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Zusammenfassung

2. Zusammenfassung

Mit dem Ziel, die Anzahl der operativen Eingriffe so gering wie méglich zu halten, traten in den letzten
Jahren biodegradierbare Implantate iden Vordergrund. Die Degradation der eingesetzten
Materialien durch physiologische Prozesse des Organismus eribrigt einen zusatzlichen Eingriff zur
Entfernung des Implantates. Die Vorteile der magnesiumbasierten Legierungen liegen in den
vielfaltigen esseriellen Funktionen, die das Element im Kérper ausiibt. Die Metabolisierung des
Materials hangt im Wesentlichen von den immunologischen Prozessen und deren Hauptakteuren ab,
den Leukozyten. Die korrosiven Prozesse detblsigierten Legierungen beeinflussemzeinen die
Differenzierung der beteiligten Zellen, wie auch das periimplantdre Gewebe. Das Aufschlisseln des
immunologischen Profils wahrend der Implantationsstudie, erlaubt die Prozesse, die Uber den Erfolg
der Implantation entscheiden, besser zu vergrlund diese gezielt mit der Intention der Vermeidung

der Implantationsabstof3ung einzusetzen. In der vorliegenden Arbeit konnten Leukozytenprofile fur
das immunaktivierende Material ReferenzmateffalRMF), sowie Magnesiumlegierungen (WE43)
mit Anteilen an seltenen Erden und (potentiell korrosionsprotektiven) Beschichtungen aus
Bioglas/Chitosan (BG) und Bioglas/Chitosan/SiliziumdioxidS(B@rstellt werden. Die Ergebnisse
zeigten einen Zusammenhang zwischen der Makrophd@eanulozytenprasenz und der
Rbrinproportion in der Implantatkapsel, sowie eine Korrelation der oben genannten Populationen und
makroskopischen Merkmalen. Der Vergleich der Blutwerte bei der Explantation deutet auf
systemische Veranderungen als Folge der Implantation des Referenmisalén. Diese Werte kdnnen

als Referenz einer starken Immunreaktion zur Testung von neuen Implantatmaterialien verwendet
werden. Histologiscimakroskopische Merkmale, die eine Immunreaktion charakterisieren sind nur
post mortem feststellbar und daher it fir eine friihzeitige, nichinvasive Analyse der
Immunreaktion geeignet. Die Korrosionsmerkmale des W&ABdkorpers wurden nicht von den
verwendeten Beschichtungen beeinflusst, wobei die Immunreaktion in eine
proinflammatorisch/neutrale Richtung geleinwurde. Daher sind die oben genannten Beschichtungen

als Korrosionsschutz fiir magnesiumbasierte Implantate nicht geeignet.



Summary

3. Summary

In the last few years, biodegradable implants got high attention in order to avoid secondary surgery
for implant renoval. The degradation of the materials by physiological processes of the organism
avoids a repeated intervention for implant removal. The benefits of magnebased alloys result

from a variety of essential functions magnesium (Mg) exerts in the bodynEtabolism of the
implant material essentially depends on the immunological processes and their main constituents
involved, the leukocytes. The corrosive processes of thédsgd alloys influence the differentiation

of the involved cells and the pamplant tissue. The investigation of the immunological profile in the
peri-implant tissue during the implantation period allows a better understanding of the processes,
which decide on the success of the implantation, specifically to prevent implantatiocticgjeln the
present study, leukocyte profiles could be evaluated addressing for the imi@anin@ncing reference
material (RMF) as well as pure WE43 magnesium alloys containing rare earths and (potentially
corrosionprotective) coatings of bioglass/chitas (BG) and bioglass/chitosan/silica {Bie We were

able to observe a correlation between the macrophage/granulocyte presence and the fibrin proportion
in the implant capsule, as well as to correlate the abmantioned populations and macroscopic
features. Comparing blood values at different explantation time points indicates systemic changes as
a result of the implantation of the reference material. These values can be used as a reference of a
strong immune response when testing new implants or implaaterials. The macroscopic features
characterizing the immune reaction are detectable only post mortem. Therefore, these methods are
not suitable for an early neimvasive analysis of the immune reaction. The corrosion of the WE43
sample is not reduced byhe investigated coatings, however the coatings demonstrate a
proinflammatory/neutral immune response. As a consequence, the coatings are not suitable for

magnesiurdbased implants.
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4. Einleitung

Die Korrosion biodegradierbarer Implantate und die daraus resultierenden physiologischen und
biochemischen Prozesse verkdrpern eineisei¢n Vorteil und andererseits die Herausforderung der
Implantate. Die Metabolisierungsfahigkeit eines biodegradierbaren Implantates stellt die
urspriingliche Zweckhaftigkeit desselben dar. Andererseits verliert das Material an Stabilitat und
beeinflusst da umgebende Milieu durch Korrosionsprodukte. Die Geschwindigkeit der Korrosion ist
hierbei maf3geblich. So gittas Titan mit seiner stabilen Deckschicht aus Titandioaid ein stark
korrosionsbestandigeMaterial und ist daher alsh Y SNl Sa a > 0 A 2 | 2 Wedal &tark £ S a
verbreitet [1]. Die Korrosionsbesténdigkeit von Magnesium ist wesentlich gariigy wassrigen

Milieu kommt es zu einer raschen Passivierung des Materials. Es entsteht eine diunne Schicht aus
schwerldslichem Magnesiumhydroxid um das Implantat herum, die weitere Korrosion leicht verzdgert

[2]. Bn zweites Produkt der Reaktion ist Wasseifgas(Formel(1).

MMg(s)+2bh 6 I MPOH)Ss) + H(9)[2]

Die Korrosionsgeschwindigkeit hangt wesentlich von der Materialzusammensetzung des Implantats,
der Oberflachenbeschaffenheit aber auch von den Komponenten des Losungsmittels aler Bei
Bestimmung der Legierung sollte neben der Korrosionsbestandigkeit auch die Stabilitat des
zukunftigen mechanischen Implantats sowie die Biokompatibilitat beachtet werden. Die Abstimmung
der drei Parameter aufeinander stellt meist die grofdte Heraushrdg dar. Das persistente
Verbleiben eines alloplastischen Objektésn Sinne von korperfremae Ersatzmaterial)im
Organismus ruft eine dauerhafte Aktivierung des Immunsystems heki@m.welcher Natur die
Immunreaktion ist, h&ngt von einer Vielfalt afriterien des eingesetzten Materials ab. Potentiell
immunsuppressive, bakterizid®steozytenproliferationférdernde Substanzen wie Chitosan, Bioglas

45S5 undSiliziumdioxid3], [4], [5] wurden als Beschichtungsmaterial zur Reduktion der initialen

Korrosionder WE4B S3 A SNHzy 3 0 Sy dziBIFHFES 1divt NKy f A{OKSIaf t IS NRA A &

im Organismus zu erméglichendidabei seine vorteilhaften Eigenschaften fir die Heilung zu nutzen
Das Ziel war egin immunologisches Profil der Wirtsreaktion auf Bioglas/Chitosan Beschichtungen mit
und ohne Siliziumzusatz in Verbindung mit Magnesiumkorrosion zu erstellen um fol§eagien

charakterisieren zu konnen:

1. Zellverhalten
0 Wie verdndert sich das Differenzierungsverhalten der Makrophagen (M1/M2 Verhéltnis)
und Rekrutierungsverhalten der Granulozyten unter Einwirkung von WEA43,
Bioglas/Chitsan und Bioglas/Chitosadilizium  enthltener  biodegradierbarer
Implantate?

0 Wie verhalten sich andere Leukozyten?
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2. Translation von Erkenntnismustern
o Kann das durchflusszytometrisch erstellte Profil auf das makroskopische und histologische
Erscheinungsbild des periimplantaren Gewebes Ubertragemen?
0 Gibt es systemische Indizien einer Immunreaktion?
o0 Konnen diese Merkmale zur frihzeitigen validen Erkennung einer starken Immunreaktion

beitragen?

Um die Fragestellungen unter 1 und 2 beantworten zu kdnnen bedaréreAuklarung der in Folge

beschriebeneProzesse im Zusammenhang mit der Implantation.

4.1 Immunreaktion auf Implantation

Ein chirurgischer Eingriff mit begleitender Zerstérung unterschiedlicher Zellschichten stellt eine initiale
vortbergehende UnregelmaRigkdit Korger eines Organismus dar. Bei normalen Umstanden (ohne

eines dauerhaften Aufenthalts eines Fremdkdrpers) kommt es grob zur voriibergehenden lokalen
Alkalisierung durch Zellschrdib], [7] und Aktivierung des Immunsystems, was zum Abraumen der
defekten Zellen und Neutralisierung méglicher Pathogene, sowie einer abschlieRenden Wundheilung,
Erliegen der Immunantwort und der Einstellung des physiologischen leicht sausstiliptts fiihren

wurde [8]. Das persistente Verbleiben eines alloplastischen Objektes im Organismus ruft eine
dauerhafte Aktivierung des Immunsystems hervor. Basierend auf zahlreichen Untersuchungen in
diversen Spezies konnteneallgemeinessclema der Ablaufe und Prozesse nach einer Implantation in
lebenden Organismen definiert werden. Grobwirdeesy I OKG t KIF &Sy dzy G-SNIi SA £
MateriatL Y 1 SNJ {1 GA2y TTh @2 NI NdzZFA3IS al GNRAEOAf Rdzy3d TIbh ! | dz
9y GaidSKdzy3 RS& DNIydzZ FdA2ya3asSegSosSa M9, QABDER] | NLIS
Phasen sind variabel je nach chemischen und physikalischen Eigenschaften des eingesetzten Materials,
seiner Lokalisation und Dauer des Aufenthalts, Form des Implantats, Oberflachenbeschaffenheit,
Ladung und sonstigen Merkmalen. Rieste Zellen, sowie durch die Blutgefal3verletzungen
eingewanderte Zellen stellen den ersten zelluldaren Kontaktpartnepdseinbehafteten Implantate

dar. Meist sind es ubiquitar im Kérper vorkommende Makrophagen, dendritische Zellen, Mastzellen,
sowiedurch die Extravasation wahrend des chirurgischen Eingriffs eingewanderte polymorphnukleére
Zellen und Monozyten. Mastzellen besitzen sehr vielfaltige Funktionen. Nach der Aktivierung z.B.
durch Implantation, sezernieren sie eine breite Palette an Medé@towrie Histamin, Prostaglandin,
Leukotrieng sowie eine Reihe an Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren, die unteranderem
vasoaktiv wirken, indem sie die Gefal3permeabilitat steigern und dieuRerung von Leukozyten an
denInflammationsherddrdern. Dabei spielt Histamin eine wesentliche Rolle bei der Rekrutierung und

der Anhaftung der Phagozyten (Makrophagen/Monozyten und Granulozytewljeaimplantierten

6
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Materialien [11]. Mastellen kénnen je nach Stimule®wohl prae, als auch artinflammatorisch
wirken [12]. Dendritische Zellenwurden im Zusammenhang mitmiplantatmaterialien bisher
ungeniigend untersucht. Die Vielfallt dieser Zellart und die Fahigkeit sich in andere Subklassen
abhangig vom Stimulus umzuwandekrschwert die Definition der Rolle der DCs wahrend der
Immunreaktion gegen implantigx alloplastische ObjektdPrinzipiell sind diese Zellen die potentesten
Vertreter der antigenprasentierenden Zellen (APCs) und tUbernehmen die Rolle der Induktoren der
erworbenen Immunantwortindem siedie T-Zellen spezifisch, durch Prasentatider phagozytierten
Proteine auden MHCII-Molekllen, aktivieren. Auch diese Zellen kénnen die Immunreaktion férdern,
aber auch eine Toleranz gegenuber Tragern der aufgenommenen Peptide indyz@reBisher ist
bekannt, dass dendritische Zellen implantierten Bereichen prasent sinfl4]. 25% der am
Inflammationsort einwanderden Monozyten differenzieren sichn Rictiung der DCs und wandern
mit aufgenommenen Partikeln zu nahgelegenen Lymphkn{it&h [14]. Dort akkumulieren diese bis
Tag 4 imT-ZellbereichParacortex) und exprimieren dabei reichlich kostimulatorisdfielekiile sowie
MHCHKomplexe[15]. Residente DCs nehmen geringe Mengen an Fremdmaterialraubleiben
uberwiegend am Applikationsoft5]. Zudem zeigen dendritische Zellen eine phanotypische Anderung
von einem aktiven Phanotyp in frilheren Zeitpunkten der Imiaton (6 Tage) zum tollerogenen
jedoch nicht anergem Phanotyp mit geringer Expression anrkoktiorischen Molekulen sowie
MHCII im weiteren Verlauf (14 Tage) am Implantationsort. Das tollerogene Auftigitel von
erhéhten Mengen an HLO und TG¥ begleitet[14]. Zudem wirddie Toleranz z&elbstantigervon
dendritischen Zellenunterhalten. Diese nehmenam Inflammationsort bzw. Implantationsort
autologen Zellschrot dwndwandern zdymphatischen Organemwo sie zur negativen Selektion der
Lymphozyten beitragen, sowie regulatorisch&dllen imluzieren Die peripheren Antigene werden
No SNBASISYR @2y *YOCINS ENEK R S uhd dlasmatoiden DC (pDC)
prasentiert [16]. Neutrophile Granulozyten zeigen &hnlich zu den Mastzellen einen breiten
Wirkspektrum mit der Phagozytose von alloplastischen Partikeln, Sekdbtierser Effektormolekile

wie Chemokine und Zytokine, und einer Art Opsonisierung von Oberflacipdentierter Materialen

[17], die durch ihre rdumliche Ausdehnung1@um) furdie Phagozytose nicht geeigneind[18]. Die
Opsonisierung erfolgt beim apoptotischen Niedergang (NET@Si)ler Granulozyten, dabei werden
NETs (neutrophil extracellular traps) aus granularem Protein und Chromatin ausgdtijet
Zusammen mit anderen Proteinen und Leukozyten, sowie Fibrin sigetDpsonisierungpotentiell

eine Rolle bei der Immunreaktion und Ausbildung einer fibrésen Kapsel um das Implantat herum.
Unteranderem seitens Neutrophilendunzierte respiratorisch8urst tragtaul3edem der Degradation

der implantierten Materialien bei. Die Sekretion der Zytokine und Chemokine unterstiitzt weitere
Leukozytenekrutierung und moduliert den Verlauf der Immunreaktion. Auch diese Zellen kéatieen

Immunreaktion in pre und anti-inflammatorische Richtung lenken, durch da®duzierervon TH1
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und TH2 Zytokinen INFy und IL4 [20]. Diese Zytokine beeinflussen aktiv die Differenzierung der
Hauptakteure der Immunreaktion gegen fremdartige Materialiender Makrophagen. So wie
dendritische Zellen treten auch Makrophagen je nabfioknmilieu-Kontext in unterschiedlichen
Phanotypen aufEs waren zu nennemlie aus dem Blut eingewanderten Monozyten, die sich in DCs
oder Makrophagen differenzieren, residente Makrophagen, klassisch aktivierte M1 Makrophagen,
alternativ aktiviete M2 Makrophagen mit einer breiten Aufspaltung des zweiten Subtyps in M2a, M2b,
M2c, M2d mit variablen Funktionsspektren, sowie regulatorische Makrophagen und
implantationsrelevante FremdkorperriesenzelleDeails unter 4.3) [21]. Die Klassifikation der
reichlich vertretenen Leukozytenart wird stetig erweitert und stellt eine Herausforderung aufgrund
des wandelbaren Phanotyps deopilation dar. Grob skizziert, gewéhrleisten diese Zellen die
Sauberung des periimplantaren Bereict® Wundheilung im postoperativen Gewebe, Regulierung
der Immunreaktion durch Sekretion vielfaltiger Effektormolek{i®2], sowie Ausbildung oder
Vermeidung eier Fibrinkapsel, die zwer Separation des Materials vom Wirtsgewebe und
Implantatversagen fihren kann. Auch diese Zellen reagieren auf die provisorische Matrix aus
adherierten konformationskonformen oder abgewandelten Proteinen,
Komplementsystembestandien (IgG, C3b), aktivierten Plattchen, Fibrin, Endothelzellen und allerlei
Zellschrott auf der Oberflache der Implantate. Dodben genanntenersten 4 Phasender
Immunreaktion gegen Implantateeten innerhalb von Sekunden bignigen Tage ein. Dfelgenden
Phasen kdnnen abhangig von dem Ausmal3 der Verletzung Wochen bis Monate lang andauern. In der
chronischen Phase der Immunantwé&dmmen aktivierte Lymphozyteaufgrund des persistierenden
Reizes seitens des implantierten tdaals, zum Inflammationsort und regulieren neben den
gegenwartigen Leukozyten den weiteren Verlauf der Immunreaktion durch Zytokinsekretion.
Makrophagen sezernieren weiterhzusammen mit Fibroblasteaine Vielfalt an Medi@ren, die
unteranderem die Vaskularisierung des Gewebes induzieren und die Granulation fordern. Die
Gewebsregeneration mit dem Ziel des Verschlusses der Wunde tritt innerhalb des ersten Tages nach

Verletzung ein (sieh4.2) [23].

