e  p r o x i m a l  m a r r o w  r e m n a n t s  o f  

t h e  e x p e r i m e n t a l  t i b i a  was  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  t h a t  t o  

t h e  c o n t r o l  b o n e .  A t  t wo  w e e k s ,  t h i s  d r o p  w a s  m o r e  m a r k e d ,  

wh i l e  t h e  f l o w s  t o  t h e  d i s t a l  c o r t e x  a n d  s k e l e t a l  m u s c l e

ha d  b eco me s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  on t h e  e x p e r i m e n t a l  s i d e  

( T a b l e  3 . 1 . 3 ) .

On c o m p a r i n g  t h e  e x p e r i m e n t a l  t o  c o n t r o l  r a t i o s  w i t h

t h o s e  o f  t h e  c a s t  immobi  I i s a t i o n  s t u d y ,  a t  o n e  w e e k  t h e  

r a t i o s  f o r  t h e  p r o x i m a l  a n d  d i s t a l  m a r r o w  w e r e  

s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  i n  t h e  na  i I g r o u p ,  wh i l e  a t  t w o  w e e k s  

t h i s  e f f e c t  w a s  o b s e r v e d  o n l y  i n  t h e  p r o x i m a l  m a r r o w .  I n
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t h e  t w o  w e e k  s u b g r o u p  t h e  r a t i o s  f o r  t h e  c o r t i c a l  s a m p l e s  

w e r e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  ( T a b l e  3 . 1 . 4 ) .

3 . 1 . 3 . 4  C o m p a r i s o n s  b e t w e e n  e x p e r i m e n t a l  g r o u p s

One w e e k .  T h e  e x p e r i m e n t a l  t o  c o n t r o l  r a t i o  f o r  t h e  

p r o x i m a l  c o r t e x  was  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  i n  t h e  c o n t r o l  

g r o u p  t h a n  i n  t h e  s h e a t h  g r o u p .  T h e  r a t i o  f o r  t h e  p r o x i m a l  

m a r r o w  w a s  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  i n  t h e  n a  i I g r o u p  t h a n  i n  

e i t h e r  o f  t h e  o t h e r  t w o  g r o u p s .

Two w e e k s .  T h e  r a t i o s  f o r  t h e  d i s t a l  c o r t e x  a n d  s k e l e t a l  

m u s c l e  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  i n  t h e  c o n t r o l  g r o u p  t h a n  

i n  t h e  s h e a t h  g r o u p .  A g a i n ,  t h e  r a t i o  f o r  t h e  p r o x i m a l  

m a r r o w  w a s  l o w e r  i n  t h e  na  i I g r o u p  t h a n  i n  e i t h e r  o f  t h e  

o t h e r  t w o  g r o u p s .

3 . 1 . 4  D I S C U S S I O N

I n  t h e  c o n t r o l  g r o u p ,  t h e  f l o w s  t o  t h e  c o r t e x  o f  t h e  t i b i a l  

d i a p h y s i s  a f t e r  an  o s t e o t o m y  w i t h o u t  i n t e r n a l  o r  e x t e r n a l  

f i x a t i o n  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  i n c r e a s e  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  

c o n t r o l  I i m b  a s  a r e s u l t  o f  t h e  o s t e o t o m y ,  b o t h  p r o x i m a l  t o  

t h e  d i v i s i o n  o f  t h e  b o n e ,  a n d  d i s t a l  l y  a f t e r  a d e l a y  o f  

b e t w e e n  o n e  a n d  t w o  w e e k s .  T h i s  d e l a y  i s  d e s p i t e  t h e  

p r e s e n c e  o f  a n a s t o m o s e s  a l l o w i n g  p e r f u s i o n  o f  t h e  d i s t a l  

m a r r o w  v e s s e l s  i m m e d i a t e l y  a f t e r  an  o s t e o t o m y  ( O n i  1 9 8 7 ) ,  

b u t  a c c o r d s  w i t h  t h e  s e v e r e  l o s s  o f  f  i I I i n g  o f  d i s t a l  

v e s s e l s  s e e n  on a n g i o g r a m s  o f  d i s p l a c e d  t i b i a l  o s t e o t o m i e s  

h e l d  by  a n  e x t e r n a l  f i x a t o r  ( B r u e t o n  e t  a l .  1 9 9 0 ) .  K u n z e  e t  

a l .  ( 1 9 8 1 )  o b s e r v e d  t h a t  t h e  d r o p  i n  c o r t i c a l  f l o w  t o  t h e  

d i s t a l  f r a g m e n t  i m m e d i a t e l y  a f t e r  o s t e o t o m y  o f  t h e  c a n i n e  

t i b i a  w a s  much g r e a t e r  t h a n  t h a t  p r o x i m a l l y ,  a n d  i t  a p p e a r s  

t h a t  i n  t h e  r a b b i t  t h i s  d e f i c i t  i s  n o t  o v e r c o m e  u n t i  I t h e  

s e c o n d  w e e k .

T h e  f l o w s  t o  t h e  m a r r o w  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  I imb w e r e  

n o t  f o u n d  t o  c h a n g e  s i g n i f i c a n t l y  w i t h  r e s p e c t  t o  t h a t  o f  

t h e  c o n t r o l  l i m b .  T h i s  I m p l i e s  t h a t  t h e  c h a n g e s  i n  t h e
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c o r t i c a l  f l o w  o b s e r v e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  I i m b  w e r e  

m e d i a t e d  by a s u p p l y  p a r a l l e i  t o  t h a t  t o  t h e  m a r r o w ,  e i t h e r  

f r o m  t h e  p e r i o s t e u m  a n d  s o f t  t i s s u e  o r  w i t h i n  t h e  m a r r o w  

i t s e I f .

T h e  a b o l i t i o n  o f  t h e  c o r t i c a l  b l o o d  f l o w  c h a n g e s  by t h e  

s h e a t h  s u g g e s t s  t h a t  t h i s  p a r a l l e l  s u p p l y  a r i s e s  f r o m  t h e  

s o f t  t i s s u e s  c l o s e  t o  t h e  o s t e o t o m y  s i t e .  I n  t h e  n a i l  g r o u p  

t h e s e  t i s s u e s  w e r e  l e f t  i n t a c t ,  b u t  t h e  d e v a s c u I a r i s a t i o n  

o f  t h e  c o r t e x  by t h e  damage  t o  t h e  m a r r o w ,  w h i c h  i s  much

m o r e  e x t e n s i v e  t h a n  t h a t  f o u n d  a f t e r  I i f t i n g  o f  t h e

p e r i o s t e u m  ( S e c t i o n  1 . 2 . 5 ) ,  r e d u c e d  t h e  n e t  e f f e c t  o f  t h e  

i n c r e a s e  i n  e x t r a - o s s e o u s  s u p p l y .  O n l y  i n  t h e  d i s t a l

f r a g m e n t  a f t e r  t wo  w e e k s  d i d  t h e  c o r t i c a l  f l o w  e x c e e d  t h a t

o f  t h e  c o n t r o l  I i m b  i n  t h i s  g r o u p .  H o w e v e r ,  a t  n e i t h e r  t i m e

i n  t h i s  g r o u p  d i d  t h e  e x p e r i m e n t a l  t o  c o n t r o l  r a t i o s  f o r

t h e  c o r t e x  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  f r o m  t h o s e  o f  t h e  c o n t r o l  

g r o u p ,  a f i n d i n g  s i m i l a r  t o  t h e  r e s u l t s  o f  a p r e v i o u s  s t u d y  

o f  i n t r a m e d u l l a r y  n a i I i n g  o v e r  a s i m i  I a r  t i m e  p e r i o d

( B a r r o n  e i  a / .  1 9 7 7 ) .

An e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  c h a n g e s  o b s e r v e d  may be s o u g h t  

i n  t h e  e x c l u s i o n  o f  v e n o u s  d r a i n a g e  o f  t h e  b o n e  r a t h e r  t h a n  

o f  t h e  a r t e r i a l  s u p p l y .  T h u s ,  t h e  e f f e c t  o f  t h e  s h e a t h

m i g h t  h a v e  b e e n  t o  i n h i b i t  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  me d u l  l a r y  

c i r c u l a t i o n  by p r e v e n t i n g  a d e q u a t e  v e n o u s  d r a i n a g e  o f  t h e  

c o r t e x .  W h i l e  i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e  p r i n c i p a l  d i r e c t i o n  

o f  v e n o u s  d r a i n a g e  o f  t h e  c o r t e x  i s  u s u a l l y  c e n t r i f u g a l  

( S e c t i o n  1 . 2 . 1 ) ,  t h e  c o n n e c t i o n s  o f  t h e  c o r t i c a l  l a t t i c e  

w i t h  t h e  m e d u l l a r y  s i n u s o i d  s y s t e m ,  a n d  t h e  a p p a r e n t l y  

l a r g e  c a p a c i t y  o f  t h e  v e i n s  d r a i n i n g  t h e  p e r i p h e r a l  m a r r o w  

a n d  c e n t r a l  s i n u s  ( O n i  e i  a / .  1 9 8 7 ,  O n i ,  S t a f f o r d  a n d  G r e g g

1 9 8 8 ) ,  make  i t  u n l i k e l y  t h a t  t h e  s h e a t h  c a u s e d  s i g n i f i c a n t  

v e n o u s  o b s t r u c t i o n ,  a s  i t  c o v e r e d  o n l y  a b o u t  h a l f  o f  t h e  

l e n g t h  o f  t h e  d i a p h y s i s .

T h e  a b s o l u t e  m a r r o w  f l o w s  w e r e  l o w  on t h e  na  i l e d  s i d e  

o w i n g  t o  t h e  r e d u c t i o n  i n  t h e  a m o u n t  o f  m a r r o w  t i s s u e  

p r e s e n t ,  b u t  t h e  l e v e l  o f  f l o w  m a i n t a i n e d  i n  t h e s e  r e m n a n t s  

e m p h a s i s e s  t h e  d e g r e e  o f  a n a s t o m o s i s  w i t h i n  t h e  m a r r o w ,  f e d
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b o t h  b y  a n a s t o m o s e s  f r o m  t h e  e p i p h y s e o - m e t a p h y s e a I  s u p p l y  

a n d  i n  n o r m a l  c i r c u m s t a n c e s  by  t h e  n u t r i e n t  a r t e r y .  T h i s  

ha d  b e e n  i n d i c a t e d  by  p o s t  m o r t e m  p e r f u s i o n  s t u d i e s  a f t e r  

r e a m i n g  a n d  n a  i I i n g  ( O n i  1 9 8 7 ) .  T h e  m a r r o w  f l o w s  t o  t h e  

s h e a t h  g r o u p  a t  t wo  w e e k s  d i d  n o t ,  h o w e v e r ,  p a r a l l e l  t h e  

r e d u c t i o n  i n  v a s c u l a r i t y  f o u n d  i n  p r e v i o u s  p e r f u s i o n  

s t u d i e s  ( O n i  1 9 8 7 ) ,  e m p h a s i s i n g  t h a t  v e s s e l  f i  I I i n g  by  

p e r f u s i o n  m e t h o d s ,  o r  i t s  l a c k ,  d o e s  n o t  n e c e s s a r I l y  a c c o r d  

w i t h  b l o o d  f l o w .

T h e  v a l u e  o f  c o m p a r i s o n  w i t h  an  u n o p e r a t e d  c o n t r o l  I I mb 

i s  d e m o n s t r a t e d  by t h e  d i f f e r e n c e s  i n  f l o w s  t o  t h e  c o n t r o l  

l i m b .  F o r  c o n v e n i e n c e ,  t h e s e  f l o w s  h a v e  b e e n  s u m m a r i s e d  i n  

T a b l e  3 .  1 . 5 .  A t  one  w e e k ,  t h o s e  t o  a I I t i s s u e s  e x a m i n e d  i n  

t h e  na i I g r o u p  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  on u n p a i r e d  t  

t e s t i n g  t h a n  t h o s e  i n  t h e  c a s t  i m m o b i l i s a t i o n  g r o u p ,  a n d  

s i m i  l a r i  y t h o s e  t o  t h e  f o u r  o s s e o u s  t i s s u e s  a f t e r  na  I I I n g  

w e r e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  i n  t h e  s h e a t h  g r o u p .  T h i s  

may h a v e  a r i s e n  f r o m  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a g e s  o f  t h e  a n i m a l s  

i n  t h e  one  w e e k  s u b g r o u p s ,  a s  t h e  mean  w e i g h t  i n  t h e  n a  i I 

g r o u p  was  3 . 9 8 k g  wh i l e  i n  t h e  immobi  I i s a t i o n ,  s h e a t h  a n d  

c o n t r o l  g r o u p s  t h e  me a n s  w e r e  4 . 6 3 ,  4 . 2 3  a n d  4 . 1 6 k g

r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  d i f f e r e n c e s  w e r e  n o t  s t a t i s t i c a l  l y  

s i g n i f i c a n t ,  b u t  i t  i s  known t h a t  b o n e  b l o o d  f l o w  t e n d s  t o  

d i m i n i s h  w i t h  i n c r e a s i n g  a g e  e v e n  i n  m a t u r e  a n i m a l s  

( S e c t i o n  2 . 1 . 1 . 2 ) .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  d i f f e r e n c e s  may h a v e  

a r i s e n  f r o m  d i f f e r i n g  s y s t e m i c  e f f e c t s  o f  t h e  v a r i o u s  

o p e r a t i v e  p r o c e d u r e s ,  a s  t h e  d i f f e r e n c e s  p e r s i s t e d  o n l y  i n  

t h e  d i s t a l  m a r r o w  i n  t h e  t wo  w e e k  s u b g r o u p  d e s p i t e  t h e  mean  

w e i g h t s  o f  t h e  a n i m a l s  h a v i n g  t h e  same t r e n d  a c r o s s  t h e  

g r o u p s  ( 3  8 4 ,  4 . 4 4 ,  4 . 1 8 ,  a n d  3 . 9 8 k g  r e s p e c t i v e l y ) .  A

c o n t r o l  b l o o d  f l o w  m e a s u r e m e n t  c a r r i e d  o u t  b e f o r e  a n y  

p r o c e d u r e  on  t h e  I i m b s ,  a s  p e r f o r m e d  i n  t h e  c a s t  

immobi  I i s a t i o n  s t u d y ,  w o u l d  h a v e  a s s i s t e d  i n  t h e  a n s w e r i n g  

o f  t h i s  q u e s t i o n ,  b u t  i n  v i e w  o f  t h e  I i m i t s  on m i c r o s p h e r e  

u s a g e  i m p o s e d  by  t h e  i s o t o p e  d i s p o s a l  r e g u l a t i o n s  ( S e c t i o n

2 . 1 . 3 . 4 )  i t  h a d  b e e n  c o n s i d e r e d  p r e f e r a b l e  t o  p e r f o r m  o n l y  

o n e  m e a s u r e m e n t  i n  e a c h  a n i m a l  r a t h e r  t h a n  t o  h a l v e  t h e  

n u mb e r  o f  a n i m a l s  i n  e a c h  s u b g r o u p .  W h a t e v e r  t h e  m e c h a n i s m
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o f  t h e  c h a n g e s  i n  c o n t r o l  l i m b  f l o w ,  d i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  

t h e  n a  I I g r o u p  w i t h  t h e  o t h e r s  a t  o n e  w e e k  w o u l d  h a v e  l e d  

t o  a n  u n d e r e s t i m a t i o n  o f  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  d r o p  I n  

m a r r o w  f l o w  a n d  an  o v e r  e s  t  I m a t  I on  o f  t h a t  o f  t h e  r i s e s  I n  

c o r t i c a l  f l o w .  T h i s  f i n d i n g  c a s t s  d o u b t  on t h e  v a l i d i t y  o f  

c o m p a r i s o n s  b a s e d  on s t u d i e s  o f  b I  l a t e r a l  o s t e o t o m i e s  

t r e a t e d  by  d i f f e r e n t  m e t h o d s .

N e i t h e r  t h e  s h e a t h  n o r  t h e  na  i I p r e v e n t e d  an  i n c r e a s e  

i n  t h e  f l o w  t o  t h e  s k e l e t a l  m u s c l e  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  I I mb 

a t  t w o  w e e k s .  T h i s  i n c r e a s e  p r o b a b l y  a r o s e  p a r i  p a s s u  w i t h  

t h e  i n c r e a s e  I n  s o f t  t i s s u e  s u p p l y  t o  t h e  b o n e ,  a n d  t h e  

t r e n d  I n  t h e  mean e x p e r i m e n t a l  t o  c o n t r o l  r a t i o  a c r o s s  t h e  

g r o u p s  m a t c h e s  t h a t  o f  t h e  c o r t i c a l  s a m p l e s  ( T a b l e  3 . 1 . 4 ) .  

I t  w a s  n o t  p o s s i b l e  t o  m e a s u r e  f l o w  t o  t h e  p e r i o s t e u m  

i t s e l f ,  a s  t h i s  t i s s u e  c o u l d  n o t  be  i s o l a t e d  f r o m  t h e  s o f t  

t i s s u e  ma s s  a r o u n d  t h e  h e a l  i n g  o s t e o t o m i e s .  T h e  sma I  I 

a m o u n t  o f  t h i s  t i s s u e  w o u l d  I n  a n y  e v e n t  h a v e  made  

e s t i m a t i o n  o f  i t s  b l o o d  f l o w  u n r e l  i a b l e .

T h e  c h a n g e s  i n  t h e  f l o w s  f o u n d  i n  t h e  c o n t r o l  g r o u p  o f  

t h i s  s t u d y  a r e  g e n e r a l l y  s m a l l e r  t h a n  t h o s e  p r e v i o u s l y  

r e p o r t e d  a f t e r  o s t e o t o m y  w i t h  i n t e r n a l  o r  e x t e r n a l  f i x a t i o n  

( T a b l e  1 . 3 . 1 ) .  T h e r e  a r e  t wo  p o s s i b l e  r e a s o n s  f o r  t h i s .  

F i r s t l y ,  m o s t  o f  t h e s e  f o r m e r  s t u d i e s  u s e d  s t r o n t i u m  

c l e a r a n c e  f o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  b l o o d  f l o w ,  e f f e c t i v e l y  t o  

t h e  c o r t e x  a l o n e ,  a n d  a p a r t  f r o m  t h e  o t h e r  d i s a d v a n t a g e s  o f  

t h i s  m e t h o d ,  t h e  e x t r a c t i o n  o f  t h e  I s o t o p e  a f t e r  t h e  f i r s t  

m i n u t e  may be  g r e a t e r  i n  a r e a s  o f  new b o n e  f o r m a t i o n ,  a s  I s  

f o u n d  w i t h  t h e  b o n e  s c a n n i n g  a g e n t  m e t h y l e n e  d i p h o s p h o n a t e  

( H u g h e s  a t  a i .  1 9 7 8 ,  N u t t o n  e i  a i .  1 9 8 5 ) .  H o w e v e r ,  w i t h i n  

t h e  f i v e  o r  t e n  m i n u t e  p e r i o d  o f  a c l e a r a n c e  m e a s u r e m e n t  

t h e  t i b i a l  e x t r a c t i o n  o f  s t r o n t i u m  a f t e r  n u t r i e n t  a r t e r y  

i n j e c t i o n  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  be  c h a n g e d  by  o s t e o t o m y  

( L a u r n e n  a n d  K e I l y  1 9 6 9 ,  H u g h e s  e t  a l .  1 9 7 9 ) .

S e c o n d l y ,  t h e  p r e v i o u s  s t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  on t h e  

d o g ,  i n  w h i c h  t h e  s e g m e n t s  o f  d i a p h y s i s  c o n t a i n i n g  t h e  

o s t e o t o m y  c o n s t i t u t e d  a s ma I  1 e r  p a r t  o f  t h e  t o t a l  l e n g t h  o f  

t h e  b o n e .  T h i s  may a l s o  e x p l a i n  t h e  h i g h e r  c o r t i c a l  f l o w s
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f o u n d  by  S m i t h  e t  a l .  ( 1 9 8 7 )  u s i n g  t h e  m i c r o s p h e r e  

t e c h n i q u e  i n  t h e  c a n i n e  t i b i a .  T h e  u se  o f  s m a l l e r  b o n e  

s a m p l e s  f r o m  e i t h e r  s i d e  o f  t h e  o s t e o t o m y  m i g h t  h a v e  

r e s u l t e d  i n  h i g h e r  f l o w s  p e r  u n i t  w e i g h t  i n  t h e  p r e s e n t  

s t u d y  by  e x c l u d i n g  b o n e  f u r t h e r  a w a y  t h a t  p r o b a b l y  h a d  a  

l o w e r  f l o w ,  b u t  t h i s  w o u l d  h a v e  r e d u c e d  t h e  n u m b e r s  o f  

m i c r o s p h e r e s  i n  e a c h  s a m p l e  a n d  t h e r e f o r e  i n c r e a s e d  

e x p e r i m e n t a l  v a r i a t i o n .

A m a j o r  p r o b l e m  w i t h  e x c l u s i o n  s t u d i e s  o f  t h i s  k i n d  I s  

t h e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  e x p e r i m e n t a l  g r o u p s  o t h e r  t h a n  i n  t h e  

c h a n g e  I n  t h e  t y p e  o f  e x c l u s i o n .  T h e  p r i n c i p a l  v a r i a n t  i s  

i n  t h e  m o b i l i t y  o f  t h e  o s t e o t o m y  s i t e  d u r i n g  h e a l i n g .  T h i s  

p a r a m e t e r  d i d  n o t  a p p e a r  t o  h a v e  a c o n s i s t e n t  e f f e c t  on t h e  

t i s s u e  f l o w s .  T h e  p r i n c i p a l  e f f e c t  o f  m o v e m e n t  w o u l d  

p r o b a b l y  be  t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  r e —e s t a b i I s h m e n t  o f  t h e  

m e d u l  l a r y  c i r c u l a t i o n  a c r o s s  t h e  o s t e o t o m y ,  b u t  t h e  p e r i o d  

o f  t h i s  s t u d y  i s  l e s s  t h a n  t i m e  r e q u i r e d  f o r  t h i s  t o  o c c u r  

i n  c o n d i t i o n s  o t h e r  t h a n  r i g i d  i m m o b i l i t y  ( R h i n e l a n d e r  

1 9 6 8 ,  R h i n e l a n d e r  e t  a l .  1 9 6 8 ,  H o l d e n  1 9 7 2 ,  C h i d g e y  e t  a l .  

1 9 8 6 ,  B r u e t o n  e t  a l .  1 9 9 0 ) .  T h e  u se  o f  i n t e r n a l  o r  e x t e r n a l  

f i x a t i o n  t o  c o n t r o l  m o b i I i t y  w o u l d  h a v e  a d d e d  I n t e r f e r e n c e  

w i t h  t h e  b on e  c i r c u l a t i o n  i n  a d d i t i o n  t o  t h a t  c o n f e r r e d  by  

t h e  e x c l u s i o n  m e t h o d s .  B r u e t o n  e t  a l .  ( 1 9 9 0 ) ,  u s i n g  

e x t e r n a l  f i x a t o r s ,  f o u n d  t h a t  l o s s  o f  c o n t a c t  b e t w e e n  t h e  

b o n e  e n d s  a f t e r  an  o s t e o t o m y  o f  t h e  r a b b i t  t i b i a  I s  

a s s o c i a t e d  w i t h  a d e l a y  i n  t h e  o p e n i n g  o f  v e s s e l s  i n  t h e  

d i s t a l  f r a g m e n t  a s  d e m o n s t r a t e d  by p e r f u s i o n  s t u d i e s ,  b u t  

e v e n  i n  t h o s e  o s t e o t o m i e s  k e p t  u n d e r  c o m p r e s s i o n  t h e  

p r o c e s s  o f  r e v a s c u l a r i s a t i o n  e x t e n d e d  o v e r  a p e r i o d  l o n g e r  

t h a n  t h a t  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  F u r t h e r ,  t h e  c o m p a r i s o n  

b e t w e e n  t h e  c o r t i c a l  f l o w s  o f  t h e  c o n t r o l  a n d  na  I I g r o u p s  

i n  t h i s  s t u d y  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  B a r r o n  e t  a l .  ( 1 9 7 7 ) ,  

i n  w h o s e  s t u d y  t h e  c o n t r o l  u l n a r  o s t e o t o m y  w a s  much m o r e  

s t a b l e  a s  a r e s u l t  o f  s p l i n t i n g  by t h e  r a d i u s .

A s e c o n d  v a r i a b l e  i s  t h e  e x t e n t  o f  t h e  e x c l u s i o n  a l o n g  

t h e  s h a f t .  I n t r a m e d u l  l a r y  na  i I I n g  wi  I I e f f e c t i v e l y  r e s u l t  

i n  d a ma g e  t o  t h e  m e d u l l a  a l o n g  t h e  e n t i r e  l e n g t h  o f  t h e  

d i a p h y s i s ,  w h i  l e  t h e  l e n g t h  o f  t h e  s h e a t h  I s  I Im i t e d  by  t h e



3. 1 TISSUE EXCLUSION AFTER OSTEOTOMY 136

r e q u i r e m e n t  o f  a v o i d i n g  d a ma g e  t o  t h e  n u t r i e n t  v e s s e l s .  T h e  

o b s e r v e d  l i m i t a t i o n  o f  t h e  b l o o d  f l o w  r e s p o n s e  I n  t h e  

s h e a t h  g r o u p  I m p l i e s  t h a t  t h e  s h e a t h  w a s  s u f f i c i e n t l y  l o n g  

t o  c o v e r  t h e  a r e a  o f  t h e  g r e a t  m a j o r i t y  o f  s o f t  t i s s u e  

r e s p o n s e .

T h i s  s t u d y  h a s  sh own  t h a t  t h e  b l o o d  f l o w  r e s p o n s e  n e a r  

t h e  p e a k  o f  t h e  b l o o d  f l o w  c h a n g e s  a f t e r  o s t e o t o m y  b e t w e e n  

o n e  a n d  t wo  w e e k s  i s  m e d i a t e d  p r i n c i p a l l y  by t h e  p e r i o s t e u m  

a n d  s o f t  t i s s u e .  T h i s  c o n f i r m s  t h e  s u g g e s t i o n  o f  

R h i n e l a n d e r  i n  h i s  q u a l i t a t i v e  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  e a r l y  

c h a n g e s  i n  f r a c t u r e  s i t e  v a s c u l a r i t y  ( R h i n e l a n d e r  1 9 7 4 ) ,  

a n d  t h e  r e c r u i t m e n t  o f  s o f t  t i s s u e  s u p p l y  a t  t h i s  t i m e  

o b s e r v e d  a f t e r  n u t r i e n t  a r t e r y  o c c l u s i o n  o b s e r v e d  by  

S t r a c h a n  e i  a / .  ( 1 9 9 0 ) .  T h e s e  w o r k e r s  o b s e r v e d  t h a t  t wo

w e e k s  a f t e r  o s t e o t o m y  o f  t h e  c a n i n e  t i b i a ,  o c c l u s i o n  o f  t h e  

n u t r i e n t  a r t e r y  c a u s e d  a much r e d u c e d  f  a I I i n  d i a p h y s e a l

f l o w  t h a n  t h a t  f o u n d  w i t h o u t  o s t e o t o m y .  T h i s  e x p e r i m e n t a l  

m e t h o d  c o n s t i t u t e s  a t y p e  o f  e x c l u s i o n ,  a l b e i t  d e l a y e d  

u n t i  I some s t a g e  d u r i n g  h e a l i n g ,  w h i c h  i n d i c a t e s  t h e  a m o u n t  

o f  b l o o d  s u p p l y  t h a t  i s  o b t a i n e d  o n l y  f r o m  t h e  t i s s u e  

e x c l u d e d  w i t h o u t  t h e  b a c k g r o u n d  o f  t h e  f a c u l t a t i v e  

d e v e l o p m e n t  o f  o t h e r  r o u t e s  o f  s u p p l y .

W h i l e  t h i s  m e t h o d  o f  ' s e c o n d a r y '  e x c l u s i o n  m i g h t  a p p e a r  

m o r e  p h y s i o l o g i c a l  , t h e  o s t e o t o m y  w a s  s t i  I I s u b j e c t  t o  a  

d e g r e e  o f  ' p r i m a r y '  e x c l u s i o n  I n  t h e  f o r m  o f  t h e  f i x a t i o n  

p l a t e .  I t  a l s o  r e q u i r e d  t h e  i n t e r f e r e n c e  o f  s u r g i c a l  

e x p o s u r e  o f  t h e  b o n e  a t  t h e  t i m e  o f  b l o o d  f l o w  m e a s u r e m e n t .

D i v i s i o n  o f  t h e  n u t r i e n t  a r t e r y  r e q u i r e s  l e s s  s u r g e r y  t h a n

e l e v a t i o n  o f  t h e  p e r i o s t e u m  a n d  s o f t  t i s s u e  f r o m  t h e  

f r a c t u r e  s p i n d l e ,  w h i c h  i s  d i f f i c u l t  t o  p e r f o r m  w i t h  a n y  

a c c u r a c y  i n  v i e w  o f  t h e  l a c k  o f  c l e a r  t i s s u e  p l a n e s .  To  

a I l o w  me d u l  l a r y  r e a m i n g ,  i n i t i a l  o p e r a t i v e  f i x a t i o n  w o u l d  

be r e q u i r e d  t o  p r e v e n t  o v e r r i d i n g  o f  t h e  f r a g m e n t s .

P r i m a r y  e x c l u s i o n  m e t h o d s  e m p l o y  s u r g i c a l  t r a u m a  a t  t h e  

t i m e  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e ,  a n d  t h u s  m o r e  c l o s e l y  

m i m i c  t h e  p o t e n t i a l  t i s s u e  d a m a g e  t h a t  may o c c u r  i n  

c l i n i c a l  I n j u r i e s .  H o w e v e r , t h e  c o n t i n u a n c e  o f  e x c l u s i o n
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d u r i n g  h e a l i n g  d o e s  n o t  m a t c h  t h e  c l i n i c a l  c o u r s e  o f  

f r a c t u r e  h e a l  i n g  u n l e s s  t h e  t e c h n i q u e  i s  o n e  u s e d  i n  

f r a c t u r e  m a n a g e m e n t ,  a s  w i t h  i n t r a m e d u l l a r y  n a i l i n g .  T h e  

m e t h o d s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  s e l e c t e d  i n  v i e w  o f  t h e  

p r e v i o u s  s t u d i e s  by p e r f u s i o n  t e c h n i q u e s ,  b u t  a m o r e  

s a t i s f a c t o r y  a l t e r n a t i v e  m i g h t  h a v e  b e e n  t h e  u s e  o f  s o f t  

t i s s u e  s t r i p p i n g  a n d  m e d u l l a r y  r e a m i n g  w i t h o u t  t h e  u s e  o f  

t h e  s h e a t h  o r  na  i I . T h u s ,  s t a n d a r d  t y p e s  o f  t i s s u e  damage  

w o u l d  h a v e  b e e n  p r o d u c e d ,  w h I  l e  a I l o w i n g  u n i n h i b i t e d  

r e c o v e r y  f r o m  t h i s  d a m a g e .  T h e  p r o b l e m  o f  t h e  v a r i a b l e  

a m o u n t  o f  f r a c t u r e  mob i I i t y  b e t w e e n  t h e  t h r e e  g r o u p s  w o u l d  

a l s o  h a v e  b e e n  a v o i d e d .  Su c h  a m o d e l  w o u l d  s t i  I I be  f a r  

f r o m  i d e n t i c a l  t o  a c l i n i c a l  f r a c t u r e ,  a n d  an  a l t e r n a t i v e ,  

b a s e d  on f r a c t u r e s  p r o d u c e d  by b l u n t  t r a u m a ,  i s  t h e  s u b j e c t  

o f  t h e  n e x t  s t u d y .
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T a b l e  3 . 1 . 1  C o n t r o l  g r o u p .  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  
m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S O )  pm m i c r o s p h e r e s  o n e  a n d  t wo
w e e k s  a f t e r  a u n i l a t e r a l  t i b i a l  d i a p h y s e a l  o s t e o t o m y .  F l o w s  
a r e  e x p r e s s e d  a s  mean ± SE m l / m i n . l O O g  ( n = 6  f o r  e a c h  
s u b g r o u p ) .

C e n t r o  1 O s t e o t o m y P

proximal  c o r t ex  1 1 .42 ± 0 . 3 4 2 . 7 6  i 0 . 5 0 <0.01

2 2.01 0 . 5 4 5 . 8 9 * 1 . 09 <0.01

d i s t a l  c o r t e x  1 1.83 0 . 5 9 1.79 0 . 3 6 NS

2 1 .99 0 . 5 6 5 . 8 5 * * 0 . 9 4 <0.001

proximal  marrow 1 2 6 . 9 6 7 . 4 6 3 2 . 4 4 8 . 8 2 NS

2 34 . 1 3 6 . 5 8 2 8 . 08 3 . 4 7 NS

d i s t a l  marrow 1 9 . 0 8 2 . 2 3 8 . 6 4 1 .66 NS

2 14.79 4 . 6 3 13 .74* 1 .41 NS

s k e l e t a l  muscle 1 10. 16 3 . 1 4 11.28 2 . 0 3 NS

2 6 . 4 9 1 .41 13.12 2 . 4 5 <0.01

Control  = cont r o l  l imb (no osteotomy)

Osteotomy = exper i ment a l  l imb

1 = one week subgroup

2 = two week subgroup

NS = not s i g n i f i c a n t  a t  5% level  ( p a i r e d  i  t e s t )

* = s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f rom one week f l o w  a t  5X level  

( un pa i r ed  t t e s t )

• •  = s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f rom one week f l o w  a t  IX level  

( unpa i r e d  i  t e s t )
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T a b l e  3 . 1 . 2  S h e a t h  g r o u p .  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  a nd  t h e  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  
m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  o n e  a n d  t wo  
w e e k s  a f t e r  a u n i l a t e r a l  t i b i a l  d i a p h y s e a l  o s t e o t o m y  w i t h  
t h e  p e r i o s t e u m  a n d  s o f t  t i s s u e s  e x c l u d e d  by  a s i l a s t i c  
s h e a t h .  F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  mean ± SE m l / m i n . 1 0 0 g  ( n = 6  
f o r  e a c h  s u b g r o u p ) .

C e n t r o  1 O s t e o t o m y P

proximal  c o r t e x  1 1 .08 ± 0 . 4 2 1 . 28  ± 0 . 4 9 NS

2 2 . 0 0 0 . 8 8 2 . 2 0 0 . 3 7 NS

d i s t a l  c o r t ex  1 0 . 7 5 0 . 27 0 . 8 9 0.31 NS

2 1 .80 0 . 9 4 1 .87 0 . 4 0 NS

proximal  marrow 1 17.57 3 . 8 0 16.39 3 . 8 0 NS

2 3 2 . 1 3 * 5 . 1 5 2 8 . 0 4 4 . 4 7 NS

d i s t a l  marrow 1 4 . 6 2 1 .24 4 . 9 8 1 .27 NS

2 1 2 . 4 9 * * 2 . 0 3 12 .92* 3 . 0 5 NS

s k e l e t a l  muscle 1 6 . 1 8 2 . 6 6 7 . 57 2 . 5 0 NS

2 8 . 9 2 3 . 3 5 11 .91 3.91 <0 . 05

Cont rol  = cont r o l  I imb (no osteotomy)

Osteotomy = exper i ment a l  l imb

1 = one week subgroup

2 = two week subgroup

NS = not s i g n i f i c a n t  a t  5X l evel  ( p a i r e d  t t e s t )

•  = s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f rom one week f l o w  a t  5X l evel  

( unp a i r ed  i  t e s t )

* •  = s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f rom one week f l o w  a t  IX leve l  

( un p a i r e d  t  t e s t )
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T a b l e  3 . 1 . 3  N a i l  g r o u p .  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  
m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  o n e  a n d  t wo  
w e e k s  a f t e r  a u n i  l a t e r a l  t i b i a l  d i a p h y s e a l  o s t e o t o m y  w i t h  
i n t r a m e d u l  l a r y  na  i I i n g .  F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  mean ± SE 
m l / m i n . 1 0 0 g  ( n = 6  f o r  e a c h  s u b g r o u p ) .

C o n t r o 1 O s t e o t o m y P

proximal  c o r t ex  1 2 . 5 0 ± 0 . 4 7 3 . 85 t 1 . 09 NS

2 1.45 0 . 25 2 . 72 0.71 NS

d i s t a l  c o r t e x  1 3 . 5 7 0 . 8 6 5 . 5 5 1 .75 NS

2 1.79 0 . 5 9 4 . 0 2 1 .01 <0 . 05

proximal  marrow 1 5 9 . 15 15.32 3 0 . 7 8 1 1 .33 <0.01

2 4 8 . 42 10.05 17.86 10. 15 <0.001

d i s t a l  marrow 1 2 1 . 3 6 6 . 1 5 18.23 9.61 NS

2 17.83 4 . 2 6 2 0 . 6 4 11.72 NS

s k e l e t a l  muscle 1 14 .74 3 . 4 4 15.14 1 .93 NS

2 7 . 88 2 . 4 6 11.50 3 . 5 4 <0 . 05

Cont rol  = co n t r o l  l imb (no osteotomy)

Osteotomy *  exper i ment a l  l imb

1 = one week subgroup

2 = two week subgroup

NS = not  s i g n i f i c a n t  a t  5% level  ( p a i r e d  t t e s t )

No two week f l o w  d i f f e r e d  s i g n i f i c a n t l y  f rom cor responding one week 

f l o w  ( unp a i r ed  t  t e s t )
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T a b l e  3 . 1 . 4  G e o m e t r i c  means o f  t h e  r a t i o s  be t ween f l o w s  in
t h e  e x p e r i m e n t a l  and c o n t r o l  I imbs ( n = 6  f o r  each
subgroup ) .

C a s t C o n t r o 1 S h e a t h N a i  1

proximal  c o r t e x 1 0.81 2 . 0 5 * * 1.17 1.28

2 0 . 9 5 3 . 1 7 * * 1 .59 1.73

d i s t a l  c o r t e x 1 1 .30 1 . 15 1 .25 1.24

2 1 .20 3 . 4 1 * * 1.35 2 . 7 2 *

proximal  marrow 1 1.01 1.20 0 . 9 4 0 . 4 2 * *

2 1.02 0 . 8 8 0 . 8 7 0 . 1 5 *

d i s t a l  marrow 1 1 .27 1 .02 1.06 0 . 55

2 1 .21 1 .15 0 . 9 4 0 . 7 2

s k e l e t a l  muscle 1 1 .27 1 .36 1.27 1.12

2 1 .17 2 . 1 4 * * 1 . 4 6 * * 1 .51*

Cast  = cast  i mmo b i l i s a t i o n  on l y  ( Se c t i on  2 . 5 )  

Cont rol  = osteotomy w i t h  cast

Sheath = osteotomy w i t h  s i l a s t i c  sheath and cast  

Na i l  = osteotomy w i t h  i n t r am e d u l l a r y  n a i l  and cast

1 = one week subgroups

2 = two week subgroups

* = s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f rom u n i t y  a t  5% level  ( p a i r e d  i  t e s t )

* *  = s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f rom u n i t y  a t  IX l eve l  ( p a i r e d  t  t e s t )
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T a b  l e  3 . 1 . 5
m 1/ m i n . 1OOg

Mean  
( n = 6

f 1ows t o  
f o r  e a c h

t h e  c o n t r o l  
s u b g r o u p  ) .

l i m b s ,  e x p r e s s e d  a s

C a s t C o n t r o 1 S h e a t h N a i  1

proximal  c o r t e x 1 0 . 7 7 1 .42 1.08 2 . 5 0

2 1 .40 2.01 2 . 0 0 1 .45

d i s t a l  c o r t e x 1 0 . 5 4 1 .83 0 . 7 5 3 . 5 7

2 0 . 97 1 . 99 1.80 1 . 79

proximal  marrow 1 17.28 2 9 . 9 6 17.57 59 . 1 5

2 3 2 . 60 3 4 . 1 3 32 . 1 3 4 8 . 42

d i s t a l  marrow 1 3 . 9 8 9 . 0 8 4 . 6 2 21 .36

2 6 . 6 2 14 .79 12.49 17.83

s k e l e t a l  muscle 1 5 . 8 5 10 .16 6 . 1 8 14.74

2 6 . 7 8 6 . 4 9 8 . 9 2 7 . 8 8

Cast  = cast  i mmo b i l i s a t i o n  on l y  ( S e c t i o n  2 . 5 )  

Cont rol  = osteotomy w i t h  cast

Sheath = osteotomy w i t h  s i l a s t i c  sheath and cas t  

Na i l  = osteotomy w i t h  i n t r a m e d u l l a r y  n a i l  and cast

1 = one week subgroups

2 = two week subgroups
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( a ) c o n t r o I ( b )  s h e a t h ( c ) n a i l

F i g u r e  3 . 1 . 1 E x p e r i m e n t a l  o s t e o t o m i e s  o f  t h e  d i a p h y s i s  o f  
t h e  a d u l t  r a b b i t  ( a f t e r  On i 1 9 8 7 ) .
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F i g u r e  3 . 1 . 2  One week subgroups  G e o m e t r i c  means o f  the
r a t i o s  between f l o w s  in t h e  e x p e r i m e n t a l  and c o n t r o l  I imbs
a t  one week ( n=6 f o r  each s u b g r o u p ) .

Geometric means of ratios

Proximal Cortex Distal Cortex Proximal Marrow Distal Marrow Skeletal Muscle

Tissue

Cast Control Sheath Nail
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F i g u r e  3 . 1 . 3  Two week subgroups G e o m e t r i c  means o f  t he
r a t i o s  between f l o w s  in the  e x p e r i m e n t a l  and c o n t r o l  I imbs
a t  two weeks ( n=6 f o r  each s u b g r o u p ) .

