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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Anwendung von Biomaterialien in der Human- und Veterinarmedizin ist vielfaltig
und weit verbreitet. Insbesondere in der Orthopadie und Traumatologie werden
implantierbare Biomaterialien wie beispielsweise Titan oder rostfreier Stahl zur Versor-
gung von Frakturen eingesetzt (Muller-Farber, 2003). Nach Abschluss der Frakturhei-
lung haben die Implantate ihre Funktion erfullt und sollten meist in einer zweiten
Operation wieder entfernt werden (Kim et al., 1997). Dieser erneute chirurgische Ein-
griff zur Materialentfernung kann mit operationsbedingten Komplikationen verbunden
sein (Mduller-Farber, 2003). Zudem sind die zusatzlichen Kosten fur Operation,
Nachbehandlung und Arbeitsausfall von Bedeutung (Amini et al., 2011; Staiger et al.,
2000).

Eine mdgliche Lésung stellen bioresorbierbare Implantatmaterialien dar, die im
Gegensatz zu den herkdbmmlichen permanenten Biomaterialien, nach einer Phase
mechanischer Stabilitat, die fur die Frakturheilung erforderlich ist, vom Organismus
vollstandig resorbiert werden konnen (Rokkanen et al., 2000). Magnesiumbasierte,
bioresorbierbare Biomaterialien sind ein vielversprechender Werkstoff fur die zukunf-
tige Herstellung von temporaren, orthopadischen, kardiovaskularen und anderen Im-
plantaten (Chen et al., 2017; Willbold et al., 2013). Das Leichtmetall Magnesium
kommt physiologisch im Organismus vor und weist nur in sehr hohen
Dosierungen toxische Eigenschaften auf (Méhnle und Goetz, 2001). Zudem ahneln
seine mechanischen Eigenschaften im Gegensatz zu anderen Biomaterialien denen
des natirlichen Knochens (Poinern et al., 2012). Magnesiumbasierte, bioresorbierbare
Biomaterialien befinden sich bereits in Form von kleinen Schrauben zur Osteosyn-
these und kardiovaskularen Stents in klinischer Anwendung (Rapetto und Leoncini,
2017; Willbold et al., 2017).

Die Implantation von Biomaterialien in den Organismus lost eine lokale Immunantwort
auf das korperfremde Material aus, die sogenannte Fremdkdrperantwort (engl. foreign
body response, FBR) (Major et al., 2015). Die FBR ist charakterisiert durch die
Infiltration von Makrophagen und deren Fusion zu Fremdkdrperriesenzellen sowie
durch die Ausbildung einer Fremdkorperkapsel (siehe Kapitel 2.4). Wahrend nach
Anderson (2001) der zeitliche Ablauf der FBR auf herkdmmliche Biomaterialien bereits
eingehend untersucht wurde, ist der detaillierte Verlauf der FBR auf bioresorbierbare,
magnesiumbasierte Materialien weitgehend unbekannt.

Fir die Implantation in den Organismus mussen Biomaterialien vor ihrem klinischen
Einsatz auf ihre Biokompatibilitat untersucht werden (siehe Kapitel 2.1). Die Biokom-
patibilitat eines Materials bedingt die angemessene Interaktion zwischen Implantatma-
terial und Wirtsgewebe unter Berucksichtigung der daraus resultierenden lokalen und
systemischen Effekte im Organismus (Remes und Williams, 1992; Wancket, 2015).
Die Beurteilung der Biokompatibilitat unterliegt der Normenreihe DIN EN ISO 10993
und beinhaltet neben der Prifung auf lokale biologische Effekte nach Implantation
(DIN EN ISO 10993-6:2009-08) auch die Prifung auf systemische Toxizitat
(DIN EN ISO 10993-11:2009-08). Der Goldstandard fur die Beurteilung der lokalen
Effekte ist die histopathologische Untersuchung des Fremdkorperkapselgewebes,
welche jedoch nur einen Ausschnitt der gesamten Implantat-Gewebe-Interaktion
bertcksichtigt (DIN EN ISO 10993-6:2009-08). Eine durchflusszytometrische Analyse
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des Gewebes der Fremdkorperkapsel nach Implantation eines Biomaterials wurde bis-
her nicht durchgefuhrt. Mithilfe der Durchflusszytometrie ist eine schnelle, quantitative
sowie multiparametrische Analyse der Leukozyten der gesamten Fremdkorperkapsel
moglich (Catelas et al., 1998).

Das Ziel dieser experimentellen Arbeit war es, die FBR nach Implantation von reinem
Magnesium im Vergleich zu permanenten Biomaterialien im subkutanen und intramus-
kularen Gewebe der Ratte mithilfe der Durchflusszytometrie zu untersuchen und im
zeitlichen Verlauf darzustellen. Das Wissen Uber die zellularen Mechanismen der FBR
auf reines Magnesium soll als Basis fur die Weiterentwicklung und Evaluierung von
magnesiumbasierten, bioresorbierbaren Implantaten dienen. Die vorliegende Arbeit
beinhaltet die Isolierung einer vitalen Einzelzellsuspension aus der Fremdkdorperkapsel
sowie die Etablierung einer durchflusszytometrischen Analyse der Leukozyten in der
Fremdkorperkapsel. Zusatzlich wurden systemische Effekte nach Implantation der Ma-
terialien mittels Durchflusszytometrie im Blut und in der Milz untersucht. Dabei wurden
die In-vivo-Korrosion von reinem Magnesium sowie eine mogliche bakterielle Konta-
mination bericksichtigt.

Zusammenfassend ergaben sich die folgenden Fragestellungen:

—  Wie ist der zellulare Ablauf der FBR im untersuchten Zeitraum auf reines
Magnesium im Vergleich zu den permanenten Implantatmaterialien
Polyetheretherketon und Polystyrol qualitativ und quantitativ charakterisiert?

— Zeigt reines Magnesium gegenuber den permanenten Implantatmaterialien
infolge der Korrosion eine verstarkte lokale Entzindungsreaktion?

— Gibt es einen Unterschied in der zellularen Immunantwort zwischen der
subkutanen und intramuskularen Implantatlokalisation?

—  Gibt es eine systemische Immunantwort auf lokale Implantate?
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2.1 Biomaterialien

Ein Biomaterial ist ein ,Werkstoff aus kondensierter, nicht lebensfahiger Materie zur
Herstellung biokompatibler medizinischer Produkte mit einer definierten Struktur,
Oberflache und Funktion fir eine reproduzierbare Wechselwirkung mit lebenden
humanen und tierischen Zellsystemen, Geweben und Organen und/oder fur eine
Integration in Mensch und Tier* (VDI 5701:2016-09).

Die Anwendungsbereiche von Biomaterialien in der modernen Medizin sind vielfaltig.
Zu den Arzneimitteln bzw. Medizinprodukten, die in der Veterinar- und Humanmedizin
eingesetzt werden, gehoren beispielsweise Nahtmaterial, chirurgische Instrumente,
Wundverbande, Zahnflllungen, orthopadische und kosmetische Implantate
sowie kardiovaskulare Stents und Kunstherzen (Arzneimittelgesetz, 2017,
VDI 5701:2016-09).

Biomaterialien konnen in vier Werkstoffklassen unterschieden werden: metallische,
keramische, polymerchemische und biomolekulare Werkstoffe (Jennissen, 2000).
Die verschiedenen Werkstoffe konnen zudem zu Verbundwerkstoffen kombiniert
werden.

Nach der Implantation von Biomaterialien werden diese vom Organismus als korper-
fremd erkannt (Nuss und von Rechenberg, 2008). Der Organismus reagiert auf den
Fremdkorper mit einer Gewebereaktion. In Abhangigkeit von den Eigenschaften des
Implantates werden biologisch nahezu inerte, toxische, bioaktive und bioresorbierbare
Implantat-Gewebe-Interaktionen unterschieden (Hench und Wilson, 2013) (Tab. 1).
Wichtige Anforderungen an implantierbare Biomaterialien sind Korrosions- bzw. De-
gradationsbestandigkeit im biologischen Milieu, ausreichende mechanische Stabilitat
fur die erforderliche Anwendungsdauer, Sterilisierbarkeit, gute Verarbeitbarkeit sowie
Biokompatibilitat (Thull, 1994; VDI 5701:2016-09).

Tab. 1:  Folgen der Implantat-Gewebe-Interaktionen modifiziert nach Hench und Wilson (2013)

Implantat-Gewebe-Interaktion Reaktion des Gewebes

biologisch nahezu inert Ausbildung einer nicht-adharenten Bindegewebskapsel um das
(nicht resorbierbar) Implantat

toxisch Gewebsnekrose

bioaktiv chemische Bindung zwischen Implantat und Gewebe

oder Geweberegeneration

bioresorbierbar Gewebe ersetzt Implantat

2.1.1 Nachweis der Biokompatibilitat

Damit Medizinprodukte fur die klinische Anwendung zugelassen werden kdnnen, ist
der Nachweis Uber die Biokompatibilitat der verwendeten Werkstoffe erforderlich
(90/385/EWG). Unter Biokompatibilitat versteht man die ,Fahigkeit eines Medizinpro-
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dukts oder Materials, mit einer angemessenen Host-Reaktion Leistung in einer spezi-
fischen Anwendung zu erbringen® (DIN EN ISO 10993-1:2017-04). Das bedeutet,
dass ein Biomaterial flir den geplanten Verwendungszweck keine toxischen, karzino-
genen oder mutagenen Effekte auf den Wirtsorganismus aufweisen darf (Helmus et
al., 2008).

Die praklinische Beurteilung der Biokompatibilitat von Medizinprodukten bzw. deren
Komponenten ist in Deutschland durch die Normenreihe DIN EN ISO 10993 geregelt
und beinhaltet physikalische, chemische sowie biologische Prifungen. Die biologi-
schen Prifungen umfassen In-vitro- und In-vivo-Prifverfahren, wobei die In-vitro-Pruf-
verfahren gegenuber Tierversuchen bevorzugt werden missen, wenn sie angemes-
sen validiert, zuverlassig, praktisch verfugbar und reproduzierbar sind
(DIN EN ISO 10993-2:2006-10). In-vitro-Prufverfahren liefern beispielsweise Informa-
tionen zur Zytotoxizitat und Genotoxizitat von Biomaterialien (Pearce et al., 2007). Die
Gewebereaktion auf implantierte Biomaterialien ist komplex und kann durch
In-vitro-Untersuchungen an Zellkulturen nur unzureichend nachgebildet werden
(Muschler et al., 2010). Lokale und systemische Effekte, die infolge von Implantat-Ge-
webe-Interaktionen entstehen, kdnnen somit nur im Tiermodell mittels Implantations-
studien untersucht werden (Pearce et al., 2007; Wancket, 2015).

2.1.2 Nicht resorbierbare Implantatmaterialien

Zu den nicht resorbierbaren bzw. permanenten Implantatmaterialien gehéren Metalle,
Polymere, Keramiken und Verbundwerkstoffe (VDI 5701:2016-09). Nicht resorbier-
bare Implantate sind chemisch stabil und nicht vom Organismus abbaubar. Sie kénnen
daher dauerhaft ihre Funktion ausuben.

Nahezu alle Implantate fur die Osteosynthese wie Platten, Schrauben oder Marknagel
bestehen aus nicht resorbierbaren Metallen, da diese eine hohe mechanische Stabili-
tat und Bruchfestigkeit aufweisen (Staiger et al., 2006). Die am haufigsten in der
Human- und Veterinarmedizin verwendeten nicht resorbierbaren metallischen Bioma-
terialien sind rostfreier Stahl, Titanlegierungen und Cobalt-Chrom-Legierungen (Guiot
und Déjardin, 2011; Niinomi, 2002). Diese Metalle weisen allerdings einige negative
Eigenschaften auf: Knochenatrophie durch stress shielding, Artefakte bei radiologi-
scher Bildgebung, toxische partikelbedingte Osteolysen sowie die Notwendigkeit einer
zweiten Operation zur Entfernung des Implantats (Staiger et al., 2006; Waizy et al.,
2013).

Neben den Metallen werden Polymere und Keramiken als nicht resorbierbare Implan-
tatmaterialien klinisch genutzt (VDI 5701:2016-09). Keramiken werden hauptsachlich
zum Ersatz harter Gewebe in der Zahnheilkunde und in der Endoprothetik eingesetzt.
Zu den nicht resorbierbaren stabilen Polymeren zahlen beispielsweise Polyethylen,
Polyamid, Polyurethan und Polyetheretherketon. Sie werden als Nahtmaterialien,
Gefallprothesen, kinstliche Herzklappen sowie in der Endoprothetik verwendet.

2.1.2.1 Polyetheretherketon (PEEK)

Der Kunststoff PEEK ist ein nicht resorbierbares, aromatisches Polymer und gehort
zur Familie der Polyaryletherketone (Kurtz und Devine, 2007). Er ist in seiner soliden
Form biokompatibel, biologisch inert und nicht bioaktiv (Toth, 2011). Fir eine Verwen-
dung als Implantatmaterial weist PEEK neben der guten Biokompatibilitat hervorra-
gende physikalische und chemische Eigenschaften auf (Schwitalla et al., 2014). Das
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Polymer PEEK verflgt Uber knochenahnliche elastische Eigenschaften und ist auf-
grund seiner geringen Dichte sehr leicht. Es ist zudem hochbestandig gegenuber
Verschleil, sterilisierbar, rontgentransparent und bietet vielfaltige Mdglichkeiten der
Verarbeitung (Kurtz und Devine, 2007; Schwitalla et al., 2014).

Implantate aus dem Werkstoff PEEK werden in der Orthopadie, Traumatologie und
Mund-, Kiefer-, Gesichtschirurgie sowie in der Zahnheilkunde -eingesetzt
(VDI 5701:2016-09). Um die Materialeigenschaften von PEEK gezielt an die jeweilige
Anwendung anzupassen, werden dem Polymer beispielsweise Kohlefasern, Farb-
stoffe oder Apatite zugesetzt (Schwitalla et al., 2014).

In verschiedenen tierexperimentellen Studien wird nach der Implantation von PEEK
eine sehr milde FBR des Organismus beobachtet, die mit der Ausbildung einer
kollagenreichen Fremdkoérperkapsel einhergeht (Jockisch et al., 1992; Williams et al.,
1987).

2.1.2.2 Polystyrol (PS)

Der Kunststoff PS ist ebenfalls ein biokompatibles, nicht resorbierbares Polymer
(Gretzer et al., 2006; Rajabi, 2014). Polystyrol gehort zur Gruppe der Polyvinylbenzole
und wird durch Polymerisation von Styrol gewonnen (Sastri, 2014). Das Polymer be-
sitzt eine geringe Dichte, gute Verformbarkeit, Bestandigkeit gegentiber Gammastrah-
lung, hohe Steifigkeit und Harte sowie keine toxischen Eigenschaften (Chen et al.,
2013b; Sastri, 2014). Je nach Verarbeitung ist PS transparent oder weil3 geschaumt.

Polystyrol ist ein wichtiger Verpackungskunststoff im medizinischen Bereich und wird
beispielsweise in Form von Pharmaverpackungen, Infusionsbehaltern und Einweg-La-
borartikeln wie Zellkulturflaschen und Petrischalen verwendet (Richter et al., 1988;
Sastri, 2014).

FUr Biokompatibilitatspriafungen im Tiermodell wird PS haufig als Referenzmaterial in
Form von kleinen Kugelchen oder scheibenformigen Proben genutzt (Bratlie et al.,
2010; Gretzer et al., 2006). Die scheibenférmigen Proben werden aus Zellkulturfla-
schen oder Petrischalen hergestellt. Die Implantation von scheibenférmigen Polysty-
rolproben resultiert in der Ausbildung einer fibrésen Fremdkoérperkapsel um das Im-
plantat (Gretzer et al., 2006). Hingegen fuhrt die Implantation von bis zu 10 ym grof3en
Partikeln aus PS zur Aktivierung von Makrophagen und nachfolgender Phagozytose
der Partikel (Bratlie et al., 2010; Jay et al., 2010).

2.1.3 Bioresorbierbare Implantatmaterialien

Gegenuber konventionellen, nicht resorbierbaren Implantatmaterialien stellen biore-
sorbierbare Materialien eine Alternative dar. Bioresorbierbare Materialien werden im
Organismus Uber Degradations- bzw. Korrosionsprodukte aufgeldst und durch zellu-
lare Aktivitat in einer biologischen Umgebung vollstandig abgebaut und entfernt
(VDI 5701:2016-09).

Die bioresorbierbaren Implantatmaterialien konnen in drei Werkstoffklassen eingeteilt
werden: Polymere, Metalle und biomolekulare Werkstoffe (VDI 5701:2016-09). Biore-
sorbierbare Polymere wie z. B. Poly-g-Lactin werden klinisch hauptsachlich in Form
von Nahtmaterial eingesetzt. Fur die Anwendung als orthopadisches Implantatmaterial
besitzen bioresorbierbare Polymere unzureichende mechanische Eigenschaften
(Lévesque et al., 2004). Die reinen Metalle Magnesium, Eisen und Wolfram sind in
physiologischer Umgebung bioresorbierbar und Gegenstand der aktuellen Forschung
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(Peuster et al., 2003; Zheng et al., 2014). Biomolekulare Werkstoffe sind biotechnisch
oder gentechnisch hergestellte Materialien biologischer Herkunft, die beispielsweise in
Form von Fibrin oder Kollagen im klinischen Einsatz sind (VDI 5701:2016-09).

Bioresorbierbare Biomaterialien missen fur die klinische Anwendung verschiedene
Voraussetzungen erfullen: gute Biokompatibilitat des Materials und seiner Degradati-
onsprodukte, angemessene mechanische Eigenschaften sowie eine ausreichende
Funktionsbestandigkeit des Implantates mit einer Degradationsrate, die an den Hei-
lungsprozess angepasst ist (Hurschler et al., 2013; Waizy et al., 2013). Nach Erflllung
seiner Funktion sollte sich das Implantatmaterial langsam auflosen und die dabei ent-
stehenden Degradationsprodukte sollten vom Korper aufgenommen sowie rick-
standsfrei ausgeschieden werden (Poinern et al., 2012).

2.1.3.1 Magnesium

Magnesium ist ein naturlicher Bestandteil des menschlichen Korpers und seine
Nutzung als medizinischer bioresorbierbarer Werkstoff wird seit Ende des 19. Jahr-
hunderts erforscht (Witte, 2010). Zahlreiche tierexperimentelle Studien belegen eine
gute Biokompatibilitat flr magnesiumbasierte Biomaterialien und ein geringes immu-
nogenes Potential (Waizy et al., 2013; Witte et al., 2005; Xu et al., 2007; Zhang et al.,
2010).

Magnesium eignet sich hervorragend als bioresorbierbares Implantatmaterial, da es
physiologisch im Organismus vorkommt. Magnesium ist neben Calcium, Kalium und
Natrium das vierthaufigste Kation und ein essentieller Mineralstoff im menschlichen
Organismus (Maguire und Cowan, 2002). Das zweiwertige Kation wirkt als Kofaktor
zahlreicher enzymatischer Reaktionen und stabilisiert die Struktur von Nukleinsauren
(Hartwig, 2001; Misra und Draper, 1998; Mohnle und Goetz, 2001). Magnesium wird
mit der Nahrung aufgenommen, intestinal resorbiert und hauptsachlich im Knochen
eingelagert (Maguire und Cowan, 2002; Mohnle und Goetz, 2001). Etwa 60-65 % des
Gesamtmagnesiumgehaltes des Korpers befinden sich in der Knochensubstanz, wo-
hingegen im Blut nur 1 % gespeichert ist. Der verbleibende Anteil ist in Muskulatur und
Weichteilgewebe gebunden (Méhnle und Goetz, 2001). Die Nieren regulieren die Mag-
nesiumserumkonzentration und scheiden uUberschussiges Magnesium mit dem Urin
aus (Saris et al., 2000). Infolge einer Behandlung mit Diuretika, einer Fehlernahrung
oder erhohter gastrointestinaler Verluste kann sich ein Magnesiummangelzustand ent-
wickeln (Mdhnle und Goetz, 2001). Hypomagnesiamie geht mit unspezifischen Symp-
tomen einher. Eine Hypermagnesiamie ist hingegen selten und meistens auf eine
ubermalige iatrogene Zufuhr von Magnesium zurtckzufuhren (Mohnle und Goetz,
2001). Klinische Symptome einer Hypermagnesiamie treten in Abhangigkeit von der
Serumkonzentration auf und umfassen gastrointestinale Symptome, Hyporeflexie bis
hin zu Atemversagen und Koma.

Magnesium und seine Korrosionsprodukte besitzen kein allergisches und nur ein sehr
geringes toxisches Potential (Niemeyer et al., 2001; Seal et al., 2009; Witte et al.,
2008b). Die mechanischen Eigenschaften von Magnesium wie Dichte, Elastizitatsmo-
dul, Druck- und Zugfestigkeit ahneln den Eigenschaften des naturlichen Knochens
(Poinern et al., 2012) (Tab. 2). Wenn orthopadische Implantatmaterialien wie Titanle-
gierungen verwendet werden, die andere mechanische Eigenschaften als natirlicher
Knochen besitzen, kann das Phanomen des stress shielding beobachtet werden
(Poinern et al., 2012). Beim stress shielding tragt das Implantat mehr Last als der ver-
bleibende Knochen, wodurch es zu Umbau- und Resorptionsvorgangen des weniger
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belasteten Knochens kommt (Sumner, 2015). Flr magnesiumbasierte Implantate ist
bisher kein stress shielding beschrieben (Salahshoor und Guo, 2012). Zudem verur-
sachen magnesiumbasierte, orthopadische Implantate bei den radiologischen Schicht-
bildverfahren Computer- und Magnetresonanztomographie weniger Artefakte im Ver-
gleich zu herkdmmlichen metallischen Biomaterialien (Filli et al., 2015).