Die Fremdkorperreaktion wird durch die Anwesenheit von Fremdkorperriesenzellen charakterisiert.

Wie oben bereits erwdhnizdhlen diese zu den Makrophagen und esigm Gegenteil zu anderen

Arten der Riesenzellen eine diffuse Verteilung der Kerne im fusioniertem Zytoplasma (Datiils

4.3). Eire Reihe induktiver Prozesse dentstehungder Fremdkorpeliesenzella (foreign body giant
cel,FBGA)ANR AYy RSNJ[AGSNI (dzNJ RAA] dzli RIERE b2 62 ¥ S& = R 6 RJ
die Phagozyten aufgrund der GréRenunterschiededidle und des Implantats versagen das Material

zu phagozytierten und daraufhin fusionieren. Zum anderen wird an der Materialoberfidehe

adherierten Proteinen wi€ M-, 1-,1 2-integrinen, CD44, sowie dem R®@Dschnitt des Vitronektis

eine fusionsnduktive Wirkung zuerkanri21]. Ein weiterer Stimulus ist das Zytokird|lwelches von

8
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TH2 Zellen und Granulozyten sezerniert wird [24]. Wahrend der Immunreaktion sezernierte
Effektormolekiile fordern die Exgssion von Adhasionsmolekilen aen Zelloberflachen. Einige
dieserAdhasionsmolekilgverden ebenfalls in Zusammenhang mit der Fusion von Makrophagen zu
Fremdkorperriesenzellen gebracht. Studien haben einen signifikanten ZusammenhariidFapn
vermittelten Induktion von LFA (CD11/CD18) und ICAM Molekilexpression und Fusion der
Makrophagen gezeid®5]. Bisher ist nicht genau definiert, ob die Fremdkdrperriesenzellen sich aus

M1, M2 oder Monozyn entwickeln21] .

Die letzte Phasedes Reaktionsschemas auf fremde Substanzen, die Bildung einer fibrésen Kapsel um
das implantierte Material, ist auch variabel. Abhdngig von der Gewebsart im Sinne des regenerativen
Vermoégens der beteiligten Zelleder Lokalisation der Implantation (Zellart, Durchblutung), dem Maf3
der Zerstbrung (Zustand des Stroi@aristes) sowie systemische Komorbiditdten, kommt es
entweder zur Regeneration des urspringlichen Gewebes oder zuisdibr Kapselbildung. Das

zerstore Gewebe wird entsprechend mit Parenchymzellen oder mit Bindegewebe vervolls@adigt

4.2 Magnesium und Wundheilung

Alle Prozesse wahrend der Implantation tragen einen hochgradig dynamischen Charakter und finden
meist parallel zu einander statt. Neben dem immunologischen System wird konkomitierend die
Koagulationskaskade und das Wundheilungssystem aktiviert. Sei es im Kontext einer Implantation oder
einer konventionellen Verletzung, ist ein Organismus darauf exidget die Verletzung zu
eliminieren indem es die Blutung stoppt, die Wunde reinigt und die Prozesse der Wundheilung
aktiviert. Die Wundheilung wird wie viele andere Prozesse im Organismus in Phasen eingeteilt. Je nach
Quelle umfasst dieser Prozess8bip t KF aSy® Ly RSNJ SNBRGSY t KI&asSs
grob zum temporaren provisorischen Verschluss der Verletzung durch die Koagulation,
Odematisierungdes periimplantaren GewebegsR6tung Schwellungaufgrund de austretenden
Lymphe unddes Blutes sowie durch die von Histamin induziert®¥’asodilatation und erhéhte
Endothepermeabilitat die die Einwanderung der Leukozyten in das beschadigte Gewebe
gewehrleistet [26]. Die Hamostase st ein verschachtelter Prozess, der von zahlreichen
Gerinnungsfaktoren reguliert und in priméare usgkundare Phaseeingeteilt wird [27]. In der
primaren Phase Ubernehmen die Thrombozyten den groben Verschluss der Wigle
Gefal3permeabilitait wird dweh Vasokonstriktion gemindert. In der sekundaren Phase, der
plasmatische Hamostase, wird die Verstarkung désrombozytenpfropés mit Fibrinfaden und
eingeflochtenen Erythrozyten durch die Aktivierung der Gerinnungsfaktorenkaskagkelesiat. Mit

der Aktivierung der Gerinnungskaskade (Hamostase) wird gleichzeitig die Fibrinolyse eing@dpitet

die temporal versetzt ablauft und erst in der dritten Phase Wundheilungder Granulationsphase

9
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oder proliferativen Phase, einsetzt. Die zweite Phase der Wundheilung, die resorptive Phase,
beinhaltet grob die Sauberung der Wunde durch Phagozyten und die Proliferation der Fibroblasten
[26]. Die Fibrinolyse in der dritten Phase der Wundhejlgeht mit dem Ersatz des temporaren
ThrombozyterFibrinPfropf durch Einlagerung vokollagenen Bindegewebsfasern und einer
verstarkten Vaskularisierung des Gewebes einher. Das Granulationsgewebe entsteht und die Wunde
wird zusammengezogen. In der Regtionsphase wird die Wunde vollstandig geschlosdgie
Kollagenfasern verdichten sich und es kommt zu einer Epithelisation #ectinozyteAMigration

[26]. Die fordernde Wirkung von Magnesium bei den Prozessen der Waiindg wurde schon friih
erkannt. Der Effekt zeigt sich sowohl intrinsisch als auch extrinsisch. Bereits 1942 nutzte A. T.
Andreasen den Vorteil eines MagnesiumsulWatbandes bei nassen, infizierten Wunden von
Diabetespatienten, sowie schmutzigen Schussden und anderen Wunden jeglicher Art an diversen
Kdrperstellen29]. Selbst im Gesichtind Kieferbereich wurde eine schnelle Abheilung, Granulation
und geringe Narbenbildung unter Verwendung von Magnesiumsulfat erzielt. Aktuelle Studien mit einer
oralen Applikation von Magnesiumoxid zeigen eineifilggnte Reduktion von Ulkiénge,-Breite und

-Tiefe bei Patienten mit einem diabetischen FuRgeschi80t. Zusatzliche Vorteile einer solchen
Behandlung zeigten sich in einer signifikanten Reduktion desldven Proteins (CRPAkute-Phase
Protein), sowie Steigerung déotalen antioxidativen Kapazitat(TAC)[30]. Die Ursachen fir die
effizientere Wundheilung liean in der verbesserten Kollagenproduktion, gesteigerten Proliferation
und Migration von Endothelzellef81], [32] sowie elastizatsunterstitzenden Eigenschaften von
Magnesiun{33]. Eine verminderte d@razellulare Magnesiumkaentration mindert die proliferativen

und die migratorischen Fahigkeiten der Zellen. Neben den vorteilhaften Eigenschaften von Magnesium
fur die Wundheilung, konnte auch eine hemmende Wirkung auf Pnohd Lysylhydroxylasen und
damit eine fur die Implantation essenzielle antifibrotische Wirkung beobachtet wdiignAuch die
Granulationsphase der Wundheilung wird erheblich von Magnesium beeinflusst, indem es die
proinflammatorischen Zytokine der M1 Makropteayginhibiert und die Differenzierung der MSCs
(mesenchymal&tammzellehfordert [35]. Castiglioni S. et apezifizierteden antiinflammatorischen
Effekte auf die Reduktion der Aktivitdt des Transkriptionsfaktor&kBlEnddes Toltike-Rezeptos

(TLR}% sowie zuvor erwdhnte Reduktion der Produktion der inflammatorisciy@vkihie und reaktiver

Sauerstoffspezie§36]. So unterstitzt eine schwache Immunreaktion eine schnelle Abheilung des

Gewebes. Neben den Makrophagen kdnnen auch andere Leukozyten die Wundheilung beeinflussen.

Die eosinophilen Granulozyten kénnen #ibrinogenesadurch die Sekretion von unteranderemem
Gewebefaktor(Tissue FactoiTF)[37], [38]dzy R %@ (12 1 A Yy Sy -18[3%sowol @idam dzy R
als auchdurch die Sekretion von Plasminogéuch Profibrinolysi) reduzieren[40]. Dabeischeint
Fibrin, Fibrinogen odefibrinbildungsforderndeproteolytischeEnzyme einattrahierende Wirkung

auf eosinophile Granulozyten auszulibg40]. Eine Korrelation zwischen deredruktion der
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Magnesiumkonzentratioim Blutund der simultan steigenden Menge an Histamin und eosinophilen

Granulozyterim Blutkonnte ebenfalls bereits beobachtet werdgti].

4.3 Rolle von Makrophagen bei der Immunreaktion gegen alloplastische

Materialien

Makrophagen werde basierer auf unzéhligen Studien weiterhals die wichtigste Zellart wahrend

der Immunreaktion gegen alloplastische implantierte Materialien angesehen. Abgesehen vom
unterschiedlichen Funktionsprofil besitzen alle Makrophagen ein enormes modulatorisches
Aktionsspektrum Uber direkten ZelellKortakt, Sekretion spezifischeZytokine und Chemokine,
sowie ROS Produktiamd Phagozytose. Unbeachtet der vielen Subpopulationen der Makrophagen,
kommt eine grobe Tendenz der M1 und M2 MakrophaderBezug auf die Implantation und
Entstehung einer fibréen Kapsel aus bisherigen Studien zustande. Eine anhaltende Dominanz der M1
Makrophagen resultiert meist in einer Fremdkdrperreaktion mit FBGCeimeadfibrosen Kapsgh2],

[43], [44]. Jedoclygibt es auch Indizieainer Fibrin induktiven Fahigkesieitensder M2 Makrophagen

[45], sowieseitensM2 Makrophagen induzierenden Zytokili-4 [24]. Die Klassifikation der beiden
Populationen (M1 und M2) ist an die Produzenten (TH1 undZdi&h) der induktiven Zytokine INF

y und Ik4 angelehnt. Eingehende Untersuchungen der Funktionen und der Oberflachenmarker
identifizieren eine weit komplexere Gliederung der Population. Durch weiterschreitende Entwicklung
der Methoden, sowie der Antikérpspektren fir unterschiedliche Spezies wurden aktuell weit mehr
als die zwei Makrophag@opulationen definiert. Dabei scheinen einige Subtypen ein starkeres Fibrose
stimulierendes Potential zu besitzen als andere. M2a und M2c Zellen werden filsqtireche Zellen
angeseherj42], wobei M2a Makrophagen zuderu der Rekrutierung von Basophilen, Eosinophilen
und TH2Zellen beitragenM2c Zellerférdern die Rekrutierung der Eosinophilen und der THO Zellen
[46]. M2d Zellen, auch afifbrotische Makrophagen genannt, sollen eine fibroseprotektive Wirkung
besitzen. Die Studien bezlglich débroseinduktiven Kapazitdt deM2 Makrophagen sind jedoch
sehr rar. Viele Studien berichten auch von einer M2 induzierten konstruktiven
Gewebsumstrukturierunglie den regenerativen Prozessen forderlich wikk2], [43], [44]. Betrachtet

man grob die Funktionsspektren der einzelnen Subpopulation wahrend einer Immunreaktion, wird die
Wichtigkeit beider Agenten (M1 und M2) ersichtlich. So wird das zerstorte Wirtsgewebe, sowie
mogliche Pathogene nachreir Implantation von M1 Makrophagen entfernt, die Wunde dadurch
gereinigt und fir den Heilungsprozess vorbereitet. Spater in der Immunreaktion sezernieren alternativ
aktivierte M2 Makrophagen Proteine der extrazellularen Matrix Fronektinuy R 1 LDl o X
induzieren Fibrinogenese und die Restrukturierung der extrazellularen Md#]xJe nach Subtyp

kénnen diese auch Polyamine und Proline synthetisieretiywachstumsfordernd wirkerkollagen
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und gewebsreparierend agiergd7]. Verlangert sich die Aktivitdtsdauer der M1 Makrophagsem
kommt es zu einer starkeren lokalen Zerstérung des Gewebes, einer verlangerten
proinflammatorischen Immunreaktignsowie einer progressiven Myofibroblastekrutierung und
Proliferation [48], was in einer fibrésen Einkapselung und Narbenbildung resultiert. Eine M2
dominierte persistente Immunantwort wirkt sich in einer verstarkten Aktivierung von Fibroblasten und
Isolierung des implantierten Materials durch eine fibrose Kapsel vom umgebeGeawebe[48].
Daraus folgt, dass beide Populationen (M1 und M2) fur eifegreiche Implantation ohne Symptome
einer Fremdkérperreaktion und AbstoRung benétigt werden. Besonders gilt es fir biodegradierbare
Materialien, deren Stitzfunktion einer tempordren Natur ist und die vom Korper aktiv abgebaut
werden sokn [21]. Zueiner erfobreichen Regeneration gehort auch eine gute Blutversorgung des
Gewebes. Auch hier bendétigt man M1 und M2 Makrophagen fiir eine erfolgreiche Angiogenese und
Vaskularisierung[45]. M2b Makrophagen, auch als regulatehe Makrophagen bezeichnet,
verhindern unterandersn  Autoimmunreaktionen und regulieren die Immunantwort in
supprimierender Weis@9], ebensodurchdie Rekrutierung der regulatorischenrZellen[46]. Neben

den allgemeinen Formen der M1 und M2 Subpopulationen zeigen sich die Makrophagen auch in
krankheitsspezifischen Formen, wie zAheroskleroseassoziigte M4, Mhem,und Mox [46] oder flr
Tumorerkrankungen spezifische TAMs (Tumor assoziierte Makrophdg§eh) Kaum erforschte
CD163low Makrophagen werden Uberwiegend im KontextAutoimmunerkrankungen wie Morbus
Crohn diskutiert, wo diese die Differenzierung vedellen zu dem Inflammatorische I Phanotyp
delegieren solleff51]. Th-17 Zellen wiederum zeigen einen Zytepezifikum das die Induktion des

M1 sowie M2eFanotyps induzieren kar{62].

Auch Monozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Betrachtung einer Immunreaktion gegen
implantierte Materialien. Diese gehoren zu den ersten zellularen Interaktionspartnern der Implantate.
Wahrend ca. 2% der eingewanderten Monozyten sich in DCs differenzieren, bilden sich aus den
restlichen 75% Makrophagen, die nach der Phagozytose am Implantationsort verbleibg§thlage

wie bei DCs und Makrophagen, gibt es auch bei Monozyten eine Reihe unterschiedlicher Subklassen.
Kaum untersuchte CD161 exprimierende Monozyten zeigen eine verstarkte Produktidalvamd

IL-12 [53]. Im Zusammenhang mit Implantaten werden diese proinflammatorischen Zytokine

unteranderem mit Periimplantitis assozii¢84], [55].