Geometric means of ratios

Proximal Cortex Distal Cortex Proximal Marrow Distal Marrow Skeletal Muscle

Tissue

Cast Control Sheath Nail
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F i g u r e  3 . 1 . 4

C o n t r o l  g r o u p .
R a d i o g r a p h s  o f  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s ,  o n e  a n d  t w o  
w e e k s  a f t e r  a n  o s t e o t o m y  
i n  t h e  c o n t r o l  g r o u p .

( a )  o n e  w e e k

( b )  two weeks
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F i g u r e  3 . 1 . 5

S h e a t h  g r o u p .
R a d i o g r a p h s  o f  t h e  t i b i a !  
d i a p h y s i s ,  o n e  a n d  t w o  
w e e k s  a f t e r  an  o s t e o t o m y  
i n  t h e  s h e a t h  g r o u p .

( a )  o n e  w e e k

( b )  two weeks
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F i g u r e  3 . 1 . 6  

N a i I  g r o u p .
R a d i o g r a p h s  o f  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s ,  o n e  a n d  t w o  
w e e k s  a f t e r  a n  o s t e o t o m y  
i n  t h e  n a i l  g r o u p .

( a )  o n e  w e e k

( b )  two weeks
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3 . 2  -------------------------------------------------------------------------------------------------------------

A STUDY OF THE BLOOD FLOW TO THE T I B I A L  D I A P H Y S I S  OF THE  

ADULT R A B B I T  AFTER FRACTURES CAUSED BY D I F F E R I N G  FORCES

3 . 2 . 1  I NT R ODU CT I ON

T h e  g r e a t  m a j o r i t y  o f  i n v e s t i g a t i o n s  i n t o  t h e  b l o o d  s u p p l y  

o f  b o n e  a f t e r  ' f r a c t u r e '  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  on s u r g i c a l  

o s t e o t o m i e s .  T h e s e  may b e a r  l i t t l e  r e s e m b l a n c e  t o  f r a c t u r e s  

c a u s e d  by  b l u n t  t r a u m a ,  p a r t i c u l a r l y  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  

a s s o c i a t e d  s o f t  t i s s u e  d a m a g e .  M e t h o d s  o f  p r o d u c t i o n  o f  

f r a c t u r e s  by  c l o s e d  m e a n s  i n  v i v o  h a v e  i n c l u d e d  s i m p l e  

m a n u a l  b e n d i n g  ( W r a y  a n d  L y n c h  1 9 5 9 ,  W r a y  1 9 6 3 ) ,  b e n d i n g  by  

h y d r a u l i c  p r e s s  w i t h  o r  w i t h o u t  m a n u a l  d i s p l a c e m e n t  o f  t h e  

f r a g m e n t s  ( R h i n e l a n d e r  a n d  B a r a g r y  1 9 6 2 ,  R h i n e l a n d e r  e t  a l .  

1 9 6 8 ) ,  a n d  p e r c u s s i o n  b y  a w e i g h t  f a l l i n g  u n d e r  g r a v i t y  

( E d w a r d s  1 9 6 5 b ) .  I n  no  c a s e  h a s  t h e  f r a c t u r e  s o  p r o d u c e d  

b e e n  s u b s e q u e n t l y  s t u d i e d  b y  q u a n t i t a t i v e  m e t h o d s ,  a n d  no  

a t t e m p t  h a s  b e e n  made  t o  r e l a t e  b o n e  b l o o d  f l o w  t o  t h e  

f o r c e  u s e d  t o  c r e a t e  t h e  f r a c t u r e .

T h e  p r i n c i p l e  d e t e r m i n a n t  o f  d e l a y e d  u n i o n  o f  c l i n i c a l  

f r a c t u r e s  o f  t h e  a d u l t  t i b i a l  s h a f t  a p p e a r s  t o  b e  t h e  

e n e r g y  o f  t h e  i n j u r y  ( S e c t i o n  1 . 1 ) .  T h u s ,  c l o s e d  i n j u r i e s  

s u s t a i n e d  i n  v e h i c u l a r  a c c i d e n t s  a n d  by  f a l l s  f r o m  a h e i g h t  

a r e  m o r e  l i k e l y  t o  be  s u b j e c t  t o  d e l a y e d  u n i o n  t h a n  s p o r t s  

i n j u r i e s  a n d  t h o s e  s u s t a i n e d  by  l e s s e r  f a l l s  ( O n i ,  H u i  a n d  

G r e g g  1 9 8 8 ) ,  a n d  t h e  f e a t u r e s  o f  f r a c t u r e s  o b s e r v e d  t o  be  

p r o n e  t o  d e l a y e d  u n i o n  a r e  t h o s e  c o m m o n l y  r e s u l t i n g  f r o m  

h i g h  e n e r g y  a c c i d e n t s .  T h e  a n a l y s i s  o f  c l i n i c a l  s e r i e s  i n  

S e c t i o n  1 . 1 . 2  s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  f e a t u r e s  a r e  c o m m i n u t i o n ,  

i n i t i a l  d i s p l a c e m e n t ,  a s s o c i a t e d  f i b u l a r  f r a c t u r e ,  a n d  

c o m p o u n d i n g ,  t h e  l a t t e r  t h r e e  f a c t o r s  b e i n g  c l o s e l y  

r e l a t e d .  T h e  d e g r e e  o f  a l l  t h e s e  p a r a m e t e r s  i s  r e l a t e d  t o
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t h e  e n e r g y  i n v o l v e d  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  f r a c t u r e ,  a n d

t h e  p o s s i b l e  r e l a t i o n s h i p  o f  t h i s  e n e r g y  t o  t h e  d e g r e e  o f

d e v a s c u  I a r  i s a t  i on o f  t h e  b o n e  i s  t h e  b a s i s  f o r  t h e  

h y p o t h e s i s  t o  be  t e s t e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .  T h u s  I t  i s  

p r o p o s e d  t h a t  t i b i a l  f r a c t u r e s  r e s u l t i n g  f r o m  h i g h e r  e n e r g y  

b l u n t  t r a u m a  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  an  a t t e n u a t i o n  o f  t h e  

s u b s e q u e n t  b o n e  b l o o d  f l o w  r e s p o n s e  ( S e c t i o n  1 . 1 . 3 ) .

H i g h e r  e n e r g y  i n j u r i e s  a r e  u s u a l l y  o f  t h e  b e n d i n g  t y p e  

r a t h e r  t h a n  t h e  s p i r a l ,  a n d  a r e  o f t e n  c a u s e d  by  d i r e c t  

v i o l e n c e  t o  t h e  s i t e  o f  f r a c t u r e .  I t  i s  t h e r e f o r e  t h i s  t y p e  

o f  f r a c t u r e  t h a t  s h o u l d  be  s t u d i e d  f i r s t  i n  t h e  a s s e s s m e n t  

o f  t h e  e f f e c t  o f  t h e  e n e r g y  i m p a r t e d  t o  t h e  b o n e  on t h e  

s u b s e q u e n t  b l o o d  f l o w .  S u c h  a f r a c t u r e  c a n  be  p r o d u c e d  by  

p e r c u s s i o n  o f  t h e  s h a f t .

U s i n g  a p e r c u s s i o n  t e c h n i q u e ,  E d w a r d s  ( 1 9 6 5 b )  s t u d i e d  

t h e  i m p o r t a n c e  o f  s k i n  d a ma g e  on s u b s e q u e n t  f r a c t u r e

h e a l  i n g  i n  t h e  d o g .  T h e  s k i n  o v e r  t h e  a n t e r i o r  s u r f a c e  o f  

t h e  c o n t r o l  t i b i a  was  i n c i s e d  a n d  r e t r a c t e d  t o  e x p o s e  t h e  

b o n e ,  a n d  f r a c t u r e s  o f  b o t h  t i b i a e  p r o d u c e d  by  d r o p p i n g  o n t o  

t h e  l i m b s  a w e i g h t  r u n n i n g  a l o n g  t w o  v e r t i c a l  b a r s .  T h e  

s k i n  i n c i s i o n  a n d  t h e  wo u n d  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  b l o w  t o  t h e  

e x p e r i m e n t a l  I i mb w e r e  t h e n  c l o s e d  a n d  b o t h  I i mbs

i m m o b i l i s e d  i n  p l a s t e r  c a s t s .  C l i n i c a l  u n i o n  o c c u r r e d  

w i t h i n  s i x  w e e k s  i n  a I I c o n t r o l  I i m b s ,  w h i  l e  i n  t h e  

e x p e r i m e n t a l  I i mbs h e a l  i n g  w a s  d e l a y e d  b e y o n d  t h i s  p e r i o d  

i n  83% o f  c a s e s .  T h i s  w a s  a t t r i b u t e d  t o  t h e  75% i n c i d e n c e  

o f  s k i n  ' n e c r o s i s '  i n  t h e s e  l i m b s ,  o f t e n  r e s u l t i n g  i n  

e x p o s u r e  o f  t h e  b o n e  a l t h o u g h  w i t h o u t  f r a n k  i n f e c t i o n .  T h i s  

q u a l i t a t i v e  s t u d y  s u g g e s t s  t h a t  c a r e  i s  r e q u i r e d  t o  a v o i d  

s k i n  n e c r o s i s  i n  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e s  i f  d i f f e r e n t  

e x p e r i m e n t a l  g r o u p s  a r e  t o  be c o m p a r a b l e .

T h e  f r a c t u r e s  p r o d u c e d  by E d w a r d s  w e r e  c r u s h  i n j u r i e s ,  

a n d  t h e r e f o r e  w e r e  e x t e n s i v e l y  c o m m i n u t e d .  H o w e v e r ,  i n  t h e  

s t u d y  o f  t h e  e f f e c t s  o f  f r a c t u r e  e n e r g y ,  a s i m p l e  f r a c t u r e  

p a t t e r n  i s  d e s i r a b l e  i n  o r d e r  t o  f a c i l i t a t e  b o t h  t h e  

d i s t i n c t i o n  b e t w e e n  f l o w s  p r o x i m a l  a n d  d i s t a l  t o  t h e  

f r a c t u r e ,  a n d  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  f r a c t u r e  m o r p h o l o g y  i n
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d i f f e r e n t  a n i m a l s .  T r a n s v e r s e  f r a c t u r e s  a r e  i d e a l ,  a n d  

m i g h t  be  p r o d u c e d  by  s u p p o r t i n g  t h e  b o n e  a t  e i t h e r  e n d  t o  

e n a b l e  f r a c t u r i n g  by  t h r e e - p o i n t  b e n d i n g .

3 . 2 . 2  METHOD

T h e  s t u d y  wa s  p e r f o r m e d  on a t o t a l  o f  2 4  a d u l t  f e m a l e  New  

Z e a l a n d  W h i t e  r a b b i t s  w e i g h i n g  3 . 4 0  t o  4 . 5 0 k g .

3 . 2 . 2 .  1 F r a c t u r e  r i g

T h e  r i g  u s e d  t o  p r o d u c e  t i b i a l  s h a f t  f r a c t u r e s  w a s  a 

m o d i f i c a t i o n  o f  t h a t  u s e d  by  E d w a r d s  ( 1 9 6 5 b )  a n d  was  

d e s i g n e d  a n d  b u i l t  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  D e p a r t m e n t  o f  

E n g i n e e r i n g  o f  t h e  U n i v e r s i t y  o f  L e i c e s t e r .  I n t o  a h e a v y  

b a s e  p l a t e  w e r e  s e t  t w o  p a r a  I I e I  v e r t i c a l  b a r s ,  a l o n g  w h i c h  

r a n  a w e i g h t  b e a r i n g  a r o u n d e d  p o i n t  ( F i g u r e s  3 . 2 . 1  a n d  

3 . 2 . 2 ) .  To  p r o d u c e  a f r a c t u r e  by t h r e e - p o i n t  b e n d i n g ,  t h e  

t i b i a  w a s  h e l d  a wa y  f r o m  t h e  b a s e  p l a t e  by s u p p o r t s  

p o s i t i o n e d  a p p r o x i m a t e l y  6cm a p a r t  a r o u n d  t h e  h o c k  a n d  

k n e e .  T h e s e  s u p p o r t s  w e r e  m o u l d e d  i n  s i  I i c o n e  p o l y m e r  

( F / e x a n e  6 0 ,  D e v c o n  L t d ,  S h a n n o n ,  I r e l a n d )  f r o m  a p l a s t e r  

o f  P a r i s  r e p l i c a  o f  t h e  r i g h t  h i n d  I imb o f  an  a d u l t  New  

Z e a l a n d  W h i t e  r a b b i t .  T h e  h o c k  m o u l d i n g  w a s  c i r c u l a r  i n  

c r o s s - s e c t i o n ,  a n d  w a s  m o u n t e d  b e t w e e n  t wo  w o o d e n  b l o c k s  

b e t w e e n  w h i c h  i t  c o u l d  be  r o t a t e d  a s  r e q u i r e d  ( F i g u r e s

3 . 2 . 1  a n d  3 . 2 . 3 ) .  T h e  k n e e  s u p p o r t  w a s  h e l d  m a n u a l l y ,  

g i v i n g  g r e a t e r  f r e e d o m  o f  c o n t r o l  o f  t h e  p o s i t i o n i n g  o f  t h e  

I imbs o f  d i f f e r e n t  a n i m a l s  i n  t h e  h o r i z o n t a l  p l a n e .  T h e  

t i b i a  wa s  h e l d  a p p r o x i m a t e l y  2 . 5 c m  f r o m  t h e  b a s e  p l a t e ,  a nd  

a h o l e  d r i  I l e d  t h r o u g h  t h e  b a s e  p l a t e  a I l o w e d  f o r  d o w n w a r d s  

d i s p l a c e m e n t  o f  t h e  f r a c t u r e  f r a g m e n t s  up t o  a t h e o r e t i c a l  

maxi mum a n g u l a t i o n  a t  t h e  f r a c t u r e  s i t e  o f  a p p r o x i m a t e l y  

8 0 *  .

T h e  e n e r g y  o f  t h e  w e i g h t  w h i  l e  f  a I I i n g  u n d e r  t h e  

i n f l u e n c e  o f  g r a v i t y ,  i g n o r i n g  t h e  e f f e c t s  o f  f r i c t i o n  a nd  

a i r  r e s i s t a n c e ,  i s  e q u i v a l e n t  t o  i t s  p o t e n t i a l  e n e r g y  :
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p o t e n t i a l  e n e r g y  — mgh  ( 3 . 1 )

w h e r e  m =  mass  o f  t h e  w e i g h t

g  =  a c c e l e r a t i o n  d u e  t o  g r a v i t y  

a n d  h =  d i f f e r e n c e  i n  h e i g h t  b e t w e e n  t h e  s t a r t i n g  a n d  

f i n i s h i n g  p o s i t i o n s  o f  t h e  w e i g h t .

T h u s ,  t h e  e n e r g y  i m p a r t e d  t o  t h e  I imb c a n  be  v a r i e d  by  

c h a n g i n g  t h e  i n i t i a l  h e i g h t  o f  t h e  w e i g h t  a b o v e  t h e  l i m b  o r  

by c h a n g i n g  t h e  mass  o f  t h e  w e i g h t .  As t h e  m e c h a n i c a l  

p r o p e r t i e s  o f  b o n e  v a r y  w i t h  t h e  r a t e  o f  i t s  d e f o r m a t i o n  

( S a m m a r c o  e t  a l .  1 9 7 1 ,  P a n j a b i  e t  a l .  1 9 7 3 ) ,  i t  i s  

d e s i r a b l e  t h a t  t h e  v e l o c i t y  o f  t h e  w e i g h t  a t  i m p a c t  i s  k e p t  

c o n s t a n t  w i t h  c h a n g e s  i n  a p p l i e d  e n e r g y .  An e x p r e s s i o n  f o r  

t h e  v e l o c i t y  o f  t h e  w e i g h t  i s  o b t a i n a b l e  f r o m  t h e  i d e n t i t y  

o f  i t s  k i n e t i c  e n e r g y  t o  i t s  p o t e n t i a l  e n e r g y  i n  t h e s e  

c i r c u m s t a n c e s ,  t h e  e n e r g y  o f  i t s  m o t i o n  a r i s i n g  s o l e l y  f r o m  

i t s  d e s c e n t  u n d e r  g r a v i t y  :

k i n e t i c  e n e r g y  — hmv^  ( 3 . 2 )

w h e r e  v =  v e l o c i t y .  T h e r e f o r e

mgh =

S o l v i n g  f o r  v g i v e s

V =  y ( 2 g h ) ( 3 . 3 )

I t  i s  a p p a r e n t  t h a t  v e l o c i t y  i s  i n d e p e n d e n t  o f  ma s s  i f  

f r i c t i o n  a n d  a i r  r e s i s t a n c e  a r e  i g n o r e d .  T h e r e f o r e ,  t h e  

i n i t i a l  h e i g h t  o f  t h e  w e i g h t  s h o u l d  be  k e p t  c o n s t a n t ,  a n d  

c h a n g e s  i n  e n e r g y  s h o u l d  be a c h i e v e d  by v a r y i n g  i t s  m a s s .  

M a i n t a i n i n g  a c o n s t a n t  i n i t i a l  h e i g h t  h a s  t h e  f u r t h e r
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a d v a n t a g e  o f  r e d u c i n g  i n c r e a s e s  i n  f r i c t i o n  w i t h  h i g h e r  

e n e r g i e s ,  a s  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  h o l d  t w o  b a r s  p a r a l l e l  o v e r  

a n  e x t e n d e d  d i s t a n c e ,  a n d  f r i c t i o n  w i l l  i n c r e a s e  w i t h  a n y  

d e v i a t i o n .  O v e r  t h e  sma I I d i s t a n c e s  a n d  w i t h  t h e  sma I I 

v e l o c i t y  o f  t h i s  e x p e r i m e n t ,  t h e  e f f e c t s  o f  a i r  r e s i s t a n c e  

w e r e  we I I w i t h i n  t h e  m a r g i n  o f  e r r o r  o f  t h e  t e c h n i q u e .

T h e  e n e r g y  o f  t h e  w e i g h t  c a l c u l a t e d  a t  t h e  p o i n t  o f  

i m p a c t  i s  o n l y  an  e s t i m a t i o n  o f  t h e  e n e r g y  i m p a r t e d  t o  t h e  

I i mb ,  a s  d u r i n g  t h e  f r a c t u r e  t h e  w e i g h t  wi  I i c o n t i n u e  t o  

d e s c e n d  a n d  d i s p l a c e  t h e  f r a g m e n t s ,  a n d  some e n e r g y  w i l l  be  

a b s o r b e d  by d e f o r m a t i o n  o f  t h e  s u p p o r t  m o u l d s .  A c c u r a t e  

m e a s u r e m e n t  o f  t h e  a c t u a l  e n e r g y  d e p e n d s  u p o n  a c c u r a t e  

r e c o r d i n g  o f  t h e  r e s u l t i n g  s t r a i n  a n d  d i s p l a c e m e n t ,  t h e  

a r e a  u n d e r  a p l o t  o f  t h e s e  t w o  p a r a m e t e r s  g i v i n g  t h e  w o r k

d o n e ,  o r  e n e r g y  e x p e n d e d ,  on t h e  l i m b .  H o w e v e r ,  s u c h

m e a s u r e m e n t s  p o s e  d i f f i c u l t i e s .  R e c o r d i n g  s t r a i n  by  a g a u g e  

on t h e  w e i g h t  w o u l d  r e q u i r e  r i g i d  f i x a t i o n  o f  e i t h e r  e n d  o f  

t h e  b o n e ,  w h i c h  w o u l d  r e q u i r e  t h e  u s e  o f  h e a v y  t r a n s f i x i n g  

w i r e s  o r  o f  l i m b  g r i p s  i m p o s i n g  u n a c c e p t a b l y  h i g h  p r e s s u r e s  

on t h e  s o f t  t i s s u e s .  L i m i t i n g  t h e  a n a l y s i s  t o  t h e  b o n e  

i t s e l f  w o u l d  r e q u i r e  t h e  a p p i  i c a t  i o n  o f  a s t r a i n  g a u g e  

d i r e c t l y  o n t o  t h e  s h a f t .  T h e s e  m e t h o d s  w o u l d  o b v i a t e  a n y  

a d v a n t a g e  t h e  t e c h n i q u e  c o u l d  o t h e r w i s e  g i v e  i n  t h e  

m i m i c k i n g  o f  a c l i n i c a l  f r a c t u r e .  I t  w a s  t h e r e f o r e  d e c i d e d  

t h a t  a n  e s t i m a t i o n  o f  t h e  e n e r g y  o f  t h e  w e i g h t  a t  t h e  p o i n t

o f  i m p a c t  was  a s  c l o s e  a s  s h o u l d  be  o b t a i n e d .

T h i s  m e t h o d  o f  f r a c t u r e  p r o d u c t i o n  a l l o w e d  v a r i a t i o n  i n  

t h e  a m o u n t  o f  e n e r g y  a v a i l a b l e  a t  i m p a c t ,  w h i l e  k e e p i n g  

c o n s t a n t  t h o s e  f a c t o r s  i n d e p e n d e n t  o f  t h i s  p a r a m e t e r .  T h e s e  

w e r e  t h e  r a t e  o f  d e f o r m a t i o n ,  a s s u m i n g  t h i s  t o  d e p e n d  on  

t h e  v e l o c i t y  o f  t h e  w e i g h t  a t  i m p a c t ;  t h e  a r e a  o v e r  w h i c h  

t h e  f r a c t u r i n g  f o r c e  w a s  a p p l i e d ;  t h e  d i r e c t i o n  o f  t h e  

f o r c e ;  a n d  t h e  a x i a l  p r e l o a d  i n g  o f  t h e  b o n e ,  w h i c h  w a s  

a s s u m e d  t o  be n e g I i g i b l e  i n  a l l  c a s e s .

P r e l i m i n a r y  t e s t i n g  o f  t h e  a p p a r a t u s  w a s  c a r r i e d  o u t  

w i t h  i s o l a t e d  b o n e s  a n d  h i n d l i m b s  o f  r a b b i t s  o b t a i n e d  f r o m  

t h e  l o c a l  m a r k e t .  T h e s e  I i m b s  w e r e  f r o m  a n i m a l s  o f
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i n d e t e r m i n a t e  s t r a i n ,  a n d  l a c k e d  b o t h  t h e  f o o t  a n d  t h e  

d i s t a l  1 o r  2cm o f  t h e  t i b i a ,  b u t  i t  w a s  n o t  f e l t  

j u s t i f i a b l e  t o  u s e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  f o r  t h i s  p u r p o s e .  

T h e  i s o l a t e d  b o n e s  w e r e  f o u n d  t o  f r a c t u r e  a t  much l o w e r  

h e i g h t s  t h a n  t h e  t i b i a e  o f  c o m p l e t e  I i m b s ,  p r o b a b l y  a s  a 

r e s u l t  o f  t h e  s o f t  t i s s u e s  a b s o r b i n g  e n e r g y  by  a l l o w i n g  

d i s p l a c e m e n t  o f  t h e  b o n e s  w i t h i n  t h e  s u p p o r t s .  T h e  ma s s  o f  

t h e  w e i g h t  a s  c o n s t r u c t e d  w a s  0 . 9 5 9 k g ,  a n d  w i t h  t h i s  mass  

t h e  l o w e s t  h e i g h t  a t  w h i c h  f r a c t u r e s  w e r e  p r o d u c e d  i n  f i v e  

h i n d  I imbs w e r e  2 9 ,  3 0 ,  3 2 ,  4 0 ,  a n d  4 0 c m .  I n  o r d e r  t o

o p t i m i s e  t h e  l i k e l i h o o d  o f  d e m o n s t r a t i n g  d i f f e r e n c e s  

b e t w e e n  f r a c t u r e s  o f  d i f f e r i n g  e n e r g y ,  t h e  d i f f e r e n c e  

b e t w e e n  t h e  e n e r g i e s  s h o u l d  be  a s  g r e a t  a s  p o s s i b l e .  T h e  

u p p e r  l i m i t  i s  d e t e r m i n e d  by t h e  i n c r e a s i n g  l i k e l i h o o d  o f  

s k i n  b r e a k d o w n  w i t h  i n c r e a s i n g  e n e r g y ,  w h i c h  i s  u n d e s i r a b l e  

i f  t h e  g r o u p s  a r e  t o  r e m a i n  o t h e r w i s e  i d e n t i c a l .  T h e  

i n i t i a l  h e i g h t  o f  t h e  w e i g h t  w a s  s e t  a t  40cm f o r  t h e  l o w e r  

e n e r g y  g r o u p ,  i n  o r d e r  t o  k e e p  t h e  e n e r g y  a t  i m p a c t  a s  l ow  

a s  p o s s i b l e  wh i l e  r e l  i a b l y  p r o d u c i n g  a f r a c t u r e .  F o r  t h e  

h i g h e r  e n e r g y  g r o u p  t h e  mass  o f  t h e  w e i g h t  was  

a p p r o x i m a t e l y  d o u b l e d  t o  1 . 9 1 1 k g  by t h e  a d d i t i o n  o f  l e a d  

w e i g h t s .  T h i s  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  g r o u p s  w a s  c o n s i d e r e d  

t o  be u n i  i k e  I y t o  c a u s e  s k i n  p r o b l e m s  wh i l e  s u f f i c i e n t  t o  

i n d i c a t e  a n y  d i f f e r e n c e s  i n  b l o o d  f l o w .  T h e  e n e r g y  o f  t h e  

w e i g h t  a t  i m p a c t  i n  t h e  l o w e r  e n e r g y  g r o u p  w a s  a p p r o x ­

i m a t e l y  3 . 7 6 N m  ( 0 . 9 5 9 k g  x 9 . 8 1 m s - 2  x 0 . 4 m ,  e q u a t i o n  3 . 1 ) ,

a n d  i n  t h e  h i g h e r  e n e r g y  g r o u p  a p p r o x i m a t e l y  7 . 5 0 N m ,  w h i l e  

t h e  i m p a c t  v e l o c i t y  o f  t h e  w e i g h t  i n  b o t h  g r o u p s  was  

a p p r o x i m a t e l y  2 . 8 0 m s - * ( e q u a t i o n  3 . 3 ) .

3 . 2 . 2 . 2  T i b i a !  s h a f t  f r a c t u r e

Th e  a n i m a l s  w e r e  a n a e s t h e t i s e d  a s  i n  p r e v i o u s  s t u d i e s .  

A n a l g e s i a  was  s u p p l e m e n t e d  by p e r c u t a n e o u s  i n f i l t r a t i o n  o f  

1mI o f  2% p l a i n  I i g n o c a I  ne b e h i n d  t h e  t i b i a  a t  t h e  p r o p o s e d  

s i t e  o f  f r a c t u r e .  No s o l u t i o n  was  p l a c e d  a n t e r i o r l y  b e t w e e n  

t h e  b o n e  a n d  t h e  s k i n ,  i n  o r d e r  t o  r e d u c e  t h e  p r o b a b i  I i t y  

o f  s h e a r i n g  i n j u r y  t o  t h e  s k i n .
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A f t e r  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  p r o x i m a l  m o u l d  a r o u n d  t h e  

r i g h t  h i n d l i m b  t h e  h o c k  a n d  f o o t  w e r e  m o u n t e d  i n  t h e  d i s t a l  

m o u l d  a n d  t h e  b o l t s  o f  t h e  m o u n t i n g  b l o c k s  t i g h t e n e d .  T h e  

r o t a t i o n  o f  t h e  d i s t a l  m o u l d  w i t h i n  t h e  b l o c k s  w a s  a d j u s t e d  

u n t i l  t h e  a n t e r o m e d i a l  c r e s t  o f  t h e  t i b i a  w a s  u p p e r m o s t .  

T h i s  e n t a i l e d  a p p r o x i m a t e l y  4 5 *  o f  e x t e r n a l  r o t a t i o n  o f  t h e  

I i mb ,  a n d  a I l o w e d  t h e  I imb t o  be s t r u c k  w i t h o u t  t h e  

i m p o s i t i o n  o f  m u s c l e  b e t w e e n  t h e  w e i g h t  a n d  t h e  b o n e .  T h i s  

r e d u c e d  v a r i a b i l i t y  b e t w e e n  t h e  f r a c t u r e s  o f  d i f f e r e n t  

a n i m a l s .  T h e  s k i n  wa s  p r o t e c t e d  by  a d o u b l e  l a y e r  o f  c a s t  

p a d d i n g  C S o f f b a n ,  S m i t h  a n d  N e p h e w ,  H u l l ) .  W h i l e  a f i r m  

g r i p  w a s  t a k e n  m a n u a l l y  o f  t h e  p r o x i m a l  m o u l d ,  t h e  w e i g h t  

was r a i s e d  40cm a b o v e  t h e  p o i n t  w h e r e  i t  r e s t e d  on t h e  I i m b  

a n d  w a s  a I l o w e d  t o  f  a I I o n t o  t h e  I imb u n d e r  g r a v i t y .  T h e  

l i m b s  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  w e r e  m o r e  r e s i s t a n t  t o  

f r a c t u r e  t h a n  t h o s e  u s e d  i n  t h e  p r e l i m i n a r y  t e s t i n g  o f  t h e  

r i g ,  a n d  i n  n i n e  c a s e s ,  s i x  i n  t h e  l o w e r  e n e r g y  g r o u p ,  m o r e  

t h a n  o n e  a t t e m p t  w a s  r e q u i r e d  t o  c a u s e  a f r a c t u r e .  H o w e v e r ,  

i n  no c a s e  w a s  i t  n e c e s s a r y  t o  i n c r e a s e  t h e  ma s s  o f  t h e

w e i g h t  o r  i t s  i n i t i a l  h e i g h t  i n  o r d e r  t o  p r o d u c e  a

f r a c t u r e ,  t h e  o n l y  manoevre r e q u i r e d  b e i n g  a s m a l l  c h a n g e  i n  

t h e  r o t a t i o n  o f  t h e  I imb o r  o f  i t s  p o s i t i o n  i n  t h e

h o r i z o n t a l  p l a n e .

A f t e r  f r a c t u r e  t h e  I imb w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  m o u l d s ,  

a n d  p l a c e d  i n  a p a d d e d  c a s t  a s  i n  p r e v i o u s  s t u d i e s

( S e c t i o n s  2 . 5  a n d  3 . 1 ) .  L a t e r a l  r a d i o g r a p h s  w e r e  o b t a i n e d  o f  

t h e  f r a c t u r e  w i t h i n  t h e  c a s t .  P o s t o p e r a t i v e  a n a l g e s i a  was  

s u p p l e m e n t e d  by i n t r a m u s c u l a r  b u p r e n o r p h i n e .  On t h e  s e c o n d  

o r  t h i r d  d a y  t h e  a n i m a l s  w e r e  r e t u r n e d  t o  t h e  f r e e - r a n g e  

r o o m .

3 . 2 . 2 . 3  B l o o d  f l o w  m e a s u r e m e n t

S i x  a n i m a l s  i n  e a c h  g r o u p  w e r e  s t u d i e d  o n e  w e e k  a f t e r  

f r a c t u r e ,  a n d  t h e  r e m a i n i n g  s i  x a f t e r  t wo  w e e k s .  P a i r e d  

o b s e r v a t i o n s  a t  t h e s e  t i m e  p e r i o d s  w e r e  n o t  u n d e r t a k e n  a s  

t h i s  w o u l d  h a v e  e n t a i l e d  t h r e e  o p e r a t i v e  p r o c e d u r e s  i n  t wo  

w e e k s  f o r  e a c h  a n i m a l .  M e a s u r e m e n t  o f  b l o o d  f l o w  t o  t h e



3 .2  FLOW AND FRACTURING ENERGY 156

t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  s k e l e t a l  m u s c l e  w a s  p e r f o r m e d  a s  

p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( S e c t i o n  2 . 2 . 2 )  u s i n g  4 . 8 - 5 . 0  x 1 0 *  

m i c r o s p h e r e s  s i z e d  1 1 . 3  ± 0 . 1  pm a n d  l a b e l l e d  w i t h  S n l l 3 .  

I n  e i g h t  c a s e s  c a t h e t e r i s a t i o n  o f  t h e  b r a c h i a l  a r t e r y  

f a i l e d  t o  p r o v i d e  r e a d y  w i t h d r a w a l  o f  b l o o d ,  a n d  t h e r e f o r e  

t h e  w i t h d r a w a l  s a m p l e  w a s  t a k e n  f r o m  t h e  r i g h t  c a r o t i d  

a r t e r y .  A f t e r  c o m p l e t i o n  o f  b l o o d  f l o w  m e a s u r e m e n t ,  a  

l a t e r a l  r a d i o g r a p h  w a s  made o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  l i m b  b e f o r e  

r e m o v a l  o f  t h e  c a s t .

3 . 2 . 2 . 4  S a m p l e  p r e p a r a t i o n

T h e  t i s s u e  s p e c i m e n s  w e r e  p r e p a r e d  a n d  c o u n t e d  a s  i n  t h e  

p r e v i o u s  s t u d y  ( S e c t i o n  3 . 1 . 2 . 3 )  u s i n g  t h e  f r a c t u r e  s i t e  a s  

t h e  d i v i s i o n  o f  t h e  d i a p h y s i s  i n t o  p r o x i m a l  a n d  d i s t a l  

p a r t s .  T h e  c o n t r o l  d i a p h y s i s  w a s  d i v i d e d  a t  t h e  same l e v e l  

a s  t h e  f r a c t u r e  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  b o n e .  A d d i t i o n a l  

c o r t i c a l  f r a g m e n t s  a r i s i n g  f r o m  a n y  f r a c t u r e  c o m m i n u t i o n  

w e r e  i n c l u d e d  i n  t h e  s a m p l e  o f  t h e  p a r e n t  f r a g m e n t .  T h e  

f r a c t u r e  was  t e r m e d  t r a n s v e r s e  i f  i t s  m a i n  I imb f o r m e d  an  

a n g l e  o f  m o r e  t h a n  4 5 *  t o  t h e  l o n g  a x i s  o f  t h e  b o n e ,  a n d  

o b I i q u e  i f  I e s s .

I n  t w o  c a s e s  d i s c u s s e d  b e l o w ,  a s e c o n d a r y  f r a c t u r e  had  

o c c u r r e d  a t  t h e  u p p e r  e n d  o f  t h e  s h a f t  a n d  h a d  d i s p l a c e d  i n  

t h e  c a s t .  I n  o ne  t h i s  w a s  a b o v e  t h e  u p p e r  I I m i t  o f  t h e  b o n e  

s a m p l e s ,  a n d  i n  t h e  o t h e r  b e l o w .  T h e  p r o x i m a l  f r a g m e n t  

t a k e n  f o r  c o u n t i n g  w a s  i n  t h e s e  c a s e s  s h o r t e n e d  s o  a s  t o  

e x c l u d e  t h e  f r a c t u r e  a n d  a t  l e a s t  1 cm o f  s h a f t  d i s t a l  t o  

i t ,  a n d  t h e  c o n t r o l  t i b i a  wa s  s a m p l e d  s i m i l a r l y .

3 . 2 . 2 . 5  A n a  I y s  i  s

F l o w s  t o  t h e  t wo  I i mbs w e r e  c o m p a r e d  u s i n g  t h e  p a i r e d  t  

t e s t ,  a n d  f l o w s  i n  t h e  o n e  a n d  t w o  w e e k  s u b g r o u p s  by  t h e  

u np a  i r e d  t  t e s t .

C o m p a r i s o n s  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l  g r o u p s  a n d  w i t h  

t h e  r e s u l t s  o f  c a s t  i m m o b i I i s a t i o n  a l o n e  ( S e c t i o n  2 . 5 )  a n d  

o f  s u r g i c a l  o s t e o t o m y  ( c o n t r o l  g r o u p  o f  S e c t i o n  3 . 1 )  w e r e
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made by  c o m p a r i n g  t h e  r a t i o s  o f  t h e  f l o w s  t o  t h e  

e x p e r i m e n t a l  a n d  c o n t r o l  l i m b s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  

3 . 1 . 2 . 4 .

3 . 2 . 3  RESULTS

As i n  p r e v i o u s  s t u d i e s ,  t h e  a n i m a l s  l o s t  w e i g h t  f o r  t h e

f i r s t  f e w  d a y s  a f t e r  f r a c t u r e ,  a n d  i n  t h r e e  c a s e s  i n  t h e  

t w o  w e e k  s u b g r o u p s  t h i s  c o n t i n u e d  o v e r  t h e  w h o l e  s t u d y  

p e r i o d .  I n  t h r e e  c a s e s  r e a p p l i c a t i o n  o f  t h e  c a s t  was

r e q u i r e d  a f t e r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  l o o s e n i n g ,  swe I I i n g  o f  

t h e  f o o t ,  o r  r e d u c t i o n  o f  t h e  c a s t  by g n a w i n g .  A t e n d e n c y  

f o r  t h e  a n i m a l s  t o  d r a g  t h e  f r a c t u r e d  I imb w a s  o b s e r v e d .

N o n e  o f  t h e  f r a c t u r e s  w a s  c l  i n i c a l  I y u n i t e d  a t  t h e  t i m e  o f  

f l o w  m e a s u r e m e n t .  T h e  r e s u l t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e s

3 . 2 . 1  t o  3 . 2 . 3 ,  a n d  t h e  f u l l  r e s u l t s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e s

A . 3 . 1 4  t o  A . 3 . 1 7  i n  A p p e n d i x  3 .

T h e  n um b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  i n  e a c h  s a m p l e  e x c e e d e d  150  

i n 97% o f  c a s e s .

3 . 2 . 3 .  1 L o w e r  e n e r g y  g r o u p

I n  t o t a l , 9  t r a n s v e r s e  a n d  3 o b i  i q u e  p r i m a r y  f r a c t u r e s  w e r e  

p r o d u c e d  ( F i g u r e s  3 . 2 . 4  a n d  3 . 2 . 5 ) .  I n  f i v e  c a s e s  m i n o r  

c o m m i n u t i o n  o c c u r r e d ,  r e s u l t i n g  i n  e x t r a  f r a g m e n t s  o f  up t o  

a p p r o x i m a t e l y  3mm i n  s i z e .  I n  a I I b u t  o n e  c a s e  t h e  

f r a g m e n t s  d i s p l a c e d  w i t h i n  t h e  c a s t ,  s i m i l a r l y  t o  t h e  

c o n t r o l  g r o u p  o f  t h e  p r e v i o u s  s t u d y  ( S e c t i o n  3 . 1 ) ,  

r e s u l t i n g  i n  s h o r t e n i n g  o f  up t o  12mm. I n  o n e  a n i m a l  o f  

e a c h  s u b g r o u p  t h e  f r a c t u r e  w a s  s e g m e n t a l ,  w i t h  an  

a d d i t i o n a l  f r a c t u r e  a t  t h e  l o w e r  I i m i t  o f  t h e  k n e e  s u p p o r t  

( F i g u r e  3 . 2 . 6 ) .  D i s p l a c e m e n t  o c c u r r e d  a t  b o t h  f r a c t u r e  

s i t e s  i n  t h e  a n i m a l  i n  t h e  t w o  w e e k  s u b g r o u p ,  b u t  i n  t h e  

o t h e r  t h e  s e c o n d a r y  f r a c t u r e  r e m a i n e d  u n d i s p l a c e d  on  

r a d i o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  a n d  w a s  n o t  a p p a r e n t  on i n s p e c t i o n  

a t  t h e  t i m e  o f  s a m p l e  p r e p a r a t i o n .  T h e r e  w a s  no
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r a d i o l o g i c a l  c a l l u s  i n  t h e  o n e  w e e k  s u b g r o u p ,  w h i l e  a t  t wo  

w e e k s  c a l l u s  was  v i s i b l e  i n  f i v e  a n i m a l s  ( F i g u r e  3 . 2 . 7 ) .

I n  m o s t  c a s e s  t h e  s k i n  w a s  p u n c t u r e d  f r o m  w i t h i n  o u t  a s  

a r e s u l t  o f  t h e  f i r m  h o l d  o f  t h e  h o c k  m o u l d  on t h e  d i s t a l  

f r a g m e n t ,  w h i c h  r e s u l t e d  i n  t e n t i n g  o f  t h e  s k i n  a t  t h e  

f r a c t u r e  s i t e  d u r i n g  t h e  d i s p l a c e m e n t  o f  t h e  p r o x i m a l  

f r a g m e n t .  I n  o n e  c a s e  t h i s  p u n c t u r e  was  c l o s e d  w i t h  a 

s i n g l e  p o l y g l a c t i n  s t i t c h ,  w h i l e  i n  t h e  o t h e r s  t h e  w o u n d  

w a s  v e r y  sma I I a n d  a p p a r e n t  o n l y  b e c a u s e  o f  t h e  f o r m a t i o n  

o f  a d r o p  o f  b l o o d  on t h e  s k i n  s u r f a c e .  A t  t h e  t i m e  o f  

b l o o d  f l o w  m e a s u r e m e n t  t h e  s k i n  w a s  i n t a c t  i n  a l l  c a s e s .