Tab. 2: Mechanische Eigenschaften von Knochen und verschiedenen Implantatmaterialien modifi-
ziert nach Poinern et al. (2012) und ASTM F2026 - 02 (2002)

Mechanische Eigen- Dichte Elastizitats- Druckfestigkeit Zugfestigkeit
schaften (g/cm?) modul (GPa) (MPa) (MPa)
kortikaler Knochen 1,8-2,0 5-23 160 — 240 35283
spongidser Knochen 1,0-14 0,01 -1,57 1,5-9,3 1,5-38
reines Magnesium 1,74 45 20-115 90 — 190
Titanlegierungen 4,4 100 — 125 - 550 — 985
rostfreier Stahl 7.9 193 - 200 - 480 - 620
Polyetheretherketon 1,3 3 - 90

Implantate aus reinem Magnesium weisen herstellungsbedingt Verunreinigungen von
Eisen, Nickel und Kupfer auf, die die Korrosionseigenschaften des Metalls negativ be-
einflussen kénnen (Song und Atrens, 1999; Waizy et al., 2013). Die Korrosionsge-
schwindigkeit von Magnesium ist deutlich erhoht, wenn eine bestimmte Grenze an
Verunreinigungen, das sogenannte Toleranzlimit, Gberschritten wird.

Die beschriebenen Eigenschaften von reinem Magnesium zeichnen es als ein vielver-
sprechendes bioresorbierbares Implantatmaterial aus, jedoch verhindern eine hohe
Korrosionsgeschwindigkeit mit entsprechend starker Gasbildung und unzureichende
mechanische Eigenschaften den klinischen Einsatz von reinem Magnesium als Bio-
material (Seitz et al., 2014; Waizy et al., 2013). Diese Probleme und die Markteinfuh-
rung von rostfreiem Stahl als orthopadisches Implantatmaterial fuhrten in der Mitte des
20. Jahrhunderts zum Erliegen der Forschung an magnesiumbasierten Biomaterialien
(Witte et al., 2005). Zu Beginn des 21. Jahrhunderts wurde mit der Verfugbarkeit neu-
artiger Legierungszusammensetzungen und Verarbeitungstechniken die Forschung
an magnesiumbasierten Implantatmaterialien wiederaufgenommen (Witte et al., 2005;
Xu et al., 2007).

Die Entwicklung von Magnesiumlegierungen stellt einen Ansatz zur Verbesserung der
mechanischen Eigenschaften, der Korrosionseigenschaften und der Verarbeitungsei-
genschaften im Herstellungsprozess von magnesiumbasierten Biomaterialien dar
(Nassif und Ghayad, 2013; Poinern et al., 2012). Legierungen ermdglichen eine
bedarfsadaptierte Anpassung der mechanischen Materialeigenschaften fur die klini-
sche Anwendung und konnen den negativen Einfluss von Verunreinigungen auf die
Korrosionsgeschwindigkeit reduzieren (Poinern et al., 2012; Song und Atrens, 1999).
Typische chemische Elemente fur die Herstellung von Magnesiumlegierungen sind
Aluminium, Calcium, Lithium, Mangan, Zink, Zirkonium und die seltenen Erden Gado-
linium und Yttrium (Witte et al., 2008a). Dabei werden aluminiumhaltige Magnesium-
legierungen wie z. B. AZ91 und LAE442 und aluminiumfreie Magnesiumlegierungen
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wie z. B. WE43 und MgCa0.8 unterschieden. Wahrend der Korrosion werden Legie-
rungsbestandteile zusammen mit Magnesium in den Organismus freigesetzt, daher
durfen diese in der verwendeten Menge keine toxischen Reaktionen hervorrufen
(Nassif und Ghayad, 2013; Song und Song, 2007). Aufgrund der Toxizitat von Alumi-
nium sollten nur aluminiumfreie Legierungen fur die Implantation in den menschlichen
Korper entwickelt werden (Witte et al., 2008a). Weitere Ansatze zur Verbesserung der
Materialeigenschaften von magnesiumbasierten Biomaterialien sind die Erhéhung des
Reinheitsgrades, die Oberflachenmodifikation, die Verfeinerung der Mikrostruktur, die
Hitzebehandlung und die Kombination mit anderen Materialien zur Erzeugung von Ver-
bundwerkstoffen (Chen et al., 2015; Zheng et al., 2014).

Neben tierexperimentellen Studien gibt es zunehmend auch Studien Uber den Einsatz
von Magnesium als Biomaterial in der Humanmedizin. Dabei werden magnesiumba-
sierte Implantate fur orthopadische und endovaskulare Zwecke untersucht (Haude et
al., 2013; Windhagen et al., 2013). In klinischer Anwendung befinden sich bereits die
MAGNEZIX®-Schrauben der Firma Syntellix und der Magmaris Stent der Firma
BIOTRONIK (Rapetto und Leoncini, 2017; Willbold et al., 2017). Beide Produkte ba-
sieren auf einer Weiterentwicklung der Magnesiumlegierung WE43 und sind CE-zerti-
fiziert.

2.1.3.2 In-vivo-Korrosion von Magnesium

Reines Magnesium korrodiert im physiologischen Milieu und weist dabei eine
schlechte Korrosionsbestandigkeit auf (Nassif und Ghayad, 2013; Staiger et al., 2006).
Die DIN EN ISO 8044:2015-12 bezeichnet Korrosion als die ,physikochemische
Wechselwirkung zwischen einem Metall und seiner Umgebung, die zu einer Verande-
rung der Eigenschaften des Metalls fihrt und die zu erheblichen Beeintrachtigungen
der Funktion des Metalles [oder] der Umgebung [...] fuhren kann®.

Bei der In-vivo-Korrosion von reinem Magnesium treten verschiedene Korrosionsarten
auf: elektrochemische Korrosion, chemische Korrosion, Lochkorrosion und galvani-
sche Korrosion (Poinern et al., 2012; Zheng et al., 2014). Die folgenden
Korrosionsprodukte werden bei allen magnesiumbasierten Implantatmaterialien im
physiologischen Milieu gebildet: Magnesiumhydroxid, Magnesiumchlorid, Magnesium-
carbonat, magnesiumhaltiges Calciumphosphat, Magnesiumionen, Hydroxidionen und
Wasserstoffgas (Seitz et al., 2014; Zheng et al., 2014).

Direkt nach der Implantation findet im physiologischen Milieu eine sauerstoffunabhan-
gige, elektrochemische Reaktion des Magnesiums mit Wasser in der Implantatumge-
bung statt (Witte et al., 2008a). Dabei entstehen Magnesiumhydroxid und Wasserstoff-
gas. In der Anodenreaktion wird Magnesium oxidiert und es werden Magnesiumionen
sowie Elektronen freigesetzt (Agarwal et al., 2016). Die Elektronen reagieren in der
Kathodenreaktion mit Wasser und bilden Hydroxidionen sowie Wasserstoffgas. Die
elektrochemischen Reaktionen von Magnesium im wassrigen Milieu lassen sich nach
Witte et al. (2008a) wie folgt zusammenfassen:

Mg — Mg?t + 2e” (Anodenreaktion)

2H,0+2e~ - H,+20H™ (Kathodenreaktion)
Mg?* + 20H~ - Mg(OH), (Produktbildung)
Mg + 2H;0q) — Mg(OH), () + Hy () (Gesamtreaktion).
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Es bildet sich eine Schutzschicht aus Magnesiumhydroxid auf der gesamten Implan-
tatoberflache aus, die die Korrosionsgeschwindigkeit verringert (Poinern et al., 2012;
Witte et al., 2005). Diesen Vorgang nennt man Passivierung (DIN EN ISO 8044:2015-
12). Die im Rahmen der FBR (siehe Kapitel 2.4) an die Magnesiumoberflache adsor-
bierten Plasma- und Gewebeproteine verlangsamen die initiale Korrosionsgeschwin-
digkeit ebenfalls (Liu et al., 2007). Im physiologischen Milieu besitzt die Schutzschicht
aus Magnesiumhydroxid jedoch nur eine geringe Korrosionsbestandigkeit (Nassif und
Ghayad, 2013). Die hohe physiologische Konzentration von Chloridionen
(~100 mmol/l) fuhrt durch eine chemische Reaktion zum lokalen Aufbruch der Schutz-
schicht aus Magnesiumhydroxid (Staiger et al., 2006). Chloridionen reagieren mit Mag-
nesiumhydroxid unter Bildung von Magnesiumchlorid, welches leicht 16slich ist
(Poinern et al., 2012):

Mg(OH), s) T2 Cl_(aq) - MgCl, (aq) T 2 OH_(aQ)'

Die Lochkorrosion ist die Folge der lokalen Zerstérung der Schutzschicht (Zheng et al.,
2014). Es entstehen punktférmige Korrosionsstellen an der Oberflache des Metalls,
die tief in das Metallinnere vordringen und die mechanischen Eigenschaften des
Implantates negativ beeinflussen (Poinern et al., 2012). Durch die Bildung eines
Korrosionsloches liegt das reine Magnesium frei und ist erneut elektrochemischer
Korrosion ausgesetzt (Nassif und Ghayad, 2013). Hat sich ein solches Loch erst ge-
bildet, schreitet die lokale Korrosion sehr schnell voran (Agarwal et al., 2016).

Die galvanische Korrosion bzw. Bimetallkorrosion beschreibt die Korrosion zwischen
verschiedenen Metallen in Anwesenheit von Elektrolyten (DIN EN ISO 8044:2015-12).
Sie tritt bei reinem Magnesium durch Verunreinigung mit anderen Metallen auf und
begunstigt die Lochkorrosion im physiologischen Milieu (Poinern et al., 2012).

Die wahrend der Korrosionsreaktionen freigesetzten Hydroxidionen fihren zu einem
Anstieg des pH-Wertes auf der Implantatoberflache, welcher jedoch durch die Puffer-
systeme im Organismus weitgehend in physiologischen Bereichen gehalten wird (Seitz
et al., 2014; Zheng et al., 2014). Die Hydroxidionen reagieren unter anderem mit dem
Bicarbonat-Puffersystem, wobei Magnesiumcarbonat ausfallt (Xin et al., 2011). Die
physiologische Selbstregulierung des pH-Wertes kann nur aufrechterhalten werden,
wenn die Korrosion von reinem Magnesium langsam ablauft und nur geringe Mengen
an Hydroxidionen freigesetzt werden (Seitz et al., 2014).

Aufgrund der Anwesenheit von Calcium- und Phosphationen sowie dem lokal alkali-
schen pH-Wert an der Implantatoberflache lagern sich magnesiumhaltige Calcium-
phosphate ab, die als Anlagerungsstelle flr biologisches Calciumphosphat dienen und
die Knochenneubildung begunstigen (Witte et al., 2005; Xu et al., 2007). Die Ausbil-
dung von biologischen Calciumphosphaten kann als bioaktive Implantat-Gewebe-
Interaktion angesehen werden.

Auf der Schicht der Korrosionsprodukte werden mit zunehmender Implantationsdauer
Zellansammlungen beobachtet (Zheng et al., 2014). Mit fortschreitender Korrosion 16-
sen sich zudem Magnesiumpartikel und Korrosionsprodukte vom Metall und interagie-
ren mit der Umgebung des Implantates. Zum einen kdnnen Makrophagen und Fremd-
korperriesenzellen die freigesetzten Partikel abhangig von deren Gro3e phagozytieren
oder extrazellular degradieren (Witte et al., 2005; Zheng et al., 2014). Zum anderen
konnen l6sliche Korrosionsprodukte wie die freien Magnesiumionen ins Blut diffundie-
ren und vom Organismus eliminiert werden (Witte et al., 2005). Schliel3lich flihren alle
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beschriebenen Korrosionsarten in vivo zu einem vollstandigen Abbau eines Implanta-
tes aus reinem Magnesium (Witte et al., 2005; Zheng et al., 2014).

In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit

Die Korrosionsgeschwindigkeit beschreibt das Auftreten von Korrosionserscheinun-
gen an einem Metall je Zeit (DIN EN ISO 8044:2015-12). Sie kann bei reinen
Magnesiumimplantaten Uber den Masseverlust der entnommenen Implantate pro Zeit
berechnet werden, nachdem die Korrosionsprodukte mithilfe einer wassrigen Losung
von Chrom(VIl)-oxid entfernt wurden (ASTM G31 - 72(2004); Avedesian und Baker,
1999).

Die In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit von reinem Magnesium ist abhangig von der
Reinheit des Magnesiums, dem Oberflache-Volumen-Verhaltnis des Implantates und
dem Implantationsgewebe sowie seiner Durchblutung (Andrews, 1917; Xu et al., 2007;
Zheng et al., 2014).

Wasserstoffgas

Bei der elektrochemischen Korrosion von reinem Magnesium im physiologischen
Milieu entsteht aus einem Gramm reinen Magnesiums etwa ein Liter Wasserstoffgas
(Witte et al., 2005). Nach der Implantation von Magnesium werden im Tierversuch
haufig subkutane Gasansammlungen innerhalb der ersten Wochen beobachtet, die
mit zunehmender Implantationsdauer ohne Intervention verschwinden und keine ne-
gativen Effekte auf die Tiere haben (Witte et al., 2005; Witte et al., 2007). Die beschrie-
benen lokalen Gasansammlungen treten auf, wenn mehr Wasserstoff pro Zeiteinheit
gebildet wird, als im Gewebe geldst oder in den Extrazellularraum diffundieren kann
(Witte et al., 2008a). Dabei sind Diffusion und Ldslichkeit von den lokalen Ldslichkeits-
und Diffusionskoeffizienten fur Wasserstoff in der Implantatumgebung abhangig.
Durch eine geringe In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit mit folglich geringer Produktion
von Wasserstoffgas und einen hohen lokalen Blutfluss, der den Abtransport von Was-
serstoffgas begulnstigt, kann die Bildung von Gasansammlungen im Gewebe vermie-
den werden. Kuhlmann et al. (2013) zeigten, dass die Gasansammlungen nicht primar
aus Wasserstoffgas bestehen. Stattdessen enthalten sie ein Gemisch aus Stickstoff,
Sauerstoff, Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff, wobei der Anteil von Wasserstoffgas
weniger als 1 % betragt. Als Ursache des niedrigen Wasserstoffgehaltes wird ein
schneller Gasaustausch mit dem Umgebungsgewebe angegeben.

2.2 Tiermodelle zur Biokompatibilitatsprifung von
Implantatmaterialien

Tierversuche sind fur die Prifung der Biokompatibilitat, der mechanischen Funktion
und des Degradationsverhaltens von neu entwickelten Biomaterialien vor der klini-
schen Anwendung in der Veterinar- und Humanmedizin unverzichtbar (Pearce et al.,
2007; Waizy et al., 2013).

FiUr die Planung und Durchfuhrung von Tierversuchen zur Biokompatibilitatsprifung
gibt die DIN EN ISO 10993-2:2006-10 tierschutzrechtliche Anforderungen sowie Emp-
fehlungen vor und berucksichtigt dabei das 3R-Prinzip (Richmond, 2008). Ziel des 3R-
Prinzips ist die vollstandige Vermeidung von Tierversuchen (engl. replacement), die
Verminderung der Versuchstierzahl (engl. reduction) sowie die Minimierung von
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Schmerzen und Leiden der Versuchstiere durch Verbesserung des Verfahrens (engl.
refinement) (Russel und Burch, 1959).

Die Prufverfahren zur Beurteilung der lokalen Effekte nach der Implantation von Bio-
materialen sind in der DIN EN ISO 10993-6:2009-08 festgelegt und sehen weiterhin
den Einsatz von Tiermodellen vor. Den Versuchstieren werden Implantatprifkorper
subkutan, intramuskular oder in den Knochen implantiert, um die biologische Reaktion
des jeweiligen Gewebes auf den implantierten Werkstoff bewerten zu konnen. Die
durch das zu prufende Biomaterial hervorgerufene Gewebereaktion wird dabei mit der
Gewebereaktion auf einen Kontrollwerkstoff verglichen, dessen Biokompatibilitat be-
reits bekannt ist (DIN EN ISO 10993-6:2009-08).

Fir die Implantationsprufungen werden kleine Versuchstiere wie Mause, Ratten, Meer-
schweinchen  oder Kaninchen  gegenuber  Groltiermodellen  bevorzugt
(DIN EN ISO 10993-6:2009-08). Die Auswahl des Tiermodells erfolgt gemal
DIN EN ISO 10993-6:2009-08 unter ,Berucksichtigung der GroRe der Implantatpruf-
korper, der Anzahl der Implantate je Tier, der vorgesehenen Prufdauer in Bezug zur
Lebensdauer der Tiere und mdglicher artspezifischer Unterschiede der biologischen
Reaktion®. Neben diesen Kriterien mussen bei der Auswahl eines Tiermodells weitere
Faktoren wie z. B. Haltung und Handhabung der Tiere sowie die Kosteneffizienz be-
rucksichtigt werden (Tab. 3).

Tab. 3: Kriterien fiir die Auswahl eines Tiermodells modifiziert nach Schimandle und Boden (1994)
sowie Davidson et al. (1987)

Kriterien fUr die Auswahl eines Tiermodells

Kosten fur Anschaffung und Haltung der Versuchstiere
Verfugbarkeit der Tiere

Mal an gesellschaftlicher Akzeptanz

Toleranz gegeniber Gefangenschaft

einfache Haltung

einfache Handhabung

geringer Pflegeaufwand

Widerstandsfahigkeit gegentiber Krankheiten und Infektionen
Grad der Ubertragbarkeit auf humane Verhéltnisse
Verflgbarkeit von Spezies-spezifischen Datenbanken

Grole der Tiere

Toleranz gegenuber chirurgischen Eingriffen
Lebenserwartung der Spezies

Verfugbarkeit von Rdumlichkeiten und Personal
Verallgemeinerbarkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

MaR an Standardisierung (genetische Einheitlichkeit der Tiere)

11
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2.2.1 Tiermodell Ratte

Seit dem 19. Jahrhundert ist die Ratte ein etabliertes Tiermodell fur die Erforschung
der humanen Physiologie und Pathologie (Abbott, 2004; Lindblad-Toh, 2004). Heute
ist sie nach der Maus die am haufigsten eingesetzte Tierart in der medizinischen For-
schung. Im Jahr 2016 wurden in Deutschland 312 654 Ratten fir Tierversuche und
andere wissenschaftliche Zwecke verwendet (BMEL, 2017). Die Ratte dient als ein
wichtiges Tiermodell flir Verhaltensstudien und toxikologische Studien sowie fur die
Erforschung von kardiovaskularen Erkrankungen und Stoffwechselerkrankungen
(Abbott, 2004; lannaccone und Jacob, 2009).

Die Verwendung der Ratte als Versuchstier bietet einige Vorteile gegentber der Maus
und anderen Tiermodellen (lannaccone und Jacob, 2009). Die Grolke des Tieres er-
moglicht chirurgische Eingriffe, detaillierte physiologische Messungen und die Ent-
nahme einer ausreichenden Menge an Probenmaterial (Abbott, 2004; lannaccone und
Jacob, 2009; van den Brandt et al., 2004). Im Vergleich zur Maus sind die Physiologie
und das Genom der Ratte dem Menschen ahnlicher (lannaccone und Jacob, 2009;
Lindblad-Toh, 2004). Der tierexperimentelle Einsatz von Ratten und Mausen ist gesell-
schaftlich eher akzeptiert als die Verwendung groRerer Tiermodelle wie Schaf,
Schwein, Katze oder Hund (Willbold et al., 2017). Die einfache Handhabung und Hal-
tung von Ratten, die genetische Einheitlichkeit der Inzuchtstdmme sowie die geringen
Kosten fur Erwerb und Unterbringung stellen weitere Vorzuge gegenuber der Verwen-
dung von Groldtiermodellen dar (Jager et al., 2005).

Entsprechend den Empfehlungen der Norm DIN EN ISO 10993-6:2009-08 wird die
Ratte haufig als Tiermodell fur die Beurteilung der Biokompatibilitat nach Implantation
von Biomaterialien eingesetzt (Hunt et al., 1996; McNamara und Williams, 1981;
Patino et al., 2003; van Wachem et al., 1994). Die Implantate werden in subkutane
oder intramuskulare Taschen vorwiegend im Bereich des Rickens der Tiere einge-
bracht (An et al., 2000). Es kdnnen bis zu sechs zylinderformige Prufkorper pro Tier
implantiert werden. Der maximale an die Lebenserwartung der Ratte angepasste
Implantationszeitraum betragt 52 Wochen (DIN EN ISO 10993-6:2009-08).

Aufgrund ihrer GroRRe im Vergleich zur Maus ist die Ratte auch flr Biokompatibilitats-
prufungen von Biomaterialien im Knochen geeignet (Castellani et al., 2011; Reifenrath
etal., 2015; Thull et al., 1992). Gemaf der Norm DIN EN ISO 10993-6:2009-08 durfen
zylinder- oder schraubenformige Werkstoffe in den Knochen der Tiere eingesetzt
werden, wobei die maximale Anzahl der Prufkorper sechs betragt. Jedoch unterschei-
det sich die Knochenstruktur der Ratte von der des Menschen, wodurch die Ubertrag-
barkeit der Ergebnisse eingeschrankt ist (Pearce et al., 2007; Wancket, 2015).

Zur Prifung der Biokompatibilitdt von bioresorbierbaren Werkstoffen empfiehlt die
Norm DIN EN ISO 10993-6:2009-08 die Durchfihrung einer Pilotstudie an Nagetieren,
um die zu erwartende Abbaurate festzustellen (Reifenrath et al., 2015; Walker et al.,
2012).

2.2.2 Weitere Kleintiermodelle
Die Maus wird gemaf der Norm DIN EN ISO 10993-6:2009-08 ebenso wie die Ratte

als Tiermodell fur die Beurteilung der Biokompatibilitdt von Biomaterialien anhand der
lokalen Effekte nach Implantation eingesetzt. Die Bewertung der biologischen Reak-

12



2. Literaturibersicht

tion auf den implantierten Werkstoff erfolgt im subkutanen oder intramuskularen Ge-
webe (Avula et al., 2014; Brandt et al., 2011; Endres et al., 2004). Mause sind leicht
zu handhaben und zu halten, jedoch neigen sie zu einer erhdhten Aggressivitat im
Vergleich zu Ratten (Abbott, 2004). Aufgrund ihrer geringen Korpergrol3e ist die Anzahl
und die GrofRe von Implantaten im Weichteilgewebe beschrankt (Drynda et al., 2013;
Higgins et al., 2009).