All diese MakrophagehMonozyterpopulationen reagieren jedoch auf die Qualitat und Quantitat der
adsorbierten Proteine auf der Oberflache der Implantate und stellen dediglich eine Folgereaktion
auf die BlutMaterialinteraktion dar. Magnesium bewirkt eine Polarisation der Makrophagen in eine
M2 Richtung. Diese wird von einer erhdhten Produktion von antiinflammatorischen Zytokinéda wie
4 und IE10, wundférdernderEffekten und Suppression vonNFE 6 S3f SAGSG dzy R NB ad
dunneren Kapsel um das Implantat her{B6]. Der Transkriptionsfaktor NFB reguliert die Expression
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einer Reihe an proinflammatorischen Zytakinder M1 Makrophage[57]. Auch einsupprimierender

Effekt gegentber M1 Makrophagen seitens Magnesium wurde bereits beobd8biet

4.4 Auswirkungen der Implantatoberflacheneigenschaften auf die Protein

Material Interaktion unddie zellulare Antwort

Die erstenmteraktionspartner der Implantate im Wirtsorganismus stellen neben Wassermolekilen die
Blutplasmaproteine, sowie dieroteine der extrazellularen Matrdar, zu denen unteranderem Akute
PhaseProteine, Koagulationsfaktoren, Immoglobuline, Komplementfaktoren und Lipoproteine
zahlen[58], [59].

Die Quantitat, Qualitat und die Yteilung der adhérierten Proteine werden von vielen physikalischen
und chemischen Materialeigenschaften wie die Topographie der Oberflache - Namd
Mikrostruktur), Hydrophilitat, Porositat Ladung des eingesetzten Materig&d] und seit neusten
Studien auch die Flexibilitat beeinflugst].

Betrachtet man das topographische Merkmal, so spielt nicht nur die Rauheit selbst, sondern auch die
Ausrichtung (Organisation) und die Feinheit des Reliets emscheidende Roll§2]. Die Steigerung

der Rauheit im Nanometeraber auch im Mikrometdsereich resultiert in einem erhdhten
Proteinadsorptiospotential [63], [64], [65]. Bedingt durch die vergréRerte Flache eines rauen bzw.
pordsen Implantats, vergroRert sich auch die Kontaktflache fiir Proteine. Die Proteine adhérieren
bevorzugt an den maximalen Auslenkungen der Erhebungger an den Ubergangen von der
Erhebung zu der Vertiefuri§6]. Eine Computer Simulation der Adsorption von Lysozym auf einer im
Nanometerbereich gerillten Oberflache ergab eine anfangliche Adsorption der Reciaf den Peaks

der Wellenstruktur und eine anschlieRende Abwartswanderung und Akkumulation in die Vertiefungen
der Rille{67]. Die Organisation des Reliefs: geordnete Ausrichtung oder chaotische Verteilung, zeigen
zusatzlich Einwirkungen auf die Adhasion der Zellen an implantierte Materialien. Untersuchungen
zeigen eine ausgepragte Zelladhasion auf diffus struktune@berflaichenwohingegen geordnete
Topographie in einer milden Fremdkoérperreaktion (FBR) mit einer feinen Kapsel re$d&leAuch

eine glatte Implantatoberflaiche resultiert meist in starker ausgeprégten fibrésen Kapd&n
Auf3erdem konnte eine Ausrichtung der adherierten Zellen glaichmalfig geordneten parallel
verlauienden Rillen beobachtet werdg9], wasdurch die Akkumulation der Proteine entlang der
Rillenzustande kommtEinige Proteine fordern die Aktivierung des Immunsysteandere wiederrum
tarnen das Implantat dav@b8]. Nicht nur das implantierte Material beeinflusst die Proteinadsorption

im physikalischen Milieu, die Proteinmerkmale selbst, aber aebn Konzentration, haben einen
modulatorischen Effekt. So besitzen grol3e Proteine eine grofiere Menge potentialer Kontaktflachen

mit dem alloplastischen Objekt, dies wird jedoch von einer hohen Perfusionsrate kleiner
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hochkonzentrierter diverser Proteind nOK RBYWI ya 9 FFS1 da AY 9NRGl2ydl 140
kleinere Proteine an die Implantatoberflache binden und erst spater von grof3en Proteinen ersetzt
werden [61]. Die Bindung der Proteine an die Oberflache der Implantate kann aul3erdem in einer
Konformationsénderung der Proteine und einer erganzenden Epitoppalette fur einwaredernd
Immunzellen[60], jedoch auch eine erhdhte Kontaktflache der Proteine fur die Implantatoberflache
resultierer]61]. So spielt auch die Stabilitat der Proteine eine entscheidende Rolle bei der Adhasion

der Proeine zum Implantat und der zellularen Immuninteraktion gegen das eingesetzte Material.

Betrachtet man die Tatsache, dass die Wassermolekile die ersten Kontaktpartner der
Implantatoberflache darstellen, wird die Wichtigkeit der Benetzbarkeit der Matdraaftiche fur die
Proteinadsorption undden weiteren Verlauf der Wirtsreaktion auf das Implantat deutlich. Eine
nanostrukturierte Oberflache zeichnet sich aufgrund der Lufteinschliisse innerhalb des Reliefs, &hnlich
den Beinen des Wasserlaufers, durch ilgdrophobizitataus [70]. Es qilt, je hydrophober eine
Oberflache ist, desto starker ist ihr Proteinadsorptionspoteriédl]. Dieses Merkmal kann jedoch
nicht separat von anderen chemischen ystdyskalischenMaterialeigenschaften betrachtet werden,

es unterstiitz mehr die emeine Tendenz des Materials. Betrachtet man eine planare Glasoberflache
und eine vergleichbar glatte PEG Beschichtung, so emgelsich &hnlich hohe
Hydrophilitatsverhaltnisse im Vergleich zu stark hydrophoBP&EG nanostrukturierten Oberflache.
Dabei z@gten Proteinadsorponsunteisuchungen eine signifikant starkere Adsorption beim Glas im
Vergleich zu den beiden PEG Oberfladii® Jedoch im Vergleich zur glatten PEG Beschichtung, zeigt
die nanostrukturierte Oberflacheugntitativ grof3ere Adsorptionswertg’0]. Am Beispiel von PEG wird
auch ersichtlich, dass nicht die Quantitdt der adsorbierten Proteine, sondern die QudiBitat
Immunantwort auf das eingesetzte Materiatoduliert. So zeigllie haufig benutzte Beschichtung PEG
eine hohe Adsorptionsrate vofypolipoproteind (Clusterin), welchesada { G SO R FIXK| Gaa ISASYy |
der Wirtsimmunitat ausmach58]. De Benetzbarkeit der Oberflache hat nicht nur modulatorische
Effekte in der ProteiMaterial Interaktion. Es zeigt auch direkte Wirkungen @isflmmunzellen. So

rufen hydrophobe Oberflachen eine verstarkte Aufnahme \agjizierten Nanopartikeln eine
verstarkte Expression d&pstimulatorischenund MHCGMolekiile seitens DQwervor[71], was auf die

Aktivierung der Zellen hindeutet.
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4.5 Korrosion von Magnesiunm vivound in vitro

Diein vivound in vitro ablaufendeKorrosionunterscheidetsich gravierend. Dim vitro Korrosion mit
stabilen Umgebungsparametern und definierten Komponenten erlaubt eine Passivierung des
Magnesiums unter Entstehung von einer MagnesiumhydroxidsciiMb{OH)) auf der Oberflache

und somit Reduktion der Korrosion. e erforderlichen pHWert fir eine stabile
Magnesiumhydroxidschichvon 9 bis 1linduziert das Magnesium selbst durch Hydraoxeén, die
wahrend der kthodischen Reaktioi2HO + 2e H 2+ 20H) entstehen. Diein vivo Korrosion
unterliegt einer gananderen DynamikDie hohe Chloridionenkonzentration (ber 30 mmplih
physiologischen Flussigkeitarerhindert die Enstehung der korrosionsreduzierendgiMg(OH))-
Schicht durch die Umwandlung von Mg und MGg)leichtwasserldslichem Magnesiumchloyid
entsprechend der folgenden FormeMyg(s)+ 2CL(aq) "HMgCh und Mg(OH)(s) + 2CUIHMgCh [72],

[73]. Die Zusammensetzung der entstehenden Korrosionsprodukte auf der Implbetfiche wurde

schon im Jahre 1975 von Fontenier und Koltegmb definiert. 60% der Produkte bilden Phosphate
von Magnesium und Ammonium, 20% nimmt Magnesiumcarbonat ein und jeweils zu 10% besteht die
Schicht aus Magnesiumhydroxid und Calciumcarboft], [75]. Der pHWert wird durch
verschiedene Mechanismen permanent gepuffentodurch die bentigte alkalische Umgebung
gehemmt wird und die Passivierung durch die Entstehung von Mg{&¢h)2ht verhindert wird. Die
starke Perfusion des Gewebes gewéhrleistet einen schnellen Abtransport der entstehenden
Korrosionsprodukte, sowie Wasserstoffgases uf@mhen und somit Wiederherstellung des
physiologischen Normalzustand@s]. Die Anwesenheit der Proteine in physiologischen Kamekn

wird in vielenwissenschaftlichen Artikelkontrovers diskutiert. Did/ielfallt der Proteine, sowie die
Eigenschaften der Implantate selbst, wie die Oberflachenbeschaffenheit mit deren Rauigkeit und
Hydrophobizitateigenschaften, die Ladungpwie die Vielfallt an Legierungen erschweren die
Bestimmung des Einflusses der einzelnen Proteine auf die Korrosionsgeschwindigkeit der vielfaltigen
Mg-Implantate enorm. Der Einfluss selbst ist jedoch unumestritten, sei es durch den Beitrag zu einer
protektiven Schicht oder als Opsonisierung fur die bessere Erkennung des Implantates und der
Korrosionsprodlite durch Immunzellen, die die protektive Schicht entweder dudsthaften
stabilisieren oder durch Phagozytose abtragen. Hier gibt es auch einige ewémnigitro
Untersuchungen mit einzelnen Zelllinjedie jedoch abh&ngig von der verwendeten Linie von
korrosionsprotektiven (Osteoblash) [76] aber auch &rrosiorsfordernden[77] Effekten berichten. So
scheinen dievon Makrophagen produzierteeaktive Sauerstoffspeziesgactive oxygen species, ROS
korrosionsfordernd zu agieren, wobei Magnesiuteren Sekretion und damit @i Korrosion
beschleunigen so[l77]. Diese Stuign sind jedoclgegeniber dein vivoStudienstark benachteiligt,

durch die Verwadung einzelnerZiellinien gegentiber dem dynamischesimultanen Agieren einer

Vielfaltan Zellpopuwtionenin viva
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4.6 Materialbesonderheiten

WE43vereint in sich gute mechanische Eigenschaften mit hervorragender Korrosionsbestandigkeit
[78] sowie awsgezeichneterBiokompatiblitatsmerkmalen[79], [80] und wird bereits in der Klinik
eingesetzt Es ruft keine Hautsensibilisierung hervor, was mit Untersuchungen entsprechend der
MagnussorKligman Teasingenin Meerschweinchegetestetwurde [81]. Fur orthopéadische Eiéze

bietet WE43 eine gute Alternative nginer hoheren Implantatstabilitat undOsseointegratior{82].

Die seltenen Erden, die als Harter in WE43 Legierung verwendet wetdenen im KnochefB3]

sowie Blut,Hirn [84], Milz und Lung¢85] akkumulieren. Die Wirkung der seltenen Erden im Koérper
wurde bisher ungentgend erforscht. Bereits vorliegende Studien sind kontroverser Natur und
beinhalten Kurzzeitstudiefi86], [87], die einerseits neuroprotektive, antioxidative und in Verbindung
mit Chitosan wachstumsférderndend begiinstigende Effekte fiir die angeborene Immunitat und
Krankheitsresistenzlarlegen[87], [88]. Andererseitsjedoch werdenallgemein zytotoxischg86],
organschadigende, beeintrachtigende systemische Effekte, Rédgbeichgewichinduzierende, ROS

und Nitritbildung fordernde, zytogenetisch schadigende und potenziell nephrogene systemische
Fibrose(NSF)jnduzierende Eigenschaftdmeobachtet[87]. Langfristige Untersuchungen stehen noch
aus. Die Zusammensetzung der seltenen Erden Anteile variiert und kann nahezu allbelearimen
Elemente beinhaltei86]. Den grof3ten Anteil der WE43 Legierung nimmt jedoch Mg mit ca. 92% ein.
Magnesium ist ein fundamentales Element fir lebende Organismen. Es Ubernimmt vielseitige
Aufgaben in diversen physiologischen Prozessen. Auf natdrlichem Weege, dild Nahrung
aufgenommen, wird es im ganzen Korper verteilt und metabolisiert. Das Wirkungsspektrum des
Kations reicht vom Humoraleniiber das Nerverund Immursystem, es agiert im EnergjeProtein

und Fetstoffwechsel[89], [90]. Den zweit und dritthaufigsten Anteil stellt Yttrium (Y) (c#6) und
Neodymium (Nd) (ca. 2%) di86]. Die restlichen ca2% der Legierung nehmen weitere chemische
Elemente der 3. Nebengruppe des Periodensystems in verschiedenen Mischungsverhaltnissen ein.
Wahrend des Produktionsprozesses kdnnen zudem eisdar manganhaltige Venreinigungen

entstehen[86].

Chitosan wird bereits vielféltig in medizinischen Anséatzen benutzt. Das Applikationsspektrum umfasst
unteranderem regenerative Therapien (Knochenwiederaufbd@}], [92], [93], [94], den
therapeutischen Bereighmit unteranderem AdjuvanEunktion flr Krebstherapief®5] und Carrier
Funktion fur eine manmgfaltige Breite an Medikamenten96], als Wund und Brand
versorgungsmaterial [3], sowiein Form vonBeschichtungen fur Implantate und Sterj&/]. Die
Einwirkung von Chitosan auf das Immunsystem wird stets als lokal restringiert und moderat

bezeichnet, wobei der Acetylierungsgrad und die molekulare Masse die immunogenen Eigenschaften
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stark beeinflussen [98]. Uberwiegend wirkt es temporar rekrutierenduf Granulozyten und

Monozyten[99].

Bioglass 45S5, in erster Linie fur orthopadische Zwecke im Bereich der Prothetik entwickelt, zeigt eine
starke Adhérenz zum Knochg0]und Weichgewebe, steuerbar durch den prozentuellen Anteil von
Siliziumdioxid101]. Spéater wurde auch eine Angiogerdsrdernde Wirkung beobacht§¢t02], sowie

eine konzentrationsabhéngige antibakterielle Wirkung, die nicht von der Konzentration der einzelnen
Bestandeilen (darwnter Siliziumdioxiyl abhéngig ist[4]. Die Interaktion von Bioglas mit dem
Immunsystem wurde bisher schwach erforscl¥edoch gibt es Nachweis@&ass Bioglasdie
Differenzierung der Makrophagen in Michtunglenkt unddie Entziindungach einer Verletzung
hemmt, indem es Makrophagen zu einer verstarkten Produktion vemtzindungshemmendeund
angiogen@ Wachstumsfaktorerstimuliert und die Zahl derneutrophilen Granulozytenverringert

[103].

Siliziumdioxidwie zuvor erwahnt, ein Bestandteil von BiogldS§5 spielt eine wesentliche Rolle bei
der Interaktion des umgebenden Gewebes mit dem Implafit@i]. Die Verwendungsmdglichkeiten
von Siliziumdioxidn der Klinik sind sehr vielfaltig. Silika kann sowohl iaifform vorNanopartikeln,
beispielsweise als Medikamententrager (Carrier), als auch in Verbindung mit anSes&en in
Bioglasern, Star Gels, mesopor@&ibkaMaterialien, sowie in &schichtungen verwendet werddb].
Das Potential zur Ausbildung eirfgpatitschichtin Koérperflissigkeiten macht das Matetiegehrtim
Bereich der Knochenregeneratiofb]. Abhangig von der Darreichungeh kann es alu das

Immunsystem aktivierend104], toxisch[105] aber auch supgmierend[106]wirken.
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5. Material und Methoden
5.1 VerwendeteAntikdrper

Tab.1: Antikdrper flr die durchflusszytometrische Analyse.