A t  o n e  w e e k  t h e  f l o w  t o  t h e  p r o x i m a l  c o r t e x  w a s  

s i g n i f i c a n t l y  r a i s e d  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  c o n t r o l  l i m b ,  

w h i l e  f l o w s  t o  t h e  p r o x i m a l  a n d  d i s t a l  m a r r o w  w e r e  

s i g n i f i c a n t l y  d e p r e s s e d  ( T a b l e  3 . 2 . 1 ) .  A t  t w o  w e e k s ,  t h e  

f l o w  t o  b o t h  c o r t i c a l  s a m p l e s  w a s  r a i s e d ,  w h i l e  t h e  m a r r o w  

f l o w s  w e r e  now n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  t o  t h o s e  o f  t h e  

c o n t r o l  I i m b .  T h e  s k e l e t a l  m u s c l e  f l o w s  t o  t h e  c o n t r o l  I imb 

a t  b o t h  t i m e  i n t e r v a l s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  t h o s e  

s e e n  a f t e r  c a s t  i m m o b i I i s a t i o n  a l o n e ,  b u t  t h e i r  w i d e  

v a r i a t i o n  r e s u l t e d  i n  t h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  I i mbs n o t  

r e a c h i n g  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e .

3 . 2 . 3 . 2  H i g h e r  e n e r g y  g r o u p

I n  t h i s  g r o u p  t h e r e  w e r e  11 t r a n s v e r s e  a n d  1 o b l i q u e  

f r a c t u r e ,  i n  f o u r  c a s e s  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  m i n o r  

c o m m i n u t i o n  a s  f o u n d  i n  t h e  l o w e r  e n e r g y  g r o u p .  I n  t h r e e  

a n i m a l s  u n d i s p l a c e d  l o n g i t u d i n a l  f i s s u r e  f r a c t u r e s  w e r e  

p r o d u c e d  i n  e i t h e r  o r  b o t h  f r a g m e n t s ,  a s  o f t e n  f o u n d  a t

o p e r a t i o n  c l i n i c a l l y .  S h o r t e n i n g  w i t h i n  t h e  c a s t  o f  up t o  

12mm o c c u r r e d  i n  a l l  b u t  t h r e e  a n i m a l s .  I n  t h r e e  c a s e s  o f  

t h e  o n e  w e e k  s u b g r o u p  t h e  f r a c t u r e s  w e r e  s e g m e n t a l  , t h e

s e c o n d a r y  f r a c t u r e s  c o m p r i s i n g  t wo  s i t u a t e d  p r o x i m a l  I y a t

t h e  l o w e r  I i m i t  o f  t h e  k n e e  m o u l d ,  a n d  o ne  d i s t a l  I y a t  t h e

u p p e r  I i m i t  o f  t h e  h o c k  m o u l d .  I n i t i a l  I y a I I s e c o n d a r y  

f r a c t u r e s  w e r e  u n d i s p l a c e d ,  b u t  o n e  p r o x i m a l  f r a c t u r e  

b e c a m e  d i s p l a c e d  w i t h i n  t h e  c a s t  b e f o r e  b l o o d  f l o w
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m e a s u r e m e n t .  T h e  r e m a i n i n g  t w o  f r a c t u r e s  w e r e  no  l o n g e r  

v i s i b l e  r a d i o l o g i c a l  I y a t  t h e  t i m e  o f  b l o o d  f l o w  

m e a s u r e m e n t  n o r  on d i r e c t  i n s p e c t i o n  o f  t h e  b o n e  d u r i n g  

s a m p l e  p r e p a r a t i o n .  R a d i o l o g i c a l  c a l l u s  w a s  s e e n  i n  o n e  

a n i m a l  o f  t h e  o n e  w e e k  s u b g r o u p  a n d  f o u r  o f  t h e  t w o  w e e k  

s u b g r o u p  ( F i g u r e  3 . 2 . 8 ) .

As i n  t h e  l o w e r  e n e r g y  g r o u p ,  s m a l l  s k i n  p u n c t u r e

w o u n d s  w e r e  common.  I n  o n e  a n i m a l  o f  t h e  o n e  w e e k  s u b g r o u p

an a r e a  o f  s k i n  b r e a k d o w n  m e a s u r i n g  a p p r o x i m a t e l y  1 cm 

a c r o s s  d e v e l o p e d  o v e r  t h e  f r a c t u r e  s i t e .  I n  v i e w  o f  t h e  

f i n d i n g s  o f  E d w a r d s  ( 1 9 6 5 b )  r e f e r r e d  t o  a b o v e  t h i s  a n i m a l  

w a s  e x c l u d e d  f r o m  t h e  a n a l y s i s .  T h i s  e x c l u s i o n  f r o m  a n  

a l r e a d y  sma I I d a t a  s e t  made t h e  a t t a i n m e n t  o f  s t a t i s t i c a l  

s i g n i f i c a n c e  m o r e  d i f f i c u l t ,  a n d  may e x p l a i n  t h e  l a c k  o f  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n d  

c o n t r o l  I i m b s  a t  o n e  w e e k  ( T a b l e  3 . 2 . 2 ) .  T h u s ,  a s  f o u n d  i n  

t h e  l o w e r  e n e r g y  g r o u p ,  t h e  c o r t i c a l  f l o w s  w e r e  on a v e r a g e  

h i g h e r  a n d  t h e  m a r r o w  f l o w s  l o w e r  on t h e  e x p e r i m e n t a l  s i d e  

b o t h  p r o x i m a l  I y a n d  d i s t a l  I y , b u t  t h e s e  d i f f e r e n c e s  w e r e  

n o t  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .

A t  t wo  w e e k s ,  t h e  f l o w  t o  t h e  d i s t a l  c o r t e x  on t h e

e x p e r i m e n t a l  s i d e  wa s  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r ,  a n d  a l s o  t h e

f l o w  t o  t h e  s k e l e t a l  m u s c l e ,  a l b e i t  by  a s m a l l  a m o u n t .  T h e  

s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  r i s e  i n  p r o x i m a l  c o r t i c a l  f l o w  w a s  j u s t  

o u t s i d e  t h e  5% l e v e l  . T h e  m a r r o w  f l o w s  w e r e  n o t  

s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h o s e  o f  t h e  c o n t r o l  l i m b .

3 . 2 . 3 . 3  C o m p a r i s o n s  b e t w e e n  e x p e r i m e n t a l  g r o u p s

T h e  m e a n s  o f  t h e  r a t i o s  o f  e x p e r i m e n t a l  a n d  c o n t r o l  I imb 

f l o w s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  3 . 2 . 3  a n d  F i g u r e s  3 . 2 . 9  a n d  

3 . 2 . 1 0 .  I t  c a n  be  s e e n  t h a t  by  p a i r e d  t e s t i n g  o f  t h e  r a t i o s  

a I I t h e  c o r t i c a l  f l o w s  i n  t h e  h i g h e r  e n e r g y  g r o u p  w e r e  

s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  u n i t y ,  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  

a n a l y s i s  o f  d i f f e r e n c e s  g i v e n  a b o v e .  T h i s  d i s a g r e e m e n t  

b e t w e e n  t h e  t w o  a n a l y s e s  a r i s e s  f r o m  t h e  sma I  I s i z e  o f  t h e  

d a t a  s e t s .
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T h e r e  w e r e  no s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  t wo  

e n e r g y  g r o u p s  a t  e i t h e r  t i m e  i n t e r v a l .  I n  b o t h  g r o u p s  t h e  

c o r t i c a l  r a t i o s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  i n  t h e  c a s t  

immobi  I i s a t i o n  g r o u p s  b o t h  a t  o n e  a n d  t w o  w e e k s  p r o x i m a l  I y , 

a n d  a t  t wo  w e e k s  d i s t a l  I y . T h e  m a r r o w  r a t i o s  w e r e  

s i g n i f i c a n t l y  d e p r e s s e d  a t  o n e  w e e k  i n  b o t h  g r o u p s  e x c e p t  

p r o x i m a l  I y i n  t h e  h i g h e r  e n e r g y  g r o u p ,  t h e  l a c k  o f  

s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  p r o b a b l y  a r i s i n g  f r o m  t h e  s m a l l e r  

n um b e r  o f  a n i m a l s  i n  t h i s  g r o u p .  T h e  o n l y  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e s  f r o m  t h e  c o n t r o l  g r o u p  o f  S e c t i o n  3.1 w e r e  t h a t  

t h e  m a r r o w  r a t i o s  o f  t h e  l o w e r  e n e r g y  g r o u p  w e r e  l o w e r  a t  

o ne  w e e k .

T h e  f r a c t u r e  s i t e  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w a s  on a v e r a g e  

a p p r o x i m a t e l y  6mm m o r e  d i s t a l  t h a n  i n  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s ,  

b u t  t h e s e  c o m p a r i s o n s  w e r e  c o n s i d e r e d  v a  I i d  a s  t h i s  

d i s t a n c e  i s  e q u i v a l e n t  t o  l e s s  t h a n  10% o f  t h e  l e n g t h  o f  

t h e  d i a p h y s i s  a s  d e f i n e d  i n  t h e s e  s t u d i e s ,  a n d  t h e  m e t h o d  

o f  c o m p a r i s o n  wa s  b a s e d  on r a t i o s  o f  p a i r e d  I i m b s  d i v i d e d  

a t  t h e  same l e v e l .

3 . 2 . 4  D I S C U S S I O N

T h i s  f i  r s t  d e s i g n  o f  a f r a c t u r e  r i g  w a s  h i g h l y  s u c c e s s f u l  

i n  p r o d u c i n g  f r a c t u r e s  by t h r e e - p o i n t  b e n d i n g  w i t h  t h e  

m i n i m u m  o f  s k i n  p r o b l e m s .  T r a n s v e r s e  f r a c t u r e s  a c c o u n t e d  

f o r  8 3 %,  t h e  r e m a i n i n g  o b l i q u e  f r a c t u r e s  p r e s u m a b l y  a r i s i n g  

f r o m  t i l t i n g  o f  t h e  t i b i a  f r o m  t h e  h o r i z o n t a l .  C o m m i n u t i o n  

was  m i n o r .  H o w e v e r ,  21% o f  f r a c t u r e s  w e r e  s e g m e n t a l ,  

p r e s u m a b l y  a s  a r e s u l t  o f  a n g u l a t o r y  f o r c e s  a t  t h e  I i m i t s  

o f  t h e  I i m b  s u p p o r t s .  I n  h a l f  o f  t h e s e  c a s e s  t h e  s e c o n d a r y  

f r a c t u r e  r e m a i n e d  u n d i s p l a c e d  a n d  h e a l e d  w i t h i n  a w e e k .  I n  

t h e  o t h e r  h a l f ,  w h i c h  d i s p l a c e d  i n  t h e  c a s t ,  t h e  m i d d l e  

f r a g m e n t  was  s u p p l i e d  by t h e  n u t r i e n t  a r t e r y ,  s i m i l a r l y  t o  

t h e  p r o x i m a l  f r a g m e n t  o f  t h e  s i m p l e  f r a c t u r e s .  T h e y  w e r e  

s a m p l e d  a way  f r o m  t h e  s e c o n d a r y  f r a c t u r e  s i t e ,  f o l l o w i n g  

t h e  f i n d i n g  i n  t h e  s h e a t h  g r o u p  o f  t h e  p r e v i o u s  s t u d y  

( S e c t i o n  3 . 1 )  t h a t  t h e  g r e a t  m a j o r i t y  o f  b l o o d  s u p p l y



3 .2  FLOW AND FRACTURING ENERGY 161

r e s p o n s e  t o  a d u l t  d i a p h y s e a l  f r a c t u r e  i n  t h e  r a b b i t  a p p e a r s  

t o  t a k e  p l a c e  w i t h i n  1 . 5 c m  o f  t h e  f r a c t u r e  s i t e .  T h e  

p r o x i m a l  f r a g m e n t s  a s  a n a l y s e d  w e r e  t h e r e f o r e  s i m i l a r  t o  

t h o s e  i n  o t h e r  a n i m a l s ,  a n d  t h e s e  a n i m a l s  w e r e  t h e r e f o r e  

i n c l u d e d  i n  t h e  a n a l y s i s .

I n  some c a s e s  m o r e  t h a n  o n e  a t t e m p t  w a s  r e q u i r e d  t o

p r o d u c e  a f r a c t u r e ,  p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  l o w e r  e n e r g y  g r o u p .  

Wh i l e  t h e  n u m b e r s  o f  a n i m a l s  i n  e a c h  s u b g r o u p  d o e s  n o t

a l l o w  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  a n y  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e s e  

a n i m a l s  a n d  t h e  r e m a i n d e r ,  t h e  a p p I  i c a t  i on  o f  t h e  f o r c e  t o  

t h e  s u b c u t a n e o u s  b o r d e r  o f  t h e  t i b i a  e n s u r e d  t h a t  t h e

e f f e c t s  o f  t h e  r e p e a t e d  t r a u m a  w o u l d  p r i n c i p a l  I y be  on t h e

s k i n ,  a n d  t h e s e  a n i m a l s  d i d  n o t  s h o w  a n y  e v i d e n c e  o f

i n c r e a s e d  s k i n  damage  a t  t h e  t i m e  o f  f r a c t u r e  o r  a t  t h e  

t i m e  o f  b l o o d  f l o w  m e a s u r e m e n t .  T h e  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  t h e  

l o w e r  a n d  h i g h e r  e n e r g y  g r o u p s  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  w a s

I i t t l e  e f f e c t  on s u b s e q u e n t  b o n e  a n d  m u s c l e  f l o w .

On a v e r a g e  t h e  f r a c t u r e  s i t e  w a s  s l i g h t l y  m o r e  d i s t a l  

t h a n  i n  t h e  p r e v i o u s  s t u d y ,  w h i c h  l e d  t o  a d i s p a r i t y  

b e t w e e n  t h e  l e n g t h s  o f  t h e  p r o x i m a l  a n d  d i s t a l  f r a g m e n t s .  

T h i s  m i g h t  h a v e  l e d  t o  b o t h  a c o m p a r a t i v e  r e d u c t i o n  i n  

p r o x i m a l  f l o w  p e r  u n i t  w e i g h t  a f t e r  f r a c t u r e  a n d  a r i s e  i n  

d i s t a l  f l o w  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  c o n t r o l  g r o u p  o f  t h e  

e x c l u s i o n  s t u d y ,  a s  a r e s u l t  o f  t h e  i n c l u s i o n  o f  c o r t e x  

m o r e  r e m o t e  f r o m  t h e  f r a c t u r e  s i t e  p r o x i m a l  I y a n d  o n l y  

c o r t e x  c l o s e  t o  t h e  f r a c t u r e  d i s t a l  I y ( S e c t i o n  3 . 1 . 4 ) .  T h i s  

was g e n e r a l  I y t h e  c a s e  p r o x i m a l  I y ( T a b l e  3 . 2 . 3 ) ,  a l t h o u g h

t h e  d i f f e r e n c e s  w e r e  n o t  s t a t i s t i c a l  I y s i g n i f i c a n t .  Any  

s u c h  e f f e c t  w o u l d  s e r v e  t o  i n c r e a s e  t h e  o b s e r v e d

d i f f e r e n c e s  w i t h  t h e  c o n t r o l  g r o u p  p r o x i m a l  I y a n d  d e c r e a s e  

t h e m  d i s t a l l y ,  i n  w h i c h  c a s e  i t  may h a v e  m a s k e d  a r e d u c t i o n  

i n  t h e  b l o o d  f l o w  r e s p o n s e  t o  t h e  d i s t a l  c o r t e x  a f t e r  b l u n t  

t  r a u m a .

T h e  c o m p a r i s o n s  w i t h  t h e  c o n t r o l  g r o u p  o f  t h e  e x c l u s i o n  

s t u d y  a s  t h e y  s t a n d  i n d i c a t e  t h a t  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  

e f f e c t s  o f  l i m i t e d  s u r g i c a l  d i s s e c t i o n ,  a n d  i n  t h e  a b s e n c e  

o f  e x c l u s i o n ,  t h e  d a ma g e  t o  t h e  p e r i o s t e u m  a n d  s o f t  t i s s u e
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a f t e r  b l u n t  t r a u m a  d o e s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t  t h e  

ab  i I i t y  o f  t h e s e  t i s s u e s  t o  i n c r e a s e  c o r t i c a l  f l o w .  T h e  

r e d u c t i o n  i n  m a r r o w  f l o w  a t  o n e  w e e k  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  

s u p p o r t s  t h e  c o n c l u s i o n  f r o m  t h e  e x c l u s i o n  e x p e r i m e n t s  t h a t  

t h e  e a r l y  c o r t i c a l  f l o w  r e s p o n s e  i s  m e d i a t e d  b y  a s u p p l y  

p a r a  I l e i  t o  t h a t  t o  t h e  m a r r o w ,  p r o b a b l y  t h a t  f r o m  t h e  s o f t  

t i s s u e .  T h e  m e c h a n i s m  o f  t h e  c h a n g e s  i n  m a r r o w  f l o w  a r e  n o t  

c l e a r  b u t  t h e  r e c o v e r y  o f  f l o w  by  t w o  w e e k s  s u g g e s t s  t h a t  a 

t e m p o r a r y  e f f e c t  s u c h  a s  m a r r o w  o e d e ma  w a s  r e s p o n s i b l e .  

T h i s  may h a v e  a r i s e n  f r o m  t h e  d i v i s i o n  o f  t h e  m a r r o w  by  

t e a r i n g  r a t h e r  t h a n  by t h e  l e s s e r  t r a u m a  o f  a n  o s t e o t o m y .

T h e  d i f f e r e n c e s  i n  s k e l e t a l  m u s c l e  f l o w  b e t w e e n  t h e  

e x p e r i m e n t a l  a n d  c o n t r o l  l i m b s  w e r e  m o r e  v a r i a b l e  t h a n  i n  

t h e  e x c l u s i o n  e x p e r i m e n t s  o f  S e c t i o n  3 . 1 ,  a n d  i n  o n l y  o n e  

s u b g r o u p  was  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  a t t a i n e d .  T h i s  

p r o b a b l y  r e s u l t e d  f r o m  v a r i a t i o n  i n  t h e  d e g r e e  o f  t r a u m a  

s u s t a i n e d  by  t h e  m u s c l e  d u r i n g  t h e  d i s p l a c e m e n t  o f  t h e  

f r a c t u r e s  c a u s e d  by b l u n t  t r a u m a ,  w h i l e  m u s c l e  t r a u m a  

d u r i n g  t h e  s u r g i c a l  o s t e o t o m i e s  w a s  m i n i m a l ,  a n d  v a r i e d  

l e s s  b e t w e e n  d i f f e r e n t  a n i m a l s .

T h e r e  w e r e  no s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  

h i g h e r  a n d  l o w e r  e n e r g y  g r o u p s ,  a n d  t h u s  t h e r e  i s  no

e v i d e n c e  f r o m  t h i s  s t u d y  t h a t  i n c r e a s i n g  t h e  f r a c t u r e  

e n e r g y  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t s  t h e  b l o o d  f l o w  t o  t h e  h e a l i n g  

f r a c t u r e  d u r i n g  t h e  p e a k  o f  t h e  f l o w  r e s p o n s e .  H o w e v e r ,  

t h e r e  a r e  s e v e r a l  r e a s o n s  why s u c h  a d i f f e r e n c e  may s t i  I I 

e x i s t .

F i r s t l y ,  t h e  s t a t i s t i c a l  p o w e r  o f  t h e  s t u d y  i s  l o w ,  

w i t h  a max i mum o f  s i x  a n i m a l s  i n  a n y  s u b g r o u p .  T h e

e x p e r i m e n t a l  t o  c o n t r o l  r a t i o s  a r e ,  h o w e v e r ,  s i m i l a r  i n  t h e  

t w o  g r o u p s  ( T a b l e  3 . 2 . 3 ) ,  p a r t i c u l a r l y  w i t h  r e g a r d  t o  t h e

c o r t e x ,  a n d  l a r g e  n u m b e r s  o f  a n i m a l s  w o u l d  be  r e q u i r e d  t o

d e m o n s t r a t e  a s t a t i s t i c a l  d i f f e r e n c e .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  

e q u a t i o n  o f  L i e b e r  ( 1 9 9 0 )  i n d i c a t e s  t h a t  t o  e s t a b l i s h  

s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  o b s e r v e d  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  

t h e  p r o x i m a l  c o r t i c e s  o f  t h e  o n e  w e e k  s u b g r o u p s  w i t h  80% 

p o w e r  a n d  a s i g n i f i c a n c e  l e v e l  s e t  a t  5% w o u l d  r e q u i r e  o v e r
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t w o  h u n d r e d  a n i m a l s .  E v e n  s h o u l d  s u c h  a r e s u l t  be  a c h i e v e d ,  

t h e  c l i n i c a l  s i g n i f i c a n c e  o f  s u c h  a s m a l l  d i f f e r e n c e  w o u l d  

be  d o u b t f u I .

S e c o n d l y ,  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  t w o  f r a c t u r e  

e n e r g i e s  may h a v e  b e e n  t o o  s m a l l .  T h e  f r a c t u r e s  i n  t h i s  

s e r i e s  w e r e  n o t  f o l  l o w e d  u n t i  I u n i o n ,  a n d  t h e r e f o r e  t h e r e  

may h a v e  b e e n  no d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  h e a l  i ng t i m e s  o f  

t h e  t wo  g r o u p s .  T h e  h i g h e r  e n e r g y  w a s  s e t  a t  a m o d e r a t e  

l e v e l  i n  o r d e r  t o  a v o i d  s k i n  p r o b l e m s ,  b u t  t h e s e  a p p e a r  t o  

be m i n i m a l  w i t h  t h e  p r e s e n t  m e t h o d  o f  t h r e e - p o i n t  b e n d i n g ,  

i n  c o n t r a s t  t o  t h e  c r u s h i n g  i n j u r i e s  o f  E d w a r d s  ( 1 9 6 5 b ) .  

T h u s ,  f u r t h e r  w o r k  w i t h  h i g h e r  e n e r g y  l e v e l s  m i g h t  

d e m o n s t r a t e  an  e f f e c t  on b l o o d  f l o w .  I t  i s  d i f f i c u l t  t o  

r e l a t e  t h e  e n e r g i e s  o f  t h i s  s t u d y  w i t h  t h o s e  o f  c l i n i c a l  

i n j u r i e s ,  a s  t h e  l a t t e r  a r e  n o t  known w i t h  a n y  c e r t a i n t y  

a n d  t h e  r a b b i t  t i b i a  i s  much s m a l l e r  t h a n  t h e  h u ma n .

T h i r d l y ,  t h e  f r a c t u r e  m o r p h o l o g i e s  may h a v e  b e e n  

i n a p p r o p r i a t e .  P r o b a b l y  t h e  m o s t  p o t e n t  c a u s e  o f  o s s e o u s  

i s c h a e m i a  a t  a f r a c t u r e  s i t e  i s  c o m m i n u t i o n ,  w h i c h  i s  

common i n  c l i n i c a l  h i g h  e n e r g y  i n j u r i e s .  A p a r t  f r o m  t h e  

s m a l l  n u m b e r  o f  s e g m e n t a l  f r a c t u r e s ,  c o m m i n u t i o n  w a s  m i n o r  

i n  t h e s e  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e s ,  a n d  s h o u l d  t h e  p r i n c i p a l  

m e c h a n i s m  o f  d e l a y e d  u n i o n  i n  h i g h e r  e n e r g y  i n j u r i e s  r e l a t e  

t o  t h i s  f a c t o r  ( S e c t i o n  1 . 1 . 2 ) ,  no d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  

p r e s e n t  t wo  g r o u p s  w o u l d  be  e x p e c t e d .  T h e  f o r m a t i o n  o f  

s e c o n d a r y  f r a c t u r e  I i n e s  a c t s  t o  d i s s i p a t e  q u i c k l y  t h e  

a p p l i e d  e n e r g y ,  a n d  t h e  i n c i d e n c e  o f  c o m m i n u t i o n  i n c r e a s e s  

w i t h  i n c r e a s i n g  r a t e  o f  d e f o r m a t i o n  ( S a m m a r c o  e t  a l .  1 9 7 1 ) .  

T h u s ,  d i f f e r e n c e s  i n  f l o w  m i g h t  be  f o u n d  i f  t h e  same  

e n e r g i e s  a r e  c o m p a r e d  a t  h i g h e r  v e l o c i t i e s ,  w i t h  t h e  mass  

o f  t h e  w e i g h t  r e d u c e d  b u t  i t s  i n i t i a l  h e i g h t  i n c r e a s e d  

( e q u a t i o n s  3 . 1  a n d  3 . 3 ) .

F o u r t h l y ,  t h e  b l o o d  f l o w s  m e a s u r e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  

w e r e  n e c e s s a r i l y  a v e r a g e  f l o w s  t o  t h e  w h o l e  f r a g m e n t s .  

T h u s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  i n  t h e  h i g h e r  e n e r g y  g r o u p  a 

l a r g e r  o r  m o r e  d e e p l y  i s c h a e m i c  a r e a  w a s  c r e a t e d  a r o u n d  t h e  

f r a c t u r e  s i t e ,  a s s o c i a t e d  w i t h  a g r e a t e r  r e a c t i v e  b l o o d
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f l o w  r e s p o n s e  i n  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  d i a p h y s i s .  T h i s  w o u l d  

r e s u l t  i n  I i t t l e  c h a n g e  i n  t h e  o v e r a l  I a v e r a g e  f l o w ,  wh i  l e  

f r a c t u r e  s i t e  f l o w  m i g h t  be  s u f f i c i e n t l y  r e d u c e d  t o  r e t a r d  

h e a l  i n g . I n  v i e w  o f  s i m i  l a r i t y  o f  t h e  r e s u l t s  f r o m  t h e  t w o  

g r o u p s ,  t h i s  h y p o t h e s i s  r e q u i r e s  t h a t  i n  b o t h  f r a g m e n t s  t h e  

i n c r e a s e d  ' r e a c t i v e '  f l o w  s h o u l d  m a t c h  t h e  l o c a l  r e d u c t i o n  

i n  f l o w  a t  t h e  f r a c t u r e  s i t e ,  w h i c h  i s  u n l i k e l y .  To  

i n v e s t i g a t e  t h i s  f u r t h e r ,  a s u b s t a n t i a l  i n c r e a s e  i n  t h e  

n u m b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  i n j e c t e d  w o u l d  b e  r e q u i r e d  i n  o r d e r  

t o  e n a b l e  sma I 1 e r  s a m p l e s  o f  t h e  b o n e  t o  be  a n a l y s e d  

a c c u r a t e l y .  A q u a l i t a t i v e  a l t e r n a t i v e  w o u l d  b e  t o  a t t e m p t  

a u t o r a d i o g r a p h y  o f  t h e  t r a p p e d  m i c r o s p h e r e s  i n  l o n g i t u d i n a l  

s e c t i o n s ,  i n  o r d e r  t o  map t h e i r  d i s t r i b u t i o n  a n d  t o

d e m o n s t r a t e  t h e  e x t e n t  o f  a n y  l o c a l  i s c h a e m i c  a r e a s .

F i f t h l y ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  p e a k  o f  t h e  b l o o d  f l o w  

r e s p o n s e  a f t e r  a f r a c t u r e  c a u s e d  by  b l u n t  t r a u m a  o c c u r s  

o v e r  a d i f f e r e n t  p e r i o d  t h a n  t h a t  a f t e r  o s t e o t o m y .  I n  t h i s  

c a s e ,  m e a s u r e m e n t s  o f  f l o w  b e f o r e  o n e  w e e k  o r  l a t e r  t h a n  

t w o  w e e k s  m i g h t  d e m o n s t r a t e  a s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  

b e t w e e n  t h e  t w o  e n e r g y  g r o u p s .  H o w e v e r ,  a d i f f e r e n c e  

l a s t i n g  l e s s  t h a n  o n e  w e e k  i s  u n i  i k e  I y t o  h a v e  a

s i g n i f i c a n t  e f f e c t  on h e a l  i n g ,  a n d  a n y  e f f e c t  a f t e r  t wo  

w e e k s  w o u l d  n e c e s s a r i l y  c o m p r i s e  a m o r e  r a p i d  d r o p  i n  f l o w  

t o w a r d s  n o r m a l  i n  t h e  h i g h e r  e n e r g y  g r o u p ,  a n d  t h e r e  i s  no  

r e a s o n  t o  e x p e c t  t h i s .

F i n a l  I y , t h e  a n i m a l  m o d e l  may h a v e  b e e n  i n a p p r o p r i a t e .  

I t  i s  we I I k no wn  t h a t  d e l a y e d  u n i o n  i s  uncommon i n  sma I I

a n i m a l s ,  a n d  i n  v i e w  o f  t h e  sma I I d i s t a n c e s  i n v o l v e d  i n  

r e v a s c u l a r i s a t i o n  o f  s m a l l  b o n e s  i t  may be  d i f f i c u l t  t o  

d e m o n s t r a t e  d i f f e r e n c e s  i n  f l o w  i n  t h e  r a b b i t  w i t h o u t  t h e  

u s e  o f  v e r y  s e v e r e  v i o l e n c e .

O v e r a l  I , t h e  m o s t  p r o b a b l e  c a u s e s  f o r  t h i s  e x p e r i m e n t  

n o t  d e m o n s t r a t i n g  a n y  r e a l  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  t wo  

g r o u p s  a r e  a n  i n a p p r o p r i a t e l y  l ow h i g h e r  e n e r g y  l e v e l  o r

t h e  r e l a t i v e  l a c k  o f  f r a c t u r e  c o m m i n u t i o n .  F u t u r e  w o r k  

m i g h t  t h u s  i n c l u d e  i n c r e a s i n g  t h e  mass  o f  t h e  w e i g h t  o r  i t s  

v e l o c i t y ,  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  a d a p t a t i o n  o f  t h e  s u p p o r t
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m o u l d i n g s  i n  o r d e r  t o  a v o i d  t h e  c r e a t i o n  o f  s e g m e n t a l  

f r a c t u r e s .  C h a n g e s  i n  o t h e r  p a r a m e t e r s  s h o u l d  a l s o  be  

c o n s i d e r e d .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  f i n d i n g s  o f  E d w a r d s  ( 1 9 6 5 b )  

e m p h a s i s e  t h a t  t h e  n a t u r e  o f  t h e  s o f t  t i s s u e  i n j u r y  h a s  an  

i m p o r t a n t  i n f l u e n c e  on t i b i a l  s h a f t  h e a l i n g  w h e n  t h e  e n e r g y  

o f  t h e  f r a c t u r e  i s  k e p t  v i r t u a l l y  c o n s t a n t .  D i r e c t i n g  t h e  

i m p a c t  o n t o  t h e  b o n e  t h r o u g h  m u s c l e  a s  we I I a s  s k i n  w o u l d  

i n t r o d u c e  a n o t h e r  f a c t o r  w h i c h  may t h e r e f o r e  d i f f e r e n t i a t e  

t h e  t w o  e n e r g y  g r o u p s .

I n  s u m m a r y ,  t h e  r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  a s  t h e y  s t a n d  

r e f u t e  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  h i g h e r  e n e r g y  t i b i a l  s h a f t  

f r a c t u r e s  c a u s e d  by b l u n t  t r a u m a  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  a 

r e d u c t i o n  i n  t h e  b l o o d  f l o w  r e s p o n s e ,  a t  l e a s t  d u r i n g  t h e  

p e a k  p e r i o d .  T h i s  i m p l i e s  t h a t  d e l a y e d  u n i o n  i n  h i g h e r  

e n e r g y  i n j u r i e s  i s  c a u s e d  by f a c t o r s  o t h e r  t h a n  an  

i n a d e q u a t e  b l o o d  f l o w  d u r i n g  h e a l  i n g .  H o w e v e r ,  w i t h  

a l t e r a t i o n s  i n  t h e  m e t h o d ,  s u c h  a s  c h a n g e s  i n  t h e  f r a c t u r e  

m o r p h o l o g y  a n d  i n  t h e  e n e r g y  l e v e l s  u t i l i s e d ,  a n d  p o s s i b l y  

a c h a n g e  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l ,  s u c h  a h y p o t h e s i s  may  

y e t  r e c e i v e  e x p e r i m e n t a l  s u p p o r t .
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T a b l e  3 . 2 . 1  L o w e r  e n e r g y  g r o u p .  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a  I 
d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  
m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  o n e  a n d  t w o  
w e e k s  a f t e r  a u n i l a t e r a l  l o w e r  e n e r g y  t i b i a l  d i a p h y s e a l  
f r a c t u r e .  F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  mean ± SE m l / m i n . l O O g  
( n = 6  f o r  e a c h  s u b g r o u p ) .

C o n t r o 1 F r a c t u r e P

proximal  c o r t ex  1 1 .44  ± 0 . 4 7 2 . 1 0 1 0 . 6 3 <0 . 02

2 0 . 8 4 0 . 2 3 1 .96 0 . 4 5 <0 . 05

d i s t a l  c o r t ex  1 2 . 5 5 0 . 9 0 2 . 9 8 0 . 9 7 NS

2 1 .77 0.51 3 . 8 8 0 . 9 8 <0 . 05

proximal  marrow 1 23.91 8 . 1 8 12.40 4 . 6 4 <0 . 05

2 24.  16 5 . 3 8 20 . 7 2 5 . 4 4 NS

d i s t a l  marrow 1 10.15 3 . 1 4 4.1 1 1 . 19 <0 . 05

2 9.71 2 . 2 8 7 . 7 8 1 .61 NS

s k e l e t a l  muscle 1 2 . 8 9 0 . 6 3 8 . 5 0 2 . 8 0 NS

2 2 . 82 0.51 9 . 3 4 4 . 2 2 NS

Cont rol  = cont r o l  l imb (no f r a c t u r e )  

F r a c t u r e  = exper iment a l  l imb

1 = one week subgroup

2 = two week subgroup

NS = not  s i g n i f i c a n t  a t  5% level  ( p a i r e d  i  t e s t )
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T a b l e  3 . 2 . 2  H i g h e r  e n e r g y  g r o u p .  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  
t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  
c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  
o n e  a n d  t w o  w e e k s  a f t e r  a u n i l a t e r a l  h i g h e r  e n e r g y  t i b i a l  
d i a p h y s e a l  f r a c t u r e .  F l o w s  a r e  e x p r e s s e d  a s  mean ± SE 
m l / m i n . 1 0 0 g  ( n = 5  f o r  o n e  w e e k  s u b g r o u p ,  n = 6  f o r  t w o  w e e k  
s u b g r o u p ) .

C o n t r o 1 F r a c t u r e P

proximal  c o r t ex  1 0 . 3 9  ± 0 . 0 7 0 . 6 9  i 0 . 1 8 NS

2 0.61 0 . 1 0 1.58 0 . 4 7 NS

d i s t a l  c o r t ex  1 1 .65 0 . 3 9 2 . 8 6 1 .01 NS

2 2 . 3 3 0 . 4 9 6 . 1 2 1 . 78 <0 . 05

proximal  marrow 1 3 1 . 15  11.28 16.40 5 . 8 2 NS

2 35.01 6 . 1 7 3 7 . 5 5 * 5 . 7 7 NS

d i s t a l  marrow 1 11.16 3 . 22 7 . 53 1 . 46 NS

2 10.72 1 .73 12.76 2 . 9 2 NS

s k e l e t a l  muscle 1 2 . 6 8 0 . 4 3 3 . 43 0 . 9 6 NS

2 3 . 0 5 0 . 6 4 4 . 9 8 1 . 04 <0 . 05

Control  = cont r o l  I imb (no f r a c t u r e )

F r a c t u r e  = exper i ment a l  l imb

1 = one week subgroup

2 = two week subgroup

NS = not s i g n i f i c a n t  a t  5% level  ( p a i r e d  i  t e s t )

•  = s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f rom one week f l o w  a t  5% l eve l  

( unpa i r ed  i  t e s t )
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T a b l e  3 . 2 . 3  G e o m e t r i c  means o f  t h e  r a t i o s  bet ween  f l o w s  in
t he  e x p e r i m e n t a l  and c o n t r o l  I imbs ( n = 6  f o r  each subgroup
e x c e p t  n=5 f o r  one week subgroup o f  h i g h e r  e n e r g y  g r o u p ) .

C a s t O s t e o t o m y L o w e r H i g h e r

proximal  cor t ex 1 0.81 2 . 0 5 * * 1 . 5 9 * * 1 . 66*

2 0 . 9 5 3 . 1 7 * * 2 . 3 2 * * 2 . 4 1 * *

d i s t a l  cor t ex 1 1.30 1 .15 1 .24 1 . 61*

2 1.20 3 . 4 1 * * 2 . 2 3 * * 2 . 4 8 * *

proximal  marrow 1 1 .01 1 .20 0 . 5 6 * 0 . 2 8

2 1 .02 0 . 88 0 . 8 4 1 .09

d i s t a l  marrow 1 1 .27 1.02 0 . 4 2 * * 0 . 7 0

2 1.21 1 .15 0 . 82 1 . 10

s k e l e t a l  muscle 1 1 .27 1 . 36 2 . 5 8 1 .15

2 1 .17 2 . 1 4 * * 2 . 4 8 1 . 6 8 * *

Cast = cast  i mmobi l i sa t i on  on l y  ( S e c t i on  2 . 5 )  

Osteotomy = osteotomy w i t h  cast  ( S e c t i o n  3 . 1 )  

Lower = lower energy f r a c t u r e  w i t h  cast  

Higher  = h igher  energy f r a c t u r e  w i t h  cast

1 = one week subgroups

2 = two week subgroups

• = s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f rom u n i t y  a t  5% level  ( p a i r e d  i  t e s t )

• *  = s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f rom u n i t y  a t  IX l eve l  ( p a i r e d  i  t e s t )
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F i g u r e  3 . 2 . 1  The  f r a c t u r e  r i g .

Note the  wooden b l o c k s ,  b o l t e d  to  the  b a s e p l a t e ,  e n c l o s i n g  a c i r c u l a r  
open in g  f o r  the hock mould.
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F i g u r e  3 . 2 . 2  The r i g  w e i g h t
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S P ^ 4

F i g u r e  3 . 2 . 3  T h e  r i g  b a s e  p l a t e  a n d  m o u n t  f o r  t h e  h o c k  
m o u I d .

The wooden b l ocks  t o  the r i g h t  hold the hock mould.  The knee mould is  
held  manua l l y  t o  the l e f t  o f  the v e r t i c a l  b a r s .
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Figure 3 . 2 .4 R a d i o g r a p h  o f  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a f t e r  a 
t r a n s v e r s e  f r a c t u r e  p r o d u c e d  by  b l u n t  t r a u m a .
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F i g u r e  3 . 2 . 5 R a d i o g r a p h  o f  t h e  t i b i a !  d i a p h y s i s  a f t e r  a n  
o b i i q u e  f r a c t u r e  p r o d u c e d  by  b l u n t  t r a u m a .
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F i g u r e  3 . 2 . 6 R a d i o g r a p h  o f  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a f t e r  a 
s e g m e n t a l  f r a c t u r e  p r o d u c e d  by b l u n t  t r a u m a .
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F i g u r e  3 . 2 . 7

L o w e r  e n e r g y  g r o u p .
R a d i o g r a p h s  o f  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s ,  o n e  a n d  t w o  
w e e k s  a f t e r  t r a n s v e r s e  
f r a c t u r e  by  b l u n t  t r a u m a .

( a )  o n e  w e e k

( b ) t w o  w e e k s
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F i g u r e  3 . 2 . 8

H i g h e r  e n e r g y  g r o u p .  
R a d i o g r a p h s  o f  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s ,  o n e  a n d  t w o  
w e e k s  a f t e r  t r a n s v e r s e  
f r a c t u r e  by  b l u n t  t r a u m a .

( a )  o n e  w e e k

( b )  two weeks
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F i g u r e  3 . 2 . 9  One  w e e k  s u b g r o u p s  G e o m e t r i c  m e a n s  o f  t h e  
r a t i o s  b e t w e e n  f l o w s  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n d  c o n t r o l  l i m b s  
a t  o n e  w e e k  ( n = 6  f o r  e a c h  s u b g r o u p  e x c e p t  n = 5  f o r  h i g h e r  
e n e r g y  g r o u p ) .

Geometric means of ratios

■
/ /W //Z

Proximal Cortex Distal Cortex Proximal Marrow Distal Marrow Skeletal Muscle

Tissue

Cast Osteotomy E H  Lower energy Higher energy
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F i g u r e  3 . 2 . 1 0  Two w e e k  s u b g r o u p s  G e o m e t r i c  means  o f  t h e  
r a t i o s  b e t w e e n  f l o w s  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  an d  c o n t r o l  l i m b s  
a t  t w o  w e e k s  ( n = 6  f o r  e a c h  s u b g r o u p ) .

Geometric means of ratios

Proximal Cortex Distal Cortex Proximal Marrow Distal Marrow Skeletal Muscle

Tissue

Cast Osteotomy EHD Lower energy Higher energy
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3 . 3   

SUMMARY

T h e  t e c h n i q u e  d e v e l o p e d  i n  t h e  s t u d i e s  o f  P a r t  2 h a s  b e e n  

a p p l i e d  t o  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  p e a k  f l o w  r e s p o n s e  

a f t e r  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e  i n  t h e  a d u l t  r a b b i t .  T h e  

a s s u m p t i o n s  o f  t h e  m e t h o d  o f  m e a s u r e m e n t  o f  b o n e  b l o o d  f l o w  

h a v e  b e e n  t e s t e d  i n  t h i s  w o r k  a n d  i n  t h a t  o f  o t h e r s ,  a n d  

t h e  r e s u l t s  a r e  t h e r e f o r e  m o r e  r e l i a b l e  t h a n  t h o s e  f r o m  

m e t h o d s  i n v o l v i n g  t r a c e r  e x c h a n g e  b e t w e e n  b l o o d  a n d  b o n e ,  

w h i c h  a r e  s u b j e c t  t o  i n a c c u r a c i e s  a r i s i n g  b o t h  f r o m  

v a r i a t i o n s  i n  s u c h  e x c h a n g e  a n d  t h e  i n t e r f e r e n c e  c a u s e d  by  

r e c i r c u l a t i o n .  T h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  m i c r o s p h e r e  m e t h o d  

wa s  I i m i t e d  i n  t h i s  p a r t  o f  t h e  s t u d y  a f t e r  u n a n n o u n c e d  

c h a n g e s  by  t h e  m a n u f a c t u r e r  i n  t h e  s p e c i f i c a t i o n  o f  t h e  

m i c r o s p h e r e s ,  s u c h  t h a t  i t  was  n o t  p o s s i b l e  t o  m e a s u r e  f l o w  

m o r e  t h a n  o n c e  i n  a n y  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l  w i t h o u t  e i t h e r  

v i o l a t i n g  t h e  I i m i t s  on i s o t o p e  d i s p o s a l  o r  r e d u c i n g  by  

h a l f  t h e  n u m b e r  o f  a n i m a l s  i n v e s t i g a t e d .