Das Kaninchen zeichnet sich aufgrund seiner einfachen Handhabung und Haltung, der
relativ grollen KorpergroflRe, des sanften Gemites und der frihen skelettalen Reife
ebenfalls als ein geeignetes Tiermodell fur die Biomaterialforschung aus (Arora et al.,
2011; Burkholder et al., 2012). Es wird haufig zur Beurteilung der Biokompatibilitat von
Biomaterialien und des Degradationsverhaltens von bioresorbierbaren Implantaten im
Knochen verwendet, obwohl sich die Knochenstruktur von der des Menschen unter-
scheidet (Meyer-Lindenberg et al., 2010; Pihlajamaki et al., 2010; Waizy et al., 2014).
Gemal der Norm DIN EN ISO 10993-6:2009-08 kdnnen bis zu sechs Implantate je
Kaninchen in Tibia und Femur eingesetzt werden.

2.2.3 Groftiermodelle

Die Nutzung von kleinen Wiederkauern und Schweinen als Grofdtiermodell fur die
Biokompatibilitatsprifung bietet zahlreiche Vorzige gegenlber den Nagetieren und
Kaninchen. Ihre GroRe ermdglicht die Implantation von grof3eren Implantaten bzw. ei-
ner héheren Anzahl an Prufkérpern (DIN EN ISO 10993-6:2009-08). Groldtiermodelle
erlauben somit die Implantation von komplexen, dem Menschen in Form und GroRe
angepassten orthopadischen Implantaten wie beispielsweise Platten-, Schrauben- und
Marknagel-Systeme (Willbold et al., 2017). Ferner kdnnen bestimmte Implantate wie
z. B. kunstlicher Gelenkersatz nicht verkleinert werden und sind auf den Einsatz von
Groldtiermodellen angewiesen (Muschler et al., 2010). Zudem verfligen Grol3tiere Uber
einen langsameren Stoffwechsel im Vergleich zu Mausen und Ratten, wodurch eine
bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zum Menschen gegeben ist (Willbold et al.,
2017). Weiterhin wird der Einsatz von Nutztieren als Groftiermodell gesellschaftlich
weniger kritisch wahrgenommen als die Verwendung von Heimtieren wie Hund oder
Katze (Pearce et al., 2007).

Die Nachteile von Groftiermodellen sind im Vergleich zu Kleintieren erhOhte Kosten,
ein erhohter personeller und raumlicher Aufwand und die eingeschrankte Verfugbar-
keit von standardisierten Tieren (Willbold et al., 2017).

Das Schaf ist ein haufig eingesetztes Groltiermodell fur die Bewertung der Biokom-
patibilitat von neuen orthopadischen Implantaten, die in den Knochen implantiert wer-
den sollen (Nuss et al., 2006; Rdssig et al., 2015). Die Koérpermasse, die GroRe der
Knochen, der Knochen- und Gelenkaufbau sowie die Knochenheilung des Schafes
sind vergleichbar zum Menschen (Nuss et al., 2006; Pearce et al., 2007).

Gemald der Norm DIN EN ISO 10993-6:2009-08 ist auch das Schwein als Tiermodell
fur die Untersuchung der lokalen Effekte nach Implantation von Biomaterialien geeig-
net. Im Tiermodell Schwein werden die praklinischen Studien zur Anwendung von
kardiovaskularen Stents und kunstlichen Herzklappen durchgefuhrt (Smerup et al.,
2004; Waksman et al., 2006). Aufgrund des raschen Wachstums, der hohen finalen
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Kdérpermasse, der verhaltnismalig kurzen Extremitaten und der schwierigen Handha-
bung im Vergleich zu anderen Tiermodellen sind Schweine flur die orthopadische For-
schung unerwinscht (Pearce et al., 2007; Wancket, 2015).

2.3 Allgemeine und spezifische Merkmale der
Entzindungsreaktion

Eine Entzindungsreaktion ist die korpereigene Antwort auf einen exogenen oder
endogenen Reiz, der zu einem Zell- oder Gewebeuntergang fuhrt (Kumar et al., 2005).
Ziel der Entzindungsreaktion ist die Zerstérung, Abschwachung oder Eindammung
des ausldsenden Reizes und die Aktivierung des Heilungsprozesses im geschadigten
Gewebe. Infolge des Heilungsprozesses kommt es zur Wiederherstellung des ur-
sprunglichen Gewebes (lat. restitutio ad integrum) oder zur Defektheilung mit Narben-
bildung (lat. reparatio).

Der zeitliche Verlauf der Entzindungsreaktion kann in eine akute Phase, die einige
Stunden bis Tage dauert, und eine chronische Phase, die Wochen bis Monate andau-
ert, unterteilt werden (Kumar et al., 2005). In der Akutphase der Entzindungsreaktion
fuhrt eine Dilatation und Permeabilitdtsanderung von lokalen BlutgefalRen zu einer
Steigerung der Durchblutung sowie zur Exsudation von Flussigkeit ins Gewebe
(Odem) (Freire und Van Dyke, 2013). Leukozyten migrieren zum Ort der Gewebever-
letzung und werden durch Entzindungsmediatoren aktiviert. Als Folge treten die
Kardinalsymptome der akuten Entziindungsreaktion auf: Rétung (lat. rubor), Uberwar-
mung (lat. calor), Schwellung (lat. tumor), Schmerz (lat. dolor) und Schadigung einer
anatomischen Struktur oder physiologischen Funktion (lat. functio laesa).

Kann der auslosende Reiz nicht eingedammt werden, geht die akute in die chronische
EntzGndungsreaktion Uber (Kumar et al., 2005). Die chronische Entziindungsreaktion
ist charakterisiert durch Infiltration mononuklearer Zellen, Gewebezerstorung und
gleichzeitig durch den Versuch der Wiederherstellung des urspringlichen Gewebes
mittels Angiogenese, Proliferation und Fibrose. Der zeitliche Ablauf der Entzindungs-
reaktion sowie deren Ende wird durch zahlreiche Mediatoren gesteuert (Freire und Van
Dyke, 2013).

Diese beschriebenen allgemeinen Merkmale der Entzindungsreaktion treten bei ver-
schiedenen Reizen gleichermalien auf. Bestimmte Reize kdnnen jedoch spezifische
lokale und systemische Merkmale hervorrufen (Kumar et al., 2005) (Tab. 4). Zusam-
menfassend ist die Entzindungsreaktion ein komplexer Vorgang, an dem mehrere
Kompartimente des Organismus beteiligt sind (Tab. 5).
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Tab. 4: Hé&ufige lokale und systemische Merkmale der Entziindungsreaktion

Reiz Lokale Merkmale Systemische Merkmale

physikalische oder je nach Ausmal}: Heilung oder je nach Ausmal}: SIRS
chemische Reize (z. B. Narbenbildung

Trauma, Verbrennun-

gen, Strahlen-

exposition)
Bakterien abhangig von Spezies: SIRS, Leukozytose (Anstieg
Heilung, der neutrophilen
Abszedierung (neutrophile Granulozyten), Granulozyten im Blut)
Granulombildung (Tuberkulose)
Viren lymphozytare Infiltrate SIRS, Leukozytose (Anstieg
der Lymphozyten im Blut)
Allergene generalisierte Mastzelldegranulation, Anaphylaxie, Anstieg der
Infiltrate von eosinophilen Granulozyten eosinophilen Granulozyten
im Blut
Fremdkdorper Fremdkdrperantwort (fibrése Kapsel,

Fremdkdérperriesenzellen)

SIRS = Systemisches inflammatorisches Response-Syndrom (Fieber, hdmodynamische Effekte, Leu-
kozytose, Miidigkeit, Appetitlosigkeit, Anstieg der Akute-Phase Proteine)

Tab. 5: An der Entziindungsreaktion beteiligte Kompartimente

Kompartiment Bestandteile
Blut
Plasma Flissigkeit und Plasmaproteine (Komplementsystem,
Gerinnungssystem)
zellulare Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten, naturliche Killerzellen,
Bestandteile Thrombozyten
Bindegewebe Fibroblasten, Mastzellen, Endothelzellen, Lymphozyten und

ortsstdndige Makrophagen

extrazellulare Matrix strukturelle Proteine (z. B. Kollagen, Elastin),
adhasive Glykoproteine (z. B. Fibronektin, Laminin)

2.4 Fremdkorperantwort

Die Implantation von Biomaterialien in lebendes Gewebe |6st eine unspezifische
Immunantwort auf die Gewebeverletzung und den Fremdkdrper aus. Diese Immunan-
twort wird Fremdkorperantwort genannt (engl. foreign body response, FBR). Im Rah-
men der FBR kommt es zur Aktivierung des angeborenen Immunsystems mit nachfol-
gender Wundheilung infolge des chirurgischen Eingriffes (Anderson et al., 2008).
Durch die Anwesenheit des Fremdkdrpers wird die naturliche Wundheilung in die so-
genannte Fremdkorperreaktion umgewandelt, die mit dem Auftreten von Fremdkorper-
riesenzellen einhergeht (Kastellorizios et al., 2015; Major et al., 2015).
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Die FBR kann in folgende Phasen eingeteilt werden (Anderson, 2001):

—  Blut-Material-Interaktion mit vorlaufiger Matrixbildung,
— akute Entzundungsreaktion,

— chronische Entzindungsreaktion,

— Fremdkorperreaktion und

— fibrése Einkapselung des Biomaterials.

Diese Phasen treten innerhalb der ersten zwei bis drei Wochen nach der Implantation
auf (Anderson, 2001) (Abb. 1). Die Intensitat und die Dauer der FBR werden durch die
Grolke, Form, Oberflachenbeschaffenheit sowie physikalischen und chemischen Ei-
genschaften des Biomaterials bestimmt (Anderson, 1993; Luttikhuizen et al., 2006).
Auch die Art des Gewebes am Implantationsort sowie das Ausmal’ der Gewebeverlet-
zung im Rahmen der Implantation spielen eine Rolle (Anderson, 2001).

Entziindungsreaktion
akute chronische

! neutrophile
Granulozyten -

Granulationsgewebe —»

Makrophagen
Neovaskularisation

_____________________ Fremdkérperriesenzellen

Fibroblasten

Intensitat

- fibrése Einkapselung

————— mononukledre Leukozyten

Zeit

Abb. 1:  Zelluldrer Verlauf der Fremdkérperantwort modifiziert nach Anderson (1988)

Blut-Material-Interaktion mit vorlaufiger Matrixbildung

Aus der chirurgischen Implantation des Biomaterials resultiert eine Verletzung des
lokalen Gewebes und seiner Blutgefal3strukturen mit nachfolgender Thrombusbildung
(Anderson, 1988). Dabei kommt es direkt nach der Implantation zur spontanen
Adsorption von Plasmaproteinen wie z. B. Albumin, Fibrinogen, Gamma-Immunglobu-
line und Komplementfaktoren sowie von Proteinen der extrazellularen Matrix wie z. B.
Fibronektin und Vitronektin an die Implantatoberflache (Jenney und Anderson, 2000;
Wilson et al., 2005). Die Proteinadsorption unterliegt dem Vroman-Effekt, bei dem sich
zunachst kleine Proteine an der Implantatoberflache anlagern und im Verlauf durch
Proteine mit hdherer Affinitat verdrangt werden (Brash und ten Hove, 1984; Vroman
und Adams, 1969). Die Zusammensetzung der Proteinschicht hangt von den Eigen-
schaften des Materials ab (Slack et al., 1987).

Anderson (2001) bezeichnet die Anlagerung der Proteine an die Oberflache des Bio-
materials als vorlaufige Matrixbildung. Die adharierten Proteine wandeln das Implantat
in ein biologisch erkennbares Material um (Horbett, 2013; Wilson et al., 2005). Das
Netzwerk aus Fibrin, Adhasionsproteinen, Zytokinen sowie aktivierten Thrombozyten
auf der Implantatoberflache dient als Grundlage fur die Rekrutierung, Adhasion und
Aktivierung von Leukozyten und Fibroblasten im Rahmen der FBR (Anderson et al.,
2008; Tang und Eaton, 1993). Die vorlaufige Matrix stellt somit die initiale Kontakt-
schicht zwischen der Oberflache des Biomaterials und den rekrutierten Leukozyten
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dar (Wilson et al., 2005). Im Verlauf der FBR unterliegt die vorlaufige Matrix einem
standigen Umbau (Luttikhuizen et al., 2006).

Akute Entziindungsreaktion

Als Folge der Gewebe- und Gefaldschadigung sowie konsekutiver Freisetzung von
Zytokinen kommt es zur akuten Entziindungsreaktion. Es tritt zudem eine Degranula-
tion von implantatnahen Mastzellen mit der Ausschuttung von Histamin auf, welche
zur lokalen Odembildung mit Exsudation von Plasmafliissigkeit fiihrt (Tang et al.,
1998). Weiterhin vermittelt die Ausschittung von Histamin die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten/Makrophagen an den Ort der Implantation
durch eine erhohte Expression von endothelialen Adhasionsmolekilen (Tang et al.,
1998; Zdolsek et al., 2007). Die Adhasionsmolekile ermdglichen die Diapedese der
Phagozyten und Lymphozyten durch die endotheliale Barriere (Anderson, 1988; Tang
et al., 1998). Die akute Entzindungsreaktion dauert wenige Stunden bis Tage, wobei
vom Zelltyp die neutrophilen Granulozyten dominieren (Anderson, 1993).

Chronische Entziindungsreaktion

Die chronische Entzindung entsteht infolge persistierender entziindlicher Reize wie
beispielsweise bestimmte physikalische und chemische Eigenschaften des Biomateri-
als oder ein sich bewegendes Implantat (Anderson, 1993). Die Reaktion dauert wenige
Tage und ist auf die Implantatumgebung beschrankt (Anderson et al., 2008).

Die rekrutierten Monozyten adharieren an die Proteine der vorlaufigen Matrix und dif-
ferenzieren sich zu Makrophagen, die den dominierenden Zelltyp wahrend der chroni-
schen Entzundung darstellen (Anderson, 1988). Um die Oberflache des Biomaterials
zu erreichen und ihre spezifischen Funktionen ausiben zu kdnnen, miussen die rekru-
tierten Phagozyten durch die vorlaufige Matrix migrieren (Luttikhuizen et al., 2006; Xia
und Triffitt, 2006). Dies wird durch die Sekretion von proteolytischen Enzymen ermog-
licht.

Neben den Makrophagen kommen Monozyten, Lymphozyten, dendritische Zellen und
naturliche Killerzellen (NK-Zellen) in der Umgebung des Implantates vor (Anderson,
1988; Vasilijic et al., 2005; Zheng et al., 2004).

Fremdkérperreaktion

Charakteristisch fur die Fremdkdrperreaktion ist die Bildung von Fremdkoérperriesen-
zellen und Granulationsgewebe, bestehend aus Makrophagen, Fibroblasten und Blut-
kapillaren (Anderson, 2001). Um den Fremdkdrper entstehen dabei zwei Schichten:
eine dem Implantat zugewandte Schicht aus Makrophagen und Fremdkoérperriesen-
zellen sowie eine daruberliegende Schicht aus Granulationsgewebe. Das Granula-
tionsgewebe stellt den Vorlaufer fur die Ausbildung der fibrésen Kapsel dar (Anderson
et al., 2008). Die Oberflachenstruktur und die Form des implantierten Biomaterials kon-
nen die Auspragung der Fremdkorperreaktion beeinflussen (Anderson, 1988).

Mehrkernige Fremdkorperriesenzellen entstehen durch Fusion von Makrophagen, die
die vorlaufige Matrix durchwandert haben und an die Oberflache des Implantates
adhariert sind (Anderson, 2000). Makrophagen sind in der Lage adharierte Partikel bis
zu einer Grofde von 10 ym zu phagozytieren (Xia und Triffitt, 2006). Auf Partikel mit
einem Durchmesser grofer als 10 um reagieren Makrophagen mit einer Fusion zu
Fremdkorperriesenzellen. Die Partikel werden nach Adhasion entweder von den
Fremdkorperriesenzellen umschlossen (PartikelgroRe 10-100 um) oder die Fremdkor-
perriesenzellen verbleiben bei groeren Implantaten (> 100 um) auf der Oberflache
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des Materials (Xia und Triffitt, 2006). Somit entsteht eine Schicht aus Fremdkorper-
riesenzellen, die die gesamte Oberflache des Implantates Uberzieht.

Bioresorbierbare Biomaterialien werden von Makrophagen bzw. Fremdkorperriesen-
zellen phagozytiert und verdaut (Xia und Triffitt, 2006). Bei grofderen Implantaten aus
bioresorbierbaren Biomaterialien findet eine extrazellulare Degradation statt. Dabei
werden von Makrophagen und Fremdkorperriesenzellen reaktionsfahige Sauerstoff-
verbindungen, degradierende Enzyme und Sauren aus den Lysosomen zwischen Zell-
membran und Implantatoberflache freigesetzt (Anderson et al., 2008). Dieser Prozess
wird ,frustrane Phagozytose® genannt (Henson, 1971, 1980). In Folge der Degradation
der Biomaterialien werden diese mit der Zeit vom Wirtsorganismus vollstandig resor-
biert und durch ortsspezifisches Gewebe oder Bindegewebe ersetzt (Londono und
Badylak, 2015). Nach Resorption des Biomaterials erliegt der persistierende entziind-
liche Reiz und die Leukozyten verlassen den Ort der Implantation (Luttikhuizen et al.,
2006). Die meisten Makrophagen wandern zu den umliegenden Lymphknoten
(Bellingan et al., 1996). Bei den Fremdkorperriesenzellen kommt es hingegen zur
Apoptose am ehemaligen Implantationsort (Honma und Hamasaki, 1996).

Kleine Partikel von nicht resorbierbaren Biomaterialien werden von Makrophagen bzw.
Fremdkorperriesenzellen phagozytiert, jedoch kdnnen diese nicht verdaut werden (Xia
und Triffitt, 2006). Bei groReren Implantaten aus nicht resorbierbaren Biomaterialien
findet ebenfalls eine frustrane Phagozytose statt. Das Biomaterial wird hierbei nicht
resorbiert, jedoch kann eine Materialermidung auftreten (Anderson et al., 2008). Die
Fremdkorperriesenzellen verbleiben Uber die gesamte Lebensdauer des Implantates
an dessen Oberflache (Xia und Triffitt, 2006).

Fibrése Einkapselung des Biomaterials

Die fibrose Einkapselung ist die letzte Phase der Immunantwort auf den Fremdkoérper
(Anderson, 2001). Die mehrkernigen Fremdkorperriesenzellen sekretieren Zytokine,
wodurch die Fibroblasten im Granulationsgewebe aktiviert und zur Synthese von
Kollagen angeregt werden (Hernandez-Pando et al., 2000). Die Ablagerung von
Kollagen fuhrt zur Ausbildung einer fibrésen Fremdkdrperkapsel um das Implantat.
Durch die fibrése Einkapselung wird das Implantat mit der oberflachennahen Fremd-
korperreaktion von dem umgebenden Gewebe isoliert (Anderson, 2001). Bei nicht re-
sorbierbaren Biomaterialien persistiert die fibrose Kapsel uber die gesamte Lebens-
dauer des Implantates.

Unterschiede zur AbstoBungsreaktion bei der Transplantation

Von der Implantation eines Biomaterials mit nachfolgender FBR ist die Transplantation
abzugrenzen. Bei der Transplantation wird lebendes organisches Gewebe eines
Spenders in einen Empfangerorganismus Ubertragen. Alle kernhaltigen Zellen tragen
genetisch kodierte, hochpolymorphe Haupthistokompatibilitatskomplexe (MHC) der
Klasse | auf ihrer Zelloberflache (Cornell et al., 2008). Diese MHC-Klasse-I-Proteine
auf der Zelloberflache des Transplantates aktivieren das spezifische Immunsystem
des Empfangers (Mitchell, 2013). In Folge der spezifischen Immunantwort wird eine
AbstoRRungsreaktion (Host-versus-Graft Reaktion) ausgeldst. Es werden drei verschie-
dene Formen der AbstoRungsreaktion auf Transplantate beschrieben: hyperakute,
akute und chronische Abstol3ung (Colvin und Smith, 2005).
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Im Rahmen der hyperakuten TransplantatabstoRung binden bereits vorhandene
Antikorper des Empfangerimmunsystems an MHC-Klasse-I-Proteine oder Blutgrup-
penantigene des Endothels im transplantierten Gewebe, wodurch das Komplement-
system und die Blutgerinnung aktiviert werden (Chen et al., 2013a; Williams et al.,
1968). Wahrend der akuten AbstoRungsreaktion werden die MHC-Klasse-I-Proteine
auf den Zellen des Transplantates durch das spezifische Immunsystems des Empfan-
gers als fremd erkannt (Mitchell, 2013). T-Lymphozyten erkennen fremde MHC-
Klasse-I-Proteine des Spenders entweder direkt auf den Zellen des transplantierten
Gewebes oder indirekt nach Antigenprozessierung auf der Oberflache antigenprasen-
tierender Zellen des Empfangers (Cornell et al., 2008). In Folge der Aktivierung des
spezifischen Immunsystems kommt es nach der Transplantation auch zur Bildung von
Antikorpern, die an MHC-Klasse-I-Proteine binden (Colvin und Smith, 2005). Die chro-
nische AbstoRungsreaktion zeichnet sich durch eine Entzindungsreaktion an den
Endothelzellen der Blutgefalle des transplantierten Gewebes aus. Nachfolgend kommt
es zu einer fortschreitenden Verengung des GefalRlumens, welche zudem haufig von
einer Fibrosierung des Parenchyms begleitet wird (Kloc und Ghobrial, 2014).