Spezifitat Klon Format Hersteller
Panel 1
CD45 ox1 BV711
BD Biosciences
CD161a 10/78 BV786
RT1B REA564 VioBlue
CD68 REA596 APGVio770
Miltenyi Biotec GmbH
CDlla REAR37 PE
Granulocytes REA535 PEVio770
ED2 ED2 FITC BioRad
Fixable Viability Dye eFluor® 506 eFluor® 506 o
eBioscience
CD172a OXx41 APC
Panel 2
CD45 OXx1 BV711
CD8a OX8 BV605 o
BD Biosciences
IFN DB1 Alexa Fluor® 647
CD45RA 0X%33 BV786
¢/ wi K REA547 VioBlue
Miltenyi BiotecGmbH
CD3 REA223 APCVio770
CD4 W3/25 Alexa Fluor® 488 BioLegend
Fixable Viability Dye d&or® 506 eFluor® 506
IL-17A eBiol7B7 PECyanine7 eBioscience
Foxp3 FJIK16s PE
Panel 3
CD8a (0).2:] BV605
BD Biosciences
CD45RA 0X%33 BV786
RT1B REA564 VioBlue
Granulocytes REA535 PEVio770 Miltenyi BiotecGmbH
CD3 REA223 APGVio770
CD45 OXx1 Alexa Fluor® 700
BioLegend
CD4 W3/25 Alexa Fluor® 488
CD161 10/78 PerCReFluor® 710 o
eBioscience
CD172a 0OXx41 APC
DAPI Anaspec
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5.2 \Versuchstiere

12 Wochen altaveiblicheLewis Ratten (Harlan Laboratories) mit dem Gewicht vor38® wurden
fur die Arbeitverwendet. Alle tierexperimentalen Arbeiten wurden gemaf der Genehmigung eines
Tierversuchsvorhabens nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes durchgefihrt. Diesseurapand
nationalen ethischen Richtlinien fir die Pflege und Verwendung von Versuchstieren wurden

eingehalten.

5.3 Implantate/ Beschichtungen

Es wurden zwei Bioglasbeschichtungen getestVE43 fungierte als Substrat fire verwendeten
BeschichtungenWE43 wurde mit definierten Zusatzen von Yttrium3.Y-4.3%;Seltene Erden?.4-

4.4%; Zirconium, Z0.4% und Magnesium, Mg (Rest) ohne Mischmetall von N.Hort, HZG Geesthacht
hergestellt. Die weitere Beheitung der Scheiben (8m Diameter; 2mm Dicke) erfolgte am
Strangpresszentrum der TU Berlin. Die Analyse (Elektronenmikroskopie, TEM) des Substrates, die
Entwicklung der biogldmsierten Oberfliche sowie das Beschichten erfolgte im Lehrstuhl
Biomateralien (WW?7), Department Werkstoffwissenschaften, Friedrich Alexander Universitat
Erlangen Nurnberg (FAU) unter Leitung von Prof. Dr. Ing. Aldo R. Boccaccini und Lehrstuhl Korrosion
und Oberflachentechnik (WW4), Department Werkstoffwissenschaften, Fafedhlexander

Universitat ErlangenNirnberg (FAU) unter Leitung von Prof. Dr. Sannakaisa Virtanen.

Die Grundbestandteile der beiden verwendeten Beschichtungen sind gleich. Es werden bioaktive
Glaspartikel Glas Puded5S5- Schott, Germanyhit einem Durchmesser von£nmm verwendet. Die
organische Chitosanmatri.5 g/IChitosan in Mol% Essigsauy20Vol% Wasser und 79 Vol% Ethanol

mit einem mittleren Molekulargewicht, 785% deacetyliert,Sigma Alddh) dient dabei als
Basismaterial, das die Partikel auf derplamtatoberflache zusammenhalt. Bei experimentellen
Untersuchungen wurdadie optimale Konzentration an Bioglasbestandteilen definiert. In beiden
Beschichtungen wurdé g/l an Bioglaspartikel{(BG) verwendet. Korrosionsversuche haben gezeigt,
dass die Zugabe von SiliziumdieRiartikeln (SiO2) eine stabilere Struktur gewahrleistet. So wurden
bei der zweiten Beschichtung Siliziumdiokidrtikel in der Konzentration von 0,25 g/l verwendet. Fir
eine gleichméRigere Beschichtung wurden die Implantate mit DMEM behandelt. Die Beschichtung
erfolgte anschlieRend mittels elektrophoretischer Abscheidung (ENI@)verwendeten Implantate

wurden vor dem Einsatz einer gamBéerilisation unterzogen.

Als Posit’kontrolle, die eine starke Immunreaktion hervorrufen sollte, wurde das Referenzmékterial
(RM-F) verwendet. Die Polyuretharheiben mit den gleichen Abmessungen wie die anderen
verwendeten Materialien enthielten 0.75% Zinkdiethyldithiocarbamat (ZQDHas zytotoxisch wirkt
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und aus diesem Grund als Positivkontrolle nach Isonorm 10993 (Norm zur Beurteilung von

Medizinprodukten) empfohlen wird.

Die unbeschichteten Infantate wurden zunachst mit der@chleifpapie(ATM GmbHmit einer 800
KorngroRe aufimema S G I { SN un +wgishersDBLEhegeSdiliffen und einzeln in einem
Ultraschallbad mit Ethanol 30 Sekunden lang von den Schleifresten befreit. Anschliel3end wurde der
Schleifvorgang wiederholt unter Verwendung einer feineren Korngrof3e von 1286h dem
wiederholten Ultraschallbad in Ethanol wurden die Proben bei 50°C in einem Vakuumschrank

getrocknet und einzeln bis zur Verwendung vakuumiert und verpackt.

5.4 Experimentelles Design

Um die Immunantwort um das eingesetzte Implantat im Zeitverlaustéden zu kénnen, wurden
sechs Zeitpunkte bestimmt, die sowohl die akute, als auch die chronische Immunantwort erfassen. Die
Explantationen wurden am Tag3d,,7, 14,21 und 28 durchgefuihrt. Sechs Tiere wurden pro Zeitpunkt
und Material verwendet. Viemplantate ausdemselbenMaterial wurden pro Tier verwendet (zwei

Implantate subkutan und 2 intramuskular).

5.5 Operativer Eingriff

Zur Aralgesie wurde die Tieremit 0,04mg/kg Temgesic (Buprenorphin) eine halbe Stunde vor dem
Eingriff subkutan behandelt. Anschlielend wurde die Narkose in einer Isofluranbox mit 5%
Isoflurankonzentration eingeleitet. Das narkotisierte Tier wurde gewogks,Hautarealedorsal
thorakal und abdominal geschoren undas Tierauf einer sterilen Warmematte fixiert. Die
Narkoseerhaltungerfolgte tiber eineMaske mit 22,5% Isofluran und lImin Sauerstoff Anschliel3end
erfolgte die Antibiose mit Clindamycin (6@y/kg), mehrfache Desinfektion mit einer allolischen
Jodlésung (Braunoderm) und Augenschutz mit Augensalbe (BegpgnbDas Tier wurdéhorakalmit

einem ca0,5cm langen Hautschnitt median entlang der Wirbelsaule gedffaebhkutanvurden zwei
Taschen links und rechts des Schnittes mittels einer stumpfen Schere stumpf prapariert und jeweils
mit einem Implanta versehen. Die Taschen, sowie die Haut wurden anschlie3end mit Einzelheften
verschlosseriCoated Vicryl USR®. Abdominal wurde ein weiterer da5cm langer Schnitt entlang

der Wirbelsdule gesetzt, die Faszie durchgetrennt und pfuateral derHautirzisionerneut zwei
Muskeltaschen im Musculus gluteus prapariert. Naddm Platzieren der Implantate in die
Muskeltaschen wurden diegeweils mit einem kHeft genéaht. Die Haut wurde anschlieRend mit einer

intrakutanen Naht verschlossen. Die Wden wurden erneut desinfiziert (Braunol) udds Tierbis
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zum Aufwachen beobachtet. Postoperativ erfolgte dielgesie der Tiere Uber das Trinkwasser 3 Tage
lang mitTramadol 2,5 mg#g. Alle 7 Tage erfolgte das W der Tiere, sowie die Beobachtungsde

Allgemeinzustandes bis zHuthanasie

5.6 Explantation

Bei der Explantation wurde dorsomedial im thorakalen und lumbalen Bereich ein Hautschnitt
durchgefihrt, der lateal erweitert wurde. Die Haut wurde in beiden Lokalisationepralpariert und

die Kapsl mit dem Implantat vorsichtig herausprapariert. Die Implantate wurden fur die
Korrosionsbestimmungen zunachst beB0°C eingefroren.  Herzblutproben wurden bei der
Finalisierung isoliert und in einem heparinbeschichteten Réhrchen bis zur weiteren \itenagbeuf

Eis aufbewahrt. Um eine bakterielle Kontamination der Wunde auszuschliel3en, wurden kapselgrol3e
Gewebsproben aus dem implantatnahen Bereich fur eine gP@&suchung entnommenmittels

welcher da Vorhandensein von bakteriellBNAbestimmt bav. ausgeschlossen werden konnte.

5.7 Aufarbeitung derimplantatgewebskapseln

Alle Schritte (mit Ausnahme der Inkubationen bei Raumtemperatur und bei 37°C) wurden auf Eis und
mit eiskalten Medien und Puffern durchgefiihrt. Jeweils esubkutaneund eine intramuskulare
Kapsel wurde separat voneinander in je 500 Kollagenas®uffer: Desoxyribonukleas€bovine
pancreas 2ng/ml), Collagenase EClostridium histolyticum 2,3 U/mgHyaluronidasgbovine 2,5
mg/ml), HEPES 0,24 g/ml (alle von Sighidrich), Sodium Pyruvate for cell culture 11,5 mg/ml
(AppliChem Panreac) verdaut. Die Inkubation erfolgte bei 37°C®@tne Stunde lang. Die restlichen
beiden Kapseln wurden fir die histologischen Usteshungen verwendet. Nach dem Verdau wurde

der Kollagenas®uffer abgewaschen, die Zellzahl wurde bestimmt, die Kapseln in zwei Halften geteilt
und fur die durchflusszytometrischdessung mit Antikdrpern aus ddiab.1 gefarbt. Eine Halfte der
Gewebskapsgé Lokalisationvurde nach dem Verdau gewaschen und fir die Diskrimination der toten
Zellen mit FVD behandelRie Zellen wurden mit CD32 5 t K I NJ/blogkiBrs Esxolgte eine
extrazellulare Faroud S CAEASNHzy3 dzyR t SNX¥SI| 0 Af A Radfuddieihdd RS NJ !
intrazellulare Farbung des lysosomal gelegenen Proteins CD68 entsprechend des Fately. Die
ergénzende Farbung zubetektion der Expression der Marker CD4, CD8, CD43 und CD86 auf
Leukozyten wurde nach dem gleichen Prinzip durchgefuihrt (Panel Affeng ). Zum Ausschluss
unspezifischer Bindungen, Autofluoreszenz und Bestatigung der Speafigt verwendeten
Antikorper, sowie der Gatingstrategie wurdelsotypkontrollen und FMOs durchgefiihrtDie

Aufarbeitung der zweiten Kapselhélfte ist unBunkt5.8 erlautert.
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5.8 Stimulierungder Zytokinproduktion

Die zweite Halfte der subkutanen und der intramuskularen Gewebskapsdéwiach dem Verdau fur

die Zytokindetektion mittels Durchflusszytometrie unspezifisch stimuliert. Dazu wurden die
Zellsuspensionen der jeweiligen Kapselhalften 1 Stunde lang mit Phorboyriate 13acetate
(PMA) (5g/ml) (SigmaAldrich) und lonomyai (500ng/ml) (lonomycin, Calcium Salt, Streptomyces
conglobatus CAS 560982-1 - Calbiochem) bei 37°C in wassergeséttigten Atmosphare, 5% CO2, 21%
02 inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben mit Brefeldin Ag/anl) weitere 3 Stunden bei
gleichen Bediigungen inkubiert. Nach der Stimulation wurden die Zellen mit FVD fir die lebend/tot
Unterscheidung gefarbt, mit einer nachfolgenden extnadintrazellularenFarbung nach Panel 2db.

1). Fur die Vermeidung der unspezifischervE@nittelten Farbung wurden die Zellen mit a@D32

0.5 tKFENXYAY3ISYynu0v yIFOK | SNBGIStfSNy3IlI6S oft201ASN
Gewebszellen vor der intrazellularen Farbung fir die Detekticar dytokine und des
Transkriptionsfaktord=oxP3 erfolgte entsprechend der Herstellerangaben unter Verwendung von
LY@AGNRISYn S./Krénsclipliof Fao®nmFixafich/Pdrineabilization Concentratel

Diluent Solutions.

5.9 Aufarbeitung von Blut

Das Blut wurde fur die durchflusszytometrische Analyse auf 150 pl portioniert. Die Erythrozyten
wurden mit eBioscier8un  mn - w. / [ &%dcids) entpFethdridided Hedsfellerangaben
lysiert und extrazellular mit dem Panel Bap.1) gefarbt. Zur Unterscheidung der lebenden und der

toten Zellen wurde direkt vor der Messung DAPI beigemengt.

5.10 FACSCytospin

Dieerarbeitete Gatingstrategie wurde mittes| FACS evaluiert. Dazu wurden Kapselzellen entsprechend
des Panel 1Tab.1) gefarbt und anschlielend gemal der Gatingstrategie einer Sortierung (FACSAriall
SORPUnterzogen. Die einzelnen Zellpopulationen wurden unter Verwendung von Celigpahor

von THARMAC mittels einer CytospinTM 4 Zytozentrifuge (ThermoFisher Scientific) auf Cytotrager
(THARMAC) zentrifugiert. Fur die moofpgische Beurteilung der Zellen wien die Cytotrager mit
Diff-Quik Farbeset (Henry Schein Animal Health) geféarbt, mit Zitwd (R. Langenbrinck GmbH
eingedeckelt und mikroskopisch (Leica DMRB Mikroskop) untersucht. Die Aufnahmen wurden mit

einer 100fachen VergrolRerung unter Verwdung von Immersionsol (Zeiss) erstellt.
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5.11 Histologie / Bestimmung der mittleren Dicke der Kapsel

Wie zuvor erwahnt, wurden zwei der vier Kapseln (1x subkutan und 1x intramuskular) fir die
histologischen Untersuchungen verwendet. Nach der Explantation wultde@ewebskapseln einer
schonenden Kryokonservierung unterzogen. Die isolierte Kapsel wurde lateral aufgeschnitten und das
Implantat entfernt ohne die Ausgangsform zu beschadigen. Mittels Tigs@&e] * h @/ ®@¢ du / 2 YL
(Sakura) wurden die Proben in Tisstek® Cryomold® Kryoeinbettformen (Einmalformen) der
gleichen Firma planar platziert und auf einem stickstoffgekthlten Metallblock schonend eingefroren.
Aus den entstandenen Gewebsblocken wurden mittels des Kryostats Leica CM1950 (Leica Biosystems)
5 um dike Kryoschnitte generiert. Die auf HistoBond® microscope slides (Paul Marienfeld GmbH & Co.
KG) aufgebrachte Gewebsschnitte wurden mit Picro Sirius Red Stain nach Herstellerangaben mit
leichten Abwandlungen gefarbt. Kurz: die Schnitte wurden in 0,5% $ed Losung (Sigmddrich)

fur 2 Stunden inkubiert und in 0,5% Essigsaure kurz in zwei Schritten gespult. Nach der aufsteigenden
Alkoholreihe (von 70% bis 100% je zwei Minuten mit Wiederholung des letzten Schrittes) wurden die
Schnitte zwei Mal in Xylahkubiet und mit Vitroclud eingedeckt. Von jedem Praparat wurden
DurchlichtMosaikafunahmen (10x VergréRerung) am Axioskop 40 (Zeiss) angefertigt und mittels

ImmageJ die mittlere Dicke der Kapsel bestimmit.