A l m o s t  a I I o f  t h e  p r e v i o u s  w o r k  i n  t h i s  f i e l d  h a s  

c o n s i d e r e d  f l o w  t o  t h e  f r a c t u r e  s i t e  a s  a w h o l e ,  a n d  h a s  

n o t  d i s t i n g u i s h e d  f l o w  t o  t h e  m a r r o w  f r o m  f l o w  t o  t h e  

c o r t e x .  C h i d g e y  e i  a t .  ( 1 9 8 6 )  u s e d  t h e  m i c r o s p h e r e  m e t h o d  

t o  m e a s u r e  f l o w  i n  t h e  c o r t e x  a n d  m a r r o w  o f  o n e  c e n t i m e t r e  

s e c t i o n s  e i t h e r  s i d e  o f  a r a d i a l  o s t e o t o m y  i n  d o g s ,  b u t  t h e  

v a r i a t i o n  i n  r e s u l t s  w a s  v e r y  w i d e  a n d  no c o n c l u s i o n s  c o u l d  

be d r a w n .  T h i s  v a r i a t i o n  b e t w e e n  a n i m a l s  w a s  n o t  a v o i d e d  i n  

t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  b u t  mo r e  a n i m a l s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  i n  

e a c h  s u b g r o u p  a n d  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  b o n e  p r o x i m a l  t o  

an  o s t e o t o m y  o f  t h e  t i b i a  a n d  t h a t  d i s t a l  w e r e  

d e m o n s t r a t e d .  T h u s ,  wh i l e  t h e  f l o w  t o  t h e  p r o x i m a l  c o r t e x  

w a s  r a i s e d  a t  o n e  w e e k ,  d i s t a l  I y t h i s  w a s  n o t  o b s e r v e d  

u n t i  I t w o  w e e k s  a f t e r  o s t e o t o m y ,  p r e s u m a b l y  b e c a u s e  o f  t h e
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g r e a t e r  i n i t i a l  d e p r e s s i o n  o f  c o r t i c a l  f l o w  t h a t  o c c u r s  

d i s t a l  I y f o l l o w i n g  d i v i s i o n  o f  t h e  n u t r i e n t  c i r c u l a t i o n  

( K u n z e  e t  a l .  1 9 8 1 ) .  M a r r o w  f l o w s  w e r e  n o t  f o u n d  t o  d i f f e r  

b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  e x p e r i m e n t a l  I imbs a t  e i t h e r  t i m e  

p e r i o d .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  f l o w  r e s p o n s e  i n  t h e  c o r t e x  

i s  m e d i a t e d  by  a s u p p l y  p a r a l l e i  t o  t h a t  o f  t h e  m a r r o w .

T h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  r o u t e s  o f  s u p p l y  a f t e r  

f r a c t u r e  by  m e t h o d s  o f  t i s s u e  e x c l u s i o n  h a s  y e t  t o  be  

e x t e n d e d  t o  t h e  u s e  o f  a q u a n t i t a t i v e  m e t h o d ,  a n d  f l o w s  

h a v e  b e e n  m e a s u r e d  i n  t h i s  s t u d y  a f t e r  e x c l u s i o n  o f  t h e  

p e r i o s t e u m  a n d  s o f t  t i s s u e  o r  o f  t h e  m a r r o w  b y  a s h e a t h  o r  

i n t r a m e d u  I I a r  y n a i l  r e s p e c t i v e l y .  T h e  c o r t i c a l  b l o o d  f l o w  

c h a n g e s  w e r e  a b o  I i s h e d  by  t h e  s h e a t h ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  

p a r a l l e l  s u p p l y  t o  t h e  c o r t e x  i n  t h e  a b s e n c e  o f  e x c l u s i o n  

i s  p r i n c i p a l l y  f r o m  t h e  p e r i o s t e u m  a n d  s o f t  t i s s u e s .  T h u s ,  

d e s p i t e  t h e  d e v a s c u  l a r i  s a t  i o n  o f  t h e  c o r t e x  t h a t  i s  known  

t o  o c c u r  a f t e r  m e d u l l a r y  r e a m i n g ,  c o r t i c a l  f l o w  w a s  n o t  

s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  by  on e  o r  t w o  w e e k s  i n  t h e  na  i l e d  

g r o u p ,  a n d  i n d e e d  was  s i g n i f i c a n t l y  r a i s e d  d i s t a l  I y by  t wo  

w e e k s .

S u c h  e x c l u s i o n  s t u d i e s  a r e  o p e n  t o  c r i t i c i s m  on t h e

b a s i s  o f  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  o s t e o t o m y  s i t e  mobi  I i t y  b e t w e e n

t h e  g r o u p s  a n d  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  e x t e n t  o f  e x c l u s i o n  

a l o n g  t h e  t i b i a l  s h a f t .  I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  s h o r t  t i m e  

p e r i o d s  o b v i a t e d  t h e  p r o b a b l e  p r i n c i p a l  e f f e c t  o f  

d i f f e r e n c e s  i n  mob i I i t y ,  t h a t  on t h e  r e - e s t a b i  i s h m e n t  o f  

t h e  m e d u l l a r y  c i r c u l a t i o n  a c r o s s  t h e  o s t e o t o m y ,  a n d  t h e  

s h e a t h  w a s  f o u n d  t o  be l o n g  e n o u g h  e f f e c t i v e l y  t o  e x c l u d e  

a n y  r i s e  i n  c o r t i c a l  f l o w  a r i s i n g  f r o m  t h e  s o f t  t i s s u e s .

T h e r e  h a s  b e e n  no q u a n t i t a t i v e  e v i d e n c e  p u t  f o r w a r d  t o  

s u p p o r t  t h e  c o n c e p t  o f  an  i n c r e a s e  i n  b l o o d  f l o w  t o  t h e  

c o n t r o l  I i mb a f t e r  o s t e o t o m y ,  a s  s u g g e s t e d  by  p e r f u s i o n  

s t u d i e s .  No s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  w e r e  f o u n d

a f t e r  s i m p l e  o s t e o t o m y  o r  a f t e r  o s t e o t o m y  w i t h  s h e a t h  

e x c l u s i o n ,  on c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  f l o w s  r e c o r d e d  a f t e r  c a s t  

i m m o b i l i s a t i o n  a l o n e  ( S e c t i o n  2 . 5 ) .  H o w e v e r ,  a t  o n e  w e e k  

a f t e r  a n a  i l e d  o s t e o t o m y  t h e  f l o w s  t o  b o t h  c o r t e x  a n d
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m a r r o w  o f  t h e  c o n t r o l  l i m b  w e r e  h i g h e r  t h a n  a f t e r  s i m p l e  

immobi  I i s a t  i o n ,  b u t  t h i s  c h a n g e  w a s  f o u n d  o n l y  i n  t h e  

d i s t a l  m a r r o w  a t  t w o  w e e k s .  T h i s  i n d i c a t e d  a g e n e r a l  e f f e c t  

o f  t h e  o p e r a t i v e  p r o c e d u r e ,  a n d  t h i s ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  

d i f f e r e n c e s  i n  t h i s  r e s p e c t  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l  

g r o u p s ,  e m p h a s i s e s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  c o m p a r i s o n s  w i t h  t h e  

c o n t r o l  l i m b  i n  a s s e s s i n g  t h e  e f f e c t s  on f l o w  a r i s i n g  

s o l e l y  f r o m  t h e  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e ,  a n d  r a i s e s  d o u b t s  

a b o u t  t h e  v a  I i d i t y  o f  s t u d i e s  o f  b i  l a t e r a l  o s t e o t o m i e s  

t r e a t e d  by  d i f f e r e n t  m e t h o d s .

T h e  m o d e l s  u s e d  i n  t h e  e x c l u s i o n  s t u d i e s ,  w h i l e  

f u r n i s h i n g  i m p o r t a n t  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  t h e  s o u r c e  o f  

t h e  p e a k  f l o w  r e s p o n s e  a f t e r  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e ,  do n o t  

c l o s e l y  m a t c h  t h e  c o n d i t i o n s  f o l l o w i n g  a c l i n i c a l  f r a c t u r e .  

T h u s ,  wh i l e  t h e  m a r r o w  c i r c u l a t i o n  i s  i n t e r r u p t e d  a n d  t h e  

s o f t  t i s s u e  s t r i p p e d  f r o m  t h e  b o n e  b y  a f r a c t u r e  c a u s e d  by  

b l u n t  t r a u m a ,  t h e  c i r c u l a t i o n s  a r e  a b l e  t o  r e - e s t a b l i s h  

w i t h o u t  h i n d r a n c e  u n l e s s  some f o r m  o f  i n t e r n a l  f i x a t i o n  i s  

u s e d .  No q u a n t i t a t i v e  s t u d i e s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  on  

f r a c t u r e s  c a u s e d  by b l u n t  t r a u m a ,  a n d  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t

h i g h e r  e n e r g y  i n j u r i e s  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  a r e d u c e d  b l o o d

f l o w  r e s p o n s e  h a s  n o t  b e e n  t e s t e d .

F r a c t u r e s  o f  t h e  t i b i a l  s h a f t  h a v e  b e e n  p r o d u c e d  i n  t h e

a d u l t  r a b b i t  by  p e r c u s s i o n ,  w i t h  t h e  b o n e  s u p p o r t e d  a t  

e i t h e r  e n d .  T h i s  m e t h o d  p r o v e d  s u c c e s s f u l  i n  a v o i d i n g  s k i n  

p r o b l e m s .  By v a r y i n g  t h e  mass  o f  t h e  w e i g h t  u s e d  t o  p r o d u c e  

t h e  f r a c t u r e s  i t  w a s  p o s s i b l e  t o  t e s t  t h e  e f f e c t  o f  

i n c r e a s i n g  t h e  f r a c t u r i n g  e n e r g y .  T h e  b l o o d  f l o w  c h a n g e s  

a f t e r  l o w e r  e n e r g y  i n j u r i e s ,  t h o s e  i n  w h i c h  t h e  a p p i  i e d  

f o r c e  w a s  m i n i m a l l y  a b o v e  t h a t  r e q u i r e d  t o  p r o d u c e  a 

f r a c t u r e ,  m a t c h e d  t h o s e  f o u n d  a f t e r  a s u r g i c a l  o s t e o t o m y  

e x c e p t  t h a t  a t  o n e  w e e k  b o t h  p r o x i m a l  a n d  d i s t a l  m a r r o w  

f l o w s  w e r e  d e p r e s s e d .  As t h e  m a r r o w  f l o w s  w e r e  r e s t o r e d  a t  

t w o  w e e k s ,  t h i s  c h a n g e  may h a v e  a r i s e n  f r o m  t e m p o r a r y  

o e d e m a  a f t e r  t h e  t e a r i n g  o f  t h e  m a r r o w ,  w h i c h  m i g h t  n o t  be  

e x p e c t e d  t o  o c c u r  a f t e r  t h e  m i n i m a l  m a r r o w  t r a u m a  o f  an  

o s t e o t o m y .  T h e  o p p o s i t e  d i r e c t i o n s  o f  t h e  c h a n g e s  i n  

c o r t i c a l  a n d  m a r r o w  f l o w s  c o n f i r m e d  t h e  c o n c l u s i o n  f r o m  t h e
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e x c l u s i o n  s t u d i e s  t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  c o r t i c a l  f l o w  a f t e r  

f r a c t u r e  i s  m e d i a t e d  by  a s u p p l y  p a r a l l e l  t o  t h a t  t o  t h e  

m a r r o w .

F r a c t u r e s  p r o d u c e d  by  . a l m o s t  d o u b l e  t h e  m i n i m a l  

f r a c t u r i n g  e n e r g y  w e r e  a l s o  i n v e s t i g a t e d .  T h e  d a t a  s e t  a t  

one  w e e k  w a s  r e d u c e d  by  t h e  e x c l u s i o n  o f  o n e  a n i m a l  w i t h  

s k i n  b r e a k d o w n ,  a n d  t h e r e f o r e  t h e  c h a n g e s  i n  f l o w ,  w h i c h  

w e r e  s i m i  I a r  i n  n a t u r e  t o  t h o s e  o f  t h e  l o w e r  e n e r g y  g r o u p ,  

d i d  n o t  r e a c h  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  on s t a n d a r d  p a i r e d  t  

t e s t i n g .  A t  t w o  w e e k s  t h e  f l o w  t o  t h e  d i s t a l  c o r t e x  w a s  

s i g n i f i c a n t l y  r a i s e d ,  w h i l e  t h a t  t o  t h e  p r o x i m a l  c o r t e x  was  

r a i s e d  b u t  n o t  s i g n i f i c a n t l y  s o ,  a n d  t h e  m a r r o w  f l o w s  

m a t c h e d  t h o s e  o f  t h e  c o n t r o l  I i mb .  T h u s  t h e  n a t u r e  o f  t h e  

c h a n g e s  i n  o s s e o u s  t i s s u e  f l o w  w e r e  s i m i l a r  i n  t h e  t wo  

e n e r g y  g r o u p s ,  a n d  t h e  e x p e r i m e n t a l  t o  c o n t r o l  l i m b  r a t i o s  

w e r e  n o t  f o u n d  t o  d i f f e r  b e t w e e n  t h e  g r o u p s  f o r  a n y  t i s s u e  

a t  e i t h e r  t i m e  p e r i o d .

P r e v i o u s  s t u d i e s  o f  b o n e  b l o o d  f l o w  a f t e r  e x p e r i m e n t a l  

f r a c t u r e  h a v e  n o t  i n c l u d e d  m e a s u r e m e n t  o f  f l o w  t o  t h e  

n e i g h b o u r i n g  s k e l e t a l  m u s c l e .  A f t e r  o s t e o t o m y ,  i n v o l v i n g  

m i n i m a l  m u s c l e  t r a u m a ,  f l o w  wa s  f o u n d  t o  i n c r e a s e  on t h e  

e x p e r i m e n t a l  s i d e  a t  t wo  w e e k s ,  a n d  t h i s  c h a n g e  w a s  n o t  

a f f e c t e d  by  t h e  m e t h o d s  o f  e x c l u s i o n .  T h i s  c h a n g e  may h a v e  

r e f l e c t e d  a g e n e r a l  i n c r e a s e  i n  s o f t  t i s s u e  f l o w  d u r i n g  t h e  

m o u n t i n g  o f  t h e  b l o o d  f l o w  r e s p o n s e  t o  t h e  o s t e o t o m y  s i t e .  

A f t e r  f r a c t u r e s  p r o d u c e d  by b l u n t  t r a u m a ,  i n  w h i c h  m u s c l e  

t r a u m a  w a s  p r o b a b l y  m o r e  e x t e n s i v e ,  m u s c l e  f l o w s  w e r e  m o r e  

v a r i a b l e  a n d  t h i s  e f f e c t  r e a c h e d  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  

o n l y  i n  t h e  h i g h e r  e n e r g y  g r o u p .

No e v i d e n c e  w a s  f o u n d  t h a t  h i g h e r  e n e r g y  f r a c t u r e s  

p r o d u c e d  by b l u n t  t r a u m a  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  a d e p r e s s e d  

b l o o d  f l o w  r e s p o n s e .  Su ch  an e f f e c t  m i g h t  be  d e m o n s t r a t e d  

w i t h  t h e  u s e  o f  h i g h e r  e n e r g y  l e v e l s ,  o r  w i t h  a c h a n g e  i n  

m e t h o d  t o  p r o d u c e  m o r e  f r a c t u r e  c o m m i n u t i o n ,  w h i c h  i s  

p r o b a b l y  t h e  m o s t  p o t e n t  c a u s e  o f  b o n e  i s c h a e m i a  a f t e r  

f r a c t u r e .  T h e  r e s u l t s  m i g h t  a l s o  be  d i f f e r e n t  i n  a l a r g e r
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a n i m a l  w h e r e  t h e  d i s t a n c e s  i n v o l v e d  i n  r e v a s c u l a r i s a t i o n  

a r e  g r e a t e r .



PART 4  ----------------------------------------------------------------

GEISIERAl_ D I SCUSS I OIM 

A r M D  S U M M / S . R Y



185

4 . I -------------------------------

GENERAL DISCUSSION

" N o n - u n i o n s . . . h a v e  l ong,  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  v a s c u l a r  

f a c t o r s  w i t h o u t ,  h o w e v e r ,  a n y  r e a l  k n o w l e d g e  o f  t h e  

b a s i c  c i r c u l a t o r y  c h a n g e s "  J o h n s o n  ( 1 9 2 7 )

T h e  t i b i a  d i f f e r s  f r o m  o t h e r  s u b c u t a n e o u s  l o n g  b o n e s  s u c h  

a s  t h e  c l a v i c l e  a n d  u l n a  by  t h e  f r e q u e n c y  w i t h  w h i c h  i t  i s  

f r a c t u r e d  by d i r e c t  v i o l e n c e  o f  h i g h  e n e r g y .  S u c h  i n j u r i e s  

a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  c o m m i n u t i o n ,  s e v e r e  d i s p l a c e m e n t  o f  t h e  

m a i n  f r a g m e n t s ,  a n d  o f t e n  l o s s  o f  s o f t  t i s s u e  c o v e r ,  a n d  

t h e s e  f a c t o r s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  c l  i n i c a l  s t u d i e s  t o  be  

r e l a t e d  t o  d e l a y e d  u n i o n .  T h e y  m i g h t  a l s o  be  e x p e c t e d  t o  be  

r e l a t e d  t o  a h i g h  d e g r e e  o f  d e v a s c u l a r i  s a t  i o n  o f  t h e  b o n e ,  

w h i c h  may c o n s t i t u t e  a p o t e n t  c a u s e  o f  s l o w e d  h e a l i n g .

T h e  p r e s e n t  s t u d y  s e t  o u t  t o  a n s w e r  t w o  q u e s t i o n s .  

F i r s t l y ,  p r e v i o u s  q u a l i t a t i v e  s t u d i e s  o f  t i s s u e  e x c l u s i o n  

a f t e r  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e  h a d  i n d i c a t e d  t h a t  d a ma g e  t o  

t h e  p e r i o s t e a l  a n d  s o f t  t i s s u e  s u p p l y  t o  t h e  b o n e  i s  o f  

g r e a t e r  i m p o r t a n c e  t h a n  m a r r o w  d a ma g e  i n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  

u n i o n ,  b u t  l i m i t e d  q u a n t i t a t i v e  i n f o r m a t i o n  w a s  a v a i l a b l e  

a s  t o  t h e  e f f e c t  o f  s u c h  damage  on t h e  b o n e  b l o o d  f l o w  

d u r i n g  h e a l  i n g .  T h e  q u e s t i o n  w a s  p o s e d  a s  t o  w h a t  

q u a n t i t a t i v e  i n f o r m a t i o n  c a n  be  o b t a i n e d  f r o m  t h e  e x c l u s i o n  

t y p e  o f  e x p e r i m e n t  c o n c e r n i n g  t h e  r e l a t i v e  r ô l e s  o f  t h e  

p r i n c i p a l  r o u t e s  o f  b l o o d  s u p p l y  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  i n  

m o u n t i n g  t h e  p e a k  b l o o d  f l o w  r e s p o n s e  a f t e r  f r a c t u r e .  T h e  

c l  i n i c a l  r e l e v a n c e  o f  t h i s  q u e s t i o n  I i e s  i n  t h e  t a  i l o r  i n g  

o f  t h e  t r e a t m e n t  o f  h i g h  e n e r g y  f r a c t u r e s  i n  o r d e r  t o  

m a x i m i s e  t h e  b l o o d  f l o w  a v a l  I a b l e  d u r i n g  h e a l  i n g .  F o r  

e x a m p l e ,  s u c h  a s t u d y  m i g h t  I n d i c a t e  t h e  d e g r e e  o f
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i m p o r t a n c e  o f  t h e  r e s t o r a t i o n  o f  v a s c u l a r  m u s c l e  c o v e r  

a f t e r  a  comp o u n d  f r a c t u r e ,  a n d  w h e t h e r  o r  n o t  i n t r a -  

m e d u l l a r y  n a i I  i n g  s h o u l d  be  a v o i d e d .

I n  c l  i n i c a l  t e r m s ,  t h e  r o u t e s  o f  b l o o d  s u p p l y  t o  t h e  

d i a p h y s i s  a r e  b e t t e r  d e f i n e d  by l o c a t i o n  r a t h e r  t h a n  by  

v a s c u l a r  s y s t e m ,  so  t h a t  t h e  e x t e r n a l  s u p p l y ,  f r o m  t h e  

p e r i o s t e u m  a n d / o r  s o f t  t i s s u e ,  i s  c o n t r a s t e d  w i t h  t h e  

i n t e r n a l  s u p p l y  w i t h i n  t h e  m a r r o w ,  r a t h e r  t h a n  c o n s i d e r i n g  

s e p a r a t e l y  t h e  m u s c u l a r ,  p e r i o s t e a l ,  n u t r i e n t  a nd  

e p i p h y s e o - m e t a p h y s e a I  c i r c u l a t i o n s .  T h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e s e  

e x t e r n a l  a n d  i n t e r n a l  s u p p l i e s  may be  s t u d i e d  by  e x c l u s i o n  

o f  o n e  o r  t h e  o t h e r  d u r i n g  h e a l i n g .

Wh i l e  t h e  b l o o d  f l o w  t o  b o n e  may be  r e d u c e d  by da ma ge  

t o  i t s  r o u t e s  o f  s u p p l y ,  a n d  t h i s  r e d u c t i o n  may s l o w  

f r a c t u r e  h e a l  i n g  i f  i t  p e r s i s t s ,  no  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  

wa s  a v a i l a b l e  t h a t  b o n e  f l o w  a f t e r  h i g h e r  e n e r g y  f r a c t u r e s  

w a s  a t t e n u a t e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  c o n t i n u e d  i n t e r f e r e n c e  

w i t h  t h e  v a s c u l a r  s y s t e m s .  T h e  s e c o n d  q u e s t i o n  p o s e d  was  

w h e t h e r  s u c h  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  c o u l d  be  g i v e n .  H i g h  

e n e r g y  i n j u r i e s  w o u l d  be  e x p e c t e d  t o  r e s u l t  i n  s t r i p p i n g  o f

t h e  p e r i o s t e u m  a n d  s o f t  t i s s u e s  f r o m  t h e  b o n e  d u r i n g  t h e

d i s p l a c e m e n t  o f  t h e  m a i n  f r a g m e n t s ,  a n d  i n  t h e  s e p a r a t i o n  

o f  f r a g m e n t s  o f  b o n e  a l t o g e t h e r  f r o m  t h e i r  b l o o d  s u p p l y  by  

c o m m i n u t i o n  o f  t h e  f r a c t u r e  s i t e .  D i s p l a c e m e n t  o f  t h e  m a i n  

f r a g m e n t s  wi  I I a l s o  c a u s e  d i s r u p t i o n  o f  t h e  n u t r i e n t  

c i r c u l a t i o n .  H o w e v e r ,  s u c h  d a ma ge  m i g h t  r e c o v e r  q u i c k l y  i n  

t h e  a b s e n c e  o f  b a r r i e r s  s u c h  a s  e x p e r i m e n t a l  m e t h o d s  o f

e x c l u s i o n  o r  c l i n i c a l  m e t h o d s  o f  i n t e r n a l  f i x a t i o n .

To  a n s w e r  t h e s e  q u e s t i o n s ,  a r e l i a b l e  m e t h o d  i s

r e q u i r e d  t o  m e a s u r e  b l o o d  f l o w  t o  t h e  c o r t e x ,  m a r r o w  a n d  

s u r r o u n d i n g  s k e l e t a l  m u s c l e .  T h e  r a d i o a c t i v e  m i c r o s p h e r e  

m e t h o d  h a s  m a j o r  a d v a n t a g e s  o v e r  t h e  o t h e r  m e t h o d s  

p r e s e n t l y  a v a i l a b l e  ( S e c t i o n  1 . 2 ) ,  a n d  i t  i s  b a s e d  on  

a s s u m p t i o n s  t h a t  c a n  a n d  s h o u l d  be  t e s t e d .  T h e  

i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  m e t h o d  f o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  b l o o d  

f l o w  i n  t h e  t i b i a  o f  t h e  r a b b i t  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  i n  

P a r t  2 ,  a n d  s u m m a r i s e d  i n  S e c t i o n  2 . 6 ,  w h i l e  i t s
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a p p l i c a t i o n  t o  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e s  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  i n  

P a r t  3 a n d  s u m m a r i s e d  i n  S e c t i o n  3 . 3 .

I n  a n s w e r  t o  t h e  f i r s t  q u e s t i o n ,  i t  w a s  c o n c l u d e d  f r o m  

t h e  e x c l u s i o n  s t u d i e s  t h a t  t h e  s o f t  t i s s u e s  a n d / o r  

p e r i o s t e u m  w e r e  t h e  p r i n c i p a l  s o u r c e  o f  t h e  p e a k  b l o o d  f l o w  

r e s p o n s e  a f t e r  an  o s t e o t o m y  o f  t h e  t i b i a l  s h a f t .  I t  w a s  n o t  

p o s s i b l e  f r o m  t h e s e  s t u d i e s  t o  c o n s i d e r  t h e  p e r i o s t e u m  a n d  

s u r r o u n d i n g  m u s c l e  s e p a r a t e l y ,  a s  b o t h  w e r e  e x c l u d e d  o r  

p o t e n t i a l l y  d a m a g e d  i n  t h e  r e s p e c t i v e  e x p e r i m e n t s ,  b u t  t h e  

f i n d i n g s  o f  p e r f u s i o n  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  t h e  c i r c u l a t i o n  

o f  t h e  m u s c l e  i s  t h e  m o r e  p r o m i n e n t  i n  t h e  v a s c u l a r i s a t i o n  

o f  t h e  c o r t e x  a f t e r  f r a c t u r e  ( G o t h m a n  1 9 6 0 b , 1 9 6 1 ,  

R h i n e l a n d e r  1 9 7 4 ) ,  a l t h o u g h  a c o l l a t e r a l  c i r c u l a t i o n  e x i s t s  

b e t w e e n  t h e  t w o  t i s s u e s  ( Z u c m a n  1 9 6 0 ,  W h i t e s i d e  a n d  L e s k e r  

1 9 7 8 a )  .

P r e v i o u s  q u a l i t a t i v e  i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  

s e p a r a t i o n ,  d e v a s c u l a r i  s a t  i o n  o r  e x c l u s i o n  o f  t h e s e  t i s s u e s  

f r o m  t h e  f r a c t u r e  s i t e  r e s u l t s  i n  d e l a y e d  u n i o n  ( S e c t i o n s

1 . 1 . 3  a n d  1 . 3 . 1 ) ,  b u t  a c a u s a t i v e  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  t h e  

i n h i b i t i o n  o f  t h e  f l o w  r e s p o n s e  f o u n d  i n  t h e  e x c l u s i o n  

e x p e r i m e n t  a n d  s u c h  a d e l a y  i n  u n i o n  i s  n o t  c e r t a i n .  T h e r e  

w a s  no a t t e m p t  t o  e s t a b i  i sh  s u c h  a I i n k  i n  t h e  p r e s e n t  

s t u d y .  No c o m m o n l y  u s e d  m e t h o d  o f  f r a c t u r e  t r e a t m e n t  c a u s e s  

a s i m i l a r  c i r c u m f e r e n t i a l  s e p a r a t i o n  o f  t h e  d i a p h y s i s  f r o m  

t h e  s u r r o u n d i n g  t i s s u e ,  e x c e p t  c e r c l a g e  w i r e s  o r  b a n d s  

w h i c h  do s o  o n l y  o v e r  s h o r t  d i s t a n c e s  ( P a r t r i d g e  1 9 7 6 ) ,  

a l t h o u g h  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  u s e  o f  s u c h  d e v i c e s  

i s  a s s o c i a t e d  w i t h  d e l a y e d  u n i o n  ( J o n e s  1 9 8 6 ) .

T h e  o b s e r v e d  i n c r e a s e  i n  m u s c l e  f l o w  by t h e  s e c o n d  w e e k  

a f t e r  o s t e o t o m y  w o u l d  e n c o u r a g e  t h e  u s e  o f  l o c a l  f l a p s  i n  

t h e  c o v e r i n g  o f  s o f t  t i s s u e  d e f e c t s  o v e r  t h e  f r a c t u r e d  

t i b i a  i f  b o n e  b l o o d  f l o w  i s  t o  be o p t i m i s e d .  R i c h a r d s  a n d  

S c h e m i t s c h  ( 1 9 8 9 ) ,  u s i n g  t h e  m i c r o s p h e r e  m e t h o d  i n  t h e  d o g ,  

f o u n d  t h a t  t i b i a l  d i a p h y s e a l  s e g m e n t s  r e m o v e d  a n d  t h e n  

r e p l a c e d  d e v e l o p e d  a h i g h e r  c o r t i c a l  b l o o d  f l o w  a t  t h i r t y -  

o n e  d a y s  i f  c o v e r e d  a n t e r i o r l y  by  a l o c a l  m u s c l e  f l a p  

r a t h e r  t h a n  by  s i m p l e  c l o s u r e  o f  t h e  s k i n .  T h i s  d i f f e r e n c e



4. 1 GENERAL DISCUSSION 188

w a s  n o t  o b s e r v e d  i n  t h e  b o n e  p r o x i m a l  a n d  d i s t a l  t o  t h e  

s e g m e n t ,  b u t  c l i n i c a l  u n i o n  a t  t h i s  t i m e  w a s  s i g n i f i c a n t l y  

m o r e  common i n  t h e  m u s c l e  f l a p  g r o u p .  F i s h e r  a n d  Wood  

( 1 9 8 7 )  f o u n d  t h a t  b l o o d  f l o w  t o  f r e e  c o r t i c o c a n c e l l o u s  

i I i a c  g r a f t s  i n  t h e  p i g  w e r e  h i g h e r  w h e n  t h e  g r a f t s  w e r e  

p l a c e d  u n d e r  m u s c l e  r a t h e r  t h a n  s u b c u t a n e o u s  I y , s u g g e s t i n g  

t h a t  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  m u s c l e  f l o w  by  f r a c t u r e  i s  n o t  a 

p r e r e q u i s i t e  f o r  t h e  b e n e f i c i a l  e f f e c t  o f  m u s c l e  c o v e r ,  b u t  

r e v a s c u l a r i s a t i o n  o f  b o n e  by  a f r e e  v a s c u l a r i s e d  m u s c l e  

f l a p  t a k e n  f r o m  a r e m o t e  s i t e  may n o t  be  a s  g r e a t  a s  f o u n d  

w i t h  l o c a l  m u s c l e .  I t  w a s  n o t a b l e  i n  t h i s  c o n n e c t i o n  t h a t  

t h e  f l o w  t o  t h e  m u s c l e  o f  t h e  c o n t r o l  I i mb i n  t h e  p r e s e n t  

s t u d y  d i d  n o t  i n c r e a s e  a f t e r  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e  w i t h  

r e s p e c t  t o  t h e  f l o w  o b s e r v e d  a f t e r  c a s t  immobi  I i s a t  i o n  

a l o n e ,  a l t h o u g h  t h e  p o s s i b i l i t y  r e m a i n s  t h a t  m u s c l e  f l o w

r e s p o n d s  t o  l o c a l  h u m o r a l  o r  m e c h a n i c a l  f a c t o r s  i n  t h e  

f r a c t u r e d  I i mb t h a t  w o u l d  a l s o  a c t  on a n y  m u s c l e

t r a n s p l a n t e d  t o  t h e  a r e a .

D e s t r u c t i o n  o f  t h e  m a r r o w  c i r c u l a t i o n  i s  c o mmo n l y

p e r f o r m e d  i n  t h e  f i x a t i o n  o f  d i a p h y s e a l  f r a c t u r e s  by  

i n t r a m e d u l  l a r y  na  i I i n g .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  r e a m i n g  a n d  

na i I i n g  d i d  n o t  p r e v e n t  r e c o v e r y  o f  c o r t i c a l  f l o w  t o  m a t c h  

t h a t  o f  t h e  c o n t r o l  I i m b  by t h e  e n d  o f  t h e  f i r s t  w e e k ,  a n d  

by t h e *  s e c o n d  w e e k  f l o w  s i g n i f i c a n t l y  e x c e e d e d  t h e  c o n t r o l  

v a l u e  i n  t h e  d i s t a l  c o r t e x .  T h i s  i m p l i e s  t h a t  t h i s  

t e c h n i q u e  o f  f r a c t u r e  m a n a g e m e n t  d o e s  n o t  p o s e  s e v e r e

p r o b l e m s  w i t h  r e g a r d  t o  c o r t i c a l  b l o o d  f l o w ,  a s  a p p e a r s  t o  

be  t h e  c a s e  c l i n i c a l l y  ( K e s s l e r  e i  a / .  1 9 8 6 ) .  I n  c l i n i c a l

p r a c t i c e  i t  i s  u s u a l  t o  r e a m  t h e  w h o l e  o f  t h e  me d u l  l a r y  

t i s s u e  a s  we I I a s  t h e  i n n e r  c o r t e x ,  u s i n g  p o w e r e d  

i n s t r u m e n t s  t h a t  r e s u l t  i n  f a t  e m b o l i s a t i o n  o f  t h e  

H a v e r s i a n  c a n a l s  ( D a n c k w a r d t - L i  I I i e s t rom 1 9 6 9 ,  D a n c k w a r d t -  

L i I I i e s t r o m  e t  a l .  1 9 7 0 ) ,  a n d  t h e r e f o r e  t h e  d e g r e e  o f  

i n i t i a l  c o r t i c a l  d e v a s c u l a r i  s a t  i o n  i s  a l m o s t  c e r t a i n l y  

g r e a t e r  t h a n  t h a t  c a u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  e x c l u s i o n  s t u d y .  

A c c o r d i n g  t o  K e s s l e r  e i  a  / . ( 1 9 8 6 ) ,  s u c h  d e v a s c u I a r i s a t i o n

d o e s  n o t  a f f e c t  c o m m i n u t e d  f r a g m e n t s  t h a t  h a v e  a l r e a d y  l o s t  

t h e i r  m e d u l l a r y  b l o o d  s u p p l y ,  n o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e
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e x t e r n a l  c a l l u s  t h a t  r e s u l t s  i n  t h e  h e a l i n g  o f  f r a c t u r e s  

t r e a t e d  by t h i s  m e t h o d .

Wh i l e  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  s t u d y  t h e  c h a n g e s  i n  b o n e  

b l o o d  f l o w  i n  t h e  a b s e n c e  o f  b o n e  f i x a t i o n ,  f u t u r e  s t u d i e s  

o f  t i s s u e  damage  m i g h t  now be c a r r i e d  o u t  t o  c o n f i r m  t h e  

p r e s e n t  f i n d i n g s ,  u s i n g  a f o r m  o f  b o n e  f i x a t i o n  i n  o r d e r  t o  

r e d u c e  t h e  v a r i a t i o n  i n  f r a c t u r e  s i t e  mob i I i t y  b e t w e e n  

d i f f e r e n t  g r o u p s .  T h e  l e a s t  i n v a s i v e  m e t h o d  i s  e x t e r n a l  

f i x a t i o n ,  u s i n g  p i n s  i n s e r t e d  p e r c u t a n e o u s  I y a t  a d i s t a n c e  

f r o m  t h e  f r a c t u r e ,  a n d  t h i s  h as  b e e n  s u c c e s s f u l  I y m a n a g e d  

i n  t h e  r a b b i t  ( M a w h i n n e y  e i  a / .  1 9 8 8 ,  B r u e t o n  e i  a t .  1 9 9 0 )

and  dog ( L e w a l  I en e i  a / .  1 9 8 4 ,  Wu e i  a t . 1 9 8 4 ,  H a r t  e i  a t .

1 9 8 5 ,  S m i t h  e i  a t .  1 9 8 7 ) .  T h e  f i n d i n g s  o f  t h e  p r e s e n t  

e x c l u s i o n  s t u d y  m i g h t  be c o m p a r e d  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  

s u b p e r i o s t e a l  a n d  e x t r a p e r I o s t e a  I s o f t  t i s s u e  s t r i p p i n g  

( W h i t e s i d e  a n d  L e s k e r  1 9 7 8 b )  a n d  o f  m a r r o w  r e a m i n g  w i t h o u t  

n a i l i n g ,  t h u s  c r e a t i n g  f r a c t u r e  m o d e l s  w i t h  s t a n d a r d i s e d  

t i s s u e  i n j u r y  b u t  w i t h o u t  u n p h y s i o I o g i c a I  e x c l u s i o n .  On t h e  

b a s i s  o f  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  e x c l u s i o n  s t u d y ,  r e c o v e r y  f r o m  

a I I s u c h  p r o c e d u r e s  w o u l d  be e x p e c t e d  t o  be  r a p i d  i n  t h e  

r a b b i t ,  a n d  a l a r g e r  a n i m a l  mo d e l  w o u l d  be p r e f e r a b l e  i n  

o r d e r  t o  m a t c h  m o r e  c l o s e l y  t h e  d i s t a n c e s  o v e r  w h i c h  t h e  

r e v a s c u l a r i s a t i o n  o f  b o n e  m u s t  p r o c e e d  i n  man .

I n  a n s w e r  t o  t h e  s e c o n d  q u e s t i o n  p o s e d ,  no e v i d e n c e  w a s  

f o u n d  i n  t h e  s t u d y  o f  f r a c t u r e s  c a u s e d  by b l u n t  t r a u m a  t o  

s u p p o r t  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  h i g h e r  e n e r g y  i n j u r i e s  a r e  

a s s o c i a t e d  w i t h  a r e d u c t i o n  i n  t h e  b o n e  b l o o d  f l o w  

r e s p o n s e .  T h i s  s t u d y  i n d i c a t e d  t h a t  r e c o v e r y  f r o m  a n y  

s t r i p p i n g  o f  t h e  p e r i o s t e u m  a n d  m u s c l e  f r o m  t h e  b o n e  w a s  

s u f f i c i e n t  by t h e  e n d  o f  t h e  f i r s t  w e e k  f o r  t h e r e  t o  be  no  

d i f f e r e n c e s  i n  c o r t i c a l  f l o w  on c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  c h a n g e s  

o b s e r v e d  a f t e r  a s i m p l e  s u r g i c a l  o s t e o t o m y ,  t h i s  r e c o v e r y  

o c c u r r i n g  i n  t h e  f a c e  o f  a r e d u c e d  f l o w  t o  t h e  m a r r o w .  T h e  

r e d u c t i o n  i n  m a r r o w  f l o w  a t  o ne  w e e k  a f t e r  b l u n t  t r a u m a  

p r o b a b l y  a r o s e  f r o m  l o c a l  e f f e c t s  o f  t r a u m a  t h a t  w o u l d  

a f f e c t  t h e  s u p p l y  t o  t h e  c o r t e x  l o c a t e d  i n  t h e  m a r r o w  a s
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we I I a s  t h e  s u p p l y  t o  t h e  m a r r o w  t i s s u e  i t s e l f ,  e m p h a s i s i n g  

t h e  r ô l e  o f  e x t r a - o s s e o u s  s u p p l y  a t  t h i s  s t a g e .

T h e  r a p i d i t y  w i t h  w h i c h  e x t r a - o s s e o u s  t i s s u e s  c a n  m o u n t  

a b l o o d  f l o w  r e s p o n s e  i n  i s o l a t e d  b o n e  i s  d e m o n s t r a t e d  by

s t u d i e s  o f  d i a p h y s e a l  g r a f t s .  T h e  r a b b i t  f i b u l a ,  r e m o v e d

a n d  r e p l a c e d  i n  i t s  b e d ,  o b t a i n s  a m e a s u r a b l e  b l o o d  f l o w  

w i t h i n  f i v e  d a y s ,  a n d  f l o w  e x c e e d s  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l  l i m b  

d u r i n g  t h e  p e r i o d  b e t w e e n  t h r e e  a n d  t w e n t y  w e e k s  ( T e i s s i e r  

e t  a / .  1 9 8 5 ) .  I n  t h e  d o g ,  a f r e e  t i b i a l  d i a p h y s e a l  g r a f t

t r a n s p l a n t e d  t o  t h e  g r o i n  r e c e i v e s  a m e a s u r a b l e  s u p p l y  

w i t h i n  a w e e k ,  a n d  f l o w  e x c e e d s  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l  s e g m e n t  

i n  t h e  u n o p e r a t e d  I i mb by t h e  e n d  o f  t h e  s e c o n d  w e e k  

( S i e g e r t  a n d  Wood 1 9 9 0 ) .  A s i m i  l a r  r a p i d i t y  o f  r e c o v e r y  

m i g h t  be  e x p e c t e d  i n  b o n e  s t r i p p e d  o f  i t s  i n v e s t i n g  s o f t  

t i s s u e s  by t r a u m a .