Im Rahmen der Abstol3ungsreaktion sind neben den Lymphozyten auch die Zellen des
angeborenen Immunsystems wie Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen, NK-
Zellen und neutrophile Granulozyten im transplantierten Gewebe nachweisbar (Beland
et al.,, 2015). Eine Besonderheit stellt die Transplantation von hamatopoetischen
Stammzellen dar. Bei der Transplantation von hamatopoetischen Stammzellen in ei-
nen durch Radiochemotherapie immunsupprimierten Empfanger kann es zur Graft-
versus-Host Reaktion kommen (Shlomchik, 2007). Hierbei greifen reife T-Lymphozy-
ten des Transplantates die Zellen des Empfangerorganismus an.

Im Gegensatz zu transplantietem Gewebe werden implantierte Biomaterialien im
immunologischen Sinne nicht abgestolien. Mit Ausnahme der Hypersensitivitat gegen-
uber Schwermetallen wirken Biomaterialien nicht immunogen und I0sen keine
spezifische Immunantwort aus (Franz et al., 2011). Der Organismus reagiert auf die
Implantation von Biomaterialien mit der oben beschriebenen FBR.

2.5 Morphologie und Funktion der Leukozyten im Rahmen der
Fremdkorperantwort

Leukozyten kdénnen durch die Expression ihrer spezifischen Oberflachenmolekiile de-
finiert und charakterisiert werden. Viele dieser Oberflachenantigene erfullen wichtige
Funktionen im Rahmen der Immunantwort. Monoklonale Antikdrper, die dasselbe
Oberflachenantigen von Leukozyten erkennen, kdnnen in Gruppen, die sogenannten
Differenzierungscluster (CD), eingeteilt werden (Murphy et al., 2012).

Fir die Ratte sind ausgewahlte Oberflachenantigene der Leukozyten in Tab. 6 darge-
stellt.
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Tab. 6: Ausgewdéhlte Leukozyten-Oberflachenantigene der Ratte mit Funktion und bekannten Anti-

kérper-Klonen

Zellpopulation  Antigen Funktion Antikor- Referenz
per-Klon
Leukozyten CD45 Signaltransduktion, OX-1 Sunderland et al.
Tyrosin-Phosphatase (1979); Sasaki et al.
(2001)
T-Helferzellen CD3 TCR Signaltransduktion  G4.18 Nicolls et al. (1993)
CD4 TCR Korezeptor 0OX-35, Jefferies et al. (1985);
(MHC-Klasse Il) W3/25 White et al. (1978)
zytotoxische CD3 TCR Signaltransduktion  G4.18 Nicolls et al. (1993)
T-Zellen
CD8a TCR Korezeptor OX-8 Green (1984); Brideau
(MHC-Klasse 1) et al. (1980)
neutrophile CD11bl/c C3bi-Rezeptor OX-42 Robinson et al. (1986);
Granulozyten Fecho und Lysle (2002)
unbekannt HIS48 Ysebaert et al. (2000);
Fecho und Lysle (2002)
eosinophile CD4 Chemokin-Rezeptor 0OX-35 Walligren et al. (1995);
Granulozyten Rand et al. (1991)
unbekannt HIS48 Ysebaert et al. (2000)
CD11b/c C3bi-Rezeptor 0OX-42 Robinson et al. (1986)
Monozyten/ CD4 Chemokin-Rezeptor OX-35, Barclay (1981); Jefferies
Makrophagen W3/25 et al. (1985); Rand et al.
(1991)
CD8a Regulation Mediator OX-8 Hirji et al. (1997); Hirji et
Freisetzung al. (1999)
CD11bl/c C3bi-Rezeptor OX-42 Robinson et al. (1986)
unbekannt HIS48 Ysebaert et al. (2000);
Fecho und Lysle (2002)
ED2 ahn- unbekannt HIS36 van Goor et al. (1988);
lich Dorger et al. (2001)
nattrliche CD8a unbekannt OX-8 Cantrell et al. (1982)
Killerzellen
CD11bl/c C3bi-Rezeptor 0OX-42 Dolen et al. (2015)
dendritische CD11bl/c C3bi-Rezeptor OX-42 Robinson et al. (1986)
Zellen
Mastzellen CD8a Regulation Mediator OX-8 Lin et al. (1998); Kim et

Freisetzung

al. (2004)

TCR = T-Zell-Rezeptor, MHC = Haupthistokompatibilitdtskomplex, C3bi = Spaltprodukt von Komple-

mentfaktor C3b
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2.5.1 Lymphozyten

T- und B-Lymphozyten sind Bestandteil der adaptiven, spezifischen Immunantwort.
Morphologisch sind Lymphozyten durch einen grof3en, runden Zellkern und ein schma-
les Zytoplasma gekennzeichnet (Liebich et al., 2004). Die kleinen, runden Zellen
besitzen einen Durchmesser von 5-10 uym. Eine Unterscheidung in T- und B-Lympho-
zyten ist anhand ihrer morphologischen Struktur nicht moglich. Zur Differenzierung ist
die Identifikation der Oberflachenantigene erforderlich. Lymphozyten kommen im Blut,
in lymphatischen Organen und unter mukosalen Oberflachen vor. Bei der Ratte betragt
der Anteil der Lymphozyten an den im Blut zirkulierenden Leukozyten 65-84 % (Baker
et al., 20006).

T-Lymphozyten

T-Lymphozyten stammen aus dem Knochenmark, reifen im Thymus und erwerben ihre
Immunkompetenz in den sekundaren lymphatischen Organen wie Lymphknoten und
Milz (Liebich et al., 2004). Sie sind fur die zellulare Immunantwort verantwortlich und
erkennen Antigene, die von anderen Zellen prasentiert werden.

Die Expression des T-Zell-Rezeptors (TCR) ermoglicht die Unterscheidung von ande-
ren Leukozyten. Der TCR besitzt eine Antigenbindungsstelle und einen assoziierten
CD3-Komplex, der an der TCR-Signaltransduktion beteiligt ist (Nicolls et al., 1993).
Reife T-Lymphozyten kénnen anhand ihrer Oberflachenmolekile in CD4-positive
T-Helferzellen und CD8-positive zytotoxische T-Zellen unterschieden werden (Liebich
et al., 2004). T-Helferzellen erkennen Antigene auf MHC-Klasse-II-Proteinen von anti-
genprasentierenden Zellen. Die zytotoxischen T-Zellen erkennen Antigene auf MHC-
Klasse-I-Proteinen. Die Glykoproteine CD4 und CD8 dienen dabei als Korezeptoren
fur den TCR. Bei der Ratte werden zudem periphere, doppelt positive T-Lymphozyten
beschrieben, die auf ihrer Zelloberflache die beiden Glykoproteine CD4 und CD8
gleichzeitig exprimieren (Kenny et al., 2000).

Nach Implantation eines Biomaterials sind T-Lymphozyten wahrend der chronischen
Entzindungsreaktion voribergehend in der Implantatumgebung vorhanden
(Anderson, 2001). Die genaue Funktion der T-Lymphozyten und die Interaktion mit
anderen Zellen wahrend der FBR sind jedoch weitgehend unbekannt. Yokoyama et al.
(1986) und Chang et al. (2009) beobachteten in vitro die Adhasion von T-Lymphozyten
an die Oberflache von verschiedenen Biomaterialien. In einem anderen Versuch fuhrte
in vitro die Anwesenheit von T-Lymphozyten zur signifikanten Steigerung der Adhasion
und Fusion von Monozyten/Makrophagen auf Materialoberflachen (Brodbeck et al.,
2005). Eine direkte Zellinteraktion zwischen T-Lymphozyten und Monozyten/Makro-
phagen war dafur nicht notwendig. T-Lymphozyten werden wahrscheinlich durch aus-
geschuttete Zytokine von Monozyten/Makrophagen rekrutiert und aktiviert (Brodbeck
et al., 2005; Chang et al., 2009). Rodriguez et al. (2009) zeigten, dass T-Lymphozyten
nicht fur die Induktion der FBR notwendig sind, da eine normale FBR auf ein Biomate-
rial auch in T-Zell-defizienten Mausen ablaufen kann.

B-Lymphozyten

Nach der Entwicklung im Knochenmark findet die Reifung der B-Lymphozyten bei den
Saugetieren in den Peyer-Plaques des Verdauungstraktes oder im Knochenmark statt
(Tizard, 2013). Danach migrieren die Zellen in die sekundaren lymphatischen Organe
wie Lymphknoten und Milz. B-Lymphozyten sind fur die humorale Immunantwort ver-
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antwortlich (Liebich et al., 2004). Auf ihrer Zelloberflache tragen sie Antikdrper als Re-
zeptoren fur Antigene. Nach Antigenkontakt und unter dem Einfluss von aktivierten
T-Helferzellen differenzieren sich B-Lymphozyten zu Plasmazellen, die antigenspezi-
fische Antikorper synthetisieren.

Uber die humorale Immunantwort im Rahmen der FBR ist wenig bekannt (Anderson,
2001). Verschiedene Studien belegen eine nur geringe Infiltration bzw. fehlende An-
wesenheit von B-Lymphozyten nach Implantation eines Biomaterials (Higgins et al.,
2009; Hunt et al., 1996; Rodriguez et al., 2008; van Luyn et al., 2001). Van Luyn et al.
(2001) konnten bei Ratten erst nach wiederholter Implantation des gleichen polymeren
bzw. biomolekularen Biomaterials Plasmazellen in der Implantatumgebung nachwei-
sen.

2.5.2 Granulozyten

Granulozyten gehoren neben den Monozyten/Makrophagen, Mastzellen, NK-Zellen
und dendritischen Zellen zu den Zellen der angeborenen, unspezifischen Immunant-
wort (Kumar und Sharma, 2010). Sie werden anhand der Farbeeigenschaften ihrer
zytoplasmatischen Granula unterschieden (Liebich et al., 2004).

Neutrophile Granulozyten

Lichtmikroskopisch zeichnen sich neutrophile Granulozyten durch einen segmentier-
ten Zellkern sowie zahlreiche zytoplasmatische Granula und sekretorische Vesikel aus
(Kolaczkowska und Kubes, 2013). Der Durchmesser der mobilen Zellen betragt
10-14 pm (Liebich et al., 2004). Die Granula und sekretorischen Vesikel enthalten
zahlreiche lytische Enzyme und antibakterielle Molekule (Tizard, 2013).

Nach ihrer Bildung im Knochenmark zirkulieren neutrophile Granulozyten im periphe-
ren Blut. Bei der Ratte betragt der Anteil der Neutrophilen an den Leukozyten im Blut
9-34 % (Baker et al., 2006). Jedoch befindet sich unter physiologischen Bedingungen
nur ein geringer Teil der Zellpopulation im peripheren Blutkreislauf, da der Grol3teil der
neutrophilen Granulozyten in den Kapillaren von Leber, Milz und Lunge sowie im Kno-
chenmark gespeichert ist (Tizard, 2013). Im Rahmen der akuten Entzindungsreaktion
werden die Zellen aus den Speicherorganen freigesetzt, wandern aus den Blutgefalien
ins interstitielle Bindegewebe und migrieren entlang chemotaktischer Faktoren zum
Ort der Entzindung.

Unmittelbar nach Implantation eines Biomaterials werden neutrophile Granulozyten
zum Fremdkorper rekrutiert. Ursache der Rekrutierung sind durch aktivierte Throm-
bozyten, Mastzellen, Endothelzellen und verletzte Gewebezellen freigesetzte Media-
toren sowie eine gesteigerte lokale Durchblutung und GefalRpermeabilitat (Franz et al.,
2011; Luttikhuizen et al., 2006). Die neutrophilen Granulozyten werden durch Adha-
sion an die adsorbierten Proteine auf der Implantatoberflache aktiviert (Anderson,
2001). Daraufhin erfolgt eine Degranulation der Zellen sowie die Phagozytose von
Zelltrimmern und korperfremdem Material (Anderson, 2001; Luttikhuizen et al., 2006).
Grol3e Implantate fuhren zur frustranen Phagozytose mit Ausschittung lytischer En-
zyme in den Extrazellularraum, wobei eine Degradation des Implantates und eine
Schadigung des umgebenden Gewebes auftreten kann (Anderson, 1993; Franz et al.,
2011; Henson, 1971; Smith, 1994). Aktivierte neutrophile Granulozyten synthetisieren
zudem zahlreiche Zytokine, die als Rekrutierungs- und Aktivierungsfaktoren fir Mo-
nozyten/Makrophagen, unreife dendritische Zellen, NK-Zellen, Lymphozyten sowie
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weitere Granulozyten wirken (Scapini et al., 2000).

Die Apoptose der neutrophilen Granulozyten mit anschlie3iender Phagozytose durch
Makrophagen ist ein komplexer Vorgang, der zur Auflésung der akuten Entziindungs-
reaktion fuhrt und von Martin et al. (2015) umfangreich beschrieben wurde. Nach Im-
plantation eines Biomaterials verschwinden die neutrophilen Granulozyten typischer-
weise innerhalb der ersten zwei Tage aus der Implantatumgebung (Anderson, 2001).
Wenn sie spater wahrend der FBR auftreten, sind sie ein Zeichen fur eine bakterielle
Infektion (Nuss und von Rechenberg, 2008).

Eosinophile Granulozyten

Eosinophile Granulozyten der Ratte sind 12—14 ym grof3 und besitzen einen bandfor-
migen Zellkern, der oft einen vollstandigen Ring bildet (Liebich et al., 2004; Schermer,
1958). Das Zytoplasma schlief3t in groRer Zahl azidophile Granula ein. Die Granula
enthalten Enzyme, Lipidmediatoren, Zytokine und basische Proteine (Tizard, 2013).
Die Zellen sind zur amoboiden Eigenbewegung, Phagozytose und Degranulation be-
fahigt. Die Entwicklung und Differenzierung der eosinophilen Granulozyten erfolgt im
Knochenmark, danach migrieren sie aus dem Blut in das Zielgewebe (Rothenberg und
Hogan, 2006). Bei der Ratte betragt der Anteil der eosinophilen Granulozyten an den
im Blut zirkulierenden Leukozyten 0—6 % (Baker et al., 2006).

Nach Implantation von Biomaterialien werden lokale Infiltrate von Granulozyten beo-
bachtet, die zu weniger als 10 % aus eosinophilen Granulozyten bestehen (Anderson
und McNally, 2011). Die Rekrutierung und Aktivierung der eosinophilen Granulozyten
erfolgt analog zu den neutrophilen Granulozyten. Der genaue Einfluss der eosinophi-
len Granulozyten auf den Verlauf der FBR ist weitgehend unbekannt (Anderson und
McNally, 2011).

Im Rahmen der physiologischen Wundheilung tragen eosinophile Granulozyten zur
Regulation biologischer Reaktionen bei, wobei sie hauptsachlich am Kollagenstoff-
wechsel beteiligt sind (Todd et al., 1991; Wong et al., 1993). Einerseits werden von
eosinophilen Granulozyten Kollagenasen synthetisiert, die zur Degradation von Kol-
lagenfasern fuhren (Bassett et al., 1976; Shlopov und Hasty, 1998). Anderseits fordert
die Freisetzung von Wachstumsfaktoren die Bildung von Granulationsgewebe mit
Angiogenese, Migration und Proliferation von Fibroblasten sowie die Synthese von
neuen Kollagenfasern (Pakyari et al., 2013; Schultz et al., 1991; Wang et al., 2006).

2.5.3 Monozyten, Makrophagen und Fremdkorperriesenzellen

Morphologisch kennzeichnet Monozyten ein runder bis bohnenférmig eingezogener
Zellkern und ein breites Zytoplasma mit zahlreichen azurophilen Granula (Liebich et
al., 2004). Der Durchmesser der mobilen Zellen betragt 12—20 ym. Die Granula
beinhalten verschiedene proteolytische Enzyme. Nach ihrer Entwicklung und Differen-
zierung aus Vorlauferzellen im Knochenmark zirkulieren Monozyten kurzzeitig im Blut,
verlassen aktiv mittels Diapedese die Blutbahn und wandeln sich im interstitiellen
Bindegewebe in Makrophagen um (Liebich et al., 2004). Bei der Ratte betragt der
Anteil der Monozyten an den im Blut zirkulierenden Leukozyten 0-5 % (Baker et al.,
2000).

Anhand der Oberflachenantigene, Morphologie und Funktion kénnen zwei Subpopu-
lationen von Blutmonozyten bei Ratte und Maus unterschieden werden: ortsstandige
und inflammatorische Monozyten (Geissmann et al., 2003; Grau et al., 2000; Yrlid et
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al., 2006). Ortsstandige Monozyten stellen die dominierende Population der Blut-
monozyten dar. Sie sind morphologisch kleiner und weniger granular als die inflamm-
atorische Subpopulation (Ahuja et al., 1995; Geissmann et al., 2003). Ortsstandige
Monozyten migrieren in nicht entzindetes Gewebe, wo sie sich zu gewebestandigen
Makrophagen differenzieren (Geissmann et al., 2003). Inflammatorische, aktivierte
Monozyten werden schnell aus dem Knochenmark rekrutiert, treten im Blut nur kurz in
Erscheinung und differenzieren sich im entzindeten Gewebe zu Makrophagen
(Geissmann et al., 2003; Yrlid et al., 2006). Aus der kurzlebigen, inflammatorischen
Subpopulation kénnen ortsstandige Monozyten hervorgehen (Yrlid et al., 2006). Beide
Subpopulationen haben das Potential sich zu dendritischen Zellen zu entwickeln
(Geissmann et al., 2003).

Makrophagen weisen gegenuber den Monozyten im Blut eine deutliche Pleomorphie
auf (Mischke, 2005). Kurz nach dem Ubertritt ins Gewebe ahneln Makrophagen in ihrer
Gestalt weitgehend den Blutmonozyten. Mit zunehmender Differenzierung nehmen die
Zellen die typische Morphologie von Makrophagen an. Der Zellkern ist rund bis oval
und liegt meist exzentrisch. Die Zellen nehmen an Grél3e zu, das Zytoplasma ist deut-
lich vakuolisiert und kann phagozytiertes Material enthalten.

Die Gesamtpopulation der Makrophagen kann nach Mosser und Edwards (2008) an-
hand ihrer Funktion in drei Subpopulationen eingeteilt werden: klassisch aktivierte
Makrophagen, Makrophagen der Wundheilung und regulatorische Makrophagen.
Diese Einteilung stellt eine Erweiterung der zuvor ublichen Klassifikation von
Makrophagen in M1 (klassisch aktivierte Makrophagen) und M2 (alternativ aktivierte
Makrophagen) dar (Gordon, 2003; Mills et al., 2000). Klassisch aktivierte Makrophagen
(M1) dienen der Abwehr von Antigenen durch Phagozytose sowie Sekretion von pro-
inflammatorischen Zytokinen und reaktiven Sauerstoffverbindungen (Franz et al.,
2011; Mosser und Edwards, 2008). Makrophagen der Wundheilung (M2) férdern die
Regeneration des Gewebes durch zytokinvermittelte Angiogenese sowie Rekrutie-
rung, Proliferation und Differenzierung von Fibroblasten. Die Ausschuttung von antiin-
flammatorischen Zytokinen durch regulatorische Makrophagen (M2) fuhrt zur Begren-
zung der Entzindungsreaktion.

Nach Implantation eines Biomaterials stellen Monozyten, Makrophagen und Fremd-
korperriesenzellen neben den Granulozyten die bedeutendsten Zellpopulationen im
Verlauf der FBR in der Implantatumgebung dar (Xia und Triffitt, 2006). Wahrend der
akuten Entzindungsreaktion werden Monozyten durch proinflammatorische Zytokine
rekrutiert und aktiviert, die von neutrophilen Granulozyten, Thrombozyten, Mastzellen,
Endothelzellen und verletzten Gewebezellen ausgeschuttet werden (Anderson et al.,
2008). Im entzindeten Gewebe differenzieren sich Monozyten zugig zu Makrophagen
und adharieren an die Oberflache von Biomaterialien. Die adharierten Makrophagen
weisen die typischen Eigenschaften von klassisch aktivierten Makrophagen auf (Franz
et al., 2011). Sie sekretieren proinflammatorische Zytokine, reaktive Sauerstoffverbin-
dungen, Proteasen und phagozytieren Zelltrimmer, apoptotische Zellen sowie kleine
Partikel des Implantatmaterials (Franz et al., 2011; Xia und Triffitt, 2006).

Grolde, nicht phagozytierbare Partikel, die Zytokine Interleukin 4 und Interleukin 13
sowie das Protein Vitronektin konnen die Fusion von Makrophagen zu Fremdkorper-
riesenzellen induzieren (DeFife et al., 1997; McNally und Anderson, 1995; McNally et
al., 2008; Xia und Triffitt, 2006). Fremdkorperriesenzellen haben eine unregelmalige
Form, ihr Zytoplasma ist vakuolisiert und enthalt meist mehr als 20 Zellkerne, die zu-
fallig im Zytoplasma verteilt sind (Anderson, 2000). Die mehrkernigen Zellen zeigen
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eine reduzierte Phagozytoseaktivitat bei gleichzeitig verstarkter extrazellularer Degra-
dation (Xia und Triffitt, 2006). Zudem sekretieren die Fremdkorperriesenzellen ver-
starkt antiinflammatorische Zytokine (Jones et al., 2007). Die Fusion der Makrophagen
zu Fremdkorperriesenzellen ist typischerweise mit der Anderung des Phanotyps von
klassisch aktivierten Makrophagen zu Makrophagen der Wundheilung verbunden
(Franz et al., 2011).

Wahrend der FBR beteiligen sich Makrophagen und Fremdkdrperriesenzellen durch
die Ausschuttung von Wachstumsfaktoren an der Bildung von Granulationsgewebe,
aus dem sich durch Ablagerung von Kollagen eine bindegewebige Kapsel um den
Fremdkorper und die adharierten Zellen bildet (Anderson, 2001; Franz et al., 2011).

2.5.4 Natirliche Killerzellen und dendritische Zellen

Nattirliche Killerzellen

Lichtmikroskopisch zeichnen sich NK-Zellen durch einen groRen Zellkern und ein wei-
tes Zytoplasma aus, welches mit zahlreichen zytoplasmatischen Granula angefullt ist
(Murphy et al., 2012). Der Durchmesser der mobilen Zellen betragt 12—15 ym. Die
Granula enthalten lytische Enzyme wie Perforin und Granzyme.