5.12 Korrosionsuntersuchungn vitro/ in vivo

Zur Bestimmung des Korrosionsprogresses der verwendeten WE43 Implantate (mit und ohne
Beschichtung) nach Ablauf der sechs Zeitpunkte, wurden die Korrosionsprodukte mittels Chrom(VI)
oxid- Losung (20%)Bernd KrafmbH, Duisbungabgeltst. Darwurden WE43 Implantate 20 Minuten

(20 min pro Seite) in 20 % Chrom{4)d inkubiert. Die beschichteten Proben wurden doppelt so lange

mit der Chrom(Vipxid- Loésung (20%) behandelt (2Gnin pro Seite) um neben den
Korrosionsproduktemauch die Beschichtungen abzutragen. Nach dem Ablésen der Korrosionsprodukte
wurden die Implantate 60 sec in destilliertem Wasser und anschlieend 40 Sekunden in 100 % Ethanol
(AppliChem Panreac) gewaschen. Die Proben wurdeSt@dden abgedampft und gewageDie

Bestimmung der Korrosionsrate (CR in mm/Jahr) erfolgte nach der bereits veréffentlichten Formel

[1071 6 Y D27 Furdie Bestimmung der Delta GV wurde ein Subtrahen&derichte vor

der Implantation und nach der Chrofdl}oxid-Behandlung gebildet. Die Dichte von WE43 beti4gt

g/cms

Die Korrosionsratén vitrowurde nur von einem Zeitpunkt bestimmt: 72 Stunden. Zum Imitieren der
in vivoBedingungen wurden die Implantate bei 37°C, 10,5% Sauerstoff, 5 % Kohlenstoffdioxid und

einer Perfusionsgeschwindigkeit von 0,33 ml/min in einer 12 Kanal Kammer mittels Ismatec IPC
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ISM934C IP digitalen 2analPeristaltikpumpe korrodiert. Als Perfossmedi dzY ¢ dzZNRS 5 dzf 6 S ¢
PBSO 3A002w o0& fATSOSOKy2f23ASan0 O INgebisprrSéend 5 |

QX
—t

dem Blutvolumen einer Ratte. Der Durchmesser der Stofjottauche wurde entsprechend der
bendtigten FlieRgeschwindigkeit ausgewahlt £d1.02). Die Aufarbeitung der Proben und die
Bestimmung der Korrosionsrate erfolgten nach dem gleichen Prinzipnwiga In den Uberstanden
aus den Perfusionsversuchen wurden zusatzlich folgériterien untersucht: pHWert (pH-Meter,
Severcompact” S220/ Mettler-Toledo, Gielzep Osmolalitéat (Gefrierpunktosmometer, Gonotec,
Berlin) und Leitfahigkei{Konduktometer, SevenCompactTM S230ettler-Toledo, Giel3en

5.13 g-PCR

Fir die RNAsolation wurden zwei Verfahren fusioniert. Die Ismaterfolgte nach Chomczynski und
Sacch[108]. Die letzten Waschschritte und die Elution erfolgten unter Verwendung vom NucleoSpin

RNA PluKid (MachereyNagel GmbH & CO.KG). Die Rddfiberkeit undKonzentration wurde mittels

Implen NanoPhotometer-Elass 360 bestimmt. 10@) RNA wurden mittels Transcriptor First Strand

cDNA Synthesis Kit (Roche) nach Herstellerprotokoll in Mastercycler@r@(&ppendorf) zur cDNA
umgeschrieben. Die Analyse der cDNA wurde mit einem LightCycler® 480 Instrument Il (Roche) unter
+SNBSYyRdzyd @2y {,.wnu {StSO0G alaiSNIaAE O06¢KSN¥Yz2 C
die Analyse und die Auswertung dert®awurde die LightCycler® 480 SW 1.5.1 Software verwendet.
Folgende Oligonucleotide wurden benutzt: 16S riR3dA0 C 2 N¥ IGNESTGQAYGGYTGTCGTEAR

16S rRNAGen 6 wS @S NBCSTCRTEGMCACCTTECIC FNNJ RAS 5S8GS1dGAz2y R
Abschnitte desbakteriellen 16S rRNA Gens; und als Haushaltsgen das ubiquitdr eukaryotisch
F2N] 2YYSYRS My & -GNAACC COTUTBAXCC RBATTgr?R My & NBAA! o6wS P
TCCAATCGG TAGTA®CG 6¢L. ah[.Lh[ {&yliKSaSfl o@®lenDYo! 0 ®
Kontamination erfolgt Gber die Berechnung der relativen Expression desidieties Referen@ens

YAUGGSE a-Maeded pp/ i

5.14 Rasterelektronenmikroskopie

Zur Definitionder Oberflachenmuster der verwendeten Materialien, wurderstermikrosk@ische
Aufnahmen der Implantate vor und nach der Implantation angefertigt. Um die Korrosionsmerkmale
der Proben vergleichen zu kdnnen wurden Aufnahmen der mit Chromxid)behandelten Proben

von WE43, BG und angefertigt. Leitende Proben wie WE4& Bnd BGSi wurden ohne
Vorbehandlung untersucht. Nichtleitende Proben, wie die Positivkontrolle, wurden zunachst in einer

JEOL JFI200 Fine Coater nach Herstellerangabers@@unden lang unter einem Arg@ruck von 8
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Pa mit Gold bedampft, um eine feirgitfahige Oberschicht zu erzeugen. Die Topographie der Proben
wurde anschlieBend mit einem J@00Plus NeoScopeTM (SEM, Jeol, Tokyo, Japan) bei einer
anodischen Ladung von k¥ mittels Sekundarelektronendetektion (SE) abgebildet. Es wurden jeweils
eine (bersichtsaufnahme mit einer VergroRBerung von B und Detailaufnahmen mit der
VergroRerung von 500 um erstellet. Fur die Aufnahmen wdide&sekundarelektronen (SE) J6800

Software Ver.2.4erwendet.

5.15 Statistische Methoden

Die Auswertung der mittelBurchflusszytometrie erhobenen Daten erfolgte unter Verwendung von
Kaluza Analysis Software/Beckman Coulter 1.5a. Die statistischen Berechnungen wurden unter
Verwendung von GraphPad PRISM Version 5.0b durchgefDlaftei wurde das prozentuelle
Verhaltns der einzelnen Populationen innerhalb eines Dotplots betrachtet. Dabei gilt: ein Dotplot wird

als 100% angesehen, so dass die insgesamt gemessene Menge der Zellen keinen Einfluss auf die GréR3e
der Populationen innerhalb eines Dotplots ausubt. Zur Aufkiguder Abh&ngigkeit der Zielvariablen
(ausgewahlten Zellpopulationen) von den gegebenen Einflussvariablen (Faktor 1= Zeit; Faktor 2 =
Material) wurde sich der Twaay ANOVA (zweifaktorielle Varianzanalyse) bedient mit einem
Bonferronipog-test. Der Nachweis der Normalverteilung erfolgtattels des Kolmogore®mirnov
Testsbedingt durch die kleine Stichprobe. Zur Auswertung der mittleren Expression der bakteriellen
mMRNA in Proben aus deimplantatnahen Bereich wurde defTiest verwendet. Zum Awerten der
ordinalskalierten makroskopischen Daten wurden den makroskopisch definierten Merkmalen einer

I dza LINN 3 dzy 3 % AY RASaSyYy Cltft RAS a{ OKgStfdzy3ax
+FaldzZ F NAAASNHzy IS { SNB YO AT Rdzy B-éntsprécierddiényMaR gedzY S NA &
Auspragung. So bekam ein Tier, dass keine Auspragung des Merkmals aufwies, die Nummer 0
zugewiesen. Bei leicht aufgetretenem Merkmal, wurde die Nummer 1 verteilt. Hitiéere
Auspragung bekam die Ziffer 2. Das starkste Atdtr des Merkmals erhielt die Nummer 3. Neben den

oben genannten makroskopischen Merkmalen wurden folgende Kriterien betrachtet:
Fibrinausbildung, das Verwachsen der Kapsel mit umgebendem Gewebe, Anhaftung der Kapsel an das
Implantat, sowie SchorfbildungDa all diese Kriterien nominalskaliert sind und man lediglich
bestimmen kann, odas Merkmabei unabhangigen statistischen Einheiten auftritt oder nicht, wurden

auch hier eine Kodierung der Variablen vorgenommen. So wurde dem Auftreten des Merkmals die

Ziffer 1 zugeordnet und dem Ausbleiben der Auspragung die Ziffer O.
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6. Ergebnisse

6.1 Leukozytenprofil der Gewebskapseln getesteter Implantate

Ergebnisse

] Zellmarker
Nr. Subpopulationen Leukozytenart
CD68 | CD163| CD161| CD172a| RT1lb Granulozyten| CD11la | CD45 CD86| CD43 CD4 | CD8

1 CD68CD168v + low +llow | + +/low +/low +/low + + + + -llow
2 CD68CD163% - low - + +/low -I+/low +/low + + + + -llow

Makrophagen
3 CD68CD163 + - +/low | +/low -[+/low +/low + + + Low/- + -llow
4 CD68CD163 + + - + +/low -/low - + + + + +/low
5 CD68CD163 - + - + +/low -/low low + + -llow + -llow
6 eosinophile Granulozyten | - low - + + - low + + + - +
7 neutrophile Granulozyten | - - - +/low - + + + low -llow - - Granulozyten
8 basophile Granulozyten - - low low/+ - + low low low -llow + -
9 NK-Zelen - - + - - - +/low + - - - low/-

Naturliche Killerzellen
10 NKT-Zellen - - low - - - - low - - - +
11 | CD68CD172 CD16% - -llow + + +/low low + + + -/low + low
12 CD68CD172CD16% + - + - - - + + + - - low
- Dendritische Zellen
13 | CD68CD172%¥CD16¥ - - + low - +/low + + + -llow + -
14 | CD68CD172"CD161 - - - low - + + + + -llow + -
15 RT16CD161 - -llow - + + low low + + low + low
16 RT1bCD161 - - low + - + + + low - low -
Monozyten
17 RT1BCD161 - -llow low + + +/low + + + -llow low low
18 CD172 RT1bCD161 - low - + - + +/low + + low + -
19 | T-Zellen - - - - - - +/low low -/low | -llow +/-
Lymphozyten (ohne NKellen)

20 B-Zelen - - - - low - -/low + -low | - - -
21 Mastzellen - - - low - - - + - - - - Mastzellen

Tab.2: Charakterisierung defetektierten Subpopulationesus den Gewebekapsatmittels durchflusszytometrischer Wmnsuchungauf der Basis von oberfldathenund intrazellularen
Markern DieExpression devlarker CD86 CD43CD4und CD8wurde in énerergdnzendertdntersuchung eruieffAnhangTab.3).
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Ergebnisse

Die durchflusszytometrische Untersuchung der Gewebskapsel im subkutanen und intramuskuléren
Bereich mit Panel 1 aus dé&ab.1 erlaubte die Detektion voR1 distinkten PopulationerfTab.2) auf

der Basis von externerund intrazellular gelegenen Markern. Alle Gewebskapseln enthalten die
aufgefihrten Populationemnabhangig vom getesteten Material. Mittels Isotypkaien und FMOs
konnte die Gatingstrategie und die Spezifitat der Antikdrper bestétigt werden. Anhand ven Pan
Markern (z.B.: MakrophageMarker CD68) und phanotypischen Merkmalen konnten die

Zellpopuétionen zuspezifischersubpopulationen zusammengefasst werden.

6.2 Verstarkte Expression des M2 Phanotyps in Gewebskapseln von VWiHEa4¢
Beschichting

Der Vergleich der durchflusszytometrischen Daten von vier getesteten MaterisMEA3,RM-F, BG

und BGS) unter Verwendung von Pankl(Tab.1) im Verlauf von Tag 1 bis T28)zeigte einetarkere
Auspragung de<D163 exprimierenderM2 Phénotyps in den subkutanen und intramuskutére
Kapseln von WE4iBn Vergleich zu den restlichen getesteten Materiali@gkxbb. 1 A). CD68CD163
Zellentreten signifikantstarker in der WE43 Kapsel im VergleiciB@&Kapseln am Tag 14, 21 und 28
in der subkutanen Lokalisation aMerglichen mit den BSi Kapseln sind Signifikanzen am Tag 21 und
28 detektiebar. RM-F Kapseln zeigen eine geringere Prasenz der Populatidie &l&E43Kapselram

Tag 14 und 28. AuRerdekonnten signifikant mehiICD68CD163 Zellen in der RMF Kapsel im
Vergleich zur BGi am Tag 21 und im Vergleich zuaBGTag 28 detektiert werdeiie CD68CD163
Zellen zeigen eine starkere Prasenz in der WE43 Kaps@rgteichzu RMF, BG und BSi ab Tag 14

in der subkutanerund der intramuskularen LokalisatioZusatzlich konnte ein Expressionspeak am
Tag3 in der WE4¥Xapseintramuskulardetektiert werden, der signifikant hdher alsallen anderen
Kapseln degetestetenMaterialien war.Am Tag st der Expressionsunterschi¢ediglich zwischen
WE43 und BG Kapseln signifikabie CD163 exprimierenden Zellen zeigen einen vergleichbaren
Phanotypmit einem grof3en Zellkern, viel Zytoplasma mit basophilen Vakuolen und feinen Auslaufern.
CD68 Zellen sindlediglich groR3er und zeigereine dichtere Auslauferformierundie verstarkte
Auspragung des M2 Phanotyps in WE43 unbeschichteten Kapseln korreliert mitsejneikant
geringeren Menge der neutrophilen Granulozyten in dersell#db(1 B).Am Tag 3 und 14 enthalten
WE43 Kapseln signifikant wenigegutrophiler Granulozyten als R¥, BG und BSi Kapselin der
subkutanen LokalisatioAm Tag 7 und 21 ist die Expression des Neutropilarkersin der WE43
Kapsel signifikant geringer als in-BGKapselnntramuskulér sind die UnterschiedsvischenWE3

und allen restlichen Materialien am Tag 7 und €§nifikan. Zusatzlich zeigen sich signifikante
Unterschiede zwischen WE43 und f\owie WE43 und BG am Tagund zwischen WE43 und BG

am Tad?21 inderselbenLokalisation.
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Abb.1: Kinetik der CD163 pitiser Zellen und Granulozyte3ubsets von 4 Materialien im-Z&gesVerlauf. Kapselzellen wurden zur entsprechenden Zeitpunkterbridlobarbeitet und mit Panel
1 (Tab.1) geféarbt. Je Lokalisation, Zeitpunkt und Material betragt n=6. Je Population sind beide Lokalisationen (s.c. und i.reljtdgkydsittelwerte von %Gated von CDE®D163und CD68
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Auffallig ist auRerdem die teilweise hdchst signifikante Zunahme der basophilen Granulozyten in der
WE43 Kapsel im Vergleich zu den anderen Materialid.(1 B). Am Tag 3, 7 und 14 exprimieren
ReferenzkapselfRMF)sowie die Kapseln der beschichteten Materialien BG uneSB&ibkutan
signifikant geringere Mengen an basophilen Granulozyten. Am Tag 21 zeigt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen WE43 und-Bkapseln. Im intramuskuldaren Bereich finden sigmifikante
Unterschiede zwischen WE43 und den restlichen Materialien am Tag 7 undraBebhinausst die
Prasenz der Basophilen in der WHE&psel am Tag 14 signifikanthad als in der RMF und der B&
Kapsel. Am Tag 21 sind die Expressionen zwiséiea3 und BG signifikant unterschiedliétin
gemeinsames Merkmal der WEK2psel und der Kapseln der beschichteten Materialien im Vergleich
zu dem Positivmaterial RIF ist ein signifikanstarker Anstieg der eosinophile@ranulozytenIm
Zeitintervallvon Tag 1 bis Tagist der Anstiegn der WE43 Kapsel s.c. unoin Tag 3 bis Tag 7 in den
beschichteten Materialiein der subkutanen Regiaignifikant hohemls in den RM~ KapselnAbb.