T h u s  t h e r e  i s  no b a s i s  f o r  s p e c i a l  m e a s u r e s  t o  p r e s e r v e  

o r  i m p r o v e  t h e  b o n e  b l o o d  f l o w  a f t e r  t h e s e  f r a c t u r e s  i n  an  

a t t e m p t  t o  r e d u c e  t h e  i n c i d e n c e  o f  d e l a y e d  u n i o n .  H o w e v e r ,

an  e f f e c t  o f  f r a c t u r e  e n e r g y  on s u b s e q u e n t  b o n e  b l o o d  f l o w

m i g h t  h a v e  b e e n  f o u n d  i f  t h e  h i g h e r  e n e r g y  l e v e l  t e s t e d  h a d  

b e e n  i n c r e a s e d ,  o r  i f  t h e  c o m p a r i s o n  h a d  b e e n  c a r r i e d  o u t  

u s i n g  h i g h e r  v e l o c i t i e s  s o  a s  t o  i n c r e a s e  t h e  d e g r e e  o f  

f r a c t u r e  c o m m i n u t i o n .

T h e  t i m e  p e r i o d s  o f  t h e s e  s t u d i e s  w e r e  s h o r t ,  c o v e r i n g  

t h e  r i s e  t o  t h e  p e a k  f l o w  a f t e r  f r a c t u r e .  L o n g e r  t i m e  

p e r i o d s  w o u l d  h a v e  b e e n  r e q u i r e d  t o  a l l o w  an  a s s e s s m e n t  o f  

a n y  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  f l o w  a n d  t i m e  t o  u n i o n ,  a l t h o u g h  

o b j e c t i v e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  l a t t e r  w o u l d  be  d i f f i c u l t  

( S e c t i o n  1 . 1 . 1 ) .  M e c h a n i c a l  t e s t i n g  i n  v i t r o  i s  p r o b a b l y  

t h e  m o s t  a c c u r a t e  m e t h o d  o f  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  s t a g e  o f  

h e a l i n g ,  b u t  t h i s  c a n  be  p e r f o r m e d  o n l y  o n c e  i n  e a c h  a n i m a l  

a t  a p r e d e t e r m i n e d  t i m e .  T h u s ,  u n l e s s  l a r g e  n u m b e r s  o f  

a n i m a l s  a r e  t o  be  s a c r i f i c e d ,  s u c h  a s t u d y  w o u l d  r e l a t e  

f l o w  t o  t h e  d e g r e e  o f  h e a l i n g  a t  a s e t  t i m e  r a t h e r  t h a n  t o  

t h e  t i m e  t a k e n  t o  r e a c h  a s e t  s t a g e  o f  h e a l i n g .  T h e  l a t t e r  

q u a n t i t y  h a s  m o r e  c l i n i c a l  r e l e v a n c e .  T e s t i n g  i n  v i v o
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p o t e n t i a l l y  o v e r c o m e s  t h i s  p r o b l e m ,  b u t  p r e s e n t s  f u r t h e r  

d i f f i c u l t i e s  b o t h  w i t h  t e c h n i q u e  a n d  c r i t e r i a .

M e a s u r e m e n t s  o f  s t i f f n e s s  a r e  m e a n i n g f u l  o n l y  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  i n t e r n a l  f i x a t i o n ,  a n d  w o u l d  n e c e s s i t a t e  t h e  

r e p e a t e d  r e m o v a l  a n d  r e a p p l i c a t i o n  o f  a n y  c a s t  o r  e x t e r n a l  

f i x a t o r  u s e d  f o r  i m m o b i l i s a t i o n  o f  t h e  f r a c t u r e ,  u n l e s s  t h e  

f r a m e  o f  t h e  f i x a t o r  c o u l d  i t s e l f  be  u s e d  t o  s t r e s s  t h e  

b o n e .  A c c u r a t e  t e s t i n g  o f  t h e  f r a c t u r e  s i t e  r e q u i r e s  a f i r m  

i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  t e s t i n g  a p p a r a t u s  a n d  t h e  b o n e ,  w h i c h  

i s  n o t  p o s s i b l e  i n  f r a c t u r e s  h e l d  i n  a c a s t  w h e r e  t h e r e  i s  

no d i r e c t  c o n t a c t  b e t w e e n  t h e  t w o ,  a n d  t h e  p i n s  o f  e x t e r n a l  

f i x a t o r s  a r e  w e l l  known t o  l o o s e n  w i t h  t i m e .  S h o u l d  p i n

l o o s e n i n g  be  a v o i d e d ,  t e s t i n g  c a n  p r o c e e d  o n l y  w h i l e  t h e  

s t i f f n e s s  o f  t h e  f r a c t u r e  i s  l e s s  t h a n  t h a t  o f  t h e  p i n - b o n e  

i n t e r f a c e  (Wi  I I i ams  e f  a / .  1 9 8 7 ) .  F u r t h e r ,  r e p e a t e d

a n a e s t h e s i a  w i  I I be  r e q u i r e d  i n  o r d e r  t o  g i v e  m u s c l e  

r e l a x a t i o n ,  a r e q u i r e m e n t  i f  t h e  r e s u l t s  a r e  t o  be  

r e p r o d u c i b l e .  T h i s  w o u l d  a l s o  a p p l y  t o  a s s e s s m e n t  o f  u n i o n  

by v i b r a t i o n  o r  u l t r a s o u n d .  I n  a n y  e v e n t ,  t h e  d e f i n i t i o n  o f  

' u n i o n '  f r o m  a n y  o f  t h e s e  t e s t s  i s  a r b i t r a r y ,  a s  t h e

r e g a i n i n g  o f  n o r m a !  v a l u e s  t a k e s  l o n g e r  t h a n  t h e  t i m e  t a k e n  

t o  r e a c h  c l i n i c a l  h e a l i n g  ( N o k e s  e t  a l .  1 9 8 5 ,  W i l l i a m s  e t  

a l .  1 9 8 7 ) .

Any  d i f f e r e n c e  i n  t h e  d e g r e e  o f  v a s c u l a r  d a m a g e  b e t w e e n  

t h e  t w o  g r o u p s  o f  f r a c t u r e s  c a u s e d  by  b l u n t  t r a u m a  a p p e a r e d  

t o  b e  o b v i a t e d  by  t h e  r a p i d i t y  o f  t h e  r e c o v e r y  f r o m  t h a t

d a m a g e .  T h u s  i n  t h e  r a b b i t ,  l o n g e r  e x p e r i m e n t a l  p e r i o d s  

w e r e  n o t  I i k e  I y t o  h a v e  i n f l u e n c e d  t h e  c o n c l u s i o n s  o f  t h e

s t u d y .  I n  a l a r g e r  a n i m a l ,  l o n g e r  p e r i o d s  may be n e c e s s a r y  

i n  v i e w  o f  t h e  g r e a t e r  d i s t a n c e s  i n v o l v e d  i n  

r e v a s c u l a r  i s a t  i o n .
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4 . 2  ----------------------------

GENERAL SUMMARY

1.  U n i o n  o f  f r a c t u r e s  o f  t h e  a d u l t  t i b i a l  s h a f t  i s  o f t e n  

d e l a y e d ,  r e s u l t i n g  i n  p r o l o n g e d  m o r b i d i t y .

2 .  C l i n i c a l  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  t h e  f r a c t u r e  

c h a r a c t e r i s t i c s  a s s o c i a t e d  w i t h  d e l a y e d  u n i o n  a r e  

c o m m i n u t i o n ,  s e v e r e  d i s p l a c e m e n t ,  a n d  c o m p o u n d i n g .  

T h e s e  f a c t o r s  a r e  c o m m o n l y  f o u n d  i n  h i g h  e n e r g y  

i n j u r  i e s .

3 .  I t  i s  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t h a t  a g o o d  b l o o d  s u p p l y  i s  

n e c e s s a r y  f o r  f r a c t u r e  h e a l i n g .  C o m m i n u t i o n ,  

d i s p l a c e m e n t  a n d  s o f t  t i s s u e  d a ma g e  w o u l d  be  e x p e c t e d  

t o  r e s u l t  i n  d e v a s c u  I a r i s a t  i o n  o f  t h e  b o n e ,  a n d  t h i s  

may be  t h e  m e c h a n i s m  by w h i c h  h i g h  e n e r g y  i n j u r i e s  a r e  

a s s o c i a t e d  w i t h  d e l a y e d  u n i o n .

4 .  D e l a y e d  u n i o n  i s  f o u n d  i n  a n i m a l  m o d e l s  w h e r e  t h e  b l o o d  

s u p p l y  i s  a p p a r e n t l y  r e d u c e d  by  s u r g i c a l  m e t h o d s ,  

a l t h o u g h  t h e s e  m e t h o d s  h a v e  f o r  t h e  m o s t  p a r t  n o t  b e e n  

q u a n t i f i e d .  U n i o n  o f  f r e e  d i a p h y s e a l  g r a f t s  a p p e a r s  

m o r e  r a p i d  i f  t h e s e  a r e  v a s c u l a r i s e d  s u r g i c a l l y  v i a  

t h e i r  n u t r i e n t  v e s s e l s .  H o w e v e r ,  i n  man i t  i s  n o t  

p o s s i b l e  t o  m e a s u r e  b on e  b l o o d  f l o w  n o n - i n v a s i v e l y ,  a n d  

i n d i r e c t  m e t h o d s  h a v e  n o t  g i v e n  e v i d e n c e  i n  f a v o u r  o f  

t h e  i m p o r t a n c e  o f  i s c h a e m i a  i n  d e l a y e d  u n i o n .

5 .  T h e  f u n c t i o n a l  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e  c o r t i c a l ,  

p e r i o s t e a l  a n d  m a r r o w  b l o o d  v e s s e l s  i n  t h e  t i b i a l  

d i a p h y s i s  a r e  n o t  c l e a r l y  d e f i n e d  a t  p r e s e n t .  H o w e v e r ,  

t h e r e  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  be  t h e  e q u i v a l e n t  o f  a p o r t a l  

c i r c u l a t i o n ,  a n d  t h i s  g r e a t l y  s i m p l i f i e s  t h e  

i n t e r p r e t a t i o n  o f  m e a s u r e m e n t s  o f  b o n e  b l o o d  f l o w .
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6 .  T h e  m u l t i p l e  a r t e r i a l  a n d  v e n o u s  v e s s e l s  c o m p r i s i n g  t h e  

b l o o d  s u p p l y  o f  t h e  d i a p h y s i s  p r e v e n t  s i m p l e  

m e a s u r e m e n t s  o f  i n f l o w  a n d  o u t f l o w ,  a n d  t r a c e r  

s u b s t a n c e s  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  i n  o r d e r  t o  m e a s u r e  b o n e  

b l o o d  f l o w  i n d i r e c t l y .  T h e  m e a s u r e m e n t  o f  c l e a r a n c e  o f  

t r a c e r s  f r o m  b l o o d  by b o n e  h a s  m a j o r  d i s a d v a n t a g e s  

a r i s i n g  p r i n c i p a l l y  f r o m  i n c o m p l e t e  e x t r a c t i o n  o f  t h e  

t r a c e r ,  a n d  t h i s  m e t h o d  a l l o w s  o n l y  o n e  m e a s u r e m e n t  i n  

e a c h  a n i m a l .  M a r r o w  f l o w  c a n n o t  be  m e a s u r e d  w i t h  t h e  

b o n e - s e e k i n g  i s o t o p e s  u s u a l l y  e m p l o y e d .  M e a s u r e m e n t  o f  

w a s h o u t  o f  t r a c e r  f r o m  b o n e  by  b l o o d  i s  s u b j e c t  t o  

i n a c c u r a c i e s  a r i s i n g  f r o m  p o s s i b l e  d i f f u s i o n  l i m i t a t i o n  

o f  e x c h a n g e ,  a n d  f r o m  r e c i r c u l a t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  

t i s s u e  c o n t e n t  o f  t h e  t r a c e r s  m u s t  be m e a s u r e d  e i t h e r  

l o c a l l y  by i n v a s i v e  m e a n s ,  o r  by  e x t e r n a l  c o u n t i n g  

w h i c h  i s  d i f f i c u l t  t o  l o c a l i s e  a c c u r a t e l y .

7 .  T h e  r a d i o a c t i v e  m i c r o s p h e r e  m e t h o d  o v e r c o m e s  t h e s e

d i f f i c u l t i e s ,  a n d  r e l i e s  on s i m p l e  a s s u m p t i o n s  t h a t  may

be t e s t e d .  I t  w a s  t h e r e f o r e  t h e  m e t h o d  c h o s e n  f o r  u s e

i n  t h i s  s t u d y .

8 .  M e a s u r e m e n t s  o f  b o n e  b l o o d  f l o w  t a k e n  u s i n g  t h e s e

v a r i o u s  m e t h o d s  i n d i c a t e  t h a t  t i b i a l  c o r t i c a l  f l o w  i s  

v e r y  l o w ,  o f  t h e  o r d e r  o f  1 t o  5 m l / m i n . l O O g ,  w h i l e  

m a r r o w  f l o w  v a r i e s  b e t w e e n  s p e c i e s .  A p p r o x i m a t e l y  70% 

o f  f l o w  t o  t h e  c o r t e x  a p p e a r s  t o  a r i s e  f r o m  t h e

n u t r i e n t  c i r c u l a t i o n ,  a l t h o u g h  t h e  d i f f e r e n t  m e t h o d s  o f  

m e a s u r e m e n t  g i v e  c o n t r a d i c t o r y  r e s u l t s .

9 .  M e a s u r e m e n t s  o f  f l o w s  a f t e r  e x p e r i m e n t a l  o s t e o t o m i e s  o f  

l o n g  b o n e s  i n d i c a t e  a p e a k  i n  f l o w  b e t w e e n  s e v e n  a n d

t w e n t y  o n e  d a y s .  F l o w  i s  m a x i m a l  I y i n c r e a s e d  n e a r  t h e

o s t e o t o m y  s i t e ,  b u t  r i s e s  a r e  a l s o  s e e n  i n  t h e

r e m a i n d e r  o f  t h e  b o n e .  D i f f e r e n t  f o r m s  o f  f i x a t i o n  h a v e  

b e e n  f o u n d  t o  be  a s s o c i a t e d  w i t h  d i f f e r e n c e s  i n  

s u b s e q u e n t  b l o o d  f l o w ,  w i t h  i n t r a m e d u l l a r y  n a i l i n g  i n

g e n e r a l  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  l o w e s t  f l o w s .  T h e s e  

s t u d i e s ,  w i t h  s i n g l e  e x c e p t i o n s ,  h a v e  n o t  d i s t i n g u i s h e d  

f l o w s  p r o x i m a l  a n d  d i s t a l  t o  t h e  o s t e o t o m y ,  a n d  h a v e
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c a u s e d  f u r t h e r  I n t e r f e r e n c e  w i t h  t h e  b o n e  by  t h e  u s e  o f  

i n t e r n a l  o r  e x t e r n a l  f i x a t i o n .  T h e  m a j o r i t y  h a v e  r e l i e d  

on t h e  u n c e r t a i n  m e t h o d s  o f  t r a c e r  c l e a r a n c e  o r  

w a s h o u t ,  a n d  no s t u d y  h a s  i n c l u d e d  f r a c t u r e s  p r o d u c e d  

by  b l u n t  t r a u m a .

1 0 .  B e f o r e  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e s  I n  

t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  a t e c h n i q u e  o f  m e a s u r e m e n t  u s i n g  

r a d i o a c t i v e  m i c r o s p h e r e s  i n  t h e  a d u l t  r a b b i t  was  

t e s t e d .  F i r s t l y ,  i t  wa s  sh o wn  t h a t  t w o  i s o t o p e  l a b e l s  

c o u l d  be  r e l i a b l y  s e p a r a t e d  a f t e r  s u i t a b l e  p r e p a r a t i o n  

o f  t h e  s a m p l e s .  T h i s  i n c l u d e d  d i s s o l u t i o n  o f  t h e

c o r t i c a l  s a m p l e s  i n  a c i d  t o  o v e r c o m e  i n a c c u r a c i e s  

a r i s i n g  f r o m  t h e i r  g e o m e t r y .

1 1 .  M i x i n g  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  a t  t h e  s i t e  o f  i n j e c t i o n  w a s  

t e s t e d  by  c o m p a r i n g  t h e  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s e s  

o f  t h e  t w o  h i n d l i m b s ,  w h i c h  w e r e  f o u n d  n o t  t o  d i f f e r .

1 2 .  F o r  o p t i m u m  m i x i n g  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  i n  t h e  m a j o r  

v e s s e l s ,  a n d  f o r  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  

w i t h i n  t i s s u e s  t o  m a t c h  a s  c l o s e l y  a s  p o s s i b l e  t h a t  o f  

e r y t h r o c y t e s ,  r e q u i r e s  t h e  u s e  o f  m i c r o s p h e r e s  c l o s e  i n  

s i z e  t o  e r y t h r o c y t e s  w h i l e  a v o i d i n g  c a p i l l a r y  n o n ­

e n t r a p m e n t .  S o f t  t i s s u e  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h e

o p t i m u m  s i z e  t o  be  10pm o r  s i  i g h t l y  a b o v e ,  b u t  i t  i s  

g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t h a t  m i c r o s p h e r e s  n o m i n a l l y  s i z e d  

15pm a r e  t h e  smaI  l e s t  t h a t  c a n  be  u s e d  i n  b o n e  w i t h o u t  

s i g n i f i c a n t  c a p i l l a r y  n o n - e n t r a p m e n t .  T h e  d i f f u s e  

v e n o u s  d r a i n a g e  o f  b o n e  p r e s e n t s  d i f f i c u l t i e s  i n  t h e

a s s e s s m e n t  o f  n o n - e n t r a p m e n t  i n  t h i s  t i s s u e ,  a n d  t h i s  

i s  m o s t  a c c u r a t e l y  i n v e s t i g a t e d  by  c o m p a r i s o n  o f  

c a l c u l a t e d  f l o w s  o b t a i n e d  w i t h  m i c r o s p h e r e s  o f  t wo

s i z e s  I n j e c t e d  s i m u l t a n e o u s l y .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  

m i c r o s p h e r e s  s i z e d  1 6 . 5  i  0 . 1  ( S D )  pm a n d  1 1 . 3  t  0 . 1  pm 

i n j e c t e d  s i m u l t a n e o u s l y  g a v e  c a l c u l a t e d  f l o w s  i n  t i b i a l  

d i a p h y s e a l  c o r t e x  a n d  m a r r o w ,  a n d  i n  s k e l e t a l  m u s c l e ,  

t h a t  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t .  T h e  c a l c u l a t e d  

c o r t i c a l  f l o w s  w e r e  h i g h e r  w i t h  t h e  s m a l l e r  s p h e r e s ,  

p o s s i b l y  a s  a r e s u l t  o f  r e d u c e d  s t e r i c  r e s t r i c t i o n  i n
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t h e  s m a l l  c o r t i c a l  v e s s e l s ,  b u t  t h i s  e f f e c t  w a s  n o t  

s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .  As s m a l l e r  m i c r o s p h e r e s  a r e  

m o r e  e v e n l y  m i x e d  i n  b l o o d  v e s s e l s ,  l e s s  l i k e l y  t o  g i v e  

r i s e  t o  c e n t r a l  s i d e - e f f e c t s  i n  l a r g e  d o s a g e ,  a n d  

c o n s i d e r a b l y  c h e a p e r ,  t h e y  w e r e  u s e d  f o r  t h e  r e m a i n d e r  

o f  t h e  s t u d y .

1 3 .  I t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  a r a n g e  o f  m i c r o s p h e r e  d o s a g e  o f  

up t o  1 . 8  X 1 0 *  p e r  k i l o g r a m  b o d y  w e i g h t  d i d  n o t  s h o w  

a n y  t e n d e n c y  t o  r e d u c e  s u b s e q u e n t  t i b i a l  d i a p h y s e a l  a n d  

s k e l e t a l  m u s c l e  b l o o d  f l o w ,  a n d  d o s e s  o f  m i c r o s p h e r e s  

w e r e  k e p t  w i t h i n  t h i s  r a n g e  i n  t h e  r e m a i n i n g  

e x p e r  i m e n t s .

1 4 .  S e q u e n t i a l  m e a s u r e m e n t s  o f  b l o o d  f l o w  w e r e  u s e d  t o  

q u a n t i f y  t h e  e a r l y  e f f e c t s  o f  c a s t  i m m o b i l i s a t i o n  o f  

o n e  h i n d  l i m b  on t i b i a l  d i a p h y s e a l  b l o o d  f l o w .  A p i l o t  

e x p e r i m e n t  i n d i c a t e d  t h a t  l e a c h i n g  o f  i s o t o p e  f r o m  t h e  

m i c r o s p h e r e s  i n  v i v o  wa s  n e g l i g i b l e .  No d i f f e r e n c e s  

w e r e  f o u n d  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n d  c o n t r o l  l i m b s  

a f t e r  o n e  o r  t wo  w e e k s .  T h i s  s t u d y  d e m o n s t r a t e d  t h a t  

t h e  o p p o s i t e  I i m b  c o u l d  be  u s e d  a s  a c o n t r o l  d u r i n g  t h e  

i n v e s t i g a t i o n  o f  b l o o d  f l o w  t o  t h e  t i b i a  a f t e r  a 

u n i l a t e r a l  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e  i m m o b i l i s e d  i n  a c a s t ,  

a l l o w i n g  a r e d u c t i o n  i n  t h e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  a n i m a l s  

d u r i n g  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s .

1 5 .  T h e  m e t h o d  o f  m e a s u r e m e n t  o f  b o n e  b l o o d  f l o w  w a s  

a p p l i e d  t o  u n i l a t e r a l  s u r g i c a l  o s t e o t o m i e s  o f  t h e  

t i b i a l  d i a p h y s i s  o f  t h e  a d u l t  r a b b i t  i m m o b i l i s e d  i n  a 

c a s t .  F l o w  t o  t h e  p r o x i m a l  c o r t e x  wa s  r a i s e d  a t  o n e  

w e e k ,  wh i l e  d i s t a l  I y t h i s  w a s  n o t  o b s e r v e d  u n t i  I t w o  

w e e k s  a f t e r  o s t e o t o m y ,  p r e s u m a b l y  b e c a u s e  o f  t h e  

g r e a t e r  i n i t i a l  d e p r e s s i o n  o f  c o r t i c a l  f l o w  t h a t  o c c u r s  

d i s t a l  I y f o l l o w i n g  d i v i s i o n  o f  t h e  n u t r i e n t  c i r c u l a t i o n  

by an  o s t e o t o m y .  M a r r o w  f l o w s  w e r e  n o t  f o u n d  t o  d i f f e r  

b e t w e e n  t h e  c o n t r o l  a n d  e x p e r i m e n t a l  l i m b s  a t  e i t h e r  

t i m e  p e r i o d .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  f l o w  r e s p o n s e  i n  

t h e  c o r t e x  i s  m e d i a t e d  by a s u p p l y  p a r a  I l e i  t o  t h a t  t o  

t h e  m a r r o w .
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1 6 .  F l o w s  w e r e  a l s o  m e a s u r e d  a f t e r  e x c l u s i o n  o f  t h e

p e r i o s t e u m  a n d  s o f t  t i s s u e  o r  o f  t h e  m a r r o w  by a  s h e a t h  

o r  i n t r a m e d u l l a r y  n a i I  r e s p e c t i v e l y .  T h e  c o r t i c a l  b l o o d  

f l o w  c h a n g e s  w e r e  a b o l i s h e d  by  t h e  s h e a t h ,  s u g g e s t i n g

t h a t  t h e  p a r a l l e l  s u p p l y  t o  t h e  c o r t e x  i n  t h e  a b s e n c e

o f  e x c l u s i o n  i s  p r i n c i p a l l y  f r o m  t h e  p e r i o s t e u m  and  

s o f t  t i s s u e s .  D e s p i t e  t h e  d e v a s c u I a r i s a t i o n  o f  t h e

c o r t e x  t h a t  i s  known t o  o c c u r  a f t e r  m e d u l l a r y  r e a m i n g ,  

c o r t i c a l  f l o w  was  n o t  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  by  o n e  o r  

t wo  w e e k s ,  a n d  i n d e e d  was  s i g n i f i c a n t l y  r a i s e d  d i s t a l  I y 

by t wo  w e e k s .  T h e  s h o r t  t i m e  p e r i o d  o f  t h e  s t u d y  

o b v i a t e d  t h e  l i k e l y  p r i n c i p a l  e f f e c t  o f  d i f f e r e n c e s  i n  

t h e  mob i I i t y  o f  t h e  o s t e o t o m y  s i t e  b e t w e e n  t h e  g r o u p s ,  

t h e  v a r i a t i o n  i n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e  r e - e s t a b l i s h m e n t  

o f  t h e  m e d u l l a r y  c i r c u l a t i o n  a c r o s s  t h e  o s t e o t o m y .

1 7 .  No s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  w e r e  f o u n d  i n  t h e  

f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  o f  t h e  c o n t r o l  I i m b  a f t e r  

s i m p l e  o s t e o t o m y  o r  a f t e r  o s t e o t o m y  w i t h  s h e a t h  

e x c l u s i o n ,  on c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  f l o w s  r e c o r d e d  a f t e r  

c a s t  immobi  I i s a t  i o n  a l o n e .  H o w e v e r ,  a t  o n e  w e e k  a f t e r  a 

n a i  l e d  o s t e o t o m y  t h e  f l o w s  t o  b o t h  c o r t e x  a n d  m a r r o w  o f  

t h e  c o n t r o l  I i mb w e r e  h i g h e r  t h a n  a f t e r  s i m p l e  

immobi  I i s a t  i o n ,  b u t  t h i s  c h a n g e  w a s  f o u n d  o n l y  i n  t h e  

d i s t a l  m a r r o w  a t  t wo  w e e k s .  T h i s  i n d i c a t e d  a g e n e r a l  

e f f e c t  o f  t h e  o p e r a t i v e  p r o c e d u r e ,  a n d  t h i s ,  t o g e t h e r  

w i t h  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h i s  r e s p e c t  b e t w e e n  t h e  

e x p e r i m e n t a l  g r o u p s ,  e m p h a s i s e s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  

c o m p a r i s o n s  w i t h  t h e  c o n t r o l  I i mb i n  a s s e s s i n g  t h e  

e f f e c t s  on f l o w  a r i s i n g  s o l e l y  f r o m  t h e  e x p e r i m e n t a l  

f r a c t u r e .  T h i s  f i n d i n g  a l s o  c a s t s  d o u b t  on t h e  v a l i d i t y  

o f  s t u d i e s  o f  b i l a t e r a l  o s t e o t o m i e s  t r e a t e d  by  

d i f f e r e n t  m e t h o d s .

1 8 .  The  h y p o t h e s i s  t h a t  h i g h e r  e n e r g y  i n j u r i e s  a r e  

a s s o c i a t e d  w i t h  a r e d u c e d  b l o o d  f l o w  r e s p o n s e  was  

t e s t e d  e x p e r i m e n t a l  I y . F r a c t u r e s  o f  t h e  t i b i a l  s h a f t  

w e r e  p r o d u c e d  i n  t h e  a d u l t  r a b b i t  by p e r c u s s i o n ,  w i t h  

t h e  b o n e  s u p p o r t e d  a t  e i t h e r  e n d .  T h i s  m e t h o d  p r o v e d  

s u c c e s s f u l  i n  a v o i d i n g  s k i n  p r o b l e m s .  By v a r y i n g  t h e
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m a s s  o f  t h e  w e i g h t  u s e d  t o  p r o d u c e  t h e  f r a c t u r e s  i t  was  

p o s s i b l e  t o  t e s t  t h e  e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  t h e  

f r a c t u r i n g  e n e r g y .  T h e  b l o o d  f l o w  c h a n g e s  a f t e r  l o w e r  

e n e r g y  I n j u r i e s ,  t h o s e  i n  w h i c h  t h e  a p p l i e d  f o r c e  was  

m i n i m a l  I y a b o v e  t h a t  r e q u i r e d  t o  p r o d u c e  a f r a c t u r e ,  

w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  f o u n d  a f t e r  a s u r g i c a l  o s t e o t o m y  

i n  b o t h  p r o x i m a l  a n d  d i s t a l  c o r t e x ,  wh i l e  a t  o n e  w e e k  

b o t h  p r o x i m a l  a n d  d i s t a l  m a r r o w  f l o w s  w e r e  d e p r e s s e d .  

As t h e  m a r r o w  f l o w s  w e r e  r e s t o r e d  a t  t w o  w e e k s ,  t h i s  

c h a n g e  may h a v e  a r i s e n  f r o m  t h e  t e a r i n g  o f  t h e  m a r r o w  

c a u s i n g  t e m p o r a r y  o e d e m a ,  w h i c h  m i g h t  n o t  be e x p e c t e d  

t o  o c c u r  a f t e r  t h e  m i n i m a l  m a r r o w  t r a u m a  o f  an  

o s t e o t o m y .  T h e  o p p o s i t e  d i r e c t i o n s  o f  t h e  c h a n g e s  i n  

c o r t i c a l  a n d  m a r r o w  f l o w s  c o n f i r m e d  t h e  c o n c l u s i o n  f r o m  

t h e  e x c l u s i o n  s t u d i e s  t h a t  t h e  i n c r e a s e  i n  c o r t i c a l  

f l o w  a f t e r  f r a c t u r e  i s  m e d i a t e d  by a s u p p l y  p a r a l l e i  t o  

t h a t  t o  t h e  m a r r o w .

1 9 .  F r a c t u r e s  p r o d u c e d  by a l m o s t  d o u b l e  t h e  m i n i m a l  

f r a c t u r i n g  e n e r g y  w e r e  a l s o  i n v e s t i g a t e d .  T h e  d a t a  s e t  

a t  o n e  w e e k  was  r e d u c e d  by t h e  e x c l u s i o n  o f  o n e  a n i m a l  

w i t h  s k i n  b r e a k d o w n ,  a n d  t h e r e f o r e  t h e  c h a n g e s  i n  f l o w ,  

w h i c h  w e r e  s i m i  l a r  i n  n a t u r e  t o  t h o s e  o f  t h e  l o w e r  

e n e r g y  g r o u p ,  d i d  n o t  r e a c h  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  on  

s t a n d a r d  p a i r e d  t  t e s t i n g .  A t  t wo  w e e k s  t h e  f l o w  t o  t h e  

d i s t a l  c o r t e x  w a s  s i g n i f i c a n t l y  r a i s e d ,  w h i l e  t h a t  t o  

t h e  p r o x i m a l  c o r t e x  was  h i g h e r  b u t  n o t  s i g n i f i c a n t l y  

s o ,  a n d  t h e  m a r r o w  f l o w s  m a t c h e d  t h o s e  o f  t h e  c o n t r o l

I i mb .

2 0 .  T h e  n a t u r e  o f  t h e  c h a n g e s  i n  o s s e o u s  t i s s u e  f l o w  w e r e  

s i m i  l a r  i n  t h e  t wo  e n e r g y  g r o u p s ,  a n d  t h e  e x p e r i m e n t a l  

t o  c o n t r o l  I imb r a t i o s  w e r e  n o t  f o u n d  t o  d i f f e r  b e t w e e n  

t h e  g r o u p s  f o r  a n y  t i s s u e  a t  e i t h e r  t i m e  p e r i o d .  No 

e v i d e n c e  w a s  t h e r e f o r e  f o u n d  i n  t h i s  s t u d y  t h a t  h i g h e r  

e n e r g y  f r a c t u r e s  p r o d u c e d  by b l u n t  t r a u m a  a r e  

a s s o c i a t e d  w i t h  a d e p r e s s e d  b l o o d  f l o w  r e s p o n s e .  S u c h  

a n  e f f e c t  m i g h t  h o w e v e r  be d e m o n s t r a t e d  w i t h  t h e  u s e  o f  

y e t  h i g h e r  e n e r g y  l e v e l s ,  o r  w i t h  a c h a n g e  i n  m e t h o d  t o  

p r o d u c e  m o r e  f r a c t u r e  c o m m i n u t i o n ,  w h i c h  i s  p r o b a b l y
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T h u s ,  a s  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  t h e  e n e r g i e s  u s e d  i n  t h i s  

s t u d y  t o  t h o s e  e n c o u n t e r e d  i n  c l  i n i c a l  f r a c t u r e s  a r e  

u n k n o w n ,  a nd  t h e  e x p e r i m e n t a l  f r a c t u r e s  p r o d u c e d  w e r e  n o t  

f o l l o w e d  t o  u n i o n ,  a s a t i s f a c t o r y  " h i g h ” e n e r g y  mo de l  

a s s o c i a t e d  w i t h  a d e g r e e  o f  i n j u r y  s u f f i c i e n t  t o  r e s u l t  i n  

d e l a y e d  u n i o n  a n d  s u c h  a s  t o  t e s t  t h e  e f f e c t s  o f  s u c h  

t r a u m a  on t h e  s u b s e q u e n t  b l o o d  f l o w  r e s p o n s e  may n o t  h a v e  

b e e n  a c h i e v e d .
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t h e  m o s t  p o t e n t  c a u s e  o f  b o n e  i s c h a e m i a  a f t e r  f r a c t u r e .  

T h e  r e s u l t s  m i g h t  a l s o  be  d i f f e r e n t  I n  a l a r g e r  a n i m a l  

w h e r e  t h e  d i s t a n c e s  i n v o l v e d  i n  r e v a s c u l a r i s a t i o n  a r e  

g r e a t e r .

2 1 .  I n  t h e  r a b b i t ,  t h e  r a p i d i t y  o f  t h e  r e c o v e r y  o f  b l o o d  

f l o w  f r o m  t h e  s o f t  t i s s u e s  a f t e r  t h e s e  f r a c t u r e s  

o b v i a t e d  a n y  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e m .  T h i s  may a l s o  be  

t r u e  i n  m a n ,  a s  i n t r a m e d u l l a r y  n a i l i n g ,  w h i c h  d e s t r o y s  

t h e  m a r r o w  c i r c u l a t i o n ,  may be  u s e d  s u c c e s s f u l l y  i n  t h e  

m a n a g e m e n t  o f  h i g h  e n e r g y  i n j u r i e s .  H o w e v e r ,  t h e  s o f t  

t i s s u e  l o s s  o f  s e v e r e l y  c o mpou nd  i n j u r i e s  w i l l  p r e v e n t  

t h e  r e - e s t a b l i s h m e n t  o f  e x t r a - o s s e o u s  s u p p l y ,  a n d  

v a s c u l a r  m u s c l e  t r a n s f e r s  w i l l  be r e q u i r e d  i f  b o n e  

b l o o d  f l o w  i s  t o  be  m a x i m i s e d .  T h e r e  i s  e x p e r i m e n t a l  

e v i d e n c e  f r o m  t h e  s t u d y  o f  d i a p h y s e a l  g r a f t s  t h a t  t h i s  

m a n œ u v r e  h a s t e n s  u n i o n .  T h e  r i s e s  i n  l o c a l  m u s c l e  f l o w  

f o u n d  i n  t h i s  s t u d y  s u g g e s t  t h a t  l o c a l  f l a p s  may be  

m o r e  e f f e c t i v e  i n  t h i s  r e g a r d  t h a n  f r e e  f l a p s  t a k e n  

f r o m  a r e m o t e  s i t e .  T h i s  t y p e  o f  i n j u r y  h a s  n o t  b e e n  

i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  b u t  t h e  p r o b l e m s  

p o s e d  by t h e  b i o m e c h a n i c a l  t e s t i n g  o f  f r a c t u r e d  b o n e s  

i n  v i v o  m a k e s  t h e  e x p e r i m e n t a l  d e m o n s t r a t i o n  o f  a 

r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  r e d u c e d  b o n e  b l o o d  f l o w  a n d  

d e l a y e d  u n i o n  i n  s u c h  a mo d e l  d i f f i c u l t .
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APPENDIX t

SPECTRAL STR IPPIN G  AND GAMMA COUNTER CALIBRATION

SEPARATI ON OF E M I S S I O N  SPECTRA

T h e  m e a s u r e m e n t  o f  gamma r a d i a t i o n  d e p e n d s  u p o n  t h e  

i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  i n c i p i e n t  gamma r a y s  w i t h  t h e  e l e c t r o n s  

o f  t h e  d e t e c t o r  m e d i u m  ( K n o l l  1 9 8 9 ) .  T h e  e n e r g i e s  o f  t h e  

e m i s s i o n s  o f  G d i s s  a n d  Sni  * 3 a r e  a t  a l e v e l  w h e r e  t w o  t y p e s  

o f  i n t e r a c t i o n  p r e d o m i n a t e :  p h o t o e l e c t r i c  a b s o r p t i o n  a n d

C o m p t o n  s c a t t e r i n g .

I n  p h o t o e l e c t r i c  a b s o r p t i o n  e s s e n t i a l l y  a l l  t h e  e n e r g y  

o f  t h e  gamma p h o t o n  i s  t r a n s f e r r e d  t o  an  e l e c t r o n  i n  a 

b o u n d  s h e  I I o f  an  a b s o r b e r  a t o m ,  a n d  t h i s  r e s u l t s  i n  

d i s a p p e a r a n c e  o f  t h e  p h o t o n .  W i t h  C o mp t o n  s c a t t e r i n g ,  t h e  

p h o t o n  t r a n s f e r s  o n l y  p a r t  o f  i t s  e n e r g y  t o  a n  e l e c t r o n ,  

a n d  c o n t i n u e s  a l o n g  i t s  d e f l e c t e d  p a t h .  T h e  r e s u l t a n t  

r e c o i l  e l e c t r o n  t h u s  r a n g e s  i n  e n e r g y  f r o m  v e r y  l i t t l e  up 

t o  n e a r l y  t h e  e n e r g y  o f  t h e  i n c i d e n t  gamma p h o t o n .

T h e  e l e c t r o n s  p r o d u c e d  by  t h e s e  i n t e r a c t i o n s  a r e  

d e t e c t e d ,  a n d  t h e i r  e n e r g y  m e a s u r e d ,  by  t h e  s c i n t i l l a t i o n  

t h e y  p r o d u c e  i n  t h e  d e t e c t o r  m e d i u m .  T h i s  I i g h t  e n e r g y  i s  

i n  t u r n  m e a s u r e d  by p h o t o m u l t i p l i e r s ,  w h o s e  o u t p u t  i s  

u s u a l  I y p l o t t e d  a s  a d i f f e r e n t  i a I p u l s e  h e i g h t  s p e c t r u m  

( F i g .  A . 1 ) . T h e  a b s c i s s a  o f  t h i s  s p e c t r u m  i s  t h e  e l e c t r o n  

e n e r g y  ( i n  p r a c t i c e ,  t h e  v o l t a g e  o f  t h e  p u l s e  p r o d u c e d  by  

t h e  p h o t o m u l t i p l i e r s ) ,  a n d  t h e  o r d i n a t e  i s  t h e  d i f f e r e n t i a l  

w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  e l e c t r o n  e n e r g y  o f  t h e  n u m b e r  o f  p u l s e s  

o f  t h a t  e n e r g y  p e r  u n i t  t i m e .  T h e  n u m b e r  o f  p u l s e s  r e c o r d e d  

w i t h i n  a r a n g e  o f  e n e r g i e s  i s  t h e r e f o r e  r e p r e s e n t e d  by  t h e  

a r e a  u n d e r  t h e  c u r v e  o v e r  t h e  w i d t h  o f  t h a t  r a n g e .
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T h e  s p e c t r u m  c o m p r i s e s  t w o  p r i n c i p a l  p a r t s ,  t h e  C o m p t o n  

c o n t i n u u m  a n d  t h e  p h o t o p e a k .  W i t h  m o n o - e n e r g e t i c  e m i s s i o n s ,  

t h e  e n e r g y  o f  t h e  p h o t o p e a k  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  e n e r g y  o f  

t h e  i n c i d e n t  gamma p h o t o n s  r e l e a s e d  by p h o t o e l e c t r i c  

a b s o r p t i o n .  I n  d e t e c t o r s  o f  a p r a c t i c a l  s i z e ,  t h e  gap  

b e t w e e n  t h e  h i g h e s t  e n e r g y  a r i s i n g  f r o m  s i n g l e  C o m p t o n  

s c a t t e r i n g  a n d  t h a t  o f  t h e  p h o t o p e a k  i s  b r i d g e d  b y  t h e  

s u m m a t i o n  o f  m u l t i p l e  C o m p t on  s c a t t e r i n g  o f  a p r o p o r t i o n  o f  

t h e  p h o t o n s .

T h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  e m i s s i o n s  f r o m  t w o  i s o t o p e s  

c o n t a i n e d  i n  a s i n g l e  s a m p l e  i s  c o m p l i c a t e d  by  t h e  C o m p t o n  

c o n t i n u u m  o f  t h e  m o r e  e n e r g e t i c  i s o t o p e  o v e r l a p p i n g  t h e  

s p e c t r u m  o f  t h e  l e s s  e n e r g e t i c .  H o w e v e r ,  u n d e r  c o n s t a n t  

c o n d i t i o n s ,  t h e  r a t i o  o f  t h e  c o u n t s  i n  t h e  c o n t i n u u m  t o

t h o s e  i n  t h e  p h o t o p e a k  i s  c o n s t a n t ,  a n d  t h i s  c a n  be  u s e d  t o  

s e p a r a t e  t h e  i s o t o p e s  by t h e  t e c h n i q u e  o f  s p e c t r a !  

s t r i p p i n g  ( H e y m a n n  e t  a l .  1 9 7 7 ) .