NK-Zellen gehdéren neben den T- und B-Lymphozyten zu den Lymphozyten, jedoch
exprimieren sie weder T- noch B-Zell-Antigene (Murphy et al., 2012). Nach ihrer Bil-
dung im Knochenmark zirkulieren NK-Zellen im peripheren Blut und kommen im lym-
phatischen und nicht-lymphatischen Gewebe vor (Tizard, 2013).

Nach Implantation eines Biomaterials infiltrieren neben Monozyten/Makrophagen und
T-Lymphozyten auch NK-Zellen in einem geringen Ausmal} wahrend der chronischen
Entzindungsreaktion die Implantatumgebung (Zheng et al., 2004). Die genaue Funk-
tion der NK-Zellen und die Reaktionen auf die implantierten Biomaterialoberflachen
wahrend der FBR sind jedoch unbekannt (Anderson und McNally, 2011). Es wird ver-
mutet, dass NK-Zellen durch die Synthese von Zytokinen die Fusion von Makrophagen
zu Fremdkdrperriesenzellen induzieren konnen.

Dendritische Zellen

Dendritische Zellen sind mononukleare Zellen mit zahlreichen zytoplasmatischen Zell-
fortsatzen, die sich sternenférmig vom Zellkdrper aus in verschiedene Richtungen
erstrecken (Steinman und Cohn, 1973). Dendritische Zellen entwickeln sich aus Vor-
lauferzellen im Knochenmark und migrieren als unreife dendritische Zellen in periphere
lymphatische und interstitielle Gewebe des Korpers (Tizard, 2013). Die unreife Form
ist fur die Antigenerkennung, -aufnahme und -prozessierung verantwortlich. Fur die
Antigenprasentation migrieren die unreifen Zellen in lymphatische Organe, wo sie als
reife Zellen naive Lymphozyten aktivieren und Zytokine sekretieren (Banchereau und
Steinman, 1998). Dendritische Zellen stellen somit eine Verbindung zwischen der an-
geborenen und adaptiven Immunantwort dar. Anhand ihrer Herkunft, Morphologie,
Oberflachenantigene und Funktion werden verschiedene Subpopulationen von den-
dritischen Zellen unterschieden: plasmazytoide, myeloide und follikulare dendritische
Zellen sowie Langerhans-Zellen (Tizard, 2013).

Nach Implantation eines Biomaterials werden dendritische Zellen in der Implantatum-
gebung beobachtet (Vasilijic et al., 2005). Es wird vermutet, dass sie zur Entwicklung
und Auflésung der FBR beitragen, jedoch ist der genaue Einfluss der dendritischen
Zellen auf den Verlauf der FBR weitgehend unbekannt (Keselowsky und Lewis, 2017).
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Randolph et al. (1999) beobachteten nach intrakutaner Injektion von Mikropartikeln bei
der Maus, dass sich etwa 25 % der eingewanderten Monozyten zu dendritischen Zel-
len differenzieren. Park und Babensee (2012) zeigten in einem /n-vitro-Versuch, dass
Reifung und Funktion der dendritischen Zellen von den Eigenschaften des Biomateri-
als beeinflusst werden.

2.5.5 Mastzellen

Bei Nagetieren werden zwei Arten von Mastzellen unterschieden: dermale und peri-
toneale Bindegewebemastzellen sowie intestinale und pulmonale Mukosamastzellen
(Metcalfe et al., 1997). Die Mukosamastzellen werden hier nicht weiter betrachtet.

Lichtmikroskopisch zeichnen sich Bindegewebemastzellen durch zahlreiche zytoplas-
matische, basophile, metachromatische Granula und einen ovalen bis bohnenférmi-
gen Zellkern aus (Tizard, 2013). Der Durchmesser der mobilen Zellen betragt
15-20 ym. Die Granula enthalten Histamin, Proteoglykane wie Heparin sowie
Proteasen (Metcalfe et al., 1997). Zusatzlich synthetisieren und sezernieren Bindege-
webemastzellen Lipidmediatoren, Zytokine und den plattchenaktivierenden Faktor. Sie
werden im Knochenmark gebildet und sind im lockeren Bindegewebe des Koérpers ent-
lang von kleinen Blutgefalen zu finden, wo sie Weite und Permeabilitat der Gefalde
beeinflussen kdnnen (Liebich et al., 2004).

Die Gewebeschadigung nach Implantation eines Biomaterials verursacht die Degra-
nulation von implantatnahen Bindegewebemastzellen (Amini et al., 2011). Infolge der
Ausschuittung von Histamin und weiteren proinflammatorischen Mediatoren kommt es
zur Vasodilatation mit Hyperamie, erhohter Expression von endothelialen Adhasions-
molekulen sowie nachfolgender Extravasation von Phagozyten durch die endotheliale
Barriere (Tang et al., 1998; Zdolsek et al., 2007). Entlang der freigesetzten Chemokine
migrieren die rekrutierten Phagozyten zum Ort der Implantation. Im Verlauf der FBR
unterstutzen Mastzellen zudem die Rekrutierung von Fibrozyten und die damit verbun-
dene Bildung einer fibrosen Kapsel um das implantierte Biomaterial (Thevenot et al.,
2011).

2.6 Verfahren zur Untersuchung der Fremdkdrperantwort

2.6.1 Histopathologie

Die histopathologische Untersuchung des Gewebes um ein implantiertes Biomaterial
ist gemal} der DIN EN ISO 10993-6:2009-08 der Goldstandard fur die Beurteilung der
lokalen biologischen Effekte nach Implantation eines Prufkorpers. Die Aufbereitung der
exzidierten Gewebeproben fur die histopathologische Beurteilung umfasst folgende
Schritte: Fixierung des Gewebes, Einbettung des Gewebes, Anfertigung von Gewebe-
schnitten und Farbung der Gewebeschnitte (DIN EN ISO 10993-6:2009-08; Yousif
und Qasem, 2016). Neben der klassischen Hamatoxylin-Eosin-Farbung stellen
histochemische Farbungen, Immunfluoreszenz und Immunhistochemie weitere
Moglichkeiten zur Anfarbung von Gewebeschnitten dar (Yousif und Qasem, 2016). Die
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Herstellung der histopathologischen Praparate dauert einige Tage bis Wochen bis alle
Schritte durchlaufen sind (Bratlie et al., 2010).

Fir die mikroskopische Beurteilung der histopathologischen Praparate wird ein quan-
titatives oder halbquantitatives Punktebewertungssystem verwendet (lkarashi et al.,
2002; Pizzoferrato et al., 1988). Dabei werden unter anderem folgende histopatholo-
gische Merkmale erfasst und beurteilt: Ausmal® der Fremdkorperkapsel und der
Entzindung, Veranderungen in der Gewebemorphologie, Anzahl und Verteilung der
Leukozyten, Auftreten und Ausmal} einer Nekrose sowie Parameter des Prufkorpers
(DIN EN ISO 10993-6:2009-08). Somit ermoglicht die histopathologische Untersu-
chung eine gleichzeitige Bewertung der zellularen Immunantwort und der histopatho-
logischen Veranderungen des Gewebes in der Implantatumgebung (Anderson, 2001;
Bratlie et al., 2010).

2.6.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Messung verschiedener physikalischer
und chemischer Eigenschaften einzelner Zellen oder biologischer Partikel in einer
Suspension (Shapiro, 2003). Die Funktionsweise der Durchflusszytometrie ist im Ab-
schnitt 3.4.1 beschrieben. Seit ihrer Entwicklung in den spaten 1960er Jahren ist die
Durchflusszytometrie zu einem wichtigen analytischen Werkzeug in fast allen biologi-
schen Forschungsbereichen geworden (Boeck, 2001). Sie findet Anwendung in der
Zellbiologie, Immunologie und Genetik sowie in der klinischen Forschung und bei
hamatologischen Laboruntersuchungen.

Nach Catelas et al. (1998) bietet die Durchflusszytometrie gegenuber mikroskopischen
Verfahren mehrere Vorteile:

— die Analyse der Zellen erfolgt auf Einzelzellebene,

— eine grolRe Anzahl von Zellen wird schnell analysiert,

— alle Messungen sind quantitativ und objektiv,

— mehrere Zellparameter kdnnen gleichzeitig ausgewertet werden.

Im Allgemeinen sollte die Planung und Durchflihrung eines durchflusszytometrischen
Experiments nach Kantor und Roederer (1996) folgende Schritte beinhalten:

1. Festlegung des Probenmaterials und

Aufarbeitung zu einer vitalen Einzelzellsuspension,
2. Definition der gesuchten Zellpopulationen und
Auswahl der Antikorperklone anhand der Antigene,
Festlegung der optimalen Antikorper-Fluorochrom-Kombination,
Bestimmung der optimalen Antikdrperverdiinnung mittels Titration,
Kompensation und Festlegung von Kontrollproben,
Probenfarbung und Analyse.

o0 RsWw

Nach Implantation eines Biomaterials kann das entstehende Exsudat zur Beurteilung
der Biokompatibilitat durchflusszytometrisch analysiert werden (Fabre et al., 1998;
Petillo et al., 1994). Das Exsudat kann mithilfe des Kafig-Implantat-Systems oder nach
direkter subkutaner Implantation eines rohrenformigen Biomaterials gewonnen werden
(Marchant et al., 1983; Rhodes et al., 1994). Die wiederholte durchflusszytometrische
Analyse des Exsudates erlaubt die Charakterisierung der auftretenden Leukozyten-
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populationen in der Nahe des implantierten Biomaterials im zeitlichen Verlauf der FBR
(Petillo et al., 1994; Rodriguez et al., 2008).

Beim Kafig-Implantat-System wird ein zylinderférmiger Gitterkafig aus rostfreiem Stahl
oder Titan mit dem eingeschlossenen Biomaterial in subkutanes Gewebe implantiert
(Marchant et al., 1983; Marchant, 1989). Der Kafig verhindert den direkten Kontakt
zwischen Implantat und umgebenden Gewebe und erlaubt die Bildung eines Exsudats,
in dem sich das Biomaterial befindet. Das gebildete Exsudat kann in zeitlichen Abstan-
den wiederholt aus dem Kafig mithilfe einer Kanule gewonnen werden ohne das
Versuchstier opfern zu mussen. Kafige, die kein Biomaterial enthalten, dienen als
Kontrollen. Nach subkutaner Implantation eines rohrenférmigen Biomaterials mit einer
verschlossenen Seite bildet sich ein Exsudat innerhalb des Lumens, welches ebenfalls
in zeitlichen Abstanden wiederholt mithilfe einer Kanldle enthommen werden kann
(Fabre et al., 1998).
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3. Eigene Untersuchungen

Die vorliegende Arbeit stellt eine Pilotstudie zur Etablierung der durchflusszytometri-
schen Untersuchung der Fremdkdrperkapsel nach Implantation von reinem Magne-
sium, PEEK und PS im Rattenmodell dar. Die nachfolgende Hauptstudie, die von
Susann Krummsdorf (Doktorandin der Arbeitsgruppe, approbierte Tierarztin) durchge-
fuhrt wird, soll die etablierte Methodik fur die Beurteilung der Biokompatibilitat von
Implantaten aus verschiedenen Magnesiumlegierungen anwenden.

3.1 Implantatmaterialien

Die in der Pilotstudie verwendeten Implantate aus PEEK und PS wurden vom Unter-
nehmen ARTHUR KRUGER GmbH (Barsbiittel, Deutschland) bzw. den Zentralen For-
schungswerkstatten der Medizinischen Hochschule Hannover (Hannover, Deutsch-
land) hergestellt.

Die Implantate aus reinem Magnesium (Mg) wurden vom Helmholtz-Zentrum Geest-
hacht — Zentrum fur Material- und Kuastenforschung GmbH (Geesthacht, Deutschland)
bezogen. Die Fertigung der Implantate erfolgte mittels Strangguss und indirekter Extru-
sion. Zur Erzeugung einer einheitlichen glatten Oberflache wurden die Mg-Implantate
im Rahmen der Herstellung poliert und geatzt. Die Implantate wurden zudem auf ihre
Reinheit von 99,98 % uberpruft (Verunreinigungen: Eisen 42 ppm, Kupfer 21 ppm und
Nickel 6 ppm, KorngréfRe: 28 um).

Alle Implantate wiesen eine zylindrische Form mit einem Durchmesser von 8 mm und
einer Hohe von 2 mm auf (Abb. 2). Vor der Implantation wurden die Implantate gewo-
gen, einzeln verpackt und mit Gammastrahlung sterilisiert (BBF Sterilisationsservice
GmbH, Kernen-Rommelshausen, Deutschland).

METRIC 1

METRIC 1 METRIC 1

Abb. 2: Implantatmaterialien
A: Polyetheretherketon, B: Polystyrol, C: reines Magnesium

3.2 Tiermodell

Alle Tierversuche fanden in den Raumlichkeiten der Forschungseinrichtungen fur Ex-
perimentelle Medizin (FEM) der Charité — Universitatsmedizin Berlin (Campus
Virchow-Klinikum, Augustenburger Platz 1, 13353 Berlin) unter Aufsicht der
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Tierschutzbeauftragten Frau PD Dr. med. vet. Juliane Unger statt und wurden vom
Landesamt fur Gesundheit und Soziales gemal} §8 Abs.1 des Tierschutzgesetzes am
9. Januar 2014 genehmigt (LAGeSo-Nr.: G/0310/13).

Als Versuchstiere dienten 108 weibliche Lewis Ratten (LEW/Han®Hsd und
LEW/SsNHsd) im Alter von 12 Wochen mit einem Gewicht von 170-220 g. Die Tiere
wurden von Harlan-Winkelmann (Envigo RMS GmbH) bezogen. Aufgrund von Liefer-
schwierigkeiten des Zlchters kam es innerhalb der Pilotstudie zu einem Wechsel des
Inzuchtstammes von LEW/Han®Hsd (Niederlande) zu LEW/SsNHsd (GroRbritan-
nien).

Im Laufe der Pilotstudie wurden zum genehmigten Tierversuchsantrag (LAGeSo-Nr.:
G/0310/13) zwei Anderungsanzeigen beziiglich der Versuchstierzahl wegen Wechsel
des Inzuchtstammes und zusatzlicher Erhebung der absoluten Leukozytenzahl pro
Fremdkorperkapsel genehmigt. Im Rahmen dieser Pilotstudie wurden daher die Ver-
suche an 26 von 108 Tieren wiederholt (Tab. 7).

Den Tieren wurde nach Anlieferung eine einwochige Eingewohnungsphase vor Beginn
der Versuche ermoglicht. So konnten sich die Tiere an einen Tag-Nacht-Rhythmus
von 12 Stunden sowie an eine artgerechte Umgebungstemperatur und Luftfeuchtigkeit
gewohnen. Die Gruppen fur die Haltung der Tiere wurden durch die Tierpfleger der
FEM nach dem Zufallsprinzip zusammengestellt. Die Ratten wurden in Gruppen von
zwei bis vier Tieren in regelkonformen Kafigen im Tierstall der FEM gehalten und
uneingeschrankt mit Futterpellets und Trinkwasser versorgt. Die Kafige waren mit Ein-
streu, Zellstoffblattern und kleinen Beil3hdlzern als Beschaftigungsmaterialien ausge-
stattet. Fur die Versuche wurden die schwersten Tiere zuerst ausgewahilt.

Die Haltungseinrichtungen wurden regelmafdig von den Tierpflegern gereinigt und des-
infiziert. Zudem wurde gemalR Tierschutz-Versuchstierverordnung das ausreichende
Vorhandensein von Futterpellets und Wasser sowie das Wohlbefinden der Tiere tag-
lich kontrolliert. Bei Auftreten der folgenden Symptome wahrend der gesamten Hal-
tungsdauer in der Versuchseinrichtung war ein Abbruch des Versuchs durch sofortige
Euthanasie festgelegt: deutlich reduzierter Allgemeinzustand (Somnolenz), eingesun-
kene Augen, Dyspnoe, Seitenlage, offene Wunden, Gewichtsverlust groRer 20 % so-
wie Muskelatrophie.

Tab. 7:  Einteilung der Tiere in Versuchsgruppen und Kennzeichnung der Wiederholungstiere

Implantat Untersuchungszeitpunkt Anzahl
Tag1  Tag3  Tag7  Tag14 Tag21 Tag28 %eerr .
Polyetheretherketon n =62 n=e6° n=6 n=6 n==6 n=6 n =36
Polystyrol n = 6° n =6 =6 n=06 n=06 n=6 n = 36
reines Magnesium n = 62 n = 62 n =69 n==6 n==6 n==6 n =36
n=108

Anzahl der Wiederholungstiere innerhalb der Versuchsgruppe:2n=6,*n=1,°n=4,9n=2
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3.3 Versuchsaufbau

Fir die vergleichende durchflusszytometrische Untersuchung der FBR auf Mg und die
beiden permanenten Polymere PEEK und PS wurde eine Implantationsstudie im Rat-
tenmodell konzipiert. Im Rahmen dieser Pilotstudie wurden die Versuchstiere in drei
verschiedene Materialgruppen eingeteilt, die jeweils sechs Untergruppen entspre-
chend dem Untersuchungszeitpunkt mit n = 6 Tieren aufwiesen (Tab. 7).

Unter Allgemeinanasthesie wurde bei allen Tieren eine praoperative Blutprobe gewon-
nen. AnschlieRend wurden vier Implantate eines Materials in jeweils ein Versuchstier
chirurgisch implantiert, wobei jedem Tier zwei Implantate in subkutanes und zwei Im-
plantate in intramuskulares Gewebe eingesetzt wurden (Abb. 3).

Am 1., 3., 7., 14., 21. oder 28. postoperativen Tag erfolgte unter erneuter Allgemeina-
nasthesie eine kardiale Blutentnahme (final) mit anschlie3ender Euthanasie der Tiere.
Danach wurden die Milz sowie die Implantate mit der umgebenden Fremdkorperkapsel
entnommen. Zusatzlich wurden Gewebeproben aus der unmittelbaren Umgebung der
Fremdkorperkapseln asserviert.

Die durchflusszytometrische Analyse der Blut- und Milzproben erméglichte die Unter-
suchung der systemischen Immunantwort auf die Implantatmaterialien. Aus den
praoperativ gewonnenen Blutproben wurde ein studieninterner Referenzbereich (siehe
Kapitel 3.5.1.1) gebildet. Dieser diente der Detektion einer moglichen systemischen
Immunantwort bei den finalen Blutproben. Die Fremdkorperkapseln einer Korperhalfte
der Tiere wurden nach Aufarbeitung durchflusszytometrisch analysiert und fir die Be-
urteilung der lokalen Immunantwort bzw. der FBR verwendet. Die Implantate und
Fremdkorperkapseln der anderen Korperhalfte wurden histopathologisch von Marcel
Geiling (Doktorand der Arbeitsgruppe, approbierter Arzt) untersucht. Die Zuordnung
der Seite fur die Durchflusszytometrie bzw. Histologie erfolgte fur jedes Tier zufallig.
Zum Ausschluss einer bakteriellen Kontamination wahrend der Implantation wurden
die asservierten Gewebeproben mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreak-
tion (RTQ-PCR) auf bakterielle Ribonukleinsaure (RNA) untersucht. Fur den Nachweis
der Bioresorbierbarkeit wurde bei den Mg-Implantaten die In-vivo-Korrosionsge-
schwindigkeit bestimmit.

Die im Rahmen dieser Pilotstudie verwendeten Chemikalien, Verbrauchsmaterialien,
hergestellten Puffer, Gerate und Computerprogramme sind im Anhang in tabellari-
scher Form aufgefuhrt (Tab. A1, Tab. A2, Tab. A3, Tab. A4, Tab. A5 und Tab. AG).
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Durchflusszytometrie Implantation: PEEK, PS, Mg

Durchflusszytometrie: Korrosions- Ausschluss
Fremdkorperantwort analyse bakterieller
O O systemische Immunantwort Kontamination
subklutan ” ” )
Blut Blut, Milz, Mg Gewebe-
praOP  Fremdkorperkapseln  Implantate proben
intramuskular : " )
OP1 3 7 14 21 28

Untersuchungszeitpunkt (Tag postOP)

Abb. 3:  Versuchsaufbau
PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, OP = Zeitpunkt der
Implantation, postOP = postoperativ, prdOP = prdoperativ

3.3.1 Operative Implantation

Zur intraoperativen Analgesie wurde den Ratten eine Stunde praoperativ subkutan
Buprenorphin (0,04 mg/kg Kérpermasse, Temgesic® Injektionslosung 0,3 mg/ml,
Reckitt Benckiser Deutschland GmbH) appliziert. Die Einleitung der Narkose erfolgte
fur funf Minuten bei 5 I/min Sauerstoff und 3,5 bis 5,0 % Isofluran (Forene® 100 %,
AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG) in einer Narkosebox. Wahrend des operativen
Eingriffs wurde die Narkose uber eine Inhalationsmaske mit 1,0 I/min eines 1,5 bis
1,8 %igen Isofluran-Sauerstoff-Gemisches aufrechterhalten. Fur den Eingriff wurde
die anasthesierte Ratte in Bauchlage auf einer Warmematte gelagert und am Schwanz
farblich markiert. Zum Schutz der Augen wurde eine dexpanthenolhaltige Augensalbe
(Bepanthen Augen- und Nasensalbe, Bayer Vital GmbH) appliziert. Anschlief3end wur-
den aus der Vena saphena ca. 250 ul Blut in ein heparinisiertes Blutrohrchen entnom-
men sowie das Operationsfeld geschoren und mit einer alkoholischen lodlésung
(Braunoderm®, B. Braun Melsungen AG) gereinigt und desinfiziert. Zur Infektionspro-
phylaxe erhielt das Tier eine einmalige subkutane Antibiose mit Clindamycin
(60 mg/kg Kérpermasse, Clindamycin-ratiopharm® 300 mg/2 ml Injektionslésung,
ratiopharm GmbH). Vor Beginn des eigentlichen operativen Eingriffes wurde die Nar-
kosetiefe anhand des Zwischenzehenreflexes Uberprift.