1 B).In der BGSiKapsebkubkutantritt auRerdemein signifikanter Anstiegm Tag 28 im Vergleich zu
WE43, RMF und B@apseln. Intramuskular ist ein signifikanter ExpressionspeakagB und 7 in

den Kapseln voWE43, BG und B& im Vergleich zu RM detektierbar.
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6.3 M1 gepragte Immunreaktiorauf ReferenzmateriaF

Die Positivkontrolle, gewahlt auf Basis der ISO 10993 zur biologischen Beurteilung von
Medizinprodukten, ruft eine Immunreaktn hervor, die von M1 Makrophagen (CDEB163
dominiert wird.In der subkutanen Kapsel von H#Tierentreten an alen getesteten Tagen mehr in
M1-Richtung differenzierte Zellen auf, als in den-lBdpseln (Tad, 3, 7,14, 21, 28)(Abb. 2 A).
Zwischen der RN und der BGSiKapsel sind signifikante Expressionsunterschiede am Tag 1, 3, 7 und
21 und zwischen R¥ und WE43 am Tag 1 zu verzeichhemler intramuskuléren Lokalisation gibt es
signifikante UnterschiedewischerRM-F und denunbeschichteten Material WE48n Tag 7 und 21

(Abb.2 A). Am Tag 7, 14, 21 und 28 ist die Expression des M1 Phanotyps bei BG und am Tag 7, 21 und
28 bei BGSi geringer als bei RM In der WE43&apsel steigt der MPhanotypam Tag 28 undeigt
signifikante Unterschiede zum beschichteten Material BG subkutan und intramuskular.

Phanotypisch unterscheiden sich die ClE3163Zellen von den CD16Zellendurch eingeringeres

Durchmesser und ein reduziertedytoplasmavolumenjedoch mit vergleichbarer Vakuolemnd
Audauferdichte (Abb.2 B).
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Abb.2: Expression der MWakrophagen im 28 agesVerlauf.(A) Mittelwerteder Prozentsatze (%Gated) der CBBB163
Makrophagen (n=6) in subkutanen und intramuskuldren Kapseln von WE43;, & und BGi. Legende:
—o— WE43 -=- RM-F -+ BG— BG-Si. 0,01 bis 0,05 schwach gesichert (signifikani{B) 100-fache Mikroskop
Aufnahme einer CD&8D163Zelle(nach5.10).
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6.4 Implantatgewebskapseln enthalten CD8&8D163"¥ und CD68&D163"

Makrophagen, die eine analoge konkatierende THI7-ZellKinetik aufweisen

Die durchflusszytometrische Untersuchungen der Gewebskapseln von WE43, RMF, BGSunuitBG

9 Farben (Panellab.l) ergab zwei Populationen mit einer schwactispression des CD163 Antigens:
CD368'CD163Y und CD6&L D163 (Abb. 3 A). Beide Populationen zeigen einen ahnlichen Verlauf
innerhalb der getesteten 28 TagBie beschichteten Proben verursachverstarktes Auftreten der
CD68CD163" und CD6&D168" Zellenin der subkutanen und der intramuskularen Lokalisationen
im Vergleich zu der Positivkontrolle Rivund der unbeschichteten WE43 Legierung. Die Unterschiede
sind im subkutanen Beigh bei den CDBED168" Zellen signifikant am Anfang: Tag 1, 3 und 7
zwischen RMF und BGSi und am Tag 1 und 3 zwischen-RMnd BG, sowie in der Endphase am Tag
21 und 28&wischen RMF, BG und B&i WEA43 zeigt signifikante Unterschiede zu®&c.am Tag 1,

7, 21 und 28 und zu BG am Tag 14, 21 und 28. Im intramuskuldren Bereich ist der
Expressionsunterschied in den letzten experimentellen Tagen am starksten. Am Tag 7, 21 und 28 ist
dieser zwischen dem Positivmaterial FMind den beschichten Proben BG und BSi signifikant. Bei
WE43 unbeschichtet treten signifikante Abweichungen zgk&@seln am Tag 14, 21 und 28 und zu
BGSi am Ta@8. Die CD68D168" Population verhalt sich ahnlich in den Kapseln der getesteten
Proben. Im subkutameBereich zeigt die R Kapsel eine signifikant geringere Expression der CD68
Zellen am Tag 1, 21 und 28 als BG und am Tag 21 und 28-8is Bi€& WE4&apseln enthalten
signifikant geringere Mengen der CD6B168" Zellen am Tag 1, 21 und 28 B&Kapseln und am

Tag 21 und 28 im Vergleich zu-BiKapseln. Im intramuskuléren Bereich ist die geringere Expression
der CD6&D1638" Population am deutlichsten zwischen FMund den beschichteten Materialien zu
sehen. Statistisch signifikant sindese am Tag 7, 21 und 28. WHd&pseln enthalten signifikant
geringere Mengen der CD&D 168" Zellen am Tag 21 im Vergleich zu BG und am Tag 28 im Vergleich
zu BGSi. In der intramuskularen Lokalisation gibt es einen Tief der'CDa838" und CD6&D168"
Populationen in der RNF-Kapsel am Tag 7. Die Expression der beiden Populationen ist hier auch im
Vergleich zu WEA43 signifikant geringénhand der Expressionsstarke der beiden Mark68 und
CD163konntensomitinsgesamt vier Populationettefiniert werden: CD6€D1638", CD68D168",
CD68CD163 und CD6&D163 (Abb. 3 C). CD4IL-17" Zellen (ThlZellen) zeigen einen zu den
CD168" Zellen analogen Verlauf innerhalb der getestetenT2z&en Abb. 3 B). Die RM~Kapsel
enthalt signifikant geringere Mengen diHI7-Zellen im Vergleich zu B&am Tagl4 subkutan und
intramuskularund im Vergleich zB8Gam Tag l4ntramuskular WE43Kgselnenthalten signifikant
grofRere Mengen de€CD4IL-17* Zellenim Vergleich zu allen anderen getesteten Materiakem Tadl
subkutanund im Vergleichzu BGSi intramuskularAm Tag 14 zeigen sich signifikante Unterschiede

zwischen WE43 und intramwskular.
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Abb. 3: Verlauf der CD88D163°% und CD6&D163% Makrophagen, sowieTHIT/-Zellenvon Tag 1 bis Ta@8 in
Implantatgewebskapseln von 4 Materialien: WE43,-RMBG, B&i. Die Zellen wurden nach 2.7 bearbeitet und mit Panel 1
und 2 (Tab. 1) gefarbt. Der Stichprobenumfang betrégt je Lokalisation, Zeitpunkt und Materiglnseéh@\)%Gated von
CD68CD163%und CD6&D168" Zellen imsubkutanerundintramuskularerBereich sowie mikroskopische 100x Aufnahmen
der beiden Populationen (nach 2.10 bearbeitet). (B) KinetikTil-Zellen im 28lagesVerlauf (%Gated mit einer
mikroskopischen Abbildung der Zellek00x) Legende—¢— WE43 -# RM-F — BG —* BG-Si. 0,01 bis 0,05 schwach
gesichert gignifikan)*. (C) Histogramm aller CD163 exprimierender Makroph&®#populationen untersucht auf CD68
Expression links und CD163 Expoesgchts. Als Negativkontrolle fungiert die Lymphozytgulation, die fur beide Marker

negativ ist.
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CD68CD168" Zellenzeigen ein basophiles Zytoplasma mit einem dunkelvioletten dichten Kern, der
etwa 1/3 des Zytoplasmas einnimif#tbb.3 rechtg. Die Zellen sind mit ca5um sehr grof3 und weisen

wie (D163" Zellen dendritenéhnliche Auslaufer. Das Zytoplasma ist mit grof3en hellen Vakuolen
versehen. CD68D168Y Zellen sind geringfuigigdiner mit blassengraublauemZytoplasma, einem
bohnenférmigen Kern und ubigitarer Verteilung von kleinen basophilen und wei3en Vakuolen. Die
Th17 Zellen zeigemit ca. 6pum ZellgroReein lymphozytaresAuReresmit einem dichten groRen

Zellkernund geringem basophilem Zytoplasmaraf#bb.3 rechts.

6.5 Verstarkte Expression des CD1®1Monozytenphanotyps in der R1-FKapsel

Die durchflusszytometrische Untersuchung der Implaggatebskapeln hinsichtlich der Monozyten
ergab eine Dominanz der CD®Monozyten in der Kapsel des Referenzmaterials im Vergleich zu
WE43, BG und BS&i(Abb. 4 B). CD161Monozyten hingegen zeigen eine redkrte Présenz in den
Kontrollkapseln verglichen mit den restlichen getesteten Materialien. Die Differenz ist im
intramuskuldren Bereich starker ausgepragt als subkutgArhang Abb. 22). Der
Expressionsuterschied der RT1BCD161 Monozyten in RMFKapselnist im Vergleich zWE43
Kapseln an allen getesteten Begauller am Tagd signifikant Im Vergleich zBGKapseln sind die
Werte in der RM~Kapsekignifikant niedriger am Tag 14,21 und 28. Verglichen mit B&Kapseln
sind signifikant geringere Mengen am Ta@,121 und 28 detektiert wordenAufRerdem ihden sich
signifikante Unterschiedén der gleichen Population zwischen WE43 und¥@m Tag 1 sowie
zwischen WE43 und BG am Tag und 28. Fir beide Marker (RT1b und CD161) negative Monozyten
sind verstarkt in den Kapseln von WE43, BG unéBab Tg 7 bis 28 vorhanden im Vergleich zum
ReferenzmaterialAm Tag 1, 3, 14, 21 und 2&ten RT1BCD16®" Monozytenin der Kapsel voRM-

F im Vergleich zu WE4dgnifikant starkerauf. An allen getesteten Tagen wurden signifikante
Expressionsuterschiede der RT1BCD16®" Population zwischen RMF und BG detektiert. Der
Vergleich von B&i und RIMF ergab signifikant starkere Expression der RIDB68" Population in

der RMF Kapsel an allen getesteten Tagen aufl3er am ITatusatzlichkonnte ein signifikanter
Unterschied zwischen WE43 und -BGn derselbenPopulationam Tag 1detektiert werden. Die
Monozyten mit dem Phanotyp RTOD16%®" zeigten einesignifikant starkere Expression in der v
Kapsel im Vergleich zu WE43, BG uneSBi@ letzterergetestetenZeitpunkten arfolgenden Tagen:

7, 14,21, 28. Die Gatingstrategie, die die Detektion der vier Monozytenpopulationen erjastbin
Abb.4 A dargestellt.
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Abb.4: MonozyterSubpopulationen im 28agesVerkuf aus der intramuskuléren Lokalisation und die Gatingstrategie fur
Monozyten (A) Gatingstrategie der CDE®163Monozyten. Links: alle CDE®163Zellen. A: Niellen; B: NK-Zellen; C:
Lymphozyten/Eellen; D CD172 DCs E: CD172* DCs F: Monozyteanthaltene Populationen. Mitte: Mastzellen,
Granulozyten und MonozyteRechtsRT1BCD163, RT1BCD16%w; RT1bCD161, RT1HCD16Pw Monozyten(B) %satedvon
MonozytenSubpopulatonen im Verlauf von 28 Tagen (n=6) intramuskular Legende:
—o- WE43 -== RM-F -+ BG —* BG-Si. 0,01 bis 0,05 schwach gesichesiggifikan) *.
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6.6 THXund TCZXZellen fungieren nichthauptséchlichals INFy Quelle fir die
Makrophagendifferenzierung in M1 Richtung

Als Quelle von INF zur Differenzierung der Makrophagen in M1 Richtung in der Gewebskapsel von
RMF scheinen nicht die THymphozyten zu fungieren. Die Menge der-iNgxprimierende Zellen

ist in Kapseln aller getesteten Materialien (FMWE43, BG undzESi) vergleichbar. Lediglich am Tag
1 zeig¢ndie WE43 Kapsekine signifikant starkerExpression dedytokindn THXZellen als in BG und
BGSiKapseln im subkutanen und intramuskularen Berdihb. 5 A). Intramuskular finden sich
signifikante Unterschiede zusatzlich am Tag 14 zwischen WE43 uifid $Mie zwischen RMund
BG. Am Tag 28nd Signifikanzeewischen BG und BSJ, sowie am Tag 14 und 28 zwischenRihd
BGSiin derselbenLokalisatbn detektierbar Die TC1¢Zellen verhalten sich ahnlich. Im subkutanen
Bereich konnte ein signifikant starkeres Aufkommen der '‘ONB8/" Zellen in der WE43 Kapsel im
Vergleich zu BG und B% Kapseln ermittelt werde¢Abb. 5 B). Im intramuskularen Bereich gibt es
keine Unterschiede zwischen den Materialien- Mkd NKT-Zellentreten verstarkt in der RMF Kapsel
auf(Abb.50Q). Im intramuskudren Bereich ist die Differenz starker als subkuEnesignifikanthéhere
Anzahl voNK-T-Zellen komnhin Gewebskapseln des Referenzmaterials am Tag 14, 21 umd. 28r

im Vergleich zu Kapseln des unbeschichteten WE43. ZwischeR RMI denbeschichteten
Materialien BG und BGi konnten signifikante Unterschiede am Tag 28 festgestellt werden. Zudem
gibt es auch signifikante Unterschienteder gleichen Lokalisatiaawischen WE43 und am Tag
14 im subkutanen Anhang Abb. 21) und intramuskuldren Bereich. RM und B&Si enthalten
signifikant voneinander abweichende Mengen der-NRellen am Tagl4 im subkutanen Bereich
(AnhangAbb.21). Die nattrlichen Killerzellen verhalten sich ahnlich. In deffRf4psel kommeirm.
signifikant mehr Ni¥ellen am Tag 121 und 28 als in WE43, BG und-Bi&apselnvor. WE43 und BG
Kapseln exprimieren zusatzlich am Tag 7 signifikant ggenlglengen des Marker® der gleichen
Lokalisation Im subkutanen Bereich zeigen sidbnterschiede am Tag 7 zwischen dem

Referenzmaterial und BG, sova@ischen RMF undWE43 AnhangAbb.21).
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Abb.5: TH1,TC1 NKT und NKzellen in Implantatgewebskapseln im Verlaoh 28 Tagen (n=6). (A) Mittelwerte deG#ied
von THizellen im Verlauf von 28 Tagen. (B) Mittelweder Prozentsatze (@ated von TC*Zellen. (C) links: N&ellen
(YGated intramuskular und  rechts: NK-Zellen (%ated im intramwskularen Bereich. Legende:

—— WE43 %~ RM-F -+ BG - BG-Si. 0,01 bis 0,05 schwach gesichsigfifikan) *.

6.7 Ruhender Phanotypder DCsmit verminderter Primingaktivitdt dominiert in

Fremdkorpegewebskapseln der getesteten Materialien

Vier unterschiedliche Papationen dendritischer Zellen wurden in den Gewebskapdetrgetesteten
Materialien detektiert. Diese unterscheiden sich morphologisch und phanotypisch voneinander.
CD68CD17ZD16% Zellen weisen eine flr reife dendritische Zellen typische Morpiielanit
zahlrachen langen Dendriten und einegnof3en polylobuléren Kern a(A&bb.6 A). Zudem exprimieren

die Zellen verstarkt RT1b, CD161a und kein(T8i4.2). Die zweite Populatior0D68CD172CD161)
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besitzt einen dichteren gleichméRigeren, jedoch auch sehr grofRen Kern und wenig Zytoplasma mit
einigen wenigen kurzen Dendrit¢Abb.6 A). Das Zytoplasma ist etwas basophiler als die der ersten
Population. Phéanotypisch weisen die Zellen eine starke RT1b, CD172a, sowie CD161 Epabssion
2). Sie sind positiv fiir CD4 und ®R®ie Maphologie der dritten PopulatiorQD68CD172¥CD161)

mit dem dichten groRen multilobuléren Kern, wenig Zytoplasma und einzelnen wenigen Dendriten
ahnelt der eines prddCqAbb.6 A). Diese Zén sind RT1%, CD4 positiv CD172und CD161&" (Tab.