T h e  i s o t o p e s  a r e  s e l e c t e d  s u c h  t h a t  t h e i r  p h o t o p e a k s

a r e  s u f f i c i e n t l y  d i f f e r e n t  i n  e n e r g y  t o  be  m e a s u r e d  

s e p a r a t e l y  by  t h e  c o u n t e r .  T h e  e n e r g y  w i n d o w  may t h e n  be  

s e t  t o  a I l o w  t h e  r e c o r d i n g  o n l y  o f  c o u n t s  i n  t h e  p h o t o p e a k

o f  t h e  m o r e  e n e r g e t i c  i s o t o p e .  T h e  c o u n t  i s  t h e n  r e p e a t e d

w i t h  t h e  w i n d o w  s e t  t o  t h e  b a n d  c o n t a i n i n g  t h e  p h o t o p e a k  o f  

t h e  l e s s  e n e r g e t i c  i s o t o p e ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  o v e r l y i n g  

p a r t  o f  t h e  C o m p t o n  c o n t i n u u m  o f  t h e  f i r s t  i s o t o p e .  I f  t h e  

c o u n t e r  h a s  m o r e  t h a n  o n e  c h a n n e l ,  t h e s e  c o u n t s  c a n  be  

o b t a i n e d  s i m u l t a n e o u s l y .  As t h e  n u m b e r  o f  c o u n t s  i n  t h e  

f i r s t  p h o t o p e a k  i s  k n o w n ,  a n d  t h e  r a t i o  o f  t h e  c o n t i n u u m  t o  

t h e  p h o t o p e a k  c a n  be  d e t e r m i n e d  by  c a I i b r a t i o n  e x p e r i m e n t s ,  

t h e  c o n t i n u u m  c o u n t  c a n  be  c a l c u l a t e d  a n d  t h e n  s u b t r a c t e d  

f r o m  t h e  s e c o n d  c o u n t  t o  g i v e  t h e  c o u n t s  a r i s i n g  s o l e l y  

f r o m  t h e  s e c o n d  i s o t o p e  ( F i g .  A . 2 ) .  T h u s  :

c o u n t i  — c h a n n e  11 x (  1 k )  ( A .  1 )

c o u n t z  =  c h a n n e I 2  -  ( k  x c h a n n e I i )  ( A . 2 )
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w h e r e  c o u n t i  =  c o u n t s  a r i s i n g  f r o m  h i g h e r  e n e r g y  i s o t o p e  

c o u n t 2  =  c o u n t s  a r i s i n g  f r o m  l o w e r  e n e r g y  i s o t o p e  

c h a n n e  1 1 =  c o u n t s  m e a s u r e d  i n  h i g h e r  e n e r g y  w i n d o w  

c h a n n e  l2  =  c o u n t s  m e a s u r e d  i n  l o w e r  e n e r g y  w i n d o w

k =  r a t i o  o f  c o u n t s  o f  t h e  h i g h e r  e n e r g y  i s o t o p e  

i n  c h a n n e l  2 t o  c o u n t s  i n  c h a n n e l  1

A f t e r  s e t t i n g  t h e  w i n d o w s  o f  t h e  t w o  c h a n n e l s  o f  t h e  

c o u n t e r  t o  m a x i m i s e  t h e  c o u n t s  f r o m  e a c h  i s o t o p e  wh I l e  

e x c l u d i n g  a n y  c o u n t s  f r o m  t h e  l o w e r  e n e r g y  i s o t o p e  G d * 5 3  

f r o m  c h a n n e l  1 , t h e  c o u n t e r  w a s  c a  I i b r a t e d  t o  d e t e r m i n e  

b o t h  t h e  v a l u e  o f  k  f o r  S n l l 3 ,  a n d  t h e  e f f e c t s  o f  s a m p l e  

h e i g h t  on c o u n t e r  e f f i c i e n c y .

COUNTER C A L I B R A T I O N

T h e  gamma c o u n t e r  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w a s  a t y p e  8 0 0 0 0 ,  

m a n u f a c t u r e d  by  LKB I n s t r u m e n t s  L t d ,  S e l s d o n .

Th e  d e t e r m i n a t  i o n  o f  k

T h e  s t a n d a r d  m e t h o d  o f  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  d e g r e e  o f  

s p i  I l o v e r  f r o m  c h a n n e l  1 t o  c h a n n e l  2 o f  t h e  h i g h e r  e n e r g y  

i s o t o p e  i s  s i m p l y  t o  c o u n t  s a m p l e s  o f  t h e  i s o t o p e  o v e r  a 

r a n g e  o f  a c t i v i t i e s ,  a n d  t o  o b t a i n  an  a v e r a g e  p r o p o r t i o n  o r  

r a t i o  ( H e y m a n n  e t  a t .  1 9 7 7 ) .  H o w e v e r ,  t h i s  m e t h o d  d i d  n o t  

g i v e  a c c u r a t e  r e s o l u t i o n  o f  m i x t u r e s  o f  t h e  t w o  i s o t o p e s .  A 

t e c h n i q u e  t o  m e a s u r e  k i n  m i x e d  s a m p l e s  w a s  t h e r e f o r e  

d e v e I  o p e d .

E i g h t  p a i r s  o f  m i c r o s p h e r e  a l i q u o t s ,  o n e  o f  e a c h  p a i r  

l a b e l l e d  w i t h  Gd< 53 a n d  t h e  o t h e r  w i t h  S n i l 3 ,  w e r e  p r e p a r e d  

a n d  c o u n t e d  s e p a r a t e l y .  I n  e a c h  p a i r ,  t h e  a c t i v i t i e s  o f  t h e  

t w o  i s o t o p e s  i n  c h a n n e l  2 w e r e  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l ,  a n d  

t h e s e  a c t i v i t i e s  r a n g e d  f r o m  a p p r o x i m a t e l y  2 0 0 0  c o u n t s  p e r  

m i n u t e  ( c p m )  t o  1 1 0 0 0  cpm.  A l l  s a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  t o  

e n s u r e  c o n s t a n t  g e o m e t r y  o f  t h e  m i c r o s p h e r e s  i n  r e l a t i o n  t o  

t h e  d e t e c t o r  ( s e e  b e l o w ) .  I n  f o u r  c a s e s  t h e  S n i i 3  a l i q u o t  

w a s  a d d e d  t o  i t s  G d * 5 3  c o u n t e r p a r t ,  a n d  i n  t h e  o t h e r  f o u r
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t h e  r e v e r s e .  As n o t  a I I t h e  m i c r o s p h e r e s  c o u l d  be  

t r a n s f e r r e d  f r o m  o n e  t u b e  t o  a n o t h e r ,  t h e  r e m a i n d e r  w e r e  

r e c o u n t e d  a f t e r  r e c e n t r i f u g a t i o n ,  t o  a l l o w  c a l c u l a t i o n  o f  

t h e  a c t i v i t y  a c t u a l l y  t r a n s f e r r e d .  T h e  m i x t u r e s  w e r e  a l s o  

c e n t r i f u g e d  a n d  c o u n t e d ,  a n d  t h e  v a l u e  o f  k r e q u i r e d  t o  

r e c o v e r  t h e  o r i g i n a l  G d l 5 3  c o u n t  d e t e r m i n e d .  T h u s ,  f r o m  

e q u a t  i o n  A . 2 :

k =  ( c h a n n e l 2  -  c o u n t 2 )  /  c h a n n e I i  ( A . 3 )

w h e r e  c o u n t 2  , t h a t  o f  t h e  G d i 5 3 ,  i s known f r o m  t h e  c o u n t s  

o b t a i n e d  b e f o r e  m i x i n g  ( T a b l e  A . 1 ) .

L i n e a r  r e g r e s s i o n  e q u a t i o n s  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  

r e s u l t s ,  a n d  e x p r e s s i o n s  f o r  k i n  t e r m s  o f  t h e  c h a n n e l  1 

a n d  c h a n n e l  2 c o u n t s  t h e r e b y  o b t a i n e d .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  k 

w a s  m o r e  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  t h e  c h a n n e l  2 c o u n t ,  w i t h  a 

c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  c l o s e  t o  0 . 9 ,  a n d  p < 0 . 0 1 .  T h i s

e q u a t i o n  was  t h a t  u s e d  i n  t h e  c o m p u t e r  p r o g r a m  f o r  t h e  

c a l c u l a t i o n  o f  b l o o d  f l o w s .

C a l i b r a t i o n  f o r  v a r y i n g  s p e c i m e n  h e i g h t

T h e  e f f i c i e n c y  o f  a gamma r a d i a t i o n  c o u n t e r  v a r i e s  w i t h  t h e  

g e o m e t r y  o f  t h e  s a m p l e  a nd  i t s  d i s t a n c e  f r o m  t h e  d e t e c t o r  

( K a t z  a n d  B l a n t z  1 9 7 2 ,  M e r n a g h  e t  a l .  1 9 7 6 ,  He y ma n n  e t  a l .  

1 9 7 7 ,  K n o l l  1 9 8 9 ) .  T h e  g e o m e t r y  a n d  d i s t a n c e  o f  t h e  

m i c r o s p h e r e s  i n  t h e  r e f e r e n c e  b l o o d  s a m p l e s  o f  t h e  

m i c r o s p h e r e  m e t h o d  may be made c o n s t a n t  by c e n t r i f u g a t i o n ,  

a n d  t h e  c h a n g e s  i n  e f f i c i e n c y  w i t h  i n c r e a s i n g  h e i g h t  o f  t h e  

t i s s u e  s a m p l e s  r e l a t e d  t o  t h i s  c o n f i g u r a t i o n .  T h i s  

c a I  i b r a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  

t e c h n i q u e  o f  H e y ma n n  e t  a l .  ( 1 9 7 7 ) .

Al  i q u o t s  o f  2 5 p  I o f  s t o c k  s u s p e n s i o n s  o f  t h e  

m i c r o s p h e r e s  l a b e l l e d  w i t h  G d i 5 3  o r  S n l i 3  w e r e  p l a c e d  a t  

t h e  b o t t o m  o f  c o u n t i n g  t u b e s ,  t e n  f o r  e a c h  i s o t o p e .  A 

20% ( w / v )  s o l u t i o n  o f  g e l a t i n  a t  a p p r o x i m a t e l y  6 0 ' C  wa s
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p o u r e d  i n t o  n i n e  o f  t h e  t u b e s  t o  d e p t h s  v a r y i n g  up t o  

4 * 5 c m .  A f e w  d r o p s  o f  t h e  s o l u t i o n  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  t e n t h  

t u b e ,  a n d  t h i s  t u b e  p l a c e d  i n  a c o l d  r o o m  a t  3 ± 1 * C  f o r

t h e  g e l a t i n  t o  s e t  w i t h  t h e  m i c r o s p h e r e s  h e l d  on t h e  f l o o r  

o f  t h e  t u b e s .  T h i s  t u b e  r e p r e s e n t e d  ' z e r o '  h e i g h t .

T h e  o t h e r  t u b e s  w e r e  p l a c e d  on  a  v o r t e x  m i x e r  f o r

a p p r o x i m a t e l y  3 0  s e c o n d s  t o  s u s p e n d  t h e  m i c r o s p h e r e s  

t h r o u g h o u t  t h e  h e i g h t  o f  t h e  g e l a t i n  c o l u m n .  T h e y  w e r e  t h e n  

p l a c e d  i n  t h e  c o l d  r o o m f o r  r a p i d  s e t t i n g  o f  t h e  g e l a t i n ,  

h o l d i n g  t h e  m i c r o s p h e r e s  i n  t h e i r  s u s p e n d e d  p o s i t i o n s .  T h e  

a c t u a l  h e i g h t s  o f  t h e  c o l u m n s  w e r e  m e a s u r e d  w i t h  a r u l e r  t o  

t h e  n e a r e s t  0 * 5mm.

C o u n t s  f o r  b o t h  c h a n n e l s  w e r e  o b t a i n e d  o v e r  1 m i n u t e  

f o r  e a c h  t u b e ,  a c c u m u l a t i n g  a t  l e a s t  1 0 *  c o u n t s  f o r  e a c h

i s o t o p e .  A l l  t u b e s ,  e x c e p t  t h o s e  w i t h  z e r o  h e i g h t ,  w e r e  

t h e n  p l a c e d  i n  a w a t e r  b a t h  a t  a p p r o x i m a t e l y  6 0 " C  f o r  s i x  

h o u r s  t o  r e m e l t  t h e  g e l a t i n  a n d  a I l o w  t h e  m i c r o s p h e r e s  t o  

s e t t l e  t o  t h e  z e r o  h e i g h t  p o s i t i o n .  T h e  w a t e r  b a t h  was

t u r n e d  o f f  a n d  t h e  g e l a t i n  a I l o w e d  t o  r e s e t .  T h e  t u b e s  w e r e  

r e c o u n t e d  a s  b e f o r e .

T h e  e f f i c i e n c y  o f  c o u n t i n g  f o r  e a c h  h e i g h t  was  

e x p r e s s e d  a s  t h e  r a t i o  b e t w e e n  t h e  s u s p e n d e d  m i c r o s p h e r e  

c o u n t  a n d  t h e  s e t t l e d  m i c r o s p h e r e  c o u n t ,  a f t e r  c o r r e c t i n g  

f o r  b a c k g r o u n d  a c t i v i t y  a n d  t h e  d e l a y  b e t w e e n  t h e  t w o  

c o u n t s .

T h e  r a t i o s  f o r  e a c h  i s o t o p e  w e r e  d i v i d e d  by  t h a t  f o r

t h e  z e r o  h e i g h t  t u b e  ( g i v i n g  a z e r o  h e i g h t  r a t i o  o f  1 )  t o  

c o r r e c t  f o r  a n y  v a r i a t i o n  b e t w e e n  t h e  t w o  c o u n t s  a r i s i n g  

f r o m  f a c t o r s  o t h e r  t h a n  t h e  c h a n g e  i n  m i c r o s p h e r e  

c o n f i g u r a t i o n .  T h e  n o r m a l i s e d  r a t i o s  w e r e  t h e n  s u b j e c t e d  t o  

l i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s .  T h e  r a t i o s  a n d  r e s u l t s  o f  t h e  

a n a l y s i s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  A . 2 .  T h e  h i g h  p v a l u e  o b t a i n e d  

f o r  G d i 5 3  a t  t h e  l o w e r  h e i g h t s  r e s u l t e d  f r o m  t h e r e  b e i n g  

o n l y  f o u r  d a t a  p o i n t s ;  t h e  d e g r e e  o f  c o r r e l a t i o n  t o  a 

l i n e a r  f i t  r e m a i n s  h i g h .
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T h e s e  e q u a t i o n s  w e r e  u s e d  i n  t h e  c o m p u t e r  p r o g r a m  

d e v e l o p e d  t o  c a l c u l a t e  b l o o d  f l o w s ,  i n  o r d e r  t o  c o r r e c t  t h e  

t i s s u e  c o u n t s  t o  t h e  r e f e r e n c e  s a m p l e  c o n f i g u r a t i o n .

COUNT CORRECTI ON FOR DELAYS

T h e  d e c a y  o f  i s o t o p i c  a c t i v i t y  i s  e x p o n e n t i a l ,  h a v i n g  t h e  

f o r m  :

a c t i v i i y i  =  i n i t i a l  a c t i v i t y  x e - A t  ( A . 4 )

w h e r e  a c t i v i t y i  =  a c t i v i t y  a t  t i m e  t .

T h e  h a l f - l i f e  ( t *  ) , / e t h e  t i m e  t a k e n  f o r  t h e  i n i t i a l

a c t i v i t y  t o  d r o p  t o  h a l f  i t s  o r i g i n a l  v a l u e ,  i s  known f o r  

e a c h  i s o t o p e  :

h  X i n i t i a l  a c t i v i t y  =

i  n i t  i a  I a c t  i V i t  y  X e- I f  * *  ( A . 5 )

a n d  t h e r e f o r e  :

k =  /og#  2  /  th ( A .  6 )

T h e s e  w e r e  t h e  e q u a t i o n s  u s e d  i n  t h e  c o m p u t e r  p r o g r a m  

d e v e l o p e d  t o  c a l c u l a t e  b l o o d  f l o w s  ( A p p e n d i x  2 ) ,  t o  c o r r e c t  

f o r  a n y  d e l a y  b e t w e e n  t h e  c o u n t i n g  o f  t h e  r e f e r e n c e  b l o o d  

s a m p l e s  a n d  t h e  t i s s u e  s a m p l e s .

MEASUREMENT OF MICROSPHERE NUMBERS

T h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  a c t u a l  n u m b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  i n  e a c h  

s a m p l e  l i e s  i n  t h e  a s s e s s m e n t  o f  t h e  l i k e l y  e f f e c t  on
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c a l c u l a t e d  b l o o d  f l o w s  o f  r a n d o m  v a r i a t i o n  i n  m i c r o s p h e r e  

d i s t r i b u t i o n  ( K a t z  e i  a l .  1 9 8 1 ,  B u c k b e r g  e t  a l .  1 9 7 1 ,  L i  e t  

a l .  1 9 8 9 ) .  T h i s  i s  d i s c u s s e d  i n  S e c t i o n  2 . 2 .

T h e  m e t h o d  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w a s  t h a t  o f  W a r r e n  a n d  

L e d i n g h a m  ( 1 9 7 4 ) .  A d r o p  o f  a d i l u t e  s u s p e n s i o n  o f  t h e  

m i c r o s p h e r e s  w a s  s p r e a d  o v e r  a 1 x 1 cm p i e c e  o f  g r a p h  p a p e r  

a n d  a I l o w e d  t o  d r y .  T h e  p a p e r  w a s  t a p e d  t o  a m i c r o s c o p e  

s l i d e  a n d  t h e  s p h e r e s  c o u n t e d  u s i n g  a m a g n i f i c a t i o n  o f  

X 1 0 0 .  T h e  p a p e r  was  t h e n  p l a c e d  a t  t h e  b o t t o m  o f  a c o u n t i n g  

v i a l  a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  c o u n t e d .  T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  

i n  c o u n t s  p e r  m i c r o s p h e r e  . w a s  o b t a i n e d  b y  d i v i d i n g  t h e  

t o t a l  c o u n t s  by t h e  n um b e r  o f  m i c r o s p h e r e s .  As t h e  h a l f -  

l i f e  o f  e a c h  i s o t o p e  w a s  k n o w n ,  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  c o u l d  

be c a l c u l a t e d  f o r  a n y  s u b s e q u e n t  d a y .

F o r  e a c h  s p e c i m e n ,  t h e  n um b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  l a b e l l e d  

by e a c h  i s o t o p e  c o u l d  be  o b t a i n e d  by  d i v i d i n g  t h e  s p e c i m e n  

c o u n t  f o r  t h a t  i s o t o p e  by t h e  c o r r e c t e d  s p e c i f i c  a c t i v i t y .
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T a b l e  A . I .  C o u n t s  p e r  m i n u t e  o f  m i c r o s p h e r e  a l i q u o t s  
l a b e l l e d  w i t h  G d i 5 3  a n d  S n i i 3 ,  s e p a r a t e  a n d  m i x e d ,  w i t h  
c a l c u l a t e d  v a l u e s  o f  t h e  c h a n n e l  2 t o  c h a n n e l  1 r a t i o  f o r  
t i n  ( / f) i n  t h e  m i x t u r e s .

Pa i r GdlS3 S n l l 3 Mi x t u r e

no. ch2 ch2 chi ch2 chi k

1 1930 3129 6054 4817 5453 0 . 5 2 9 4

2 4789 4932 9444 9411 7987 0 . 6012

3 5570 6045 11462 10773 9075 0 . 5733

4 7750 8345 15558 14986 12952 0 . 5 8 6 2

5 8710 9465 18657 17404 13978 0 . 6 2 2 0

6 9901 9834 19055 19003 15775 0.6141

7 11553 11980 23393 22348 16815 0 . 6 4 2 0

8 12710 10743 21501 23272 15267 0 . 7 1 0 6

chi  = 

ch2 =

counts per  

counts per

minute channe 

minute channe

1 1 

1 2

L i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  k  t o  t h e  
m i x t u r e  c o u n t s :

k  =  0 . 4 9 0 8  + 9 . 8 2 0  x 1 0 - * . c h i  

c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  =  0 . 7 6 4 7 ,  p  < 0 . 0 3

k  = 0 . 4 9 9 7  + 7 . 2 4 9  x 1 0 - * . c h 2  

c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  =  0 . 8 8 6 6 ,  p  < 0 . 0 1
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T a b l e  A . 2 .  N o r m a l i s e d  r a t i o s  o f  c o u n t s  o b t a i n e d  a t  v a r y i n g  
h e i g h t s  t o  c o u n t s  a t  z e r o  h e i g h t .

6 d t S 3 S n l l 3

Ht . ch2 Ht . ch2 chi

0 1.0000 0 1.0000 1.0000

1. 0 1.0042 1.25 0 . 93 6 7 0 . 9 1 3 9

1.7 1.0272 1.3 0 . 9 3 7 6 0 . 9 1 0 8

2 . 2 5 1.0491 1.65 0 . 9 7 7 9 0 . 91 0 4

2 . 7 5 1.0341 2 . 4 5 0 . 9 2 4 9 0 . 8 9 4 8

3 . 3 1 .0336 2 . 5 0 . 8 7 7 6 0 . 8 5 8 9

3 . 8 5 1.0102 2 . 95 0 . 9 1 6 8 0 . 8 7 6 2

4 . 2 1.0016 3 . 7 5 0 . 86 8 2 0 . 86 2 4

4 . 5 1.0095 3 . 8 5 0 . 8 9 0 4 0 . 8 4 8 6

4 . 4 0 . 85 3 5 0 . 83 5 0

ch2 = channel  2 window 

chi  = channel  1 window

Ht .  = he i g h t  o f  g e l a t i n  column in c e n t i me t r e s

L i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  e a c h  
r a t i o  t o  s p e c i m e n  h e i g h t :

F o r  Gd“ 153  a t  h e i g h t s  l e s s  t h a n  2 . 3 9 c m :  
r a t i o  = 0 . 9 9 3 3  + 0 . 0 2 1 6 8 . h e i g h t  

c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  =  0 . 9 2 6 5 ,  p  < 0 . 1

F o r  G d - 1 5 3  a t  h e i g h t s  g r e a t e r  t h a n  2 . 3 9 c m :  
r a t i o  = 1 . 0 9 3 0  -  0 . 0 2 0 1 5 . h e i g h t  

c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  =  0 . 9 4 3 4 ,  p  < 0 . 0 0 6

F o r  S n - 1 1 3 ,  c h a n n e l  2 :
r a t i o  = 0 . 9 9 0 9  -  0 . 0 3 0 0 9 . h e i g h t  

c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  =  0 . 8 6 2 5 ,  p  < 0 . 0 0 2

F o r  S n - 1 1 3 ,  c h a n n e l  1:
r a t i o  =  0 . 9 7 1 5  -  0 . 0 3 3 3 6 . h e i g h t  

c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  =  0 . 9 2 0 0 ,  p  < 0 . 0 0 1
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F i g u r e  A . 1  T h e  d i f f e r e n t i a l  p u l s e  h e i g h t  s p e c t r u m  ( a f t e r  
K n o l l  1 9 8 9 ) .

dE

E

N = number o f  pulses  per u n i t  t ime  

E = energy o f  emission

a = s i n g l e  Compton s c a t t e r i n g  

b = m u l t i p l e  Compton s c a t t e r i n g  

a + b = Compton cont inuum

c = photopeak
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F i g u r e  A . 2 S p e c t r a l  s t r i p p i n g  o f  t h e  C o mp t o n  c o n t i n u u m  o f  
a m o r e  e n e r g e t i c  i s o t o p e  f r o m  t h e  p h o t o p e a k  o f  a l e s s e r  
e n e r g e t i c  i s o t o p e .

channeI  2dN
dE

channel  1

E

a = photopeak o f  less e n e r g e t i c  i sotope  

b = Compton cont inuum o f  more e n e r g e t i c  isotope  

c = photopeak o f  more e n e r g e t i c  isotope

r a t  i o k -  b I  c
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APPENDIX 2

COMPUTER PROGRAMS

PROGRAMS DEVELOPED DURI NG THE STUDY

T w e n t y  o n e  p r o g r a m s  w e r e  w r i t t e n  b y  t h e  a u t h o r  d u r i n g  t h e  

c o u r s e  o f  t h e  s t u d y ,  r a n g i n g  f r o m  s h o r t  r o u t i n e s  o f  a f e w  

l i n e s  t o  t h e  m a i n  p r o g r a m s  f o r  e n t e r i n g  a n d  p r o c e s s i n g  t h e  

e x p e r i m e n t a l  d a t a .  P r o g r a m m i n g  w a s  i n  M a l l a r d  B A S I C  

( L o c o m o t i v e  S o f t w a r e  L t d ,  D o r k i n g ) ,  r u n  on a P C W 8 5 I 2  

m i c r o c o m p u t e r  ( A m s t r a d  C o n s u m e r  E l e c t r o n i c s  p i c ,  B r e n t ­

w o o d ) .  A l i s t  o f  p r o g r a m s  i s  g i v e n  b e l o w ,  a n d  t h e  l i s t i n g s  

f o r  t h e  m a i n  p r o g r a m s  a r e  g i v e n  on t h e  f o l l o w i n g  p a g e s .

S h o r t  p r o g r a m s

DECAY g e n e r a t i o n  o f  G d l 5 3  a n d  S n l l 3  d e c a y  t a b l e s .

EXFRACT : c a l c u l a t i o n  o f  p e r c e n t a g e  e x c r e t i o n  o f  i s o t o p e

• f r o m  m i c r o s p h e r e s  i n  v i v o  ( S e c t i o n  2 . 5 ) .

GDHEI  GMT : c a l c u l a t i o n  o f  c h a n g e s  i n  G d ' 5 3  c o u n t s  w i t h

i n c r e a s i n g  h e i g h t  o f  s a m p l e  ( A p p e n d i x  1 ) .

K M I X  : c a l c u l a t i o n  o f  k by  m i x t u r e  ( A p p e n d i x  1 ) .

LEACHX : c a l c u l a t i o n  o f  l e a c h i n g  o f  i s o t o p e s  i n t o  a c i d

s u p e r n a t a n t  ( S e c t i o n  2 . 2 ) .

RECALC2 : g e n e r a t i o n  f r o m  t h e  r e s u l t s  f i l e s  o f  t a b l e s  o f

t h e  n u m b e r  o f  s p e c i m e n s  w i t h  g r e a t e r  t h a n  150

m i c r o s p h e r e s  ( P a r t s  2 a n d  3 ) .

RECALC4 : g e n e r a t i o n  o f  r a t i o s  o f  s e q u e n t i a l  f l o w s  a n d

m i c r o s p h e r e  d o s a g e s  f r o m  r e s u l t s  f i l e s ,  f o r

r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  ( S e c t i o n  2 . 4 ) .
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S N H E I G H T  : c a l c u l a t i o n  o f  c h a n g e s  i n  S n i l 3  c o u n t s  w i t h  

i n c r e a s i n g  h e i g h t  o f  s a m p l e  ( A p p e n d i x  1 ) .

SPACTDEL : g e n e r a t i o n  o f  t a b l e s  o f  d a y s  e l a p s e d ,  f o r  

c a l c u l a t i o n  o f  c o r r e c t e d  m i c r o s p h e r e  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  ( A p p e n d i x  1 ) .

S t a t i s t i c s  p r o g r a m s

T e n  p r o g r a m s  w e r e  w r i t t e n  f o r  t h e  r e t r i e v a l  a n d  d i r e c t  

a n a l y s i s  o f  t h e  b l o o d  f l o w  r e s u l t s .

Ma i n  p r o g r a m s

DATENTRY : i n t e r a c t i v e  p r o g r a m  f o r  t h e  e n t r y ,  c h e c k i n g  a n d

f i  I i n g  o n t o  d i s c  o f  e x p e r i m e n t a l  d a t a

FLOW : p r o g r a m  f o r  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  b l o o d  f l o w s  f r o m

t h e  f i l e s  o f  e x p e r i m e n t a l  d a t a ,  i n c o r p o r a t i n g  

s p e c t r a l  s t r i p p i n g  a n d  c o r r e c t i o n s  f o r  s p e c i m e n  

h e i g h t ,  a n d  f  i I i ng o f  r e s u l t s  o n t o  d i s c  f o r  

s u b s e q u e n t  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s .  T h i s  p r o g r a m  

t o o k  t h r e e  f o r m s ,  f o r  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  

s i m u l t a n e o u s ,  s e q u e n t i a l ,  a n d  s i n g l e  f l o w  

m e a s u r e m e n t s .  T h e  f o r m  f o r  s i m u l t a n e o u s  f l o w s  

i s  g i v e n  be  I o w .

M A I N  PROGRAM L I S T I N G S

Da t e n t r y

10 d e f a u I t = 10000 

20 progS="f  I ow**

30 mark%=-1  

40 :

50 REM Screen Handl i ng  

60 e$=CHR$(27)

70 c ls î=CHR$(27)+"E"+CHRS(27)+"H"  

80 inverseS=CHR$(27)+"p"
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90 norma I $ »e l +" q"

100 c u r s o f f S = e $ + " f *'

110 curson$=e$+"e"

120 DEF FNc$(x%,y%)=e$+"Y"+CHRS(32+yX)+CHRS(32+x%)

130 DEF FNw$(x1X,y1X,x2X,y2X)=eS+"X"+CHR$(32+ylX)+CHRI (32+x1X)+  

CHR$( 32+y2X-y1X-1)+CHR$(32+x2X-x1X-1)

140 ww$=FNw$(0 ,0 ,90 ,30)

150 ww2$=FNw$( 0 ,3 ,90 ,28)

160 PRINT ww$; cl  3 $ :ok=FRE(" " )

170 PRINT i n v e r s e $ ; "DATENTRY"; norma I $

180 :

190 PRINT FNw$ ( 3 0 , 5 , 6 0 , 2 5 ) : PR I NT  c ur s o f f $

200 PRINT "N new data  f l l e " : P R I N T  

210 PRINT "R r e t r i e v e  data" :PRINT  

220 PRINT "F f i l e  dat a  t o  d i sc" :PRI NT  

230 PRINT "C change/add dat a"  .-PRINT 

240 PRINT "L " ;prog$:PRINT:PRINT  

250 PRINT "X e x i t "

260 y$=INKEY$: IF  yS="" THEN 260

270 IF y$="n" THEN PRINT curson$:GOTO 370

280 IF y$=" r "  THEN GOTO 1750

290 IF yS=" f "  THEN GOTO 1390

300 IF y$="c" THEN GOTO 1870

310 IF y $ = " I " THEN PRINT ww$; c l s S ; "Loading"rCHAIN prog*

320 IF yS="x" THEN PRINT ww$:PRINT c ls$ : PRI NT "Program end":

PRINT curson$:END 

330 GOTO 260 

340 :

350 REM m  NEW DATA FILE * * *

360 :

370 PRINT ww2*:PRINT c I s *

380 INPUT "New f i l e n a me  (M: d r i v e ) " ; d a t a ! : PRINT:PRINT 

390 IF I NST R ( da t a * , "m: " ) =0  AND INSTRCdata* , "M: " )=0 THEN GOTO 380 

400 IF F I N D * ( d a t a * ) < > " "  THEN PRINT "Fi l ename a l r e a d y  in use":  

PRINT:PRINT:GOTO 380 

410 OPEN " 0 " , 1 . d a t a *

420 INPUT " T i t l e  o f  d a t a " ; m t i t l e * : P R I N T  

430 INPUT "Number o f  exper iments" ; nX: PRINT
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440 WRITE # 1 , m t ; t l e $ , n %

450 PRINT "Present  channel  2 d e f a u l t  count  I s " ; d e f a u I t ; S P A C E * ( 15) ;

"change ? [ y / n l "

460 y$=INKEY$: IF y * =" "  THEN 460  

470 IF y$="n" THEN GOTO 500

480 IF y$="y" THEN PRINT:INPUT "New d e f a u I t " ; d e f a u I t : G O T O  500

490 GOTO 460

500 xmX-1

510 xX=xmX

520 PRINT cIsS

530 PRINT "EXPERIMENT";xX:PRINT F N w * ( 0 . 6 , 9 0 . 2 8 )

540 IF xX<(xmX+1) THEN GOTO 600

550 IF xX>xmX THEN PRINT "Repeat  r e f  sample number and backgrounds ?

[ y / nJ" : PRI NT  

560 y*= I NKEY$: I F  y$="" THEN GOTO 560 

570 IF y$="y" THEN WRITE # 1 . r e f n o X . bg l , b g 2 : G0 T 0  640

580 IF y*="n"  THEN GOTO 600

590 GOTO 560

600 INPUT "Number o f  r e f e r e n c e  samples" ; refnoX: PRINT  

610 WRITE # 1 . r e f n o X

620 INPUT "Background f o r  r e f e r en c e  samples ( channels  1 and 2 ) " ;

bg l , b g 2  

630 WRITE # 1 ,bg1 , bg2  

640 PRINT c l s$

650 PRINT "Gadol in ium r e f e r e n c e  samples -  input  t ime":PRINT  

660 PRINT TAB( 15 ) ;  " t i me"  .-PRINT 

670 FOR y=1 TO ref noX  

680 PRINT y ; TAB( 15 ) ;

690 INPUT t ime

700 IF t ime=0 THEN PRINT CHR$(7) :G0T0 680

710 c ou nt =5 . 4E+0 7 / t i me

720 WRITE # 1 , count

730 NEXT y

740 PRINT c l s$

750 PRINT "T i n  r e f e r e n c e  samples -  input  t ime and channel  1 counts" :  

PRINT

760 PRINT T AB ( 15 ) ; " t i me " ; T A B ( 30 ) ; " c h 1  count":PRINT  

770 FOR y=1 TO refnoX
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780 PRINT y ; TAB( 15) ;

790 INPUT; t imeiPRINT TABOO)  ; :  INPUT count

800 c o u n t 1 = c o u n t * 6 0 0 / t i m e : c o u n t 2 = d e f a u I t * 6 0 0 / t i m e

810 WRITE # 1 , count 1 , count2

820 NEXT y

830 PRINT c I s *

840 :

850 PRINT T A B ( 5 ) ; " d e l a y " ; T A B( 1 5 ) ; " Gd  s p a c t " ; T A B ( 3 0 ) ; "Sn spac t " ;

860 PRINT TAB(45) ;"Gd spact  d e l a y " ; T A B ( 6 5 ) ; "Sn spact  de lay"rPRINT

870 IF xX>xmX THEN PRINT F N c $ ( 3 0 , 2 0 ) ; "? r e p e a t  [ y / n l " ; ;GOSUB 1630

880 PRINT T A B ( 5 ) ; : INPUT;delay

890 PRINT TAB(15) ; : INPUT;Gdspact

900 PRINT TAB( 30) ; : I NPUT; Snspact

910 PRINT T A B ( 4 5 ) ; ; INPUT;Gdspactdel

920 PRINT TABC65) ; : INPUT;Snspactdel

930 WRITE # 1 , d e l a y , Gd s p a c t , S n s p a c t , Gd s p a c t d e l , Sn s p a c t d e l  

940 PRINT c l s$

950 :

960 PRINT "Same background f o r  bone samples ? [ y / n l " : P R I N T  

970 y $ = I NKEY* : IF  y *=""  THEN 970

980 IF y*="y"  THEN WRITE # 1 , b g l , b g 2 , d e f a u l t , d e f a u l t , d e f a u l t , d e f a u l t ,  

d e f a u I t , defauI t :GOTO 1050 

990 IF y*="n"  THEN GOTO 1010 

1000 GOTO 970

1010 PRINT TAB(25) ; "background" :PRINT

1020 PRINT "Channel  1 " ;TAB(25)  ; :  INPUT bbgl .-PRINT

1030 PRINT "Channel  2 " ; T A B ( 25 ) ; : INPUT bbg2

1040 WRITE # 1 , b b g l , b b g 2 , d e f a u I t , d e f a u I t , d e f a u I t , d e f a u I t , d e f a u I t , 

d e f a u I t  

1050 PRINT c I s *

1060 PRINT TAB( 1 5 ) ; " w e i g h t " ; T A B ( 3 0 ) ; " h e i g h t " ; T A B ( 4 5 ) ; " t I m e " ; T A B ( 6 0 ) ;  

"chi  count" :PRINT

1070 PRINT "EU";  

1080 PRINT "CU"; 

1090 PRINT "EL";  

1100 PRINT "CL";

GOSUB 1270 

GOSUB 1270 

GOSUB 1270 

GOSUB 1270 

1110 PRINT C H R * ( 7 ) ; " c o n t i n u e  ? t y / n l "  

1120 y * = I NK E Y * : I F  y *=" "  THEN 1120
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1130 IF y * = " y "  THEN GOTO 1160

1140 IF y*=" n"  THEN item =1:F0R i%=1 TO 24:WRITE #1,1  tern:NEXT:GOTO 1220

1150 GOTO 1120

1160 PRINT "E M ";: GOSUB 1270

1170 PRINT "C M ";: GOSUB 1270

1180 PRINT "EUM ";:GOSUB 1270

1190 PRINT "CUM";:GOSUB 1270

1200 PRINT "E LM ";:GOSUB 1270

1210 PRINT "CLM"; :GOSUB 1270

1220 WRITE # 1 ,m arkX:PRINT ww2*

1230 IF  x%=n% THEN CLOSE 1 :GOTO 1390 

1240 x%=x%+1:G0T0 520 

1250 CLOSE 1 :GOTO 1390 

1260 :

1270 PRINT TAB(1 5 ) ; : INPUT;weight

1280 IF w e i g h t > 2 . 5  OR we i g h t <0 . 3  THEN PRINT CHR$( 7 ) ; : tbX»15:N W =w eight: 

GOSUB 1560 :weight=NW  

1290 PRINT TABC30) ; : INPUT;height

1300 IF h e i g h t > 3 . 5  THEN PRINT CHRJC7); : tbX*30:NW =height:GOSUB 1560: 

he i ght=NW 

1310 PRINT TABC45) ; : INPUT;tim e

1320 IF  tim e>20000 OR tim e<1000 THEN PRINT CHR$( 7 ) ; : tbX=45:NW =tim e: 

GOSUB 1560:time=NW  

1330 PRINT T A B C 60);: INPUT count

1340 IF  c o u n t>80000! OR co u n t<3000 THEN PRINT CHR$( 7 ) ; : tbX=60:

NW=count:GOSUB 1560:count=NW  

1350 c o u n t1 = c o u n t*6 0 0 /t im e : c o u n t2 = d e fa u It*6 0 0 /t im e  

1360 WRITE # 1 , w e i g h t , h e i g h t , c o u n t 1 , c o u n t 2  

1370 PR I NT:RETURN 

1380 :

1390 PRINT ww2$:PRINT c l s * : P R I NT  c u r a o f f *

1400 IF  d a ta $ = ""  THEN PRINT "No data":FOR q=1 TO 2000 :NEXT : GOTO 160 

1410 PRINT "Saving to d i s c  -  press any key when d i s c  a v a i l a b l e  in B : 

d r i v e " : P R  I NT 

1420 y$= IN K E Y $:IF  y *=" "  THEN 1420 

1430 PRINT "P re s e n t f i l e n a m e  is " ; d a t a $

1440 PRINT:INPUT "New f i l e n a me  ( B : d r i v e ) " ; b d a t a $
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1450 IF  IN S T R (d a ta l," m :" ) <> 0 AND IN S T R (b d a ta *. "m :" )  <> 0

THEN PRINT:PRINT " D e s tin a tio n  f i l e  should  be on B: d r i v e " :

GOTO 1440

1460 IF  F IN D $ (b d a ta $ )< > ""  AND d a ta $ O b d a ta S  THEN GOTO 2400  

1470 OPEN " I " , 1 ,data$:OPEN " 0 " , 2 . b d a t a $

1480 INPUT # 1 , mt i t l eS , nX: WRI TE  # 2 , m t i t l e * , n %

1490 WHILE NOT EOF( I )

1500 INPUT # 1 , i t e m  

1510 WRITE # 2 , i tem 

1520 WEND 

1530 CLOSE

1540 PRINT:PRINT " Done":FOR q=1 TO 1000 : NEXT :GOTO 160 

1550 :

1560 PRINT T A B (tb X +10);"ch eck  I y / n ] " : P R I N T  TA B (tbX )

1570 yS = IN K E Y *:IF  y$="" THEN 1570 

1580 IF  y$="y" AND tb%<60 THEN RETURN

1590 IF y*=" y"  AND tb%=60 THEN PRINT:RETURN

1600 IF  y*="n" THEN PRINT T A B (tb X ); : INPUT;NW:RETURN

1610 GOTO 1570

1620 :

1630 y$=IN K EY$:IF  y *=""  THEN 1630

1640 IF y*="y"  THEN GOTO 930

1650 IF  y *="n " THEN PRINT FNc$( 0 , 2 ) :  RETURN

1660 GOTO 1630

1670 :

1680 :

1690 y *= IN K E Y $:IF  y *=""  THEN 1690 

1700 IF y*="x"  THEN CLOSE:GOTO 160

1710 PRINT ww2* ;c l s$ : I NPUT # 1 , m a r k X : I F  x=n THEN CLOSE:GOTO 160

1720 NEXT X

1730 CLOSE:GOTO 160

1740 :

1750 PRINT ww2*; c I s J : PRINT:PRINT " D i r e c t o r y  o f  B d r i v e  d i s c : " :PRINT ;

PRINT 

1760 DIR b : * . d a t  

1770 PRINT:PRINT:PRINT

1780 PRINT " D i r e c t o r y  o f  M d r i v e : " :PRINT:PRINT

1790 IF F I N D * ( " m : * . d a t " ) = " "  THEN PRINT "no f i l e s " : G O T O  1810
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1800 DIR m :* .d a t