Fir die Implantation der subkutanen Implantate erfolgte ein medianer Hautschnitt
(Lange ca. 1,5 cm) im Bereich der Schulterblatter. Anschliel3end wurde im Unterhaut-
fettgewebe an den Schnittkanten durch stumpfes Praparieren mittels einer Praparier-
schere jeweils eine Tasche gebildet (Abb. 4 A). Dabei wurde auf einen ausreichenden
Abstand zum Hautschnitt geachtet. Das Implantat wurde in die entstandene subkutane
Tasche eingebracht (Abb. 4 B). Im Anschluss wurde die Unterhauttasche mit einem
einzelnen U-Heft (Vicryl 5-0) geschlossen (Abb. 4 C). Nach dem Einbringen beider
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subkutanen Implantate wurde die Haut mit Einzelknopfnahten (Vicryl 5-0) verschlos-
sen.

Fir die Implantation der intramuskularen Implantate erfolgte ein medianer Hautschnitt
(Lange ca. 1,5 cm) im Bereich der lumbosakralen Wirbelsaule. Durch vorsichtige Pra-
paration mit der Praparierschere an den Schnittkanten wurde jeweils der Musculus
gluteus freigelegt und die Muskelfaszie erdffnet. Kaudal eines sich abzeichnenden
Gefal-Nervenblindels wurde mit einer Praparierschere zwischen den Muskelfasern
unter Beachtung der Faserausrichtung stumpf eine Tasche in den Muskel prapariert
(Abb. 4 D) und das Implantat eingebracht (Abb. 4 E). Anschlielend wurde mit einem
einzelnen U-Heft (Vicryl 5-0) der Muskelbauch mit umgebender Muskelfaszie ver-
schlossen (Abb. 4 F). Nach dem Verschluss der Muskelfaszie wurde die Haut mit einer
intrakutanen Naht (Vicryl 5-0) genaht.

Zum Ende des Eingriffs wurden die Operationswunden mit iodhaltiger alkoholfreier
Desinfektionslésung (Braunol®, B. Braun Melsungen AG) desinfiziert. Die Anasthe-
tikazufuhr wurde beendet und die Ratten wurden in Bauchlage einzeln in Kafige ver-
bracht. Bis zum vollstandigen Erwachen wurden die Tiere unter Rotlicht platziert und
standen unter Beobachtung.

Abb. 4: QOperative Implantation subkutan und intramuskulér
A-C: subkutane Implantation, D—F: intramuskuldre Implantation

3.3.2 Postoperatives Management

Perioperativ wurden die Empfehlungen der GV-SOLAS (2010) zur Schmerztherapie
bei Versuchstieren bertcksichtigt. Zur Analgesie wurde dem operierten Tier postope-
rativ fir drei Tage Tramadol (Tramal® Tropfen, 100 mg/ml, Grinenthal GmbH) dem
Trinkwasser mit einer Dosierung von 2,5 mg Tramadol in 100 ml Trinkwasser zuge-
setzt. Die Tiere wurden in den ersten 24 Stunden nach der Operation einzeln gehalten,
wobei eine uneingeschrankte Bewegung maoglich war. Ab dem zweiten postoperativen
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Tag wurden die Tiere in Zweiergruppen und ab dem siebten postoperativen Tag in
Vierergruppen gehalten.

Zusatzlich zur taglichen Inaugenscheinnahme durch das Tierpflegepersonal wurde
das klinische Allgemeinbefinden der Tiere anhand eines Uberwachungsbogens einmal
taglich in den ersten drei postoperativen Tagen und im Anschluss einmal wochentlich
bis zum Ende der Studie durch die Doktoranden der Arbeitsgruppe beurteilt (postope-
rative Uberwachungsbdgen siehe Anhang 10.2). Zudem wurde fiir die ersten drei Tage
taglich die Trinkmenge dokumentiert. Ab dem zweiten postoperativen Tag wurde die
Trinkmenge wegen Haltung in Zweiergruppen nur naherungsweise bestimmt. Die Kor-
permasse der Tiere wurde vor der Implantatentnahme und postoperativ einmal pro
Woche protokolliert. Besonderheiten bei der Wundheilung wurden ebenfalls dokumen-
tiert.

3.3.3 Entnahme der Implantate

Fir alle Untersuchungszeitpunkte erfolgte die Euthanasie der Versuchstiere mit
anschlie®ender Implantatentnahme zur gleichen Tageszeit wie die operative Implan-
tation.

Durch die intraperitoneale Injektion von Ketamin (60 mg/kg Korpermasse, Ketamin
10 %, CP-Pharma GmbH) und Medetomidin (0,3 mg/kg Kdrpermasse, Cepetor® KH,
CP-Pharma GmbH) wurden die Tiere in Narkose versetzt. Zur Kontrolle der Narkose-
tiefe wurde der Zwischenzehenreflex der Tiere beurteilt. Im Anschluss wurde den Rat-
ten mittels kardialer Punktion ca. 2 ml Blut in ein heparinisiertes Blutrohrchen entnom-
men und sofort danach 10 ml Kaliumchloridlésung (Kaliumchlorid 7,45 %, B. Braun
Melsungen AG) fur die Euthanasie injiziert. Der Eintritt des Todes wurde anhand von
ausbleibender Herz- und Atemtatigkeit sowie Tribung der zuvor roten Augen festge-
stellt.

Bei allen Tieren wurde die Milz entnommen, die bis zur Aufarbeitung in Phosphatpuffer
auf Eis gelagert wurde. Fur die Entnahme der subkutanen Implantate wurden die
Nahte bzw. Operationsnarben im Schulterbereich eroffnet. Die sichtbaren Implantate
wurden zusammen mit dem umgebenden Kapselgewebe mit einer Praparierschere
freiprapariert und entnommen (Abb. 5 A—C). Fir die Entnahme der intramuskularen
Implantate wurden die Nahte bzw. Operationsnarben im Lumbosakralbereich eroffnet.
Als Orientierung zum Auffinden der Implantate dienten die wahrend der Implantation
eingesetzten Vicryl-Faden (Abb. 5 D). Mithilfe einer Praparierschere wurde die Mus-
kelfaszie und das Muskelgewebe im Bereich der Implantate entfernt, so dass die
Fremdkorperkapsel sichtbar wurde (Abb. 5 E). AnschlieRend wurden die Implantate
zusammen mit dem umgebenden Kapselgewebe mit einer Praparierschere freiprapa-
riert und entnommen (Abb. 5 F). Das entnommene Kapselmaterial wurde vom Implan-
tat getrennt und einzeln in 500 ul Kollagenase-Puffer auf Eis bis zur weiteren Aufar-
beitung gelagert.

Zum Ausschluss einer bakteriellen Kontamination wahrend der Implantation wurden
Gewebeproben aus der unmittelbaren Umgebung der Fremdkorperkapseln steril ent-
nommen, kryofixiert und fur die spatere RTQ-PCR bei —80 °C gelagert. Fir die quan-
titative Korrosionsbestimmung wurden die Mg-Implantate unter Argon-Atmosphare in
einer Glovebox entnommen, getrocknet und luftdicht in Folie eingeschweil}t, um eine
weitere Korrosion durch die Umgebungsluft zu verhindern. Nach der Entnahme wurde
der Grad der Korrosion makroskopisch beurteilt. Die Aufarbeitung des Blutes und der
entnommenen Gewebe erfolgte am Tag der Entnahme.
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Abb. 5:  Entnahme der Implantate subkutan und intramuskuléar
A-C: subkutane Entnahme, D—F: intramuskuldre Entnahme

3.4 Methoden

3.4.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie verwendet, um Zellpopulationen von
Leukozyten im Blut und im Gewebe wahrend der FBR auf die eingesetzten Implantat-
materialien charakterisieren zu konnen.

Mithilfe der Durchflusszytometrie kdnnen Zellen auf der Ebene der Einzelzelle identifi-
ziert und analysiert werden. Daflir werden die Zellen mit Antikdrpern, die gegen spezi-
fische Zelloberflachenmolekile gerichtet sind, markiert. Bei diesen Molekulen handelt
es sich zum Beispiel um Proteine der CD-Klassifizierung. Die eingesetzten Antikorper
sind mit einem Fluoreszenzfarbstoff oder einem Tandem aus zwei Fluorochromen
direkt gekoppelt. Im Durchflusszytometer wird eine Zellsuspension, bestehend aus
unterschiedlich markierten Zellen, zu einem laminaren Probenstrom aus einzelnen Zel-
len fokussiert. AnschlieRend passieren die Zellen einen Laserstrahl, wodurch das
Laserlicht gestreut wird und die Antikérper-gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe ange-
regt werden. Die Absorption von Laserlicht einer bestimmten Wellenlange eines
Fluorochroms fuhrt zur Emission von Licht einer charakteristischen, hdheren Wellen-
lange. Das Streulicht und die emittierten Fluoreszenzen werden von Detektoren des
Durchflusszytometers registriert, anschlieRend von einem Computersystem in elektri-
sche Signale umgewandelt und analysiert. Das gestreute Laserlicht enthalt Informati-
onen Uber die relative ZellgréRe und die Granularitdt der gemessenen Zellen. Das
Vorwartsstreulicht (FSC) entsteht in Verlangerung des Laserstrahls und ist proportio-
nal zur Grof3e der Zelle. Das Seitwartsstreulicht (SSC) wird im rechten Winkel vom
Laserstrahl gemessen und ist ein Mal fir die Zellgranularitat bzw. Zellkomplexitat. Die
emittierten Fluoreszenzen geben Auskunft Uber die Bindung der eingesetzten Antikor-
per an ihre Zielmolekile, wobei die Fluoreszenzintensitat proportional zur Anzahl der
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exprimierten zellularen Antigene ist. Beim Einsatz von Tandem-Konjugaten wird durch
das Laserlicht zuerst ein Fluoreszenzfarbstoff angeregt und emittiert Licht einer be-
stimmten Wellenlange, wodurch der zweite Farbstoff zur Fluoreszenzemission ange-
regt wird.

Die Durchflusszytometrie ermoglicht somit die gleichzeitige Messung und Analyse von
mehreren Parametern jeder einzelnen markierten Zelle. Eine Kombination der beiden
Charakteristika Streulicht und Fluoreszenzintensitat der verwendeten Fluoreszenz-
farbstoffe gestattet im Rahmen der durchflusszytometrischen Auswertung die Identifi-
zierung und Charakterisierung der markierten Zellen.

3.4.2 Etablierung der durchflusszytometrischen Methoden

Diese Pilotstudie umfasste neben dem eigentlichen Versuchsvorhaben Vorversuche
zur Etablierung von Protokollen fur die Isolierung und Antikérperfarbung von Leukozy-
ten aus Blut, Milz und kollagenreichem Bindegewebe der Ratte. Als Material dienten
hierfir asservierte Blut- und Gewebeproben von Ratten aus genehmigten Tierversu-
chen anderer Arbeitsgruppen. Das kollagenreiche Bindegewebe stellte ein Ersatzma-
terial flr die spatere Fremdkdrperkapsel dar. Die etablierten Protokolle wurden im ge-
nehmigten Tierversuchsvorhaben fur die durchflusszytometrische Analyse von Blut,
Milz und Fremdkoérperkapsel nach Implantation von Mg, PEEK und PS angewendet
und validiert.

Die Vorversuche umfassten zudem die Konzentrationsbestimmung der eingesetzten
Antikorper und die Kompensation der Fluoreszenzen am Durchflusszytometer. Die
Kompensation wurde anhand von gefarbten Leukozyten aus der Milz erstellt. Die Milz
ist ein geeignetes Referenzmaterial fur die Markierung von Zellen aus dem Blutsystem
und aus dem Gewebe. Diese Kompensation enthielt Einstellungen fir die Lage der
Zellen im FSC/SSC-Diagramm und korrigierte die spektralen Uberlappungen der ein-
gesetzten Fluorochrome. Fur die durchflusszytometrische Analyse ist eine gute Tren-
nung von negativen und positiv gefarbten Zellpopulationen notwendig. Dies wird durch
ein optimales Antikdrper-Antigen-Verhaltnis erreicht. Zur Bestimmung der optimalen
Konzentration wurden die einzelnen Antikorper in verschiedenen Konzentrationen auf
Blut-, Milz- und Hautzellen austitriert. Die Konzentration mit der besten Signaltrennung
zwischen ungefarbter Probe (Autofluoreszenz der Zellen) und gefarbter Probe (gekop-
peltes Fluorochrom) wurde fur die durchflusszytometrische Farbung eingesetzt.

Fir die Immunphanotypisierung der Leukozyten in den verschiedenen Geweben wur-
den zwei Antikorper-Panel fur die Ratte etabliert. Ein Panel ist eine festgelegte Zusam-
menstellung von verschiedenen Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern, die die ge-
suchten Zielzellen markieren und eine Detektion der Oberflachenantigene der Zellen
im Durchflusszytometer ermdglichen. Das Blut- bzw. Milz-Panel diente zur Analyse der
systemischen Immunantwort auf die eingesetzten Implantate. Das Kapsel-Panel er-
moglichte die Markierung und Analyse von Leukozyten, die im Rahmen der frihen
lokalen FBR in der Fremdkdrperkapsel auftreten.

Als Kontrollen wurden im Laufe der Studie wiederholt ungefarbte Proben, einfach
gefarbte Proben, Isotyp-Kontrollen der Antikérper und FMO-Kontrollen (engl.
fluorescence minus one) gemessen. Eine unspezifische Farbung der Zellen konnte
mithilfe des Einsatzes von Isotyp-Kontrollen ausgeschlossen werden. Hierbei wurden
nicht spezifisch bindende Antikorper gleichen Isotyps und mit dem gleichen
Fluorochrom gekoppelt wie der markierende Antikorper eingesetzt. Die ungefarbten
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Proben und die FMO-Kontrollen dienten zur Orientierung fur das Setzen der Gates um
die Zellpopulationen. Fur die FMO-Kontrollen wurden die Zellen mit dem Antikorper-
Panel gefarbt, wobei jeweils ein Antikorper des Panels weggelassen wurde und die
zugehorige Fluoreszenz im Panel fehlt. Einfach gefarbte Zellen dienten im Versuch als
Kontrollen fir die Kompensation.

Nach der Etablierung der durchflusszytometrischen Methoden wurden diese flur die
Messung und Analyse der Leukozyten in Blut, Milz und Kapselgewebe im Rahmen der
Pilotstudie angewandt.

3.4.2.1 Isolierung von Leukozyten aus dem peripheren Blut

Jedem Tier wurde im Rahmen der Implantation (praoperativ) und bei der Entnahme
der Implantate (final) ca. 250 pl bzw. 2 ml heparinisiertes Blut fur die durchflusszyto-
metrische Analyse entnommen. Die Aufarbeitung der praoperativen und finalen Blut-
proben erfolgte nach dem folgenden Schema:

Fir die Isolierung von Leukozyten aus dem peripheren Blut der Ratte wurden im ersten
Schritt die Erythrozyten lysiert. Dafur wurde je Blutprobe 200 pl heparinisiertes Vollblut
mit 4 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer durch leichtes Schwenken vermischt und fir 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation folgte eine Zentrifugation fur 5 min
bei 500g und 4 °C, der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in 1 ml Phosphat-
puffer resuspendiert. Es folgte eine Zentrifugation fir 5 min bei 400g und 4 °C sowie
eine Resuspension des Zellpellets in 1 ml Phosphatpuffer. Zur Vorbereitung auf die
Oberflachenfarbung wurde das Zellpellet nach erneuter Zentrifugation fur 5 min bei
4009 und 4 °C in 1 ml FACS-Puffer aufgenommen und fir 5 min bei 400g und 4 °C
zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Zellpellet fiir die Antikdrper-
farbung genutzt.

3.4.2.2 Isolierung von Leukozyten aus der Milz

Die entnommenen Milzen wurden mit einem Skalpell in einer grolen Petrischale zer-
kleinert. Das zerkleinerte Gewebe wurde durch ein Zellsieb (100 ym) gedruckt und mit
Phosphatpuffer gespult. AnschlieBend wurde die Zellsuspension durch ein Zellsieb
(40 ym) unter Zugabe von Phosphatpuffer filtriert, um eine Einzelzellsuspension her-
zustellen. Die Probe wurde nun fiir 8 min bei 400g und 4 °C zentrifugiert und der Uber-
stand entfernt. Das Zellpellet wurde mit 4 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer versetzt und fur
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ende der Inkubation wurde die Probe flr
5 min bei 500g und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Zellpellet in 3 ml
Phosphatpuffer resuspendiert. Es folgte eine Zentrifugation fur 5 min bei 400g und
4 °C sowie eine Resuspension des Zellpellets in 1 ml Phosphatpuffer. Zur Vorberei-
tung auf die Oberflachenfarbung wurde das Zellpellet nach erneuter Zentrifugation fur
5 min bei 400g und 4 °C in 1 ml FACS-Puffer aufgenommen. Die relative Zellzahl in
der Einzelzellsuspension wurde unter einem Lichtmikroskop mithilfe einer Zahlkammer
bestimmt. Aus der Einzelzellsuspension wurden 1-2-1068 vitale Zellen entnommen und
fur die Antikorperfarbung verwandt.

3.4.2.3 Isolierung von Leukozyten aus der Fremdkdrperkapsel

FUr den Verdau des fibrosen Gewebes der Fremdkorperkapseln wurde ein Kol-
lagenase-Puffer hergestellt. Dieser bestand aus den im Anhang aufgefihrten Substan-
zen (Tab. A3). Von den Reagenzien Deoxyribonuclease, HEPES, Hyaluronidase und
Natriumpyruvat wurden Aliquots (Tab. A7) hergestellt und bei —20 °C gelagert. Im Rah-
men der Pilotstudie erfolgte die Herstellung des Kollagenase-Puffers unmittelbar vor
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der Entnahme der Fremdkdrperkapseln. Fir die Verdauung von vier Fremdkdrperkap-
seln wurde der Puffer nach dem folgenden Schema angefertigt:

Zuerst wurden 5,7 mg Collagenase P (13 Units) auf einer Prazisionswaage abgewo-
gen und mit 1 ml Phosphatpuffer vermischt. Anschliel3end wurden die aufgetauten Ali-
quots in den folgenden Mengen zugegeben: je 20 pyl von HEPES (4,8 mg), Hyaluro-
nidase (0,05 mg), Natriumpyruvat (0,23 mg) und 200 pl Deoxyribonuclease (0,4 mg
bzw. > 800 KU). Die entstandene Lésung wurde mit Phosphatpuffer auf 2,0 ml aufge-
fullt.

Fir die weitere Aufarbeitung wurde die Fremdkdrperkapsel mit dem Kollagenase-
Puffer in eine kleine Petrischale Uberfuhrt (Abb. 6 A) und mit einem Skalpell zerkleinert
(Abb. 6 B). Im Anschluss wurde das Material fur eine Stunde bei 37 °C im Warme-
schrank inkubiert (Abb. 6 C). Nach der Inkubation wurde das Kapselgewebe in der
Petrischale mithilfe eines Spritzenkolbens zerdrickt (Abb. 6 D). Die entstandene Zell-
suspension wurde durch ein Zellsieb (100 um) unter Zugabe von Phosphatpuffer fil-
triert. Die Probe wurde anschlieRend fur 8 min bei 400g und 4 °C zentrifugiert, der
Uberstand entfernt und das Zellpellet in 5 ml Phosphatpuffer resuspendiert. Es folgte
eine Zentrifugation fur 8 min bei 400g und 4 °C sowie eine Resuspension des Zellpel-
lets in 5 ml Phosphatpuffer. Zur Vorbereitung auf die Oberflachenfarbung wurde das
Zellpellet nach erneuter Zentrifugation fur 8 min bei 400g und 4 °C in 1 ml FACS-Puffer
aufgenommen und fir 5 min bei 400g und 4 °C zentrifugiert. Nach Abnahme des Uber-
standes wurde das Zellpellet fur die Antikérperfarbung genutzt. Insgesamt wurde im-
mer eine Fremdkorperkapsel zu einem Zellpellet fur die durchflusszytometrische Mes-
sung aufgearbeitet.
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Abb. 6: Kollagenase-Verdau der Fremdkérperkapsel
A: Fremdkérperkapsel in Kollagenase-Puffer, B: zerkleinerte Fremdkérperkapsel, C: nach Inkubation,
D: Zellsuspension

3.4.2.4 Bestimmung der relativen Zellzahl der Milzsuspension

Zur Bestimmung der relativen Zellzahl wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl
Trypanblau gemischt. Trypanblau ist ein Farbstoff, der tote Zellen blau anfarbt. An-
schliefend wurden 10 pl der gefarbten Zellsuspension in eine Zahlkammer pipettiert.
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Es wurde die Anzahl vitaler Zellen in den vier grol3en Eckquadraten bei 100facher
VergrofRerung unter dem Lichtmikroskop bestimmt und der Mittelwert errechnet. Die
relative Zellzahl wurde nach der folgenden Formel berechnet:

_ 10*
Czellen = NEckquadrat ml "2

Czellen relative Zellzahl (MaReinheit %)
Mgckquaarat  dUrchschnittliche vitale Zellzahl pro Eckquadrat

3.4.2.5 Farbung der Leukozyten fiir die durchflusszytometrischen

Messungen
FUr die Farbung der Leukozyten wurden monoklonale Antikdrper eingesetzt. Die
Fluorochrom-gekoppelten Antikdrper dienten zur direkten Markierung der Oberfla-
chenantigene der untersuchten Zellpopulationen. Bei der Auswahl der Fluorochrome
wurden die Intensitaten der verschiedenen Fluorochrome im Verhaltnis zur erwarteten
PopulationsgréfRe berlcksichtigt.