2). Die Vierte PopulatiorOD68CD172%CD161) besitzt einen noch groReren Kemelches mit einem
dunnen Rand von Zyptasma und kurzen feinen Dendriten umrandet wiadbb.6). Phanotypisch wird
diese Population mit einer schwachen CD172a und CD4, keiner RT1b, CD161a und CD8 Expression
charakterisiert(Tab. 2). Drei der vier detektierten Populationen weisen quantitative Unterschiede
zwischen da getesteten Materialien aufCD68CD172CD16¥1 Zellen weisen einen vergleichbaren
Verlauf zwischen den MaterialigAbb. 6 B). Der Expressionspealer CD68CD172-D161 Zellenin

den Kapseln aller getesteter Materialiam Tag 14 und 28 ahnelt dem, der {NExprimierenden CD4

und CD8 T-Zellen Abb.5 A und B. Wie schon bei den Granulozyten (neutrophile, basophile)
beobachtet tritt die Infiltration derCD68CD172CD161 Zellensubkutn friher auf als intramuskulér.

Die Population zeigt in der WIEKapsel eian signifikanten Expressionspeakbkutanbereits am Tag

1, wohingegen intramuskulér es erst am Tag 7 aufwitth.6 B). Das gleiche kann man auch in der BG
Kapsel beobachten, mit einem Peak subkutam Bag 3 und intramuskuldr am Tag 7. In der-RM
Kapsebubkutansind die prozentuellen Anteile der CD6B172CD161 Populationvon Tag bis Tag

21 signifikant groRer als in der B@psel. Am Tag 7 und 14 sind diese auch gegerdddBGSk
Kapsath signifikant. Gegentber WE43 tritt lediglich am Tag 7 eine signifikante Diffaneder
subkutanen Lokalisatioauf. Intramuskular dominiert die CDED172CD16% Population in der
WE43 Kapsel tber BG und fvam Ta@ und BGSi und BG am Tag AmTag ldintramuskular
Ubernimmt die RMF Kapel die dominierende Rolle gegentiber der Kapseln mit beschichteten
Implantaten.Von Tag 1 bis Tag 7 treten signifikant weniger GTIB872YCD16Y Zellen in der RM~
Kapsel in beiden Lokalisationen auf.\@rgleich zu WEA43 ist der prozentuelle Anteil am Tag 1 und 3
subkutan uncam Tagdl und 7 intramuskular geringer. Verglichen mit BG tritt der Unterschied am Tag
3 und 7 subkutan, sowie am Tag 3 intramuskular auf. Gegenub&i BGder Unterschied am Tagn
beiden Lokalisationen besonders hoch digant. Das gleiche versetzte Must&rie bei derCD68
CD172CD161% Populationkann man auch bei den CD6®172"CD161Zellen beobachten. Subkutan
treten signifikant mehr CD68D172%“CD161Z¢ellenin der WE43 Kapsih Vergleich zu allen anderen
Materialkapseln am Tag 3 auf und intramuskuldr am T&bb.6 B). Am Tag 28 steigen d@D68
CD172"CD161Zellen in der RMF Kapsle in be@h Lokalisationen signifikant an.
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Abb.6: Kinetik dendritischer Zellen im experimentellen Verlauf von 28 Tagen und Muwjighdér beteiligten DCYA) Vier
mittels FACS sortierte undit Diff-Quick gefarbtePopulationenderdritischer Zellen (100x(B) Mittelwerte (%ated von

CD68CD17Z2D161,

CD68CD172CD16Y,

CD68CD172%CD161%

und

CD68CD172%wCD161 Legende:

—— WE43 =~ RM-F =+ BG—* BG-Si. 0,01 bis 0,05 schwach gesichesigfifikan*.
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6.8 Siliziumdioxidin der Beschichtung zeigt Auswirkungen auf die Konzentration

der Mastzellen in den Implantatgewebskapseln

In allen Kapseln der getesteten Materialien wurden Mastzellen detektiert. Das zytotoxisch wirkende
RMF zeigt im Vergleh 21 den anderen Materialien eineeduzierte Menge der Population in beiden
LokalisationerfAbb.7). Am Tag 7 gibt es signifikante Unterschizdéschen RMF undWE43 subkutan.

Die BGSi Kapsel zeigsignifikant erhbhte Mengen der Mastzellen am Tag 28 in der gleichen
LokalisationAuch ntramuskular konnten signifikant mehr Mastzellen in der&®&apselm Tag28
detektiert werden imVergleich zWE43 und RMF Kapselnin beiden Lokalisationen idte Tendenz

bei Siliziumdioxicgenthaltenen Proben steigend.
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Abb.7: Mastzellen in28-TagesVerlauf. (A) Mittelwerte (%@ated von Mastzellen (linksubkutan(rechts) intramuskulér. (B)
100x VergroRerung einer gesorteten Mastzétlach5.10). Legende —#— WE43 -#= RM-F —«— BG — BG-Si. 0,01 bis
0,05 schwach gesichedignifikan) *.

6.9 Dominanz der Kontrollkapsel RM in der ®RBe und Menge der CD45

Leukozyten

Die Gewebskapsel, die um das Referenzmaterial entstanden ist, weist signifikant mehr CD45
Leukozytenals die Kapseln der anderen Materialien (WE43, BG ursiBGbeiden Lokalisationen ab

Tag 14auf (Abb.8 A). Zusatzlichkann man Unterschiedam Tag 7 im Vergleich zu den beschétén
Materialien (BG und BGi) undam Tagl zu WE43 im subkutanen Bereidowieam Tag 7 zWE43

und BGSi intramuskularbeobachta. Die Referenzmaterialgewebskapsel zeaigiativ konstate

Mengen derCD45 Zellen Uber alle 28 Tage. Die restlichen MaterialieB43YBG, B&i) zeigen einen
Abstieg von knapp 100% am Tag 1 auf ca. 40% im subkutanen Bereich und ca. 60% intrafaskular.
Gewicht der Kapsel vom Referenzmaterial zeigt einen signifikanten Anstieg am Tag 3 und 7 verglichen
mit WE43, BG und BSi, sowie zusatzlich am Tag 1 im Vergleich zu WE43 und BG im subkutanen

Bereich(Abb. 8 B). Intramuskuléar ist der Gewichtsunterschied am Bagwischen RMF und den
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anderen Materialien detektierbar, sowie am Tag 7 verglichen mit BG. Die Zellzahlen in der Kapsel
korrelieren mit den Kapselgewichterbie steigen bis auf 1@Vlio. Zellen am Tag 3 in beiden
Lokalisationen an, fallen dann auf ca. 5 Mio. Zellen zum Tag 14 und bleiben auf diesem Level. Der
Verlauf ist intramuskular ahnlicghangAbb. 20).
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Abb. 8: Defintion der Gewebskapseln anhand der Leukozyten@@bid5 Zellen)und der Kapselgewichte s.c. und i.m. im
Verlauf von 28 Tagen . (A) Durchflusszytometrisch erteob@nteile der CD43.eukozyten in Kapseln von FAMIWE43, BG
und BGSi imintramuskularenBereichund subkutan (B) Kapsejewichte subkutan und intramuskuléin [g]. Legende:

—— WE43 == RM-F =+ BG—* BG-Si. 0,01 bis 0,05 schwach gesichesiggifikan)*.

Die histologische Untersuchung von den Gewebskag#dlh.9 B und Cller getesteten Materialien
WE43, R, BG und BSi pearbeitet nactb.11) hat die makroskopisch ermitteiteDaten bestatigt.

Im subkutanen Bereich haben sich deutlich dickere Gewebskapseln um das PositivmatefiainRM
Vergleich zu WE43, BG und-Bidapseln gebildéabb.9 A). Am Tag 7 ist der Unterschied mit ca. 200
um am hochsten. Im intramuskuldren Bereich fallt der Fokus auf die durchgéangig deutlich dinnere
WE43 Kapsel im Vergleich zu den anderen Materialien. Auch hier ist die grof3te Differéag &mau

verzeichnen.
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S.C. i.m.
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Lokalisationen mit 10x Vergrof3erung aufgenommen.\(&)gleich der Gewebskapseion WE43, RNF, BG und BSiuber
den Zeitraum von 28 Tagen (n=Bpgende—#— WE43 - RM-F -+ BG — BG-Si. 0,01 bis 0,05 schwach gesichert

(signifikan) *. (B) Ubersichtsaufnahme und VergréReruhigtologische Schnitte von subkutanen und intramuskuldren

Gewebskapselgefarbtmit SiriusRedn@ch5.11).
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6.10 Die eruierte Fremdkorperreaktion wird nicht von einer bakteriellen

Kontamination induziert und variiert

Eine bakterielle Kontamination des periimplantaren Bereichs und dalieit Abwandlung der
Fremdkorperreaktion in eine bdvehrreaktion gegen eingedrungene Erreger konnte mittels einer
gquantitativen Reallime PCR ausgeschlossen werden. Bisa@nmenen Proben des implantzhen
Bereichs wurderin zwei Halftergeteilt. Eine Hlfte wurde mitE. coliKolonienkontaminiertund als
Positivkontrolle gefuhrt. Die andere Halfte fungierte als eine saufstegile) Probe. Stichprobenartig
wurden 34 Proben von jeder Standzeit und Material ausgewertet. Beide Lokalisationen wurden
untersucht. Die relative Expression der baktegiethRNA in sauberen Proben ist signifikant niedriger
als in der mitgefihrten PositivkontrolléAbb. 10). Zum Vergleich der relativen Expression der
bakteriellen mRNA in sauberen und kontaminierten Rrolvurde eirungepaarterzweiseitiger ITest

verwendet.

relative Expression
bakterieller mRNA

Abb.10: Relative Expression bakterieller mRNA in sauberen (n=90) ukdacult kontaminierten Proben. Aufgearbeitet nach

5.13 <0,001 sehr gut gesichegxtremsignifikan) *** .

6.11 Verwendete Bioglasbeschichtungen induzieren keinen Korrosionsschutz des

WE43 Kerns

Die getesteten Bioglasbeschichtungen BG und BGilimiumdioxidiben keine signifikanten Einfluss

auf die Korrosionsgeschvdigkeit der Implantate aus. Ineilichen Verlaufn derin vivoTestungwird
ersichtlich, dass die Korrosionsgeschwindigkeit am Tag 1 bei allen 3 getesteten Materialien am
starksten ist und kontinierlich bis Tag 14 beiden Lokalisationeabnimmt (Abb.11 A). Ab Tag 14
erreicht es ein Plateauniveawnd bleibt auf dengleichenLevel bis zum letzten Tag der Testuhgdg

28). Der Vergleich der Kmsionsgeschwindigkeit unterschiedlicher Materialienvitro ergab einen

signifikanten Unterschied in der Korrosionsgeschwindigkeit (mm/Jahr) zwischen BG-@iddtiBch
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nicht zu der unbeschichteten Legierung WE@b. 11 B) was darauf hinweist, dass die
Beschichtungen die Korrosion von WE43 ainchitro nicht reduzieren Der Zusatz aBiliziumdioxid
beschleunigfedoch die Korrosioim Vergleich zu BG. Zudem ist d@rosionsgeschwindigkait vitro
nach 72 Stunden um ca. 1 mm gréRerfimlgivq wodurch mittels Bioreaktorkorrosionsversuchen nicht

auf die Korrosionsgeschwindigk@itvivogeschlossen werden kann.
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Abb.11: In vitroundin vivoKorrosionsdaten in mm/Jahr (nabtil2) mit den Werten der Leitfahigkeit, dem pMert und der
Osmolalitataus den Perfusionsversuchéf) Veranderung der Korrosionsgeschwindigkeit von WE43, BG t®idB&erlauf
von 28 Tagen subkutan (links) und intramul&k (rechts). Legende®— WE43 —+— BG —*— BG-Si. (B links) Unter
Verwendung vom Bioreaktor eruierte Korrosionsdaten vod3VBG und BSi nach 72h in PBS (Perfusionsgeschwindigkeit
von 0,33 ml/min. (Brechts) Korrosionsdaten vdiag 3aus demin vivoExperiment(Q Leitfahigkeit pHWertund Osmolalitat
im Uberstand nach einer 72h Inkubation der WEBI3 und B&iProben in PBI vitro. Als Kontrolle dient mitgefiihrtesines

PBS ohne Materialzusatz.
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Die Untersehung der physiologischen Parameter des Uberstandes dem Bioreakter
Perfusionsversucin vitro ergaben eine vergleichbare Leitfahigkeit aller getesteten korrosionsfahigen
Materialien (WE43, BG und B&) wobei alle Proben einen signifikanten Anstieg\iergleich zur
Negativkontrolle (PBS ohne Probe) zeigdbb( 11 C). Der pHWVert im Uberstand von B8roben
zeigte einen signifikanten Anstiegt im Vergleich zu allen andgetestetenProben und Kontrolle
(Abb.11 C). Die pHVerte der WE43 und BGi Uberstande liegen hingegen auf dem gleichen Niveau
wie die Kontrolle. Die Osmolalitat zeigt eine der Korrosiowitro ahnlichen Verlauf. Die Werte der
Osmolalitatin BGSi Uberstanden sind signifikant hoher als bei den restlichen Materialien und
Kontrolle Abb.11 C). WE43 und BG zeigen lediglich im Vergleich zu der Kontrollesggmnéfikanten
Anstieg

6.12 Von der Baseline (O-Wert) abweichende Verhaltnisse der Leukozyten
Qbpopulationen im Blut

Systemisch{im Blu) lassen sich zwischen den getesteten Materialien sowie gegenlber der Baseline
(Blut von nicht operierten Tieren) abweichende Verhdltnisse der LeukoB8pbpopulationen
feststellen. Allgemein ist eink0% stérkere Prasenz der CDU&ukozytenm experimentellenverlauf

von 28 Tagemrkennbarbei allen getesteteMaterialienim Vergleich zu deBaseline(AnhangAbb.

23). Die Steigerung deZD8 Zellenist bei RMFTierenam starksterausgepragtAbb. 12 B). Von Tad

bis Tag 21 gibt es einen ca. 15% Anstieg dpulaton. Am Tag 21 und 28 ist die Auspragung bei RM
FTierensignifikant starker als bei den WE43 enthaltefeoben (beschichtet und unbeschichtebie

CD4 Zellen zeigen einen Anstieg von ca. 19% von Tag 1 bis Taigh2®igAbb.23). Die NKZellen und
NKT-Zellen zeigen einen gleichmalig einheitlichen Verlauf mit schwach signifikantem Anstieg der NK
T Zellen am Tag 21 und 28 und der2éilen am Tag 28 in der EBBKapsel AnhangAbb.23), die sich
jedoch im Rahmen ddBaseline befinden. Die RTOD161Monozyten zeigen einen ca. 10% Anstieg
von Tag 1 bis Tag 28 in allen Materialf@nhangAbb.23). Alle Materialien zeigen Werte unterhalb

der Baseline. RT1bCD161 Monozyten pendeln zwischen 10% und 20% uber den gesamten
experimentellen Verlauf von 28 TagéMbb. 12 B). RMF zeigt hier einen einmaligen signifikanten
Anstieg auf ca35% am Tag 3 und fallt am Tag 7 wiedaf ca. 10%. Derrgzentuelle Anteil der
Population ist am Tag 1 gleich d@aselineWert, anschlie3end steigt es in allen getesteten Kapseln
an. Mit dem Anstieg der CD18%onozyten am Tag tritt simultan eine signifikante einmalige Senkung
der neutrophilen GranulozytefAbb. 12 B) am selben Tag. Diese Abweichung ist auch gegamidm

Blut der unbehandelten Tiere einmalig. Am Tag 7 folgt ein signifikanter Anstieg deDC®#ei RM

F und BGsiTieren(Abb. 12 B). Diese Population liegt in allen getesteten Materigk@n oberhalb de

Baseline auf3er am Tdgund Tag 21 bei BAulierdem konnten signifikant starkeBeZellexpressionen
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am Tag 14 im Bluer BGSiTiere und im Blutler WE43Tieream Tag 28n Vergleich zu den anderen
Materialien detektiert werden(AnhangAbb. 23). Die BZellWerte der unbehandelten Tiere liegen

auch hier Gberwiegend unterhalb der Blutwerte der behandelten Tiere.