1810 PRINT:PRINT:PRINT:PRINT

1820 INPUT "Name o f  f i l e  ( i n c l u d i n g  d r i v e ) " ; d a t a $

1830 IF  d a ta *= "x "  THEN GOTO 160

1840 IF  F IN D $ (d a ta J )= ""  THEN PRINTrPRINT " F i l e  not  fo u n d ":

PR I NT .-GOTO 1820 

1850 GOTO 160 

1860 :

1870 REM * *  CHANGE DATA * *

1880 :

1890 IF  d a ta$= "" THEN GOTO 1750

1900 PRINT c l sS; " C change d a ta  p o in t" :P R IN T

1910 PRINT "A add d ata":P R IN T

1920 PRINT "S save new f i l e  to  d isc":P R IN T:P R IN T  "X e x i t "

1930 y * = IN K E Y *:IF  y *= ""  THEN 1930

1940 IF  y* ="x"  THEN GOTO 160

1950 IF  y *= "s "  THEN data*=ndata*:G O TO  1390

1960 IF  y *= "c "  THEN GOTO 1990

1970 IF  y *= "a "  THEN GOTO 2560

1980 GOTO 1930

1990 PRINT ww2 * ; c l s *

2000 INPUT "Name o f  new f i l e  ( i n c l u d i n g  d r i v e ) " ; n d a t a * : P R I N T

2010 IF  n d a ta *= "x "  THEN GOTO 2380

2020 INPUT "Experim ent number (0  to  ex it)" ;n u m b er% :P R IN T  

2030 IF  number%=0 THEN GOTO 160 

2040 PRINT:PRINT " Loading f i l e "

2050 OPEN " I " , 1,data* :OPEN " 0 " ,2 ,n d a ta * :IN P U T  # 1 , m t i t l e * , n :  

WRITE # 2 , m t i t l e * , n  

2060 q%=1

2070 WHILE q%<number%

2080 INPUT #1 , i t em: WRITE # 2 , i tem 

2090 IF  item <0 THEN q%=q%+1 

2100 WEND 

2110 z%=1

2120 PR INT:PR I NT "Change? I y / n l "

2130 INPUT # 1 , i tem

2140 IF  item =-1 AND EO F(1)=0 THEN GOTO 2240

ELSE IF  i te m = -1 AND number%=n THEN PRINT:PRINT:
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PRINT "End o f  f l i e " : W R I T E  # 2 , I tem:CLOSE:data$=ndataS:  

FOR q=1 TO 2 0 0 0 : NEXT:PR INT c l s $ ; F N w f ( 3 0 , 5 , 6 0 , 2 5 ) :

GOTO 1900

2150 PRINT F N c * ( 5 ,1 0 ) ; z X ; l t e m ; S P A C E * (1 0 )

2160 y$= INKEY$:IF  y *=""  THEN 2160

2170 IF y*="n"  THEN WRITE # 2 , item:zX=zX+1:GOTO 2130

2180 IF y$="y" THEN GOTO 2210

2190 IF y$="x" THEN WRITE # 2 , item:GOTO 2330

2200 GOTO 2160

2210 PRINT:INPUT "New va lue" ;newv

2220 WRITE # 2 , newv: zX=zX+1:PRINT cls$:GOTO 2120

2230 :

2240 WRITE # 2 , I tem

2250 PRINT F N c * ( 5 ,1 5 ) ; " E n d  o f  data" :PRINT:PRINT  

2260 PRINT "E next  experiment"zPRINT  

2270 PRINT "X e x i t "

2280 y$=INKEY$:IF  y *=""  THEN 2280

2290 IF y$="e" THEN PRINT c l s * : numberX=numberX+1:(50T0 2110  

2300 IF y *="x"  THEN PRINT c l a f ; "  S o r t i n g  f i l e s " :G O T O  2330  

2310 GOTO 2280 

2320 :

2330 WHILE NOT E O F ( I )

2340 INPUT # 1 , item:WRITE # 2 , item 

2350 WEND

2360 PR I NT:PR I NT " Done":FOR q=1 TO 2000 : NEXT : CLOSE 

2370 dataS=ndataS

2380 PRINT c ls * ; F N w * ( 3 0 ,5 ,6 0 ,2 5 ) : G O T O  1900 

2390 :

2400 PRINT.-PRINT " F i l e  a l r e a d y  ex i s ts "  : PRINT 

2410 PRINT " Press C to  o v e r w r i t e " : PRINT 

2420 PRINT " A to  abandon"

2430 y$=INKEY#: IF  y *=""  THEN 2430

2440 IF y$s«c" THEN KILL bdata$:GOTO 1470

2450 IF y$ *"a"  THEN GOTO 1440

2460 GOTO 2430

2470 :

2480 IF n d a t a f O d a t a *  THEN CLOSE:KILL n da ta *  :PRINT:GOTO 2020  

2490 WRITE # 2 , item
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2500 PRINTrPRINT " S o r t i n g  f i l e a " : P R I N T  

2510 WHILE NOT E O F ( I )

2520 INPUT #1 , i tem:WRITE # 2 , item 

2530 WEND

2540 CLOSE:GOTO 2020 

2550 :

2560 PRINT ww2$;cls$

2570 INPUT "Name o f  new f i l e  ( i n c l u d i n g  d r iv e ) " ; a d a t a $ r P R I N T

2580 IF a d a ta * = " x "  THEN GOTO 2380

2590 OPEN " I " , 2 , d a t a $ : 0 P E N  " 0 " , 1 , a d a t a $

2600 INPUT # 2 , m t i t l e $ , n X

2610 PRINT "Present  number o f  exper im ents  is ";nX:PRIN T  

2620 INPUT "Number o f  new experiments";newnX:PRINT  

2630 xmX=nX+1: nX=nX+newnX:WRITE # 1 , m t i t I e S , nX 

2640 PRINT " c r e a t i n g  new f i l e  ";

2650 WHILE NOT E0F(2 )

2660 INPUT # 2 . itemrWRITE # 1 , i t e m  

2670 IF i tem<0 THEN PRINT " .  ";

2680 WEND

2690 CLOSE 2 : d a ta * = a d a ta $ :G 0 T 0  510 

2700 :

F l o w

10 ok=FR E("" )

20 cls*=CHR$(27)+"E"+CHR*(27 )+"H"

30 c u r s o f f $ = e * + " f "

40 curso n *=e*+ "e"

50 DEF FNc*(xX,yX)=e*+"Y"+CHR$(32+yX)+CHR$(32+xX)

60 DEF FNw*(x1X,y1X,x2X,y2X)=e*+"X"+CHR$(32+y1X)+CHR$(32+x1X)+  

CHR$(32+y2X-y1X-1)+CHR$(32+x2X-x1X-1)

70 wwS=FNw*( 0 , 0 , 9 0 , 3 0 )

80 PRINT c u r s o f f $ ; c ls $

90 GOTO 200 

100 :

110 REM » INKEYS SUB*

120 y $ = INKEY*

130 WHILE y*=""
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140 y $ = INKEYS 

150 WEND 

160 RETURN 

170 :

180 REM * *  SET-UP * *

190 :

200 kIowGd=0.02168 : kh i ghGd=0.02015 : kSn1 = 0 . 0 3 0 0 9 : kSn2=0. 0 3 3 3 6 ; j = 2 .4  

210 y Iow=0.99329 :  y h Ig h = 1.09303  : ySn1 = 0 .9 9 0 8 9 : ySn2=0.9715  

220 s n 1 = 0 .2 9 9 2 9 : sn2=0 .70071 : r e f f I o w = 2 . 6 7 5 5 :d1 = 12:d=10  

230 DEF F N d g d (x )= E X P ( -0 .002864*%)

240 DEF F N d s n (x )= E X P ( -0 .00 6 022 *x )

250 DIM w e i g h t ( d 1 , d ) :D IM  h e i g h t C d l , d ) :D IM  c o u n t C d l , 2 , d ) :

DIM S n c o u n tC d l ,d ) :D IM  G d count (d1 ,d )

260 DIM S n f l o w ( d 1 ,d ) : D I M  G d f lo w (d 1 ,d )

270 DIM SnnoCdl , d ) :D IM  Gdno(d1,d )

280 GOTO 1150 

290 :

300 INPUT "Name o f  da ta  f I I e " ; d a t a * : PRINTrPRINT

310 IF F I N D * ( d a t a * ) = " "  THEN PRINTrPRINT " F i l e  not  found":

PR INT:GOTO 300 

320 PRINT "Press any key when ready"rPRINT c u r s o f f *

330 GOSUB 120

340 PRINT c Is * rP R IN T  F N c * ( 3 0 , 5 ) ; "CALCULATING "

350 :

360 REM * *  READ * *

370 :

380 OPEN " I ' M  , d a t a *

390 INPUT # 1 , m t i t I e * , n u m b erX ,n X , re f f Io w

400 FOR xX=1 TO numberX

410 INPUT # 1 , r e f n o ,b g 1 ,b g 2

420 r e f  1 =0 : r e f 2=0

430 FOR y=1 TO r e fn o

440 INPUT # 1 , count

450 NEXT y

460 FOR y=1 TO r e fn o

470 INPUT # 1 , c ou nt1 ,count2

480 k r e f = 0 . 4 9 9 6 6 + 7 . 2 4 9 E - 0 6 * c o u n t 1

490 r e f 1 = r e f 1 + c o u n t 1 - b g 1 - k r e f * ( c o u n t 2 - b g 2 ) :
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r e f 2 = r e f 2 + c o u n t 2 - b g 2 + k r e f * ( c o u n t 2 - b g 2 )

500 NEXT y

510 r e f G d = r e f 1 : r e f S n = r e f 2 

520 PRINT FN c$(43 ,5 ) ;x%

530 INPUT # 1 , d e la y ,s p a c tG d ,s p a c tS n ,s p a c tG d d e l ,s p a c tS n d e l  

540 INPUT # 1 , b g 1 , b g 2 , i t e r n , i t e m , i t e m , i t e m , i t e m , i t e m  

550 FOR specimen%=1 TO n%

560 INPUT # 1 ,w e ig h t ( x X ,s p e c im e n X ) ,h e ig h t ( x X ,s p e c im e n X )

570 INPUT # 1 , c o u n t ( x X , 1 ,s p e c im e n X ) ,c o u n t (x X ,2 ,s p e c im e n X )

580 countC xX ,1 ,s p e c im e n X )= c o u n t (x X ,1 ,specimenX)-bg1

590 co u n t ( xX, 2 , specimenX)=count( xX , 2 , specimenX)-bg2

600 NEXT:INPUT # 1 ,m a r k X : IF  markX>0 THEN PRINT CHR*( 7 ) ; "read e r r o r "

610 GOSUB 660

620 NEXT xX:CLOSE 1 : t i11e$="FULL DATA":GOTO 1750 

630 :

640 REM «  CALCULATE * *

650 :

660 sp actS ndel=FNdsn(spactSnde I) :spactSn=spac tSn*spactSndel

670 spactGddeI=FNdgd(spactGddeI) : spactGd=spactGd*spactGddeI

680 IF de I a y <1 THEN delaySn=1 ELSE GOTO 700

690 IF de I ay<1 THEN de IayGd=1:GOTO 710

700 de IaySn=FNdsn(deI a y ) :  de IayGd=FNdgd(deI ay )

710 FOR specimenX=1 TO nX

720 k = 0 . 4 9 9 6 6 + 7 .2 4 9 E - 0 6 * c o u n t ( x X , 1 ,specimenX):kh=k  

730 Sncount( xX , specimenX)=count( xX , 2 , specimenX)

740 Gdcount(xX,specimenX)=

co u n t ( xX , 1 , spec i menX) - ( kh*Snco unt ( xX , spec i menX) )

750 Sncount (xX , spec imenX)=Sncount(xX, spec im enX) /de IaySn  

760 GdcountCxX,specimenX)=Gdcount(xX,specimenX)/delayGd  

770 IF h e ig h t (x X ,s p ec im e n X )= 0  THEN GOTO 820  

780 SncountCxX,specimenX)=

S n c o u nt (xX ,sp ec im en X ) / (yS n2 -kS n 2*h e i  g h t ( x X ,s p e c im e n X ) )

790 IF h e i g h t ( x X , s p e c i m e n X X j  THEN GOTO 800 ELSE GOTO 810 

800 Gdcount(xX,specimenX)= Gdcount (xX ,spec im enX) /

( y Iow+kIowGd*he i g h t ( xX , spec imenX)) :GOTO 820  

810 GdcountCxX,specimenX)=Gdcount(xX,spec imenX)/

( yh i gh -kh ighGd*he ightCxX,spec  i menX) )

820 Sn count (xX ,spec im enX)=Sncount(xX ,spec im enX)* (1+k )
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830 S n f lo w (x X ,s p e c im e n X )= 1 0 0 * r e f f Io w * S n c o u n t (x X ,s p e c im e n X ) /  

( re fS n *w e  i ghtCxX,spec imenX))

840 G d f Io w (x X , spec imenX)=10 0 * r e f f Io w * G d c o u n t ( xX, spec imenX) /

( refGd*we ig h t ( x X , s p e c  i menX) )

850 SnnoCxX,specimenX)=Sncount(xX,specimenX)*delaySn/  

spactSn

860 GdnoCxX, specimenX)=Gdcount( x X , spec imen X)*deIayGd/  

spactGd

870 IF specimenX>10 THEN RETURN 

880 NEXT specimenX 

890 RETURN 

900 :

910 REM * *  DISPLAY * *

920 :

930 PRINT c ls $

940 IF d a t a * * " "  THEN PRINT "NO DATA":FOR q=l TO 2000 : NEXT :GOTO 1150

950 FOR x=1 TO numberX

960 PRINT m t i t l e * ; "  -  " ; t i t I e * r P R I N T

970 PRINT x ;TAB(10) ;"Gd f I o w " ; T A B ( 2 5 ) ; "Sn f I o w " ; T A B ( 4 0 ) ; "Gd n o . " ;

TAB(55) ;"Sn  no ." rPRINT  

980 FOR y=1 TO nX

990 S n f I o w ( X , y)=ROUND(SnfIow(x, y ) , 2 )

1000 Gdf Iow(x ,y )=ROUND(Gdf Io w(x , y ) , 2 )

1010 Snno(x ,y )=ROUND(Snno(x ,y ) )

1020 Gdno(x ,y )*ROUND(Gdno(x ,y ) )

1030 PRINT T A B ( 4 ) ; y ; T A B ( 1 0 ) ; G d f l o w ( x , y ) ; T A B ( 2 5 ) ; S n f l o w ( x , y ) ; T A B ( 4 0 ) ;

G d n o ( x ,y ) ; T A B ( 5 5 ) ; S n n o ( x ,y )

1040 NEXTrPRINT:PRINTrPRINT:PRINT  

1050 PRINT "press  RETURN to  cont inue"

1060 GOSUB 120

1070 IF y *="x"  THEN RETURN

1080 PRINT c I s *

1090 NEXT 

1100 RETURN 

1110 ok=FRE("" )

1120 :

1130 :

1140 ok*FRE(" " ) : PRINT curson*rPRINT "program end"rPRINT: END
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1150 ok=FRE("" ) :PRIN T c la J iP R IN T  FNw$(30 ,5 , 8 0 , 8 0 )

1160 PRINT "D f o r  d is p la y " iP R IN T

1170 PRINT "P f o r  p r i n t i n g " : P R I N T

1180 PRINT "F to  f i l e  re s u I t s " r P R IN T

1190 PRINT "B to  r e t r i e v e  r e s u I t s " r P R IN T

1200 PRINT "N f o r  new data"rPRINT

1210 PRINT "T f o r  s t a t s  program"rPRINTrPRINT

1220 PRINT "X f o r  ex i t " rPRIN TrP RINTrPRIN T c u r s o f f *

1230 GOSUB 120:PRINT ww*:PRINT c I s *

1240 m a tc h * ="d p fbn tx" :a X = IN S T R (m atc h* , y * )

1250 IF aX=5 THEN PRINT cIs*:GOTO 300 

1260 ON aX GOSUB 9 3 0 ,1 3 3 0 , 1 5 0 0 , 1 7 9 0 , 1 2 6 0 , 1 2 9 0 , 1 1 4 0  

1270 GOTO 1150 

1280 :

1290 PRINT c l s * ; " L o a d i n g  STATS"rCHAIN " s t a t s "

1300 :

1310 REM * *  PRINT * *

1320 :

1330 IF d a t a * * " "  THEN PRINT "NO DATA":FOR q=1 TO 2 0 0 0 : NEXT:GOTO 1150 

1340 PRINT c ls * : P R IN T  F N c * ( 3 5 , 5 ) ; "PRINTING"rPRINT F N c * ( 3 5 , 2 5 ) ; t i t l e *  

1350 LPRINT "FLOWS FOR " ; d a t a * ; "  " ; m t i t l e * ; "  -  " ; t i t l e * ;

" ( n =";number%;")  (GGH)":LPRINT:LPRINT

1360 FOR x=1 TO numberX

1370 LPRINT x ;T A B (10 ) ;"G d  f I o w " ; T A B ( 2 5 ) ; "Sn f l o w " ; T A B ( 4 0 ) ; "Gd n o . " ;

TA B (55 ) ;"Sn  no .":LPRINT  

1380 FOR y=1 TO nX

1390 S n f I o w ( X , y)=ROUND(SnfIow(x, y ) , 2 )

1400 G d f Io w ( X , y )=ROUND(GdfIow(x, y ) , 2 )

1410 SnnoCx, y )=ROUND(Snno(X, y ) )

1420 GdnoCx, y )=ROUND(Gdno(X, y ) )

1430 LPRINT T A B ( 4 ) ; y ; T A B ( 1 0 ) ; G d f l o w ( x , y ) ; T A B ( 2 5 ) ; S n f l o w ( x , y ) ; T A B ( 4 0 ) ;

G d n o ( x , y ) ; TAB( 5 5 ) ; S n n o (x ,y )

1440 NEXT .-LPRINT: LPRINT 

1450 NEXT 

1460 RETURN 

1470 :

1480 REM * *  FILE RESULTS * *

1490 :
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1500 IF  d a t a * * " "  THEN PRINT "NO DATA":FOR q * l  TO 2000 : NEXT :GOTO 1150

1510 PRINT w w * ; c l s * ; " F I L E  RESULTS"rPRINT: PR INT

1520 PRINT t l t l e * : P R I N T : P R I N T

1530 PRINT "Present  f i l e n a m e  is " ; d a t a * : PRINT

1540 INPUT "Name o f  f i l e " ; b d a t a *

1550 IF b d a t a * * " x "  THEN GOTO 1150

1560 IF b d a t a * * d a t a *  THEN PRINTrGOTO 1540

1570 IF F IN D * ( b d a t a * ) < > " "  THEN GOTO 1690

1580 IF I N S T R ( b d a t a * , " . r e s " ) * 0  THEN PRINTrPRINT " f i l e  must be . r e s  

f i l e" :PR IN T:GO TO  1540 

1590 PRINTrPRINTrPRINT " f i l i n g  ";

1600 OPEN " O ' M . b d a t a *

1610 WRITE # 1 , m t i t  l e * , t i t l e * ,n u m b e r X , n %

1620 FOR xX*1 TO numberX 

1630 FOR yX*1 TO nX

1640 WRITE # 1 , G d f l o w ( x X ,y X ) , S n f lo w ( x X , y X ) ,G d n o ( x X , y X ) ,S n n o ( x X ,y X )

1650 NEXT yXrPRINT " .  " ; :NEXT xX

1660 CLOSE 1rPRINTrPRINTrPRINT " Done":

1670 FOR q*1 TO 2000 : NEXT :GOTO 1150 

1680 :

1690 PRINTrPRINT " F i l e  a l r e a d y  e x i s t s " r P R IN T  

1700 PRINT " Press C to  o v e r w r i t e " rPRINT 

1710 PRINT " A to  abandon"rPRINT

1720 GOSUB 120

1730 IF y * * " c "  THEN GOTO 1590 

1740 IF y *="a"  THEN PRINTrGOTO 1540 

1750 GOTO 1720 

1760 :

1770 REM * *  RETRIEVE RESULTS * *

1 780 :

1790 PRINT "RETRIEVE RESULTS"rPRINTrPRINT 

1800 PRINT " D i r e c t o r y  o f  B dr ive"rPRIN TrPRIN T  

1810 DIR b r * . r e s  

1820 PRINTrPRINTrPRINT

1830 PRINT " D i r e c t o r y  o f  M dr ive"rPRINTrP RIN T

1840 IF F I N D * ( " m : * . r e s " ) * " "  THEN PRINT "No f i les " :G O T O  1860

1850 DIR m : * . r e s

1860 PRINTrPRINTrPRINT:INPUT "Name o f  f i l e  ( i n c l u d i n g  d r i v e ) " ; d a t a *
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1870 IF data$="x"  THEN GOTO 1150

1880 IF F IN D * ( d a t a $ ) = " "  THEN PRINTrGOTO 1860

1890 PRINTrPRINT " loading

1900 OPEN " I ' M  ,d a ta $

1910 INPUT # 1 , m t i t l e $ , t i t i e * , n u m b e r X , n %

1920 FOR xX=1 TO numberX 

1930 FOR yX=1 TO nX

1940 INPUT # 1 , G d f l o w ( x X , y X ) , S n f l o w ( x X . y X ) , G d n o ( x X ,y X ) ,S n n o ( x X , y X )

1950 NEXT yXrPRINT "; :NEXT xX

1960 CLOSE 1rPRINTrPRINTrPRINT " Done":FOR q=1 TO 2000 : NEXT :GOTO 1150 

1970 :
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APPENDIX 3

EXPERIMENTAL RESULTS

B e l o w  a r e  g i v e n  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  b l o o d  f l o w  m e a s u r e m e n t s  

d e s c r i b e d  i n  P a r t s  2 a n d  3 .  U s e  i s  made o f  t h e  f o l  l o w i n g  

a b b r e v i a t i o n s  :

No .

Ms n u m b e r  

R 

L 

E

i d e n t i f i c a t i o n  n u m b e r  o f  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l  

n u m b e r  o f  m i c r o s p h e r e s  i n  e a c h  s a m p l e  

r i g h t  h i  n d I  i mb 

l e f t  h i n d l i m b

e x p e r i m e n t a l  l i m b  ( c a s t  a l o n e ,  o s t e o t o m y  w i t h  

c a s t ,  o r  f r a c t u r e  w i t h  c a s t )  

c o n t r o I  I i m b
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T a b l e  A . 3 . 1  S e c t i o n  2 . 2  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l
d i a p h y s i s  a n d  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  
s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s
l a b e l  l e d  w i t h  Gdi  53 a n d  S n l l 3 .  T h e  d i  mens i on  o f  f  I ow i s 

m l / m i n . l O O g .  C o r t i c a l  s a m p l e s  c o u n t e d  i n t a c t .

N o .

F I ow

Gdl 53 Sn i  1 3

Ms n u m b e r  

G d i 5 3  S n i 1 3

1 proximal  c o r t e x

d i s t a l  c o r t e x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

0 .6 2

0 .7 7

1.15

2.01

3 0 .3 7

3 8 .9 9

8 . 4 9

10.60

6 . 4 0

8 . 7 2

0 . 8 4  

0 . 7 3  

1 .45  

1 .75

3 6 .5 3

3 5 .5 3  

6 . 1 8  

7 . 2 9  

5 . 2 5  

9.61

76 

88 

116 

184 

1306 

1582 

207 

258 

717 

1103

94  

77 

134 

146 

1432 

1314 

137 

162 

536  

1108

2 proximal  c o r t e x

d i s t a l  c o r t e x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

0.61

1.04

0 . 5 0

0.71

59 .4 3

4 7 .9 4

23 .4 5

12 .56

14 .08

14.38

0 . 8 4  

1 . 01  

1 .02 

0 . 7 0  

4 9 .0 3  

4 2 .5 7  

16 .30  

13 .65  

12 .9 6  

10 .48

46  

81 

34 

49  

1407 

1 189 

436  

255 

1142 

891

82

104

91

63

1522

1385

398

363

1380

852

c o n t  in u e d
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T a b l e  A . 3 . 1  ( c o n t i n u e d )

F 1 ow Ms n u m b e r

N o . Gdi  5 3 Sni  1 3 Gdl 5 3 Sni  1 3

3 proximal  c o r t e x R 2 . 0 2 2 . 3 2 234 297

L 1.97 2 . 7 0 229 345

d i s t a l  c o r t e x R 1.70 2.41 177 276

L 1.92 2 . 7 5 205 324

proximal  marrow R 3 3 .5 2 36.21 725 862

L 2 9 .0 7 3 3 .3 5 934 1 180

d i s t a l  marrow R 4 . 7 0 5 . 6 9 102 135

L 12.52 7 .6 5 249 167

s k e l e t a l  muscle R 2 2 .5 7 19 .82 2624 2537

L 15 .06 15.51 1574 1786

4 proximal  c o r t e x R 2.81 4.71 192 452

L 2 . 9 6 5 . 5 8 203 536

d i s t a l  c o r t e x R 2 .6 3 3 . 5 5 150 284

L 2 . 3 4 3 .9 5 137 323

proximal  marrow R 3 9 . 3 9 40.  13 545 778

L 3 1 .8 4 3 7 .6 0 451 747

d i s t a l  marrow R 2 5 . 3 4 17 .12 280 266

L 19.22 19.62 173 247

s k e l e t a l  muscle R 16.73 15 .30 1001 1283

L 13 .46 12.73 861 1141

5 proximal  c o r t e x R 1.91 2 .5 2 173 228

L 1.86 1 .98 173 185

d i s t a l  c o r t e x R 2 . 0 5 2 . 7 7 176 237

L 1.71 2 . 2 3 145 188

proximal  marrow R 6 9 .3 8 7 0 . 0 6 1251 1261

L 83.  14 8 8 . 9 4 1766 1887

d i s t a l  marrow R 17.36 14 .79 235 200

L 15 .49 15. 13 239 233

s k e l e t a l  muscle R 2 1 .2 5 2 0 .0 7 2298 2168

L 2 4 .7 8 2 6 .7 7 2697 2909

c o n t in u e d
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T a b l e  A . 3 . 1  ( c o n t i n u e d )

F l o w  Ms n u m b e r

N o .  G d l 5 3  S n i 1 3  G d l 5 3  S n i 13

6 proximal  c o r t e x  R 3 . 5 7  4 . 0 7  406 629

L 2 . 6 7  3 . 5 8  338 615

d i s t a l  c o r t e x  R 5 . 8 8  5 .8 1  591 793

L 5 . 0 0  5 . 6 2  481 735

proximal  marrow R 2 6 . 9 6  2 5 . 9 2  746 974

L 10 .75 8 . 3 0  931 977

d i s t a l  marrow R 9 . 4 3  10 .9 3  199 313

L 8 . 0 2  9 . 8 3  174 289

s k e l e t a l  muscle R 2 . 4 5  2 . 1 0  253 295

L 1 .8 9  2 . 1 0  233 352

7 proximal  c o r te x  R 4.31 6 . 2 0  401 442

L 2 . 6 7  4 .31  236 292

d i s t a l  c o r t e x  R 2 . 8 9  4 . 4 8  221 263

L 2 . 4 8  3 . 5 5  186 205

proximal  marrow R 7 4 .9 8  8 3 . 6 4  1545 1323

L 7 8 .4 5  79.91 1545 1208

d i s t a l  marrow R 10 .82  15 .16  164 176

L 15 .3 4  16 .0 0  232 186

s k e l e t a l  muscle R 2 4 . 0 9  3 5 . 1 8  1192 1336

L 17 .64  16 .03  784 547

8 prox imal  c o r t e x  R 1 .1 9  1 .22  141 137

L 1.80 1 .90  231 230

d i s t a l  c o r t e x  R 2 . 2 9  2 . 4 7  236 239

L 2 . 6 4  2 . 9 5  282 297

proximal  marrow R 2 7 .8 3  3 1 . 5 8  831 890

L 2 3 .0 9  2 5 . 3 0  650 672

d i s t a l  marrow R 14.01 12 .85  306 265

L 15.20 14 .06  332 290

s k e l e t a l  muscle R 10 .56  10 .69  685 655

L 8 . 6 2  6 .61  441 319

------------------------------------------------------------------------------------------------------------  c o n t  in u e d
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T a b l e  A . 3 . 1  ( c o n t i n u e d )

N o .

F I ow

Gdl 5 3 Sni  1 3

Ms n u m b e r  

Gdl 5 3  Sni  1 3

9 proxima l  c o r te x

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

1.57  

2 . 0 8  

1 .34  

1.93  

6 . 9 7  

5 . 1 4

3 .0 7  

2 . 1 8

7 .0 7  

12.21

2 . 1 8  

2 .3 2  

1 .75  

2 . 6 4  

7 .1 3  

9 . 7 8  

1 .69  

2 . 6 2  

10.72  

12.94

103

141

77

109

137

95

53

39

184

293

201

221

140

210

198

255

41

67

392

438

10 proximal  c o r te x

d i s t a l  co r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

2 . 1 5  

1.82  

1 .96  

2 . 4 0  

14 .78  

16 .24  

6 . 7 4  

4 . 3 5  

7 .5 0  

7 . 2 0

3 . 0 9  

2 .7 5  

4 . 0 3  

4 .1 3  

2 0 . 5 4  

20.71  

7 . 3 9  

6 . 0 7  

8.31  

7 .1 2

94

84

79

89

248

277

96

63

163

173

237

223

283

266

602

616

183

153

315

299

11 prox imal  co r te x

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

7 .0 3  

8 . 6 0  

11 .89  

11 .96  

5 8 . 3 9  

5 6 . 0 6

3 5 .4 2  

2 8 . 7 8

9 . 6 4

10.42

9 . 3 9

10 .06

15.93

16.77

6 3 . 8 2

5 7 .6 0

37 .9 0

3 1 .67

11.15

12.35

409

483

516

591

649

585

346

300

321

452

223

230

281

338

288

245

151

134

151

218

c o n t  i  nued
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T a b l e  A . 3 . 1  ( c o n t i n u e d )

N o .

F 1 ow Ms n u m b e r

Gdl  5 3 Sni  1 3 Gdl S3 Sn i  1 3

12 prox im al  c o r t e x R 3 . 3 8 5 . 0 4 230 130

L 3.41 3 .6 3 241 97

d i s t a l  c o r t e x R 4 . 2 0 5 . 1 2 233 108

L 4 . 5 6 6 .31 256 135

pro ximal  marrow R 40.01 4 7 .8 4 537 243

L 3 3 .5 8 4 5 .4 2 440 226

d i s t a l  marrow R 5 .9 2 4.91 62 20

L 7 .6 4 7 . 8 6 85 33

s k e l e t a l  muscle R 4 . 5 9 7 . 1 4 144 85

L 4 . 2 8 5 .7 5 129 65
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T a b l e  A . 3 . 2  S e c t i o n  2 . 2  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  c o r t e x  o f  t h e  
t i b i a l  d i a p h y s i s ,  m e a s u r e d  s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  1 1 . 3  
± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  l a b e l l e d  w i t h  G d l 53 a n d  S n * i 3 ,  
c o u n t e d  a f t e r  d i s s o l u t i o n  i n  5 . 8  N h y d r o c h l o r i c  a c i d .  T h e  
d i m e n s i o n  o f  f l o w  i s  m l / m i n . 1 0 0 g .

N o .

F 1 ow Ms n u m b e r

Gdl 53 Sni 1 3 Gdl 53 Sni 1 3

1 proximal  c o r t e x R 0 . 4 4 0 . 7 0 54 78

L 0 . 6 9 0 . 7 4 79 77

d i s t a l  c o r t e x R 1 . 12 1.39 114 129

L specimen lo s t  in c e n t r i f u g e

2 proximal  c o r t e x R 0 .5 5 0 . 8 4 41 82

L 0 .9 3 0 . 8 9 72 91

d i s t a l  c o r t e x R 0.51 1 .04 35 93

L 0.71 0 . 6 5 48 58

3 proximal  c o r t e x R 1 .96 2 .1 3 228 273

L 2 . 0 6 2 . 5 7 239 329

d i s t a l  c o r t e x R 1 .86 2 .0 8 193 238

L 2 .0 8 2 . 3 8 223 281

4 proximal  c o r t e x R 3. 10 3 . 7 6 212 361

L 3 .2 3 4 . 3 3 221 415

d i s t a l  c o r t e x R 2 .8 3 3.31 162 265

L 2 .4 8 3 .8 0 145 311

5 proximal  c o r t e x R 1 .89 2 .9 5 174 277

L 1 .50 2 . 4 0 142 232

d i s t a l  c o r t e x R 2.  12 3 . 0 6 184 271

L 1.75 2 . 6 5 150 232

6 proximal  c o r t e x R 3 .7 4 4 . 2 5 432 680

L 2 . 7 6 3 . 7 6 354 669

d i s t a l  c o r t e x R 6 . 0 6 5.71 619 808

L 5 .1 3 5 . 5 6 502 753
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T a b l e  A . 3 . 3  S e c t i o n  2 . 2  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  c o r t e x  o f  t h e  
t i b i a l  d i a p h y s i s ,  m e a s u r e d  s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  1 1 . 3  
± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  l a b e l l e d  w i t h  G d l 53 a n d  S n i 1 3 ,  
c o u n t e d  a f t e r  d i s s o l u t i o n  i n  1 1 . 6  N h y d r o c h l o r i c  a c i d .  T h e  
d i m e n s i o n  o f  f l o w  i s  m l / m i n . 1 0 0 g .

No .

F 1 ow Ms n u m b e r

Gdl 5 3 Sni  1 3 Gdl 53 Sn i  1 3

7 proximal  c o r te x R 2 .1 7 2 . 3 6 235 186

L 1 .68 1 .96 173 147

d i s t a l  co r te x R 1 .71 2 . 1 4 152 138

L 1.53 1 .69 133 108

8 proximal  co r te x R 0 . 4 7 0.31 61 43

L 0 .5 0 0 . 6 8 70 99

d i s t a l  co r tex R 1 .40 1 .61 157 189

L 1.77 1 .94 205 236

9 proximal  co r te x R 0 . 7 9 1 .40 61 178

L 1 .02 1 .34 81 177

d i s t a l  c o r te x R 0 . 7 7 0 . 9 6 52 107

L 1 .17 1 .36 78 149

10 proximal  co r te x R 0 . 8 9 1.55 46 137

L 0 . 7 4 1.13 41 105

d i s t a l  c o r te x R 1 .16 2 .5 3 55 205

L 1 .67 2 . 4 6 73 182

1 1 proximal  c o r te x R 3 .4 5 4 . 0 2 207 99

L 4 . 9 0 4 . 7 3 284 1 12

d i s t a l  c o r te x R 10 .26 11.05 458 203

L 8 . 9 5 11 .46 456 240

12 proximal  c o r te x R 2 . 7 4 , 3 . 2 6 193 86

L 2 .4 0 2 .3 7 176 65

d i s t a l  c o r t e x R 1 .20 1 .21 69 26

L 1 .23 1 .80 72 39
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T a b l e  A . 3 . 4  S e c t i o n  2 . 3  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  a n d  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  
s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  1 6 . 5  ± 0 . 1  ( S D )  pm a n d  1 1 . 3  ± 0 . 1  pm
m i c r o s p h e r e s .  T h e  d i m e n s i o n  o f  f l o w  i s  m l / m i n . 1 0 0 g .

F l o w  Ms n u m b e r

N o .  16.5pm 11.3pm 16.5pm 11.3pm

1 proximal  c o r t e x  R 1.12 1 .60  42 152

L 1 .5 6  1.72  59 163

d i s t a l  c o r t e x  R 1.37 1 .5 9  46 133

L 2 . 7 6  2 . 3 5  87 186

proximal  marrow R 4 6 . 7 3  4 1 .4 2  379 844

L 5 6 .4 8  4 7 . 3 8  507 1069

d i s t a l  marrow R 19 .14  19 .87  125 327

L 16.25 17 .3 6  98 263

s k e l e t a l  muscle R 2 0 .4 3  19 .04  493 1156

L 4 3 . 9 0  3 9 . 0 9  727 1628

2 proximal  c o r t e x  R 1 .13  1 .28  47 161

L 1.32 1.43 54 174

d i s t a l  c o r t e x  R 1.72 2 . 1 3  63 233

L 1.67 1.98  58 207

proximal  marrow R 4 0 .9 5  38.91 382 1086

L 33.61 3 5 .4 5  286 903

d i s t a l  marrow R 15 .66  19 .33  108 398

L 12 .66  2 6 .8 3  81 512

s k e l e t a l  muscle R 10.01 9 . 5 7  201 576

L 7 .8 2  6 . 5 5  183 459

------------------------------------------------------------------------------------------------------------  c o n t  in u e d
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T a b l e  A . 3 . 4  ( c o n t i n u e d )

N o .

F I ow

1 6 . 5pm 1 1 . 3pm

Ms n u m b e r  

16. 5pm 11. 3pm

3 prox imal  c o r t e x

d i s t a l  c o r t e x

pro x imal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

5 . 0 9  

4 . 1 9  

6 . 2 3  

5 .8 3  

21 .27  

18.43  

6 . 3 9  

9 . 5 6  

13 .26  

16 .69

6 . 8 5  

6 .10  

7 . 9 0  

6 . 4 0  

18 .93  

2 0 .1 8  

7 .0 7  

9 . 6 3  

15 .63  

19 .09

192

168

209

191

148

132

33

51

293

255

586

555

602

476

299

328

83

117

782

663

4 prox im al  c o r t e x

d i s t a l  c o r t e x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

1 .61 

1 .50  

2.71

1 .96  

3 2 .3 8  

3 3 .8 3

5 .5 2

6 . 9 7  

5 . 0 0  

5 . 2 9

2 . 1 3

2 . 4 0

2.00

2 . 7 0

2 6 .9 5

2 5 . 7 6

9 . 5 3

5 . 5 2

3 . 7 2

2.68

27

27 

43 

31

158

165

25

28 

43 

41

134

158

117

156

484

463

158

82

117

76

5 pro x im al  c o r t e x

d i s t a l  c o r t e x

pro x im al  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

1 .01 

0 .4 3  

1.57  

1.53  

4 8 .4 2  

4 3 . 2 6  

18.68  

15.77  

11.17 

8 . 2 6

1 .2 9  

0 . 9 9  

1 .67  

1 .73  

54.91  

3 7 .1 7  

15 .56  

10.77  

13.13  

8 . 7 9

58

25

81

76

568

507

187

153

287

305

95 

73 

110 

1 10 

825 

558 

200 

134 

433  

416

c o n t / nued
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T a b l e  A . 3 . 4  ( c o n t i n u e d )

F 1 ow Ms n u m b e r

N o . 16.5pm 1 1 . 3pm 16.5pm 1 1 . 3pm

6 proximal  co r te x R 0.81 0 . 6 9 16 91

L 1.01 1.01 19 127

d i s t a l  c o r te x R 0 . 9 7 1 .3 5 16 144

L 1 .19 1 .49 19 161

proximal  marrow R 3 7 .5 9 2 3 . 5 6 157 654

L 3 7 .3 7 3 3 .2 2 149 883

d i s t a l  marrow R 13.34 11 .60 51 295

L 13 .27 15 .64 45 351

s k e l e t a l  muscle R 2 2 . 7 4 19 .04 250 1394

L 2 8 .1 0 23.51 299 1666
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T a b l e  A . 3 . 5  S e c t i o n  2 . 4  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  
d i a p h y s i s  a n d  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  
s e q u e n t i a l l y  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s .  T h e  
d i m e n s i o n  o f  f l o w  i s  m l / m i n . l O O g .

No .

F I ow

F i r s t Second

Ms n u m b e r

F i r s t Second

1 proximal  c o r t e x

d i s t a l  c o r t e x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

1 .95  

1.52  

2 .9 5  

2 . 5 6  

34 .82  

30 .97  

19.55  

12.63  

11.57  

11.78

3 . 6 9

2.00

3 .3 7

3 . 9 9

6 4 .1 7

49.11

2 8 .6 4

22.68

5 . 9 8

7 . 8 8

159

140

223

198

643

609

277

194

341

333

99 

60 

84 

101 

390 

317 

133 

114 

58 

73

2 proximal  c o r t e x

d i s t a l  c o r t e x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

3 . 3 4  

3 . 6 6  

3 .8 8  

4 . 9 9  

31 .19  

3 5 .7 4  

15.98  

13.54  

22 .5 3  

25 .5 0

3 . 4 7

3 . 9 6

4 . 8 4

5 . 3 5

4 6 .3 3  

4 8 .7 3  

2 5 .5 5

2 5 . 3 4  

11 .77  

10 .70

136 

154 

135 

187 

351 

395 

125 

114 

371 

379

310

368

370

440  

1148 

1186

441 

471 

427 

350

co n i in u e d
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T a b l e  A . 3 . 5  ( c o n t i n u e d )

N o .