Fir die durchflusszytometrische Untersuchung der Blut- und Milzproben wurden Anti-
korper zur Phanotypisierung typischer Blutleukozyten ausgewahlt (Tab. 8). Fur die Un-
tersuchung der Kapselproben wurden zusatzlich Antikorper gegen gewebestandige
Makrophagen und Mastzellen eingesetzt (Tab. 9). Eine Ubersicht Uber die Zielzellen
der verwendeten Fluorochrom-gekoppelten Antikdrper ist in Tab. 10 aufgefuhrt. Ent-
sprechend der aufgefuhrten Panel wurden die Antikorper in den angegebenen Ver-
dinnungen zur Farbung eingesetzt. Zur Messung der Isotyp-Kontrollen wurden die
Antikorper aus Tab. A8 verwendet.

Die isolierten Zellen wurden mit den entsprechenden Fluorochrom-gekoppelten Anti-
korpern fir 30 min bei 4 °C unter Lichtausschluss in einem Volumen von 100 pl
in FACS-Puffer inkubiert. Nach der Inkubation wurde 1 ml FACS-Puffer zugegeben
und die Probe anschlieRend fur 4 min bei 400g und 4 °C zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt und das Zellpellet mit 1 ml FACS-Puffer
resuspendiert. Daraufhin erfolgte eine weitere Zentrifugation fur 4 min bei 400g und
4 °C. Zur Messung im Durchflusszytometer wurde die Probe in FACS-Puffer aufge-
nommen und durch ein Zellsieb (35 um) filtriert. Der gefarbten Einzelzellsuspension
wurde unmittelbar vor der Messung der fluoreszierende Farbstoff DAPI (4’,6-Diamidin-
2-phenylindol) zugesetzt, um tote Zellen zu markieren.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden zur Vereinfachung Zellen, die mit dem
Fluorochrom-gekoppelten Antikdrper Anti-Rat Granulocyte Marker FITC (HIS48) oder
Anti-Rat Macrophage Marker PE (HIS36) positive Farbeergebnisse erzielten, als
HIS48- bzw. HIS36-exprimierend bezeichnet, obwohl fur die Antikorper-Klone die
Antigene unbekannt sind.
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Tab. 8: Antikérper-Panel fiir Blut und Milz

Bezeichnung Antikor- Isotyp Verdin-  Hersteller
per-Klon nung

Anti-Rat CD45 eFluor 450 OX-1 Mouse IgG1, kappa 1:50 eBioscience
Anti-Rat CD3 APC eBioG4.18  Mouse 1gG3, kappa 1:200 eBioscience
Anti-Rat CD4 PerCP-eFluor 710 0OX-35 Mouse IgG2a, kappa 1:400 eBioscience
Anti-Rat CD8a PE-Cy7 OX-8 Mouse IgG1, kappa 1:400 eBioscience
Anti-Rat CD11b/c PE 0OX-42 Mouse IgG2a, kappa 1:200 eBioscience
élrjltiéRat Granulocyte Marker HIS48 Mouse IgM 1:200 eBioscience

Tab. 9: Antikérper-Panel fiir die Fremdkérperkapsel

Bezeichnung Antikor- Isotyp Verdin-  Hersteller
per-Klon nung
Anti-Rat CD45 eFluor 450 OX-1 Mouse IgG1, kappa 1:50 eBioscience
Anti-Rat CD3 APC eBioG4.18  Mouse 1gG3, kappa 1:200 eBioscience
Anti-Rat CD4 PerCP-eFluor 710 0OX-35 Mouse IgG2a, kappa 1:400 eBioscience
Anti-Rat CD8a PE-Cy7 OX-8 Mouse IgG1, kappa 1:400 eBioscience
Anti-Rat Granulocyte Marker HIS48 Mouse IgM 1:200 eBioscience
FITC
Anti-Rat Macrophage Marker PE  HIS36 Mouse IgG2a, kappa 1:10 eBioscience
Anti-Mouse CD117 (c-Kit) APC- ACK2 Rat IgG2b, kappa 1:50 eBioscience
eFluor 780

Tab. 10: Ubersicht iiber die Zielzellen der Fluorochrom-gekoppelten Antikérper bei der Ratte

Antikérper Markierte Zellpopulation

Anti-Rat CD45 eFluor 450 Leukozyten

Anti-Rat CD3 APC T-Lymphozyten

Anti-Rat CD4 PerCP-eFluor 710 T-Helferzellen, Monozyten/Makrophagen

Anti-Rat CD8a PE-Cy7 zytotoxische T-Zellen, Monozyten/Makrophagen,
Mastzellen, naturliche Killerzellen

Anti-Rat CD11b/c PE Monozyten/Makrophagen, Granulozyten,
naturliche Killerzellen

Anti-Rat Granulocyte Marker FITC (HIS48) Granulozyten, Monozyten/Makrophagen

Anti-Rat Macrophage Marker PE (HIS36) gewebestandige Makrophagen

Anti-Mouse CD117 (c-Kit) APC-eFluor 780 Mastzellen
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3.4.2.6 Messung der durchflusszytometrischen Proben

Die gefarbten Einzelzellsuspensionen wurden an einem Durchflusszytometer gemes-
sen. Das genutzte Durchflusszytometer (MACSQuant Analyzer 10) verfugte Uber drei
Laser (405 nm, 488 nm, 635 nm), zwei Scatter-Kanale (FSC und SSC) und acht
Fluoreszenz-Kanédle. Zudem konnte der MACSQuant Analyzer unter Nutzung der
MACSQuantify Software die Gesamtzahl der gemessenen Ereignisse und die volu-
metrisch ermittelten Ereignisse/ul fur jede gemessene Probe ausgeben. Die maximale
Anzahl der gemessenen Ereignisse war mit der verwendeten Softwareversion des
Durchflusszytometers bei den gewahlten Einstellungen je Messung auf 2,7-10° Ereig-
nisse begrenzt.

Vor Beginn der Messungen wurde nach Herstellervorgaben eine Kalibrierung
des Durchflusszytometers durchgefuhrt. So konnte gewahrleistet werden, dass die
Intensitat der Laser und der gemessenen Werte der Fluoreszenz Uber den gesamten
Messzeitraum untereinander vergleichbar waren.

Die Proben wurden am Durchflusszytometer mit der angefertigten Kompensation am
Tag der Entnahme und unmittelbar nach der Aufarbeitung gemessen.

3.4.2.7 Auswertung der durchflusszytometrischen Daten

Die Analyse der durchflusszytometrischen Daten erfolgte mit dem Programm FlowJo.
Fir die differenzierte Auswertung der gemessenen Zellpopulationen wurden in einer
hierarchischen Abfolge sogenannte Gates festgelegt.

Ein Gate ist ein definiertes Feld, welches eine bestimmte Zellpopulation umschlief3t.
Das Festlegen von Gates nennt man Gating. Bei jedem Gating-Schritt wird die
untersuchte Zellpopulation entsprechend ihrer Merkmale weiter eingegrenzt und un-
tersucht. Die Gates kdnnen innerhalb von FSC-, SSC- und Fluoreszenz-Diagrammen
definiert werden. Im FSC/SSC-Diagramm werden die Zellen nach ihrer Morphologie
eingegrenzt und lassen sich im nachfolgenden Gating-Schritt entsprechend ihrer
Fluoreszenzintensitat darstellen. Bei der Verwendung von Fluoreszenz-Diagrammen
kénnen Zellen nach ihrer Fluoreszenzintensitat und damit verbundener Antigenexpres-
sion mit einem Gate umschlossen werden. Nachfolgend konnen die umgrenzten Zell-
populationen in einem FSC/SSC-Diagramm aufgetragen werden, um die morphologi-
schen Eigenschaften der Zellen zu beurteilen.

Alle Gates wurden subjektiv gesetzt, zudem dienten die Kontrollproben (ungefarbte
Probe und FMOs) als Orientierungshilfe. Das Gating fur die durchflusszytometrische
Analyse der Blut-, Milz- und Kapselproben wurde im Rahmen dieser Arbeit etabliert
(Abb. 7 und Abb. 8). In FlowJo wurden die absolute Zellzahl der lebenden Leukozyten
pro Probe und die jeweiligen prozentualen Anteile der Subpopulationen an den leben-
den Leukozyten ermittelt.
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Abb. 7:  Durchflusszytometrische Analyse der Leukozyten im Blut der Ratte

Die Abbildung zeigt beispielhaft die Abfolge der Gates fiir die durchflusszytometrische Analyse der
Leukozytenpopulationen im Blut der Ratte. Die grafische Analyse der Milz entspricht der des Blutes.
Zuerst wurden in einem FSC/SSC-Diagramm die Leukozyten anhand ihrer relativen Gré3e und Gra-
nularitét eingegrenzt (A). Um die Analyse von einzelnen Zellen gewéhrleisten zu kénnen, wurden ver-
klebte Zellen (Doubletten) ausgeschlossen (B). Der Einsatz von DAPI erméglichte die Differenzierung
von lebenden und toten Leukozyten (C). Nachfolgend wurden die lebenden Leukozyten in CD3+
T-Lymphozyten (P1) und CD3- Nicht-T-Lymphozyten (P2) unterschieden (D). Die T-Lymphozyten wur-
den entsprechend ihrer Antigenexpression von CD4 und CD8a in drei Populationen aufgeteilt: CD4-
CD8a+ (zytotoxische T-Zellen, Q1), CD4+CD8a+ (doppelt positive T-Lymphozyten, Q2) und
CD4+CD8a- (T-Helferzellen, Q3) (E). Die kombinierte Analyse der Expression von CD11b/c und
HIS48 ermdéglichte die Identifizierung von fiinf verschiedenen Zellpopulationen innerhalb der CD3-
Nicht-T-Lymphozyten: CD11b/c-HIS48- (vermutlich B-Lymphozyten, R1), CD11b/c+HIS48- (vermutlich
NK-Zellen, R2), CD11b/c+HIS48low (Monozyten, R3), CD11b/c+HIS48med (Granulozyten, R4) und
CD11b/c+HIS48high (Monozyten und Granulozyten, R5) (F). Die aufgefiihrten Prozentangaben ent-
sprechen dem Prozentanteil der Zellen an den dargestellten Ereignissen in dem jeweiligen Diagramm.
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Abb. 8: Durchflusszytometrische Analyse der Leukozyten in der Fremdkdrperkapsel der Ratte

Die Abbildung zeigt die Abfolge der Gates fiir die durchflusszytometrische Analyse der Leukozyten-
populationen im Gewebe der subkutanen Fremdkdrperkapsel der Ratte an Tag 7 nach der Implanta-
tion von reinem Magnesium. Zuerst wurden die Leukozyten in der Einzelzellsuspension definiert (A).
Nachfolgend wurden in einem FSC/SSC-Diagramm die Leukozyten anhand ihrer relativen Gré3e und
Granularitét eingegrenzt (B). Um die Analyse von einzelnen Zellen gewéhrleisten zu kbnnen, wurden
verklebte Zellen (Doubletten) ausgeschlossen (C). Der Einsatz von DAPI erméglichte die Differenzie-
rung von lebenden und toten Leukozyten (D). Nachfolgend wurden die lebenden Leukozyten in CD3+
T-Lymphozyten (P1) und CD3- Nicht-T-Lymphozyten (P2) unterschieden (E). Die T-Lymphozyten wur-
den entsprechend ihrer Antigenexpression von CD4 und CD8a in zwei Populationen aufgeteilt: CD4-
CD8a+ (zytotoxische T-Zellen, Q1) und CD4+CD8a- (T-Helferzellen, Q2) (F). Die kombinierte Analyse
der Expression von HIS48 und CD4 ermdglichte die Identifizierung von fiinf verschiedenen Zellpopula-
tionen innerhalb der CD3- Nicht-T-Lymphozyten: HIS48+CD4- (S1), HIS48+CD4+ (S2),
HIS48+CD4dim (S3), HIS48dimCD4+ (S4) und HIS48-CD4- (S5) (H). Die HIS48+CD4- Zellen konnten
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im FSC/SSC-Diagramm in Granulozyten (R1) und Monozyten/Makrophagen (R2) unterschieden wer-
den (G). Die kombinierte Analyse der Expression von CD8a und HIS36 erméglichte die Identifizierung
von zwei verschiedenen Monozyten/Makrophagen-Populationen innerhalb der HIS48+CD4+ Zellen (J)
und der HIS48dimCD4+ Zellen (M): Monozyten/Makrophagen mit zytotoxischem Phénotyp (CD8a+)
und gewebesténdige Makrophagen (HIS36+). Innerhalb der HIS48-CD4- Zellen wurden CD8a-positive
Mastzellen und NK-Zellen eingegrenzt (K). Ein Teil der HIS48+CD4dim Zellen zeigte eine hohe Gra-
nularitdt, vermutlich eosinophile Granulozyten (L). Die aufgefiihrten Prozentangaben entsprechen dem
Prozentanteil der Zellen an den dargestellten Ereignissen in dem jeweiligen Diagramm.

3.4.2.8 Berechnung von Werten
Die absolute Anzahl der lebenden Leukozyten in Blut, Milz und Fremdkorperkapsel
wurde wie folgt berechnet:

— Anzahl der lebenden Leukozyten/ul Vollblut

P Vgesamt

LLB = LL -
PVgemessen "BV

— Anzahl der lebenden Leukozyten/Milz

LLM = LL -—28
PVgemessen MVgemessen

esamt MVgesamt

— Anzahl der lebenden Leukozyten/Fremdkorperkapsel

LLK = LI -—Ygesamt_,
PVgemessen
LLB Anzahl der lebenden Leukozyten/ul Vollblut
LLM Anzahl der lebenden Leukozyten/Milz
LLK Anzahl der lebenden Leukozyten/Fremdkorperkapsel
LL Leukozytenzahl der Probe

PVgesamt Gesamtprobenvolumen

PVyemessen  g€messenes Probenvolumen

BV aufgearbeitetes Blutvolumen
MVyesamt Gesamtvolumen Milzsuspension
MVyemessen  VOlumen gemessene Milzsuspension
%4 Verdunnungsfaktor

Bei dem Gesamtprobenvolumen handelt es sich um das Volumen, in welches das
Zellpellet nach der Antikorperfarbung fur die durchflusszytometrische Messung aufge-
nommen wurde. Das tatsachlich gemessene Probenvolumen wurde am Durchflusszy-
tometer eingestellt und notiert. Um eine Luftaspiration am Gerat beim Ansaugen der
Probe zu verhindern, wurde ein Rlckstand in den Probenrohrchen belassen. Das
tatsachlich gemessene Probenvolumen war zudem durch die maximale Zahl an mess-
baren Ereignissen des Durchflusszytometers begrenzt.
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3.4.3 Zellsortierung, Zytozentrifugation und histologische Farbung

FUr die morphologische Charakterisierung der Zellpopulationen, die im Rahmen der
durchflusszytometrischen Analyse gefunden wurden, erfolgte eine Zellsortierung mit
nachfolgender Zytozentrifugation sowie eine histologische Farbung mit mikroskopi-
scher Beurteilung. Zusatzlich wurden Fotografien der Zellen angefertigt.

Die Zellsortierung wurde genutzt, um spezifische Zellpopulationen aus einer heteroge-
nen Zellsuspension zu isolieren. Bei der Zellsortierung werden nach der durchflusszy-
tometrischen Messung Tropfen mit einzelnen Zellen vom Zellsortiergerat produziert.
Tropfen, die eine gesuchte Zelle enthalten, werden elektrisch geladen, anschliel3end
in einem Spannungsfeld voneinander getrennt und in unterschiedlichen Reagenzréhr-
chen aufgefangen.

Die Zellsortierung wurde an einem Zellsortiergerat (BD FACSAria-Il SORP) von Mitar-
beitern der FACS-Core-Unit des BCRT durchgefuhrt. Fiur die Zellsortierung wurden
heparinisiertes Vollblut und Gewebe von Fremdkorperkapseln nach den etablierten
Protokollen aufgearbeitet und gefarbt. Es wurden Fremdkorperkapseln von Tag 3, 7
und 14 nach Implantation verwendet. Das Zellsortiergerat konnte eine Probe entspre-
chend des etablierten Gatings fur Blut und Fremdkorperkapsel in vier reine Zellpopu-
lationen sortieren. Fir die morphologische Charakterisierung von Blutleukozyten
wurden folgende Populationen sortiert: CD11b/c+HIS48low, CD11b/c+HIS48med,
CD11b/c+HIS48high, CD11bc-HIS48-, CD11bc+/HIS48- und CD3+ (Abb. 9 A-C). Die
Sortierung der Leukozyten der Fremdkorperkapsel umfasste die folgenden Populatio-
nen: HIS48+CD4-, HIS48+CD4+, HIS48dimCD4+ und HIS48-CD4- (Abb. 9 D). Die
Gates HIS48+CD4- und HIS48+CD4dim, die bei der durchflusszytometrischen Ana-
lyse getrennt voneinander betrachtet wurden, wurden flr die Zellsortierung im Gate
HIS48+CD4- zusammengefasst. Im Rahmen der Zellsortierung wurde die Zellzahl fur
die sortierten Proben vom Gerat erfasst und ausgegeben.

Die Zytozentrifugation diente zur Anreicherung von Zellen auf einem Objekttrager fur
die nachfolgende Farbung und Differenzierung der Zellpopulationen. Dabei wurden die
Zellen auf einen klar definierten Bereich des Objekttragers als Einzelzellschicht sedi-
mentiert.

Fir die Zytozentrifugation wurde die Anzahl der sortierten Zellen einer Probe auf
5-10° Zellen/ml Phosphatpuffer eingestellt. AnschlieRend wurden 200 pl der Zellsus-
pension einer Zellpopulation in die Probenkammer der Zytozentrifuge Uberfihrt und
bei 500 min~' fir 5 min auf einen Objekttrager zentrifugiert. Vor der histologischen
Farbung wurden die Praparate luftgetrocknet.

Die Praparate wurden mittels HAEMA Schnellfarbung (Diff-Quick) nach Anleitung des
Herstellers gefarbt. Die morphologische Charakterisierung und Differenzierung der
Zellen erfolgte bei 1000facher Vergrofierung unter einem Lichtmikroskop mit Kamera.
Die Fotografien der Zellen wurden mithilfe der Mikroskopie-Software AxioVision unter
Angabe des Malistabes angefertigt.
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Abb. 9: Gates bei der Zellsortierung von Blut und Fremdkérperkapsel
A-C: Blut, D: Fremdkérperkapsel

3.4.4 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

Um eine bakterielle Kontamination der Fremdkdrperkapseln wahrend der Implantation
ausschlief3en zu konnen, wurde eine RTQ-PCR von Proben aus der Kapselumgebung
durchgefuhrt. Es wurden subkutane und intramuskulare Gewebeproben von zwei Tie-
ren je Zeitpunkt und Material untersucht (n = 72). Die Analyse der Daten der RTQ-PCR
erfolgte mittels der relativen Quantifizierung.

Fir die Untersuchung wurde das Gewebe homogenisiert und die im Gewebe vorhan-
dene RNA isoliert. Darauf folgte eine unspezifische reverse Transkription der instabilen
RNA in stabile, sogenannte kopierte Desoxyribonukleinsdure (cDNA). Die anschlie-
Rende RTQ-PCR mit einem bakterienspezifischen Primer und einem Primer fur ein
Referenzgen ermdglichte einen quantitativen Nachweis einer bakteriellen Kontamina-
tion. Als Positivkontrolle dienten Proben, die vor der Homogenisierung mit Escherichia
coli kontaminiert wurden.

Homogenisierung und Isolierung der RNA

Zur Vorbereitung auf die Homogenisierung wurden die Gewebeproben (50-100 mg)
auf Trockeneis gelagert. Der Homogenisator, bestehend aus einem metallenen
Topfchen und einem passenden Stdldel, wurde in einer Isolierwanne mit flissigem
Stickstoff gekuhlt. AnschlieRend wurden die Proben einzeln in das Topfchen gegeben
und mit dem StdlRel zu einem Pulver zerstoRen. Fur die Auflésung der Zellen und die
Freisetzung der Nukleinsauren wurde das Pulver in 1 ml TRIzol® Reagenz uberfuhrt.
Nach kurzem Mischen der Proben wurde das Lysat fir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert.

Nach der Inkubation wurden 200 ul Chloroform hinzugegeben und die Proben auf ei-
nem Vortex-Schuttler bis zur Ausbildung einer milchig homogenen Losung gemischt.
Es folgte eine erneute Inkubation der Proben flr 10 min bei Raumtemperatur und eine
Zentrifugation fir 15 min bei 11600 min~" und 4 °C. Die Zugabe von Chloroform und
die nachfolgende Zentrifugation fihrte zur Auftrennung der Proben in drei Schichten:
eine obere, farblose wassrige Phase (Nukleinsauren), eine weilde Interphase und eine
untere, rote Phenolphase. Die wassrige Phase wurde vorsichtig mit einer Pipette ab-
genommen und in ein neues Reaktionsgefald uberfuhrt. Zur Erhdhung der RNA-Prazi-
pitationsrate wurden die Proben mit 30 ug Glykogen versetzt. Nach dreimaligem
Invertieren der Reaktionsgefalle wurden 500 pl Isopropanol zur Prazipitation der Nuk-
leinsduren hinzugegeben. Anschlief3iend wurden die Proben sechsmal invertiert.

Die Isolierung der RNA erfolgte mithilfe des NucleoSpin® RNA Plus Kit und wurde
entsprechend der Herstellerangaben durchgefihrt. Die Konzentration und die Reinheit
der isolierten RNA wurden am NanoPhotometer® P360 bestimmt.
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Reverse Transkription

Far die Umschreibung von RNA in einstrangige cDNA wurden 100 ng isolierte RNA je
Probe eingesetzt. Die cDNA-Synthese erfolgte mithilfe des High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit, dabei wurde entsprechend den Protokollen des Herstellers
vorgegangen.

Quantitative Echtzeit-PCR

Die extrahierte cDNA der Proben und der Positivkontrollen wurde als PCR-Matrize ge-
nutzt. FUr die RTQ-PCR wurden zwei Primer von TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH
(Berlin, Deutschland) verwendet (Tab. 11). Der eingesetzte Bakterien-Primer basierte
auf einer konservierten Nukleotidsequenz des Gens fur die ribosomale RNA (rRNA)
der 16S-Untereinheit von Prokaryonten (Maeda et al., 2003). Dieses Gen wird im Fol-
genden als Zielgen bezeichnet. Als Basis des zweiten Primers diente die Nukleotidse-
quenz des Gens fur die rRNA der 18S-Untereinheit von Eukaryonten. Dieses ist nicht
reguliert, wird also homogen exprimiert und wurde daher als Referenzgen bei der
RTQ-PCR genutzt.

Fur einen PCR-Ansatz wurden 20 ul Reaktionsvolumen auf eine 96-well Platte pipet-
tiert. Ein Reaktionsansatz fur die PCR bestand jeweils aus 2 yl cDNA-L6sung, 1 pl
Vorwarts-Primer (3 pmol), 1 ul Rickwarts-Primer (3 pmol), 6 ul nukleasefreies Wasser
und 10 pl LightCycler® 480 SYBR Green | Master. Der LightCycler® 480 SYBR Green
| Master beinhaltete das Enzym FastStart Tag-DNA-Polymerase und den Farbstoff
SYBR Green |. Der Fluoreszenzfarbstoff bindet spezifisch an doppelstrangige Desoxy-
ribonukleinsaure (DNA). Die Intensitat der gemessenen Fluoreszenz steigt proportio-
nal zur Menge der DNA-Amplifikate an.

Fir jede Probe wurden drei PCR-Ansatze hergestellt, wobei die Amplifikation des Ziel-
gens und des Referenzgens in unterschiedlichen Wells erfolgte. Vor der Inkubation im
Thermocycler (LightCycler® 480 1) wurde die Probenplatte fiir 2 min bei 3000 min™"
zentrifugiert.

Anschlieend wurde folgendes PCR-Programm Uber insgesamt 90 min im Ther-
mocycler durchgefuhrt: Die initiale DNA-Denaturierung und die Aktivierung der ther-
mostabilen DNA-Polymerase fand bei 95 °C fur 10 min statt. Es folgte ein Tempera-
turzyklus aus Primerhybridisierung bei 60 °C fur 20 s, Elongation bei 72 °C fur 30 s
und DNA-Denaturierung bei 95 °C fur 10 s. Dieser Zyklus wurde 40 mal wiederholt.
Eine Fluoreszenzmessung erfolgte jeweils zum Ende der Elongation. Nach der Ampli-
fikation wurde eine Schmelzkurve bei 65-97 °C mit einem Temperaturanstieg von
0,1 °C pro Sekunde und einer kontinuierlichen Fluoreszenzmessung erstellt. Am Ende
der Reaktion wurde die Platte auf 40 °C abgekuhilt.

Nach der RTQ-PCR erfolgte mithilfe der LightCycler® 480 Software eine Schmelzkur-
venanalyse und eine Erfassung der Ct-Werte (engl. cycle threshold).

Die Analyse der Schmelzkurven diente zur Bestimmung der Spezifitat der Amplifikate
und ermdglichte einen Ausschluss von unspezifischen PCR-Produkten. Als Ct-Wert
bezeichnet man den PCR-Zyklus, bei dem das Fluoreszenzsignal die unspezifische
Hintergrundfluoreszenz der Probe Ubersteigt. Mithilfe des Ct-Wertes kann die im Aus-
gangsmaterial vorhandene cDNA-Menge von Ziel- und Referenzgen in den verschie-
denen Proben verglichen werden. Bei niedrigen Ct-Werten ist die Menge der cDNA in
der Probe groRer als bei hoheren Ct-Werten. Es wurden folgende Ct-Werte erhoben:
Ct(Zielgen, Probe), Ct(Referenzgen, Probe), Ct(Zielgen, Positivkontrolle) und Ct(Re-
ferenzgen, Positivkontrolle).
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Tab. 11: Primernukleotidsequenzen

Primer Sequenz

16S-rRNA (Zielgen) Vorwarts 5-GTGSTGCAYGGYTGTCGTCA-3'
Rickwarts 5-ACGTCRTCCMCACCTTCCTC-3'

18S-rRNA (Referenzgen) Vorwarts 5-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3'

Riickwarts 5-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3'

16S-rRNA = Gen fiir ribosomale Ribonukleinsédure der 16S-Untereinheit aller Prokaryonten
18S-rRNA = Gen fiir ribosomale Ribonukleinsdure der 18S-Untereinheit aller Eukaryonten

Auswertung der quantitativen Echtzeit-PCR

Zur Berechnung des relativen Expressionsunterschiedes des Zielgens zwischen der
Probe und der Positivkontrolle wurde die 2724¢t Methode angewendet (Livak und
Schmittgen, 2001). Der relative Expressionsunterschied ist normalisiert auf das Refe-
renzgen und relativiert zur Positivkontrolle. Relative Expressionsunterschiede grofier
0,05 wurden als bakterielle Kontamination gewertet.

3.4.5 Bestimmung der In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit von reinem
Magnesium

Die Bestimmung der In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit der Mg-Implantate diente zum
Nachweis der Bioresorbierbarkeit des Materials und wurde fur alle Implantate durch-
gefuhrt (n = 6 je Zeitpunkt und Implantatlokalisation). Im Rahmen der Herstellung der
Mg-Implantate wurde das Gewicht vor Implantation bestimmt und fur jedes einzelne
Implantat notiert.

Nach Abschluss der Tierversuche wurden die Korrosionsprodukte von der Oberflache
der Mg-Implantate durch eine Behandlung mit Chrom(VI)-oxid-Lésung nach dem fol-
genden Verfahren entfernt:

Zuerst wurden die Implantate einzeln in eine Kivette mit 5 ml Chrom(VI)-oxid-Lésung
bei Raumtemperatur gegeben. Nach 10 min wurden die Implantate in der Kivette um-
gedreht und fur weitere 10 min in Chrom(VI)-oxid-Losung inkubiert. AnschlielRend
wurden die Mg-Implantate unter leichtem Schwenken in einer Kuvette mit destilliertem
Wasser fur 30 s gewaschen. Ein weiterer Waschschritt folgte in reinem Ethanol flr
20 s unter leichtem Schwenken der Implantate. Nachfolgend wurden die Mg-Implan-
tate unter einem Luftabzug fur 24 Stunden getrocknet. Anschlieend wurden die Im-
plantate mithilfe einer Prazisionswaage gewogen.
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Der Masseverlust der Implantate zwischen Implantation und Enthahme und die In-vivo-
Korrosionsgeschwindigkeit wurden mithilfe der folgenden Formeln berechnet:

— Masseverlust
Am = Masse (Implantation) - Masse (Entnahme)

— In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit

Am
A-t-p

CR =

CR Korrosionsgeschwindigkeit (MaReinheit ;Z_hmr )

Am  Masseverlust
A Oberflache des Implantates bei Implantation

t Expositionszeit

o Dichte von Magnesium (1,74 C‘#)

3.5 Statistik

Alle Berechnungen erfolgten mittels Microsoft® Excel. Die statistische Auswertung
wurde mit SPSS 22.0 durchgefuhrt. Das in dieser Arbeit verwendete statistische Mo-
dell wurde in Bezug auf seine Eignung durch das Institut flr Veterinar-Epidemiologie
und Biometrie des Fachbereiches Veterinarmedizin der Freien Universitat Berlin ge-
pruft.

3.5.1 Statistische Auswertung der durchflusszytometrischen Daten

Fir die Daten jeder Gruppe (n = 6) wurden Mittelwert, Median und Standardabwei-
chung ermittelt. Alle Daten wurden zu Beginn auf Plausibilitat gepruft. Wo klare Plau-
sibilitatskriterien (siehe Anhang 10.3) nicht erflllt waren, wurden Datenpunkte aus der
Auswertung genommen. Die Darstellung der eingeschlossenen Daten erfolgte in
Boxplots gruppiert nach den Materialien zu den verschiedenen Zeitpunkten. In den
Boxplots wurden Ausreiflder (0) und extreme Ausreilder (*) markiert. Bei der Fremdkar-
perkapsel wurden die beiden Implantationsorte der Materialien getrennt voneinander
betrachtet.

Der Auswahl des statistischen Modells lagen folgende Tatsachen zugrunde:

Die jeweilige Zellpopulation ist eine metrisch skalierte, abhangige Variable. Die beiden
Faktoren Material und Zeitpunkt sind unabhangige, kategoriale Grofen. Der Faktor
Material besitzt drei Auspragungen, bei dem Faktor Zeitpunkt werden sechs Faktor-
stufen unterschieden. Die durch die Faktoren gebildeten Gruppen sind unabhangig
voneinander.
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Das angewandte statistische Modell umfasste Analysen auf drei Ebenen: zweifaktori-
elle Varianzanalyse (ANOVA), Post-hoc-Verfahren fur paarweise Vergleiche und Bon-
ferroni-Holm-Prozedur.

Far die zweifaktorielle ANOVA wurden die beiden Annahmen: Normalverteilung der
Residuen uber alle Messwerte und die Varianzgleichheit zwischen den Gruppen uber-
pruft. Bei fehlender Normalverteilung wurde eine Transformation der Daten mittels
Logarithmierens durchgefuhrt. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen fur die beiden Faktoren Material und Zeitpunkt wurden mit einer zweifaktori-
ellen ANOVA bestimmt. Zudem wurde das Vorhandensein von signifikanten Interakti-
onen der beiden Faktoren untersucht.

Bei gegebener Signifikanz auf der Faktorebene wurden im Post-hoc-Verfahren
paarweise Vergleiche mittels Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt. Bei den manuellen
Paarvergleichen wurden signifikante Unterschiede zwischen zwei Materialien zu ei-
nem Zeitpunkt bzw. zwischen zwei ausgewahlten Zeitpunkten innerhalb eines Materi-
als untersucht. Die Auswahl der Zeitpunktvergleiche erfolgte in Anlehnung an die
Phasen der FBR.

Zur Anpassung des Signifikanzniveaus aufgrund des multiplen Testens wurde
anschliel3end getrennt fur die Material- und Zeitpunktvergleiche eine Bonferroni-Holm-
Prozedur durchgefuhrt.

FiUr die untersuchten Gewebe Blut, Milz und Fremdkorperkapsel wurde jeweils das
gleiche statistische Modell zur Auswertung der Daten verwendet. Ein p-Wert < 0,05
wurde als statistisch signifikant gewertet.

3.5.1.1 Studieninterner Referenzbereich flir Blut

Aus den praoperativen Blutproben aller Tiere wurde fur die jeweilige Zellpopulation ein
studieninterner Referenzbereich gebildet. Als Grenzen des studieninternen Referenz-
bereiches dienten das 2,5 %-Perzentil und das 97,5 %-Perzentil der Verteilung der je-
weiligen Zellpopulation. Somit lagen die zentralen 95 % der praoperativ gemessenen
Werte innerhalb des studieninternen Referenzbereiches.

3.5.1.2 Post-hoc-Verfahren fiir Blut und Milz

Im Post-hoc-Verfahren wurden die folgenden Zeitpunkte paarweise miteinander ver-
glichen: Tag 1 und 3, Tag 1 und 7 sowie Tag 1 und 28. Zu allen Zeitpunkten wurden
Materialgruppenvergleiche durchgefuhrt.

Bei der Bonferroni-Holm-Prozedur wurden fir die Vergleiche der Zeitpunkte drei Grup-
pen bericksichtigt, bei den Materialvergleichen waren es ebenfalls drei Gruppen.

3.5.1.3 Post-hoc-Verfahren fiir die Fremdkérperkapsel

Im Post-hoc-Verfahren wurden die folgenden Zeitpunkte paarweise miteinander ver-
glichen: Tag1 und 3, Tag1 und 7, Tag1 und 14, Tag1 und 28, Tag3 und 7
sowie Tag 7 und 28. Zu allen Zeitpunkten wurden Materialgruppenvergleiche durch-
geflhrt.

Bei der Bonferroni-Holm-Prozedur wurden fur die Vergleiche der Zeitpunkte sechs
Gruppen berucksichtigt, bei den Materialvergleichen waren es drei Gruppen.

3.5.1.4 In die statistische Auswertung eingeschlossene Proben
Préoperative Blutproben

Aufgrund von Problemen bei der Probengewinnung (Tab. A9) mussten die Daten von
8 der 108 praoperativen Blutproben fur die statistische Auswertung eliminiert werden.
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Fir die Bildung des studieninternen Referenzbereiches wurden somit n = 100 Blutpro-
ben eingeschlossen.

Finale Blutproben
Aufgrund von Problemen bei der Probengewinnung (Tab. A9) mussten die Daten von
funf finalen Blutproben fur die statistische Auswertung eliminiert werden (Tab. 12).

Tab. 12: In die statistische Auswertung eingeschlossene finale Blutproben nach Anlegen der Plausibi-
litatskriterien

Implantat Untersuchungszeitpunkt Anzahl
Tag1  Tag3  Tag7 Tag14 Tag21 Tag28 %eerr .
Polyetheretherketon n=6 n=4 n=6 n=6 n==6 n=6 n =34
Polystyrol n==6 n==6 n=>5 n==6 n=6 n==6 n=235
reines Magnesium n==6 n=>5 n=6 n=>5 n==6 n=6 n =34
n=103

Milzproben
Aufgrund von Problemen bei der Probenaufarbeitung (Tab. A9) musste der Datensatz
einer Milzprobe fur die statistische Auswertung eliminiert werden (Tab. 13).

Tab. 13: In die statistische Auswertung eingeschlossene Milzproben nach Anlegen der Plausibilitéts-
kriterien

Implantat Untersuchungszeitpunkt Anzahl
Tag1  Tag3 Tag7 Tag14 Tag21 Tag28 %eer o
Polyetheretherketon n=6 n==6 n=5 n==6 n==6 n=6 n=235
Polystyrol n==6 n==6 n=06 n==6 n=6 n==6 n = 36
reines Magnesium n==6 n==6 n=6 n=6 n=6 n=6 n =36
n =107

Proben der subkutanen Fremdkérperkapsel

Aufgrund einer Kontamination mit lymphatischem Gewebe (Tab. A9) mussten die
Daten von neun subkutanen Fremdkorperkapseln fir die statistische Auswertung
eliminiert werden (Tab. 14). Ein weiterer Datensatz stellte einen statistischen Ausrei-
Rer dar und wurde von der Auswertung ausgeschlossen.
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Tab. 14: In die statistische Auswertung eingeschlossene Proben der subkutanen Fremdkérperkapsel
nach Anlegen der Plausibilitatskriterien

Implantat Untersuchungszeitpunkt Anzahl
Tag1  Tag3 Tag7 Tag14 Tag21 Tag28 ??er o
Polyetheretherketon n=5 n=6 n=6 n=6 n=6 n=5 n=34
Polystyrol n=5 n=6 n=4 n=6 n=6 n=5 n=232
reines Magnesium n=5 n=4 n=6 n=6 n=5 n=6 n =32
n=98

Proben der intramuskuldren Fremdkérperkapsel

Aufgrund von Problemen bei der Probengewinnung und -aufarbeitung (Tab. A9) muss-
ten die Daten von zwei intramuskularen Fremdkorperkapseln fur die statistische Aus-
wertung eliminiert werden (Tab. 15). Ein weiterer Datensatz stellte einen statistischen
Ausreil3er dar und wurde von der Auswertung ausgeschlossen.

Tab. 15: In die statistische Auswertung eingeschlossene Proben der inframuskulédren Fremdkérper-
kapsel nach Anlegen der Plausibilitatskriterien

Implantat Untersuchungszeitpunkt Anzahl
Tag1  Tag3 Tag7 Tag14 Tag21 Tag28 #?erre
Polyetheretherketon n=6 n=5 n=6 n=6 n=6 n=6 n=35
Polystyrol n=6 n=6 n=6 n=5 n=6 n=6 n=35
reines Magnesium n=6 n=5 n=6 n=6 n=6 n=6 n=35
n =105

3.5.2 Statistische Auswertung der Korrosionsdaten

Fir die Daten jeder Gruppe (n = 6) wurden Mittelwert, Median und Standardabwei-
chung ermittelt. Mittels Mann-Whitney-U-Test wurden paarweise Vergleiche zwischen
den folgenden Zeitpunkten fur einen Implantationsort durchgefihrt: Tag 1 und 3, Tag 1
und 7, Tag 1 und 14, Tag 1 und 21 sowie Tag 1 und 28. Fur Vergleiche zwischen den
beiden Lokalisationen zu jedem Zeitpunkt wurde der Wilcoxon-Test verwendet. Zur
Anpassung des Signifikanzniveaus aufgrund des multiplen Testens wurde anschlie-
Rend flir die Zeitpunktvergleiche eine Bonferroni-Holm-Prozedur durchgefthrt. Ein
p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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4. Ergebnisse

4.1 Klinische Befunde

Der chirurgische Eingriff wurde von den Ratten unter der angewendeten
Allgemeinanasthesie gut toleriert. Alle Implantationen wurden in komplikations-
loser Allgemeinanasthesie durchgeflhrt, von der sich die Tiere rasch erholten. Das
klinische Allgemeinbefinden der Tiere konnte in den ersten drei postoperativen Tagen
entsprechend dem angewendeten Scoring mit einer Punktzahl von 0 bis 1 Punkten
bewertet werden. Die nachfolgenden wochentlichen Scorings ergaben jeweils eine
Punktzahl von 0. Zu keinem Zeitpunkt war eine zusatzliche medikamentése Therapie
oder ein Abbruch des Versuches notwendig.

Das Verhalten der Ratten war nach der Implantation unauffallig. Die Futter- und Was-
seraufnahme war ungestort. Die Tiere bewegten sich frei im Kafig und zeigten nur
vereinzelt ein gestraubtes Haarkleid. Die Wundheilung verlief komplikationslos. Post-
operativ wiesen die Tiere eine konstante oder eine gestiegene Korpermasse auf. Der
Allgemeinzustand der Ratten war zu allen untersuchten Zeitpunkten gut.

4.2 Makroskopische Befunde

Nach Implantation von Mg konnten keine von aul3en sichtbaren Gasansammlungen
im Bereich der Skapula und der lumbosakralen Wirbelsaule beobachtet werden.

Bei den subkutanen Implantaten aller drei Materialien fiel mehrheitlich eine Abwei-
chung der Lage im Vergleich zum ursprunglichen Implantationsort auf. Die Implantate
waren hauptsachlich nach kranial oder lateral gewandert und befanden sich weiterhin
im Subkutangewebe. Gelegentlich wurden die Implantate axillar oder zervikal aufge-
funden. Die Praparation und Entnahme der Fremdkoérperkapseln an Tag 1 und 3 nach
Implantation von PEEK, PS und Mg gestaltete sich vor allem zu Beginn der Pilotstudie
schwierig, da nur eine dunne Fremdkdrperkapsel vorhanden war und diese sich nur
schwer vom Umgebungsgewebe abgrenzen liel3.

Wahrend der Entnahme der Mg-Implantate waren in der Implantatumgebung kleine
Gasblaschen bis zu einem Durchmesser von 2 mm sichtbar (Abb. 10 A). Die Fremd-
korperkapsel lag dem Implantat direkt an. Die Ausbildung der Gasblaschen nahm von
Tag 1 zu 28 ab.

Die folgenden makroskopischen Befunde traten bei den drei Implantatmaterialien
PEEK, PS und Mg gleichermalien auf: Die Auspragung der Fremdkdorperkapseln wies
keine makroskopisch sichtbaren Unterschiede im Materialvergleich zu den jeweiligen
Zeitpunkten auf. Das Umgebungsgewebe war an den Tagen 1 und 3 6dematds veran-
dert. Mit zunehmender Implantationsdauer wurde eine Abnahme der Odematisierung
und eine Zunahme der Kapselstabilitat beobachtet. Zudem waren an den Tagen 1 und
3 im Bereich der Implantationsinzisionen unterschiedlich starke Blutansammlungen
sichtbar (Abb. 10 B). Ab dem dritten Tag nach Implantation wurde eine Vaskularisie-
rung der Fremdkorperkapseln festgestellt (Abb. 10 C).
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Abb. 10: Makroskopische Befunde an der subkutanen Fremdkérperkapsel

A: Gasansammlung bei reinem Magnesium am 3. postoperativen Tag, B: Blutansammlung bei Poly-
styrol am 1. postoperativen Tag, C: Vaskularisierung der Fremdkdrperkapsel bei Polyetheretherketon
am 14. postoperativen Tag

4.3 Morphologische Charakterisierung der Leukozyten im Blut

Die Morphologie der aufgefundenen Leukozytenpopulationen im Blut wurde anhand
der Lage der Zellpopulationen im FSC/SSC-Diagramm sowie anhand der mikroskopi-
schen Untersuchung der sortierten und gefarbten Zellen beurteilt (Abb. 11).

Die CD3-CD11b/c+HIS48low Zellen (Abb. 11 A) wiesen eine geringere Granularitat
bei vergleichbarer ZellgroRe zu den in Abb. 11 B dargestellten Zellen auf. In der Diff-
Quick-Farbung besalien die Zellen einen grolen, violetten, bohnenférmigen Kern und
ein blaugraues Zytoplasma. Morphologisch konnten die Zellen als Monozyten charak-
terisiert werden.

Die CD3-CD11b/c+HIS48med Zellen (Abb. 11 B) zeigten die héchste Granularitat im
FSC/SSC-Diagramm. Die Diff-Quick-gefarbten Zellen wiesen einen blauvioletten
Zellkern und ein schwach rosa gefarbtes Zytoplasma auf. Die rundlichen Zellen zeich-
neten sich durch einen segmentierten Zellkern und feine, zytoplasmatische Granula
aus. Mithilfe der Streulicht-Parameter und der mikroskopischen Untersuchung konnten
die Zellen als neutrophile Granulozyten identifiziert werden.

Innerhalb der CD3-CD11b/c+HIS48high Population konnten zwei Zelltypen identifiziert
werden (Abb. 11 C). Der dominierende Zelltyp zeichnete sich durch einen grolden,
bohnenférmigen Zellkern und eine unregelmalig geformte Zellmembran aus. Diese
Zellen wiesen die gleichen Farbecharakteristika wie die CD3-CD11b/c+HIS48low
Zellen auf, jedoch waren sie im FSC/SSC-Diagramm grofR3er und granularer im Ver-
gleich zu den HIS48