A Populationen CD8 CDh4 RT1b Granu. | CD172 | CD161 CD3 CDi5Ra
RT1bCD161 - - - hi hi -llow - -
Monozyten
CD8 zellen hi - - - - - + _
CD4DCs - + - hi hi low - _
Neutrophile - - + - + low - - -
Granulozyten
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Abb. 12: Charakterisierung der Ausreifarkozyten inBlutanhand der Oberflachenmarker und deren Verlauf innerhalb von
28 Tagen. (A) Blutleukozyten mit Oberflachenmarepressionsprofil. (B) Kinetik d&@D8T-Zelen, neutrophiler
Granulozyten RT1HCD161 Monozyten, CD4DCs im Blut von WEA3SRMF, BG und BGSiTieren. Legende:
—— WE43 -#= RM-F -+ BG —* BG-Si. 0,01 bis 0,05 schwach gesicheaigfifikan)*.

45



Ergdonisse

6.13 Makroskopische Merkmale zur Feststellung der Biokompatibilitat der

Materialien

Der Grad der makroskopisch sichtbaren VeranderungerEinblutung, Odematisierun§chwellung,
Vaskularisierung und JEmphysem im implantatnahen Bereich ist zwischen denteNaien
vergleichbar(Abb. 13 A). Bedingt durch den operativen Eingriff kommt es von Tag 1 bis Tag 3 zur
Odematisierung des Gewebes in beiden Lokalisationen. Dies geht mit einer stéarkeren Einthhistung
periimplantaren Bereichs von Tag 1 bis Tag 7 einher, va@yd?eak der Auspragusgbkutan am Tag

3 und intramuskuldr am Taf ist, bedingt durch den starkeren mechanischen Eingriff in dieser
Lokalisation(Abb. 13 A). Die lokale Schwellung entspricht temporal dem Auftreten der Einblutung
(hochste Auspragungn denTagen 1-7) (Abb.13 A)und ist einerseits durch die Odenisierung und
andererseits durch die Wasserstoffgasbildung) (B erklaren. Im subkutanen Bereich nimmt die
Schwellung@m Tag 21eicht zu Dies korreliert stark mit dem Auftreten der Emphyseme, die subkutan
am Tag 3 und 7 die hoclesAuspragung aufweisen und anschliel3end bis Tag 28 abnef#&hbnl3

A). Im intramuskul&ren Bereich hingegen konnte ein kontinuierlicher Andéelylerkmalsauspragung
detektiert werden mit énem Peak am Tag 7. Die Vaskularisierung der Kapsel moduliert die
Immunantwort im héchsten Maf3e durch den verkirztdigrationsweg der Immunzellen durch das
Endothel zum Inflammationsherd. Am starksten war diese am Tag 3 in beiden Lokalisationen bei allen
Materialien ausgepragt mit einer folgenden Abnahme zu den spéteren Zeitpuibdénl3 A und B)

Die postoperative Gewichtskontrolle defiere ergabeine Reduktion des Gewichtes am Tagei
Tieren mit WE43, BG und RNfRplantaten Abb.13 A). Das Gewicht der BSi Tiere sank bereits am
Tag3 auf das niedrigste Niveau. Zum Tag 21 nahwile Tiere wieder zu und erreichten annahernd

ihr Ursprungsgwicht. BGTiereblieben auf dengleichenNiveau bisTag 28. B&i Tiere zeigten eine
Gewichtszunahme um c&0g und WE43 um fast 2f) RMF Tiere hingegen nahmen im Durchschnitt
10 g zum letzten experimentellenTag Tag 28 ab. So hatte die Implantation neben lokalen
Gewebsveranderungen auch physiologische Auswirkungen auf den ganzen OrgaBismydarisch

fur einen frihen und spaten Zeitpunkt sindgseln von allen getesteten Materiah und beiden

Lokalisationen vom Tag 3 und 28 in édab.13 dargestellt.
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Abb. 13: Periimplantédremakroskopische Entzindungsmerkmale mit der Analyse der Tiergewichte imf\Wemna28 Tagen(A) Auspragung der makroskopischen Merkmedehwellung,

““ y

Odematisierung, Einblutung, Gasbildung, Vaskularisierung und Veranderung der TierggBjgumie Kapselabbildungen am Tag 3 und 28 W3, RMF, BG undBGSiTierenin beiden

Lokalisationen (pro Lokalisation, Material und Zeitpwiktjeweils 2 Bildedargestell). Legende fiur die Tiergewich-¢~ WE43 —#- RM-F —+— BG -*- BG-Si,
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Weitere makroskopische Merkmale wie periprothetische Flussigkeitsansammlung und Anhaftung der
Gewebskapde zeigten Unterschiedezwischen den getesteten Materialien. Stark signifikante
Unterschiede bei der Flussigkeitsansammlung in der Kapssibkutanen Bereickonnte man zwischen
RMF und BG, sowiBGSi am Tag 1 detektierdAbb.14 A). Am Tag 3 zeigte die WE43 Kapsel signifikant
wenigerExsudat alsid BGSiKapsel. Ab Tag 7 nahm die Flussigkeit in den KapletiMaterialien ab.
Intramuskuld konnte in der B&iKapsel am Tag 3 signifikant mehr Flissigkeitnatier RM-FKapsel
detektiert werden (Abb. 14 A). Am Tag 7ergabensich signifikante Unterschiede in der Menge der
Flissigkeit zwischen WE43 und allen anderen Materialien.EDeressionsuterschied zwischen WE43
und RMF blieb bis Tag 14 erhalten. Zudem kamen signifikante Differenzen zwischEruRIMBGSi am
gleichen TagTag 14hinzu.Die Anhaftung der Gewebskapsel das Implantat konnte berwiegend bei
WEA43 enthaltenen Materialien beobachtet werdéibb. 14 B). Am Tag 3 ergab sich ein signifikanter
Unterschied zwischen BG und HMin beiden Lokalisationen. tatmuskular wurden signifikante
Unterschiede zwischen RMF, Bund WE43, sowie zwischen WE43 uneésB@Gd zwischen BG und BG
Siam gleichen Ta@Tag 3)detektiert. Am Tag 28 wurde ein signifikanter Anstieg Aahaftung bei der
WE43 Kagel verglichen mit RNF, BG und BSi subkutarsowieBG und B&i intramuskular detektiert.
Fibrin, ein deutliches Signal einer Fremdkorperreaktion, trat signifikant starker wr Rilpseln im
Vergleich zu den anderen Materialien in beiden LokalisatidfAbb.14 C) In denWE43Kapselrkonnte

kein Fibrinin beiden Lokalisationedetektiert werden Am Tag 3 ist die Auspraguegs Merkmalsn den
Kapseln am starksten gewesanit signifikanten Unterschieden zwischen WE43, RMF und BG, sowie
zwischen RMF und subkutanZudem gab es Unterschiede zwiscki¢B43 im Vergleich zu RMund

den beiden beschichteten Materialien, sowie fMind BGSi im intramuskularen Bereiam sellen Tag

(Tag 3) Zusatzlich zeigten RM Kapseln bereits am Tag 1 signifikant mdkbrin als alle
magnesiunenthaltenen Proben. Eiweiteresmakroskopisch detektierbares Unterscheidungsmerkistal

das Verwachsen der Kapsel mit umgebendem Gewebe Seitbrfbildung Uber dem eingesetzten
Implantat. Diese beiden Merkmale zeigten einen korrelierten Verlauf in den Referenz{idoenl4 D

und E) Bis Tag 7 ®igen beide Merkmale am starksten an, mit signifikant starkerem Verwachsen der RM
F Kapsel mit dem umgebenden Gewebe bereits am Tag 1, sowie Tag 7 im Vergleich zu den anderen
Materialien in der subkutanen LokalisatiorZusatath ist die Ausprdgung des Merkmals in den
Referenzkapseln am Tag 14 starker als in deK&@&elWE43 Kapselreigtenein signifikant geringeres
Verwachsen mit der Umgebung verglichen mit den KapsanBG undGSiam Tadl und 21(nur BG

Si) Am Tag 1 ist das Verwachsen der-BG<apseln signifikant starker als bei-ldpseln. Die
Schorfbildung konnte man lediglich bei den Referenztieren beobadi#tbh. 14 F) Beide Merkmale
waren nur im subkutanen Bereich detektierbar. Im Bereich der Schorfbildung konnte verstarktes

Fellwachstum beobachtet werden, sowie eine starke Vaskularisierung des Béadobhs4 F).
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Verwachsen der Kapsel mit dem umgebend@swebe und Schorfbildunign Verlauf von 28 Tager(A) Auspragung der

Flussigkeitsansammlung in der Kapsel subkutan und intramuskul&ugp)agung der Haftung der Gewebskapsel am Implantat

in der subkutanen und intramuskularen Lokatisn. (C) Fibrinausbildung subkutan und intramuskul@).Verwachsen der Kapsel

mit periimplantaren Gewebesubkutan (E)Schorfbildungubkutan (F) Exemplarische Darstellung der Gewebskapsel und des

periimplantaren Bereichs eines Tieres mit Schotfbdd und verstarktemn Fellwachstum (RNF 3Tage s.c.)Legende:

—o- WE43 -&= RM-F -+ BG —* BG-Si. 0,01 bis 0,05 schwach gesichesiggifikan)*.
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6.14 Rillen vs. Granul&opographie/ Zeitabhangige Effekte

Die rasterelektronenmikroskopischBetrachtung der verwendeten Materiahh vor der Implantation
zeigte Unterschiede in der Oberflachenstruktur der Implantate. Die geschliffenen unbeschichteten WE43
Implantate zeigen eindeutige parallelverlaufende Rillenmusterung auf der Oberf{labbel5). Bei den

mit Bioglas beschichteten Implantaten kann die Rillenstruktur bedingt durch die gleiche Vorbehandlung
(Schleifen) weiterhin erkannt werden jedoch in einer abgeschwachten Babim 15). Dabei sind die
Rillen bei der B@eschichtung starker ausgepragt als bei der@Beschichtung. Neben ddtacheren

Rillen, wird die Oberflache der beschichteten Implantate durch eine gleichmafige Verteilung von
Bioglaspartikeln af der Oberflache variiert. Das Positivmaterial -R\teigt eine kornige Struktur mit

homogen verteilten Ausstilpungen und Vertiefundéiob.15).

Die Implantation der Materialien fiir 3 Tage im sutainen Bereich verandert die Oberflache insofern,
dass urspringlich kiastrukturierte Rillen der unbeschichtetelVE43 Implantate von rundlichen
sporadisch verteilten Ausstilpungen erganzt wer¢lob.16). Diebeschichteten Implantate weisen nach

der 3 tagigen Implantation eine stark reduzierte Zahl an Ausstulpu(gen 16). Die Prazipitatezeigen
einenvergrof3erten Durchmesser bei BBbImplantatenVon den 3 Materialien zeigt BG die geringste Zahl

an Ausstilpungen. Alle WE43 enthaltenen Implantate weisen eine sehr ahnliche rissige Struktur auf. Die
Rillenmusterung ist weiterhigut erkennbar bei allen Implantaten mit einer starkeren Auspragung bei
WE43 und BG. Die kdrnige Struktur der-RNmplantate wird durch die 3 tdgige Implantation geebnet

und wandelt sich in glatte wellenartige Muster um.

Die Implantation der Materialientif 28 Tage subkutan &uRert sich in Reduktion der Zahl der
Ausstllpungen auf der Oberflache aller WE43 enthaltenen Implartégib. 16). Der Durchmesser der
Prazipitate verringert sich bei WE43 und-8Gsteigt jedoch bei BG. Die KorngroRe der Kristallite ist im
Vergleich zu Tag 3 viel grober. Die Rillentextur ist weiterhin erkennbar bei allen WE43 enthaltenen
Implantaten. Die Positivkontrolle RM weist eine noch flachere Wellenstruktur auf der ObeH&auf

(Abb.16). In den tiefer gelegenen Bereichen kann man eine porése Struktur erkennen.

Intramuskulér kann man weiterhin die rillige Struktur vom Schleifvorgang amd3am 28Tag erkennen
(AnhangAbb.24). WE43 zeigt groRere Ausstillpungen armi@y nach der Implantation und nahezu keine

am Tag@?8. Dafur kann man vermehrt kleine und gré3ere Vertiefungen auf der WE43 Oberflache am Tag
28 beobachten. Die Prazipitate der BG und-8Gdmplantate behalten ihre sporadische Verteilung
weiterhin und vergroéf3ern ihren Umfang zweifach am Tag 28. Die Kornung der Kristallite ist durchwachsen
und weig sowohl sehr grof3e als auch feinere Kristallité, awbei die Korngrenzen bei BG und-8BiG
Implantaten am Tag 28 weitgehend verbleichen. Auf der Oberflache ddf Riplantate am Tag 3 kann

man, wenn auch abgeschwéacghioch deutlich die urspriingliche Kérnung erkennen. Die Oberflache zeigt
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eine gleichmafe Musterung. Am Ta2g ist von der Granulation nichts mehr erkennbar. Die Oberflache

ist glatt mit Ortlichen Rissen und rundlichen Vertiefungen.

Die Entfernung der Korrosionsprodukte von der Oberflache der 3 Tages Implantate mit (hyorid-
Losung Z20%) (s.c.) brachte eine gleichm&Rige Flachenkorrosion der WE43 Implantate, meitvor
ubergreifendenweich verlaufenden Vertiefungen und Erhebungahb.17). Die Korrosion der BSi und
BGImplantat hingegen ahnelt einer Lochkorrosion mit Elementen einer Muldenkorrosion, wob8i BG
scharfe Kanten und abrupte Vertiefungen jedoch mit einer gleichmaf@geiktur aufweist, BG hingegen
unregelmafige Korrosion mit tieferen und breiteren Kratern in unghlaaRigen Abstanden zei¢bb.
17). Alle WE43 enthaltenenmplantate weisen kreisférmig&ellen mit urspriinglich rillenférmigen
Strukturen auf. Bei WE43 sind die Stellen am starksterireten und besitzen einen gréf3eren
Durchmesser als bei BG und -Bi& Implantaten Intramuskular sind die Korrosionsmerate sehr
ahnlicher Natur, auRer beBG Implantaten, dieauch einegleichmafigere Struktur aufweis mit

einzelnen gréleren VertiefungéAnhangAbb.25).

Am Tag 28 in der gleichen Lokalisation wird die Flachenkorrosion der WE43 Implantate deutlicher sichtbar,
wobei sich wellenartige Verlaufe mit einer sehr feinen Kérnerstruktur ausbiidein. 17). Daneben kann

man auch Risse in der Oberflache erkennen. Die BG uffti Bplantate verfeinern die Mkemale der
Mulden-Lochkorrosion und zeigen eine gleichmaRige Struktur mit filigran Vertiefungen und
Ausstllpungen(Abb. 17). Die beschichteten Materialien weisen weiterhin einzelne Stellen mit der
Schleifmusterunguf. Wie am Tag 3 ahneln sich die Prololar intramuskuliren und der subkutanen

Lokalisatioram Tag 28tark
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High-vac.

High=vac.

WEA43

High=vac.

BG

500 pm

High-vac.

RM-F

Abb.15: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Oberflache von WE43, RBMund BSi Implantaten vor delmplantation. Alle Materialien werden mit einer-fchen (oben) und

einer 500fachen(unten)VergrofRerung dargestellt.
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High-vac. s - High-vac:

High-vac.

High-vae. > High-vac.
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High-vac. - High-vac.

High-vac.

Abb. 16: Oberflache der Implaate nach einer 3 und 28 Tages Implaidn im subkutanen Bereich. Es sind jeweils eine Ubersichtsaufnahme mit einer 50x VergréRerung (oben) und zwei

Detailaufnahmen (500x) dargestellt.
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