F I ow

F i r s t Second

Ms n u m b e r

F i r s t Second

3 proxima l  co r tex

d i s t a l  co r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

3 .1 3

3 . 4 6

4 . 2 6

3 .7 2

6 6 . 5 6

6 4 .6 3

2 7 .7 2

2 7 .4 3

5 . 2 8

7 .2 0

3 . 5 5

4 . 4 4

5 . 7 2

4.61

118 .03

109.42

44 .81

4 0 . 9 7

5 . 7 8

6 . 5 4

395

430

463

402

1717

1580

809

745

269

288

181 

223  

251 

201 

1229 

1079 

528  

449  

1 19 

106

4 prox imal  co r tex

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

1.83  

1 .38  

1.94  

1.50  

7 6 .8 3  

7 9 .3 5  

13 .28  

11 .24  

6 . 6 9  

4 . 6 8

0 .9 7  

0 .9 2  

0 . 9 9  

1 .31

4 2 .2 3

4 4 .1 3

11 .23  

9 . 2 7  

3 .0 2  

1 .87

72 

53 

66 

50

581

585

73 

60 

84 

86

102 

95  

89  

1 17 

850  

866 

165 

132 

101 

92

5 proximal  c o r te x

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

3 . 5 8  

1 .66 

I .58  

1 .31 

4 2 . 5 4  

3 7 .1 6  

26.71  

17 .09  

9.81  

6.01

3 .4 2  

1 .96  

1 .36  

1 .59  

5 3 .7 2  

4 9 . 6 9  

2 5 .0 2  

18.93  

8 . 6 7  

9 . 1 8

531

205

181

142

1326

1029

570

335

521

177

229

109

70

77

753

620

240

167

207

122

cont inued
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T a b l e  A . 3 . 5  ( c o n t i n u e d )

F 1 ow Ms n u m b e r

N o . F i r s t Second F i r s t Second

6 proximal  c o r te x R 0 . 3 3 0 .8 3 60 205

L 0 . 3 7 0 . 8 0 64 185

d i s t a l  c o r te x R 0 . 3 5 0 . 9 2 55 195

L 0 . 4 9 0 . 9 4 75 194

proximal  marrow R 5 .8 2 13.11 248 754

L 5 . 7 0 12 .86 222 676

d i s t a l  marrow R 1 .97 4.41 78 237

L 1 .63 4 . 8 8 56 226

s k e l e t a l  muscle R 2 .9 7 4 . 3 3 171 336

L 2 . 0 6 2.41 114 181
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T a b l e  A . 3 . 6  S e c t i o n  2 . 5  One  w e e k  g r o u p .  B l o o d  f l o w s  t o  
t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r
c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  
b e f o r e  a n d  a f t e r  immobi  I i s a t i o n  o f  o n e  h i n d l  i mb i n  a c a s t  
f o r  o n e  w e e k .  T h e  d i m e n s i o n  o f  f l o w  i s  m l / m i n . 1 0 0 g .

N o .

F I ow

Before A f t e r

Ms n u m b e r  

B efo re  A f t e r

1 prox imal  c o r t e x

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

2 . 3 5  

4 . 9 6  

1.12 

1.85  

4 5 .7 7  

35 .2 3  

0 . 9 4  

1.12 

8 . 9 2  

8 . 5 8

1.31 

2 . 2 5  

0 . 6 9  

0 . 9 6  

2 3 .3 7  

2 2 .4 3  

1 .0 6  

0 . 7 6  

6 . 1 4  

4 . 2 3

110 

237 

47 

73 

389  

291

5

6 

162 

179

53

92

24

33

170

159

4

4

96

76

2 prox imal  c o r t e x

d i s t a l  c o r t e x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

0 . 4 8  

1 .24  

0 . 3 5  

0 . 3 5  

10.72  

11.14  

1.28  

1 .55  

2.41  

2.81

0 . 2 3  

0 . 3 7  

0 . 1 3  

0 . 1 4  

7.11  

6 . 9 8  

1.25  

1 .03  

9 . 8 6  

4 . 7 6

24

59

15

16 

104 

101

10 

11 

53 

53

64

99

30

36

385

352

52

41

1218

499

c o n i i n u e d
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T a b l e  A . 3 . 6  ( c o n t i n u e d )

No .

F I ow

Before A f t e r

Ms n u m b e r  

Before  A f t e r

3 proxima l  co r tex

d i s t a l  co r tex

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

0 . 7 6  

0 .9 5  

1.24  

1 .28  

23.21  

25.71  

13.83  

13.42  

7 .9 7  

5 .4 8

0 . 4 5

0.51

0 . 9 5

0 . 7 5

18.85

18.63

1 0 . 1 2

9 . 4 5

4 . 9 9

5 . 9 6

69

88

98

103

410

454

199

181

308

229

26

30

47

38

211

208

92

81

122

158

4 proximal  co r tex

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

0 . 6 5  

1 .07  

1 .82  

0 . 3 3  

3 5 .9 8  

4 2 . 7 0  

7 . 3 4  

5 .8 5  

9 . 7 7  

4 . 7 0

0 . 2 5  

0 . 4 0  

0 .4 2  

0.10 

14 .76  

17 .84  

3 . 0 9  

1.51 

11.72  

6 . 5 9

18

28

38 

8

212

229

37

31

134

39

38

56

48

12

469

516

85

43

869

293

5 proximal  c o r te x

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

0 .5 5

0 . 4 4

0 . 6 4

0 . 5 8

8 .8 3

6 . 2 3

1.73

0 . 9 6

2 .9 0

2.41

0.68

0 . 4 9

0 .9 2

0 .7 7

2 3 .2 9

18.30  

12 .19

8 . 4 5

4 . 8 8

5 . 7 7

153 

116 

148 

127 

621 

382 

83 

42 

196 

163

158

109

176

140

1359

930

488

311

274

325

c o n i i n u e d
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T a b l e  A . 3 . 6  ( c o n t i n u e d )

F 1 ow Ms n u m b e r

N o . Befo re A f t e r B efore A f t e r

6 proximal  c o r te x E 3 .5 3 0 . 5 9 171 178

C 3 .4 3 0 . 5 8 170 177

d i s t a l  c o r te x E 4 . 1 6 0 . 5 8 173 149

C 2 .8 7 0.51 115 126

proximal  marrow E 44 .5 7 18 .13 578 1456

C 41 .76 19.50 562 1623

d i s t a l  marrow E 4 . 7 6 2 . 0 4 43 113

C 4 . 3 0 2 . 6 9 38 145

s k e l e t a l  muscle E 4 . 3 7 8 . 5 8 66 802

C 4.81 7 . 8 0 114 1139
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T a b l e  A . 3 . 7  S e c t i o n  2 . 5  Two w e e k  g r o u p .  B l o o d  f l o w s  t o  
t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r
c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  
b e f o r e  a n d  a f t e r  immobi  I i s a t i o n  o f  o n e  h i n d l  i mb i n  a c a s t  
f o r  t w o  w e e k s .  T h e  d i m e n s i o n  o f  f l o w  i s  m l / m i n . 1 0 0 g .

N o .

F I ow

Before A f t e r

Ms n u m b e r  

Before  A f t e r

1 proximal  c o r te x

d i s t a l  co r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

1 .09  

1 .00  

0 .88  

1.02 

2 0 .1 8  

21 .7 3

4 . 2 3  

4 . 4 8

3 . 2 4  

4 . 9 5

0 . 8 3

0 . 7 8

0 . 7 9

0 . 8 0

3 4 .0 4  

31 .65

5 .0 2

5 . 3 6

17 .94

12 .04

109

107

82

93

452

526

77

76

98

144

90

90

80

79

828

832

99

99

590

380

2 proximal  c o r te x

d i s t a l  c o r t e x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

1 . 1 0  

1 .34  

0 .8 5  

0 . 9 9  

2 4 . 2 9  

26 .2 7  

5 .5 0  

5 . 8 4  

3 . 8 6  

2 .7 7

0 . 3 6

0 . 4 5

0 . 2 4

0 . 2 5

8 . 4 0

9 . 0 2

3 . 3 3

3.61

2 . 4 7

2 . 6 3

75

86

48

56

506

532

88

90

92

54

147

170

80

84

1038

1083

316

330

350

301

c o n t in u e d
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T a b l e  A . 3 . 7  ( c o n t i n u e d )

N o .

F I ow

B efore A f t e r

Ms n u m b e r  

B efore  A f t e r

3 proxima l  co r tex

d i s t a l  co r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

3 .0 8  

2.71

3 . 2 6  

3 . 4 4

3 1 .4 4  

30 .5 7  

7 .2 3

6 . 2 6  

10 .78

7 . 0 9

1 .3 4  

1.74  

1 .7 9  

1.61 

3 6 . 9 8  

38.91  

9 . 6 8  

12.22 

12 .05  

5 . 3 8

266  

223 

253 

252 

664  

634  

115 

90  

305 

201

105 

129 

125

106 

705 

729 

138 

158 

308 

137

4 proximal  co r tex

d i s t a l  co r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

0 . 4 6  

1 .62  

1.21 

0 . 4 8  

34 .6 0  

3 0 .9 4  

12.67  

8 . 5 6  

8 . 11  

7 .4 4

3 . 0 9  

3 . 1 4  

3.81  

1.51 

4 2 . 1 4  

4 7 .0 5  

8 . 4 0  

6 . 5 9  

9 . 4 7  

9 . 6 3

62

234

139

57

1131

869

298

172

335

269

278

303

292

121

920

883

132

88

261

232

5 proximal  c or tex

d i s t a l  co r tex

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

2 . 2 5  

2 . 6 2  

2 . 5 0  

2.12 

15.35  

17.61 

4 . 3 2  

2 . 5 7  

13.37  

9 . 9 5

0 . 8 5

0.88

0 . 7 4

0 . 6 4

2 8 . 7 4

2 3 . 2 0

10.66

5 . 2 0

4 . 4 2

5 . 6 8

236

267

228

197

415

449

85

52

447

375

126

126

95

83

1095

832

295

148

208

301

c o n i  in u e d
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T a b l e  A . 3 . 7  ( c o n t i n u e d )

F 1 ow Ms n u m b e r

N o . Before A f t e r B efo re A f t e r

6 prox im al  c o r t e x E 1 .18 1 .6 7 190 320

C 1.13 1.42 192 286

d i s t a l  c o r t e x E 1 .05 1 .0 0 148 168

C 0 .9 7 1.05 137 176

prox imal  marrow E 14.80 4 9 . 9 0 533 2131

C 17.03 4 5 .7 8 693 2210

d i s t a l  marrow E 3 .2 4 11 .55 114 482

C 3 .0 4 6 . 7 2 105 274

s k e l e t a l  muscle E 4 . 6 5 5.61 306 438

C 5 .2 8 5 . 3 2 343 410
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T a b l e  A . 3 . 8  S e c t i o n  3 .1  C o n t r o l  g r o u p ,  o n e  w e e k  s u b g r o u p .
B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  
a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm 
m i c r o s p h e r e s  o n e  w e e k  a f t e r  a  u n i l a t e r a l  t i b i a l  d i a p h y s e a l  
o s t e o t o m y .  T h e  d i m e n s i o n  o f  f l o w  i s  m l / m i n . 1 0 0 g .

N o .  F l o w  Ms n u m b e r

1 proximal  c o r t e x  E 2 . 1 3  435

C 0 . 8 3  168

d i s t a l  c o r t e x  E 1 .70  270

C 0 . 8 5  138

proximal  marrow E 2 9 .0 2  1427

C 19.01 1008

d i s t a l  marrow E 7 .1 2  268

C 2 . 8 6  88

s k e l e t a l  muscle E 8 . 7 8  609

C 4 . 3 7  240

2 proximal  c o r t e x  E 5 . 0 2  470

C 2 . 9 2  274

d i s t a l  c o r t e x  E 3 . 2 6  206

C 3 . 2 7  220

proximal  marrow E 7 3 . 9 9  1747

C 6 2 . 9 5  1608

d i s t a l  marrow E 15 .54  235

C 18 .76 276

s k e l e t a l  muscle E 16 .32  588

C 2 1 . 3 5  711

------------------------------------------------------------ ----------------------  c o n t  in u e d
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T a b l e  A . 3 . 8  ( c o n t i n u e d )

No.  F l ow  Ms number

3 proximal  c o r t e x  E 3.11  384

C 1 .86  192

d i s t a l  c o r t e x  E 1.71 166

C 1 .56  153

proximal  marrow E 3 5 .0 7  1137

C 2 5 . 2 2  727

d i s t a l  marrow E 11 .20 289

C 8 . 9 6  242

s k e l e t a l  muscle E 18 .82 780

C 16 .35  668

4 proximal  c o r t e x  E 2 . 7 4  1309

C 0 . 7 7  428

d i s t a l  c o r t e x  E 2 . 2 2  1078

C 0 . 6 4  230

proximal  marrow E 16 .75 2008

C 11 .3 4  1388

d i s t a l  marrow E 7 . 6 4  1052

C 5 . 2 9  486

s k e l e t a l  muscle E 8 . 8 3  1396

C 3 . 1 7  462

5 proximal  c o r t e x  E 1 .9 4  1047

C 1 .09  608

d i s t a l  c o r t e x  E 0 . 8 9  443

C 0 . 7 0  345

proximal  marrow E 16 .08 2927

C 19 .6 9  3535

d i s t a l  marrow E 4 . 3 7  753

C , 8 . 2 8  1186

s k e l e t a l  muscle E 7 . 6 9  1642

C 12 .23  1306

----------------------------------------------------------------------------------- c o n t in u e d
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T a b l e  A . 3 . 8  ( c o n t i n u e d )

N o . F 1 ow Ms n u m b e r

6 proximal  c o r t e x E 1.62 477

C 1.0 2 276

d i s t a l  c o r te x E 0 . 9 6 181

C 3 . 9 6 214

proximal  marrow E 23.71 1632

C 2 3 . 5 5 1759

d i s t a l  marrow E 5 . 9 4 339

C 10.30 574

s k e l e t a l  muscle E 7 .2 5 488

C 3 . 4 8 255
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T a b l e  A . 3 . 9  S e c t i o n  3 .1  C o n t r o l  g r o u p ,  t w o  w e e k  s u b g r o u p .
B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  
a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm 
m i c r o s p h e r e s  t w o  w e e k s  a f t e r  a u n i l a t e r a l  t i b i a l  d i a p h y s e a l  
o s t e o t o m y .  T h e  d i m e n s i o n  o f  f l o w  i s  m l / m i n . 1 0 0 g .

N o .  F l o w  Ms n u m b e r

1 proximal  c o r t e x  E 10 .25 1690

C 1.87  274

d i s t a l  c o r t e x  E 5 . 6 9  847

C 3 . 0 3  381

proximal  marrow E 4 0 . 8 0  1403

C 4 1 . 8 2  1497

d i s t a l  marrow E 17.11 432

C 3 0 .4 5  855

s k e l e t a l  muscle E 8 . 8 8  461

C 5 . 9 2  216

2 proximal  c o r t e x  E 5 . 0 9  1552

C 1 .3 9  364

d i s t a l  c o r t e x  E 5 . 0 6  1260

C 1 .1 7  215

proximal  marrow E 3 3 .1 3  1706

C 2 9 . 4 5  1886

d i s t a l  marrow E 11.61 453

C 6 .8 1  313

s k e l e t a l  muscle E 19 .44  1976

C 11 .82  1053

----------------------------------------------------------------------------------- c o n t  in u e d
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T a b l e  A . 3 . 9  ( c o n t i n u e d )

No.  F l ow  Ms number

proximal  c o r te x E 4 . 2 7 2992

C . 0 . 7 8 466

d i s t a l  c o r t e x E 3 . 9 6 1660

C 0 . 5 8 239

proximal  marrow E 2 2 .9 6 2950

C 19.72 2864

d i s t a l  marrow E 11.72 1408

C 5.61 658

s k e l e t a l  muscle E 4 . 8 7 1074

C 1.51 337

proximal  c o r t e x E 5 .8 3 731

C 2 . 7 2 243

d i s t a l  c o r te x E 7.21 690

C 1 .94 157

proximal  marrow E 21 .62 410

C 4 2 . 9 0 920

d i s t a l  marrow E 16.66 357

C 10.75 186

s k e l e t a l  muscle E 18.13 711

C 8 . 1 0 274

proximal  c o r te x E 2 .5 5 594

C 1.01 196

d i s t a l  c o r t e x E 3 .4 8 658

C 1.07 164

proximal  marrow E 31 .54 1554

C 13.87 1927

d i s t a l  marrow E 8 . 8 6 373

C 7 . 1 5 269

s k e l e t a l  muscle E 9 . 9 8 832

C 4 . 7 2 377

------ coni  inued
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T a b l e  A . 3 . 9  ( c o n t i n u e d )

N o . F 1 ow Ms n u m b e r

6 proximal  c o r te x E 7 .3 5 1452

C 4 . 2 9 558

d i s t a l  c o r te x E 9 . 6 7 1410

C 4 . 1 6 450

proximal  marrow E 18.41 736

C 5 7 . 0 2 2459

d i s t a l  marrow E 16.46 555

C 2 7 . 9 8 1009

s k e l e t a l  muscle E 17 .40 818

C 6 . 8 8 502



A. 3 EXPERIMENTAL RESULTS 253

T a b l e  A . 3 . 1 0  S e c t i o n  3 .1  S h e a t h  g r o u p ,  o n e  w e e k  s u b g r o u p .
B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  
a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm 
m i c r o s p h e r e s  o n e  w e e k  a f t e r  a u n i l a t e r a l  t i b i a l  d i a p h y s e a l  
o s t e o t o m y  w i t h  t h e  p e r i o s t e u m  a n d  s o f t  t i s s u e s  e x c l u d e d  by  
a s i l a s t i c  s h e a t h .  T h e  d i m e n s i o n  o f  f l o w  i s  m l / m i n . 1 0 0 g .

N o .  F l o w  Ms n u m b e r

proximal  c o r t e x E 3 . 4 0 415

C 3 . 0 6 361

d i s t a l  c o r te x E 1.52 163

C 1.62 176

proximal  marrow E 3 3 .0 7 775

C 2 8 .5 2 686

d i s t a l  marrow E 8 . 3 8 201

C 5 . 5 4 120

s k e l e t a l  muscle E 11 .91 716

C 5 . 4 9 208

proximal  c o r t e x E 0 . 3 7 106

C 0 . 2 4 73

d i s t a l  c o r t e x E 0 . 2 9 83

C 0 . 1 7 48

proximal  marrow E 13.63 968

C 13.09 1 116

d i s t a l  marrow E 5 . 4 0 315

C 4 . 3 0 287

s k e l e t a l  muscle E 6 . 4 0 700

C 4 . 6 0 451

c o n t in u e d
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T a b l e  A . 3 . 1 0  ( c o n t i n u e d )

N o . F I ow Ms number

3 proximal  c o r t e x

d i s t a l  c o r t e x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

1.92  

1 . 16 

0 .4 7  

0 . 3 6  

17 .15  

19 .39  

2 . 9 6  

1 .6 4  

1.76  

1 . 01

739  

414  

151 

1 1 1  

1769 

1681 

234  

113 

132 

270

4 proximal  c o r t e x

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

1 . 1 1  

1 .01 

2 .  14 

1.59  

18 .34  

2 7 . 8 5  

8 . 9 4  

10.21 

17 .22  

18 .99

170

145

242

175

787

1108

293

335

478

887

5 pro ximal  c o r te x

d i s t a l  c o r t e x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

0 . 5 6

0.71

0 . 5 3

0 . 4 4

9 . 7 7

10 .64

2 . 4 5

2 . 9 9

6 . 8 3

4 . 9 5

182 

226  

136 

114 

854  

946  

149 

200 

586  

455

c o n i i n u e d
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1 . 3 .  10 ( c o n t i n u e d )

N o . F 1 ow Ms n u m b e r

6 proximal  c o r t e x E 0 . 3 3 141

C 0.31 125

d i s t a l  c o r t e x E 0 . 3 7 109

C 0 . 3 3 96

proximal  marrow E 6.41 729

C 5.91 599

d i s t a l  marrow E 1.77 103

C 3 . 0 7 184

s k e l e t a l  muscle E 1.28 177

C 2 .0 3 236
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T a b l e  A . 3 . 1 1  S e c t i o n  3 .1  S h e a t h  g r o u p ,  t w o  w e e k  s u b g r o u p .
B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  
a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm 
m i c r o s p h e r e s  t w o  w e e k s  a f t e r  a u n i l a t e r a l  t i b i a l  d i a p h y s e a l  
o s t e o t o m y  w i t h  t h e  p e r i o s t e u m  a n d  s o f t  t i s s u e s  e x c l u d e d  by  
a s i l a s t i c  s h e a t h .  T h e  d i m e n s i o n  o f  f l o w  i s  m l / m i n . 1 0 0 g .

N o .  F l o w  Ms n u m b e r

1 proximal  c o r t e x  E 1 .96  240

C 2 . 2 3  261

d i s t a l  c o r t e x  E 1 .8 5  169

C 1 .00  90

proximal  marrow E 4 1 . 8 3  1214

C 5 0 . 1 0  1586

d i s t a l  marrow E 2 1 . 7 9  556

C 1 9 .29  484

s k e l e t a l  muscle E 2 5 .8 3  591

C 18.41 559

2 proximal  c o r t e x  E 1.45  322

C 0 . 5 0  105

d i s t a l  c o r t e x  E 2 . 6 2  399

C 0 . 7 5  112

proximal  marrow E 16 .17  898

C 2 1 . 9 0  1197

d i s t a l  marrow E 8 . 2 4  318

C 9 . 1 0  383

s k e l e t a l  muscle E 7 . 0 4  504

C 5 . 1 0  260

----------------------------------------------------------------------------------- c o n i  in u ed



>1.5 EXPERIMENTAL RESULTS 257

T a b l e  A . 3 . 11  ( c o n t i n u e d )

No F I ow Ms number

3 proximal  c o r t e x

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

1.07

0 . 4 6

1.22

0 . 5 8

15.27

17 .52

6.68

9 . 5 4

5 . 4 8

3 . 9 4

399

138

266

124

1049

1181

270

386

517

468

4 prox imal  c o r t e x

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

3 . 0 2

6 . 1 4

3 . 1 4  

6 . 4 5

2 5 . 8 8

4 3 . 7 4

15.51

17 .99

7 . 8 3

3 . 5 7

751

1385

516

910

1541

2605

713

902

450

205

5 proximal  c o r t e x

d i s t a l  c o r t e x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

2 . 2 3

0 . 7 6

0 . 4 3

0 . 7 3

3 7 . 3 4

3 1 .7 5

4 .5 1

11 .65

3 . 1 4

2 . 0 8

387 

105 

56 

83 

1529 

1300 

137 

311 

162 

117

c o n i i n u e d
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k . 3 . 1 1  ( c o n  t  i n u e d  )

N o . F 1 ow Ms n u m b e r

6 proximal  c o r te x E 3 . 4 5 627

c . 1 .8 9 316

d i s t a l  c o r t e x E 1.93 294

C 1 .2 9 195

prox im al  marrow E 3 1 .7 4 1361

C 2 7 . 7 6 1074

d i s t a l  marrow E 2 0 . 7 6 786

C 7 . 3 5 235

s k e l e t a l  muscle E 2 2 .1 7 951

C 2 0 .4 3 1632
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T a b l e  A 3 . 1 2  S e c t i o n  3 .1  N a i l  g r o u p ,  o n e  w e e k  s u b g r o u p .
B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  
a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  1 0 . 1  ( S D )  pm 
m i c r o s p h e r e s  o n e  w e e k  a f t e r  a u n i l a t e r a l  t i b i a l  d i a p h y s e a l  
o s t e o t o m y  w i t h  i n t r a m e d u I  I a r y n a i l i n g .  T h e  d i m e n s i o n  o f  
f l o w  i s  m l / m i n . 1 0 0 g .

N o . F I ow Ms n u m b e r

proximal  c o r t e x E 0.41 82

C 0 . 5 6 102

d i s t a l  c o r te x E 0 . 4 9 56

C 0 . 6 6 74

proximal  marrow E 9 . 6 9 160

C 19.56 760

d i s t a l  marrow E 1 .24 13

C 8 . 4 5 237

s k e l e t a l  muscle E 15 .58 897

C 7 . 5 7 501

proximal  c o r t e x E 1 .66 141

C 2 . 4 2 210

d i s t a l  c o r te x E 1.27 112

C 1.88 166

proximal  marrow E 19.12 237

C 4 4 . 4 6 1081

d i s t a l  marrow E 14.92 177

C 2 2 . 7 4 541

s k e l e t a l  muscle E 2 0 . 4 4 677

C 17 .08 671

c o n i  in u e d
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T a b l e  A . 3 . 1 2  ( c o n t i n u e d )

N o . F 1 ow Ms n u m b e r

3 proxima l  c o r t e x E 5.61 941

C 3 . 2 6 464

d i s t a l  c o r t e x E 10.60 1364

C 6 . 1 3 660

proximal  marrow E 5 . 9 3 116

C 3 4 . 5 8 1474

d i s t a l  marrow E 5.11 107

C 8 . 2 4 303

s k e 1 e t a  1 muse 1e E 8 . 0 7 291

C 12.10 700

4 proximal  c o r t e x E 7 . 7 9 827

C 4 . 0 2 353

d i s t a l  c o r t e x E 10 .13 925

C 5 . 6 2 433

prox im al  marrow E 7 6 .2 3 1051

C 125.25 2621

d i s t a l  marrow E 6 5 . 1 9 1131

C 4 7 . 9 9 1127

s k e l e t a l  muscle E 10 .89 200

C 16 .14 577

5 prox imal  c o r te x E 4 . 4 0 572

C 2.31 275

d i s t a l  c o r t e x E 6 . 0 7 500

C 3 . 1 4 238

proximal  marrow E 5 2 .9 0 902

C 75 .5 2 1864

d i s t a l  marrow E 12.20 194

C 2 6 . 7 9 598

s k e l e t a l  muscle E 18.05 583

C 2 9 . 3 9 1261

-------  coni  inued
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1 . 3 . 1 2  ( c o n t i n u e d )

N o . F 1 ow Ms n u m b e r

6 proximal  c o r t e x E 3 . 2 4 542

C 2 . 4 3 389

d i s t a l  c o r t e x E 4 . 7 4 612

C 4 . 0 0 466

proximal  marrow E 2 0 .7 8 386

C 55.51 1968

d i s t a l  marrow E 10.69 289

C 13.93 470

s k e l e t a l  muscle E 17.82 917

C 6 . 1 4 326
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T a b l e  A . 3 . 1 3  S e c t i o n  3 .1  N a l l  g r o u p ,  t w o  w e e k  s u b g r o u p .
B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a !  d i a p h y s i s  a n d  t h e  m u s c l e  o f  t h e  
a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h  1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm 
m i c r o s p h e r e s  t w o  w e e k s  a f t e r  a  u n i l a t e r a l  t i b i a l  d i a p h y s e a l  
o s t e o t o m y  w i t h  i n t r a m e d u I  I a r y n a i l i n g .  T h e  d i m e n s i o n  o f  
f l o w  i s  m l / m i n . 1 0 0 g .

N o .  F l o w  Ms n u m b e r

1 proximal  c o r te x  E 2.71  431

C 2 . 2 7  246

d i s t a l  c o r t e x  E 5.01 696

C 2 . 8 0  257

proximal  marrow E 3 0 .3 3  219

C 6 8 . 1 7  1744

d i s t a l  marrow E 17 .75  244

C 2 3 .7 0  529

s k e l e t a l  muscle E 10 .93 301

C 8 . 9 9  301

2 proximal  c o r te x  E 1 .4 0  733

C 1 .2 5  364

d i s t a l  c o r t e x  E 1.85  675

C 1 .3 5  308

proximal  marrow E 1 .5 8  93

C 2 1 .8 2  1928

d i s t a l  marrow E 9 . 6 8  525

C 4 . 0 4  307

s k e l e t a l  muscle E 5 . 5 2  428

C 6 . 3 9  654

----------------------------------------------------------------------------------- c o n i  in u e d
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T a b l e  A . 3 . 1 3  ( c o n t i n u e d )

N o . F I ow Ms number

proximal  c o r t e x E 5 . 1 4 718

C 1.82 181

d i s t a l  c o r t e x E 7 .1 3 796

C 4 . 1 6 310

proximal  marrow E 63 .41 1031

C 8 6 . 4 6 2422

d i s t a l  marrow E 7 8 .0 2 1057

C 3 0 .8 3 669

s k e l e t a l  muscle E 2 8 .5 5 787

C 19.36 691

proximal  c o r t e x E 4 . 4 8 1660

C 1.27 412

d i s t a l  c o r te x E 6 . 4 3 2252

C 1 .22 326

proximal  marrow E 6 . 2 7 377

C 4 0 .9 5 4347

d i s t a l  marrow E 3 . 3 9 86

C 9 . 0 6 646

s k e l e t a l  muscle E 10.87 1 103

C 5 . 5 7 742

proximal  c o r t e x E 1 .55 836

C 1 .63 646

d i s t a l  c o r te x E 2 . 1 3 870

C 1 .01 346

proximal  marrow E 0 . 9 8 44

C 4 5 . 0 8 4832

d i s t a l  marrow E 12.73 635

C 2 5 . 4 9 2351

s k e l e t a l  muscle E 5 . 9 4 815

C 2 . 3 5 481

c o n i i n u e d
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l. 3 . 1 3  ( c o n t i n u e d )

N o . F 1 ow Ms n u m b e r

6 proximal  c o r t e x E 1.01 594

C 0 . 4 7 223

d i s t a l  c o r te x E 1 .57 832

C 0 . 1 8 74

proximal  marrow E 4 . 5 5 397

C 2 8 . 0 2 4086

d i s t a l  marrow E 2 . 2 8 144

C 13 .8 6 1568

s k e l e t a l  muscle E 7 . 1 9 1253

C 4 . 6 4 939
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T a b l e  A . 3 . 1 4  S e c t i o n  3 . 2  L o w e r  e n e r g y  g r o u p ,  o n e  w e e k  
s u b g r o u p .  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  t h e  
m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h
1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  o n e  w e e k  a f t e r  a  u n i l a t e r a l  
l o w e r  e n e r g y  t i b i a l  d i a p h y s e a l  f r a c t u r e .  T h e  d i m e n s i o n  o f  
f l o w  i s  m l / m i n . l O O g .

N o .  F l o w  Ms n u m b e r

proximal  c o r t e x E 4.01 1553

C 2 . 5 8 892

d i s t a l  c o r t e x E 1.87 983

C 1.91 912

proximal  marrow E 7 . 9 5 804

C 2 4 . 4 2 2577

d i s t a l  marrow E 2.51 309

C 11 .97 1684

s k e l e t a l  muscle E 2 1 .0 2 2587

C 0 . 9 9 100

pro ximal  c o r te x E 3 . 6 4 925

C 2 .7 5 619

d i s t a l  c o r t e x E 5 . 7 6 679

C 5 .2 7 561

proximal  marrow E 3 5 . 1 6 1450

C 60.41 2541

d i s t a l  marrow E 9 . 4 2 233

C 2 3 .7 7 667

s k e l e t a l  muscle E 8 . 5 6 423

C 3 .5 7 147

c o n i i n u e d
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T a b l e  A . 3 . 1 4  ( c o n t i n u e d )

N o . F I ow Ms number

3 proximal  c o r t e x

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

2.66

2 . 0 8

6 . 2 3  

5 . 4 0

8 . 2 4  

2 8 . 1 4

5 . 3 7  

12 .18  

8 . 3 5  

3 . 4 2

813

510

1068

667

538

2040

241

522

545

185

4 proximal  c o r te x

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

0 . 8 0  

0 . 4 5  

1 .05  

1 .25  

11.42  

17.97  

3 .5 2  

4 . 7 6  

8 . 6 3  

4 . 8 9

508

264

370

413

1534

2548

307

427

1138

474

5 prox imal  c o r te x

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

0 .7 5  

0 . 3 9  

0 . 9 5  

0.71  

6 . 8 2  

6.71  

2 . 2 7  

4 . 4 4  

2 . 1 2  

1 .08

1 185 

567 

672  

442 

1971 

1865 

303 

688 

929  

352

c o n t  in u ed
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T a b l e  A . 3 . 1 4  ( c o n t i n u e d )

N o . F 1 ow Ms n u m b e r

6 proximal  c o r te x E 0 . 7 3 586

C 0.41 292

d i s t a l  c o r t e x E 2 . 0 0 717

C 0 . 7 5 230

proximal  marrow E 4 . 8 3 884

C 5.81 1536

d i s t a l  marrow E 1 .59 162

C 3 . 7 6 488

s k e l e t a l  muscle E 2 . 3 2 377

C 3 . 3 9 621
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T a b l e  A . 3 . 1 5  S e c t i o n  3 . 2  L o w e r  e n e r g y  g r o u p ,  t w o  w e e k  
s u b g r o u p .  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a  I d i a p h y s i s  a n d  t h e
m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h
1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  t w o  w e e k s  a f t e r  a
u n i l a t e r a l  l o w e r  e n e r g y  t i b i a l  d i a p h y s e a l  f r a c t u r e .  T h e
d i m e n s i o n  o f  f l o w  i s  m l / m i n . 1 0 0 g .

N o .  F l o w  Ms n u m b e r

1 proximal  c o r t e x  E 2 . 3 0  1248

C 1 .4 4  558

d i s t a l  c o r t e x  E 4 . 1 7  1249

C 3 . 5 5  669

proximal  marrow E 4 1 . 5 4  3075

C 4 1 . 4 2  3764

d i s t a l  marrow E 10 .32 503

C 8 . 5 6  518

s k e l e t a l  muscle E 2 . 2 7  206

C 3 . 5 0  342

2 proximal  c o r t e x  E 0 . 4 2  1072

C 0 . 3 2  547

d i s t a l  c o r te x  E 2 . 1 6  3291

C 0 . 8 9  848

proximal  marrow E 6 . 2 7  2354

C 4 . 7 0  2373

d i s t a l  marrow E 2 . 2 7  662

C 2 . 6 3  801

s k e l e t a l  muscle E 1.21 369

C 0 . 2 7  158

----------------------------------------------------------------------------------- c o n t  in u e d



A .3  EXPERIMENTAL RESULTS 269

T a b l e  A . 3 . 1 5  ( c o n t i n u e d )

No.  F l ow  Ms number

3 prox imal  c o r t e x  E 2.01 1103

C 0 . 6 5  254

d i s t a l  c o r te x  E 7 . 2 2  1630

C 3 . 0 7  540

proximal  marrow E 2 4 .8 2  2467

C 2 9 . 0 6  2888

d i s t a l  marrow E 7 .4 5  516

C 12.01 796

s k e l e t a l  muscle E 13 .66 761

C 3 . 0 7  263

4 prox imal  c o r t e x  E 2 . 9 5  1130

C 1 .60  420

d i s t a l  c o r te x  E 0 . 8 4  476

C 0 . 4 6  222

proximal  marrow E 6 . 5 5  546

C 19.31 1726

d i s t a l  marrow E 5 . 4 6  662

C 7 . 0 9  944

s k e l e t a l  muscle E 3 . 2 8  352

C 3 . 4 2  578

5 proximal  c o r t e x  E 0 . 9 0  738

C 0 . 3 2  218

d i s t a l  c o r te x  E 2 . 9 0  1102

C 1.12 392

proximal  marrow E 19 .46  2340

C 16.82 2164

d i s t a l  marrow E 7 .4 5  521

C 8 . 6 6  678

s k e l e t a l  muscle E 7 .3 2  1105

C 3 . 1 5  554

----------------------------------------------------------------------------------- c o n i  in u e d
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l. 3 . 1 5  ( c o n t i n u e d )

N o . F 1 ow Ms n u m b e r

6 proximal  c o r te x E 3.  18 794

C 0 . 6 9 151

d i s t a l  c o r t e x E 5 .9 7 998

C 1.53 173

proxima l  marrow E 25.71 522

C 3 3 .6 3 1004

d i s t a l  marrow E 13.72 229

C 19.28 437

s k e l e t a l  muscle E 2 8 .2 8 1756

C 3 . 4 8 266
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T a b l e  A . 3 . 1 6  S e c t i o n  3 . 2  H i g h e r  e n e r g y  g r o u p ,  o n e  w e e k  
s u b g r o u p .  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  t h e  
m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h
1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  o n e  w e e k  a f t e r  a u n i l a t e r a l  
h i g h e r  e n e r g y  t i b i a l  d i a p h y s e a l  f r a c t u r e .  T h e  d i m e n s i o n  o f  
f l o w  i s  m l / m i n . 1 0 0 g .

N o . F I ow Ms n u m b e r

1 proximal  c o r t e x

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

0 .71

0 .3 7

2.71

1.86

12.22

16.52

6 . 4 4

11.11

6.61

3 . 6 3

600  

281 

1 179 

791 

2099  

2946  

731 

1477 

1029 

648

2 proximal  c o r t e x

d i s t a l  c o r te x

proximal  marrow

d i s t a l  marrow

s k e l e t a l  muscle

1.31

0 .5 5

6 . 7 8

2 . 9 4

3 6 .0 3

74 .27  

11 .06

2 3 .2 8  

1.19  

3 .4 8

405

170

1279

498

2544

5064

431

1134

240

170

c o n i i n u e d
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1 . 3 . 1 6  ( c o n t i n u e d )

N o . F 1 ow Ms n u m b e r

3 prox imal  c o r t e x E 0.51 238

C 0 . 4 0 188

d i s t a l  c o r t e x E 2 .0 3 499

C 1 .71 413

proximal  marrow E 19 .14 2327

C 3 1 . 6 6 3849

d i s t a l  marrow E 8 . 7 6 732

C 9 . 3 5 764

s k e l e t a l  muscle E 2 . 8 3 317

C 1.77 289

4 proximal  c o r te x E 0 . 2 6 170

C 0 . 1 4 82

d i s t a l  c o r t e x E 1 .20 455

C 0 . 6 8 213

proximal  marrow E 0 . 1 4 26

C 11 .76 1752

d i s t a l  marrow E 2 . 4 9 294

C 4 . 5 2 465

s k e l e t a l  muscle E 2 .1 0 400

C 1 .59 395

5 prox imal  c o r te x E 0 .5 5 427

C 0 . 4 7 333

d i s t a l  c o r t e x E 1.58 674

C 1.04 396

pro ximal  marrow E 14.48 1972

C 21 .5 2 3155

d i s t a l  marrow E 8 . 9 2 841

C 7 .5 3 788

s k e l e t a l  muscle E 4 . 4 4 1162

C 2 . 9 4 759
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T a b l e  A . 3 . 1 7  S e c t i o n  3 . 2  H i g h e r  e n e r g y  g r o u p ,  t w o  w e e k  
s u b g r o u p .  B l o o d  f l o w s  t o  t h e  t i b i a l  d i a p h y s i s  a n d  t h e
m u s c l e  o f  t h e  a n t e r i o r  c o m p a r t m e n t ,  m e a s u r e d  w i t h
1 1 . 3  ± 0 . 1  ( S D )  pm m i c r o s p h e r e s  t w o  w e e k s  a f t e r  a
u n i l a t e r a l  h i g h e r  e n e r g y  t i b i a l  d i a p h y s e a l  f r a c t u r e .  T h e
d i m e n s i o n  o f  f l o w  i s  m l / m i n . 1 0 0 g .

N o .  F l o w  Ms n u m b e r

1 proximal  c o r t e x  E 3.81 1587

C 0 . 9 4  295

d i s t a l  c o r t e x  E 14 .10  2451

C 4.21  568

proximal  marrow E 4 1 . 3 2  2612

C 4 2 .0 3  3065

d i s t a l  marrow E 2 4 . 3 4  799

C 11.97 495

s k e l e t a l  muscle E 7 . 5 0  428

C 5 .2 7  423

2 prox imal  c o r t e x  E 0 . 5 8  353

C 0 . 2 0  96

d i s t a l  c o r t e x  E 2 . 4 3  810

C 0 . 7 4  179

proximal  marrow E 2 6 . 1 4  3366

C 2 7 .1 5  3869

d i s t a l  marrow E 4 . 8 7  444

C 9 . 3 6  932

s k e l e t a l  muscle E 2 . 5 9  200

C 2 . 0 4  140

----------------------------------------------------------------------------------  c o n t  in u e d
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T a b l e  A . 3 . 1 7  ( c o n t i n u e d )

N o . F I ow Ms number

proximal c o r te x E 1.15 618

C 0 . 7 3 289

d i s t a l  c o r te x E 5 .9 8 1487

C 2 . 0 8 383

proximal  marrow E 5 7 .5 5 5552

C 4 8 . 7 3 4407

d i s t a l  marrow E 13.87 753

C 14.40 847

s k e l e t a l  muscle E 8 . 7 2 697

C 4 . 3 2 372

proximal  c o r te x E 0.91 377

C 0 . 5 5 177

d i s t a l  c o r te x E 2 . 5 6 560

C 1.47 269

proximal  marrow E 18.31 1274

C 19.63 1392

d i s t a l  marrow E 5 .4 3 238

C 6 . 3 5 278

s k e l e t a l  muscle E 4 . 2 8 293

C 3 . 4 0 307

proximal  c o r te x E 1.43 655

C 0 . 6 6 255

d i s t a l  c o r t e x E 4 . 2 5 1305

C 2 . 5 4 590

proximal  marrow E 3 5 . 4 6 2830

C 18.90 1574

d i s t a l  marrow E 14.62 913

C 5 . 9 4 392

s k e l e t a l  muscle E 4 . 1 0 434

C 2 . 2 4 230

c o n i  i  nued
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1 . 3 . 1 7  ( c o n t i n u e d )

N o . F 1 ow Ms n u m b e r

6 proximal  c o r te x E 1.61 682

C 0 . 5 6 214

d i s t a l  c o r te x E 7 . 3 8 1756

C 2 . 9 3 521

proximal  marrow E 4 6 . 5 0 3067

C 5 3 .5 9 3996

d i s t a l  marrow E 13.41 539

C 16.27 793

s k e l e t a l  muscle E 2.71 198

C 1 .03 87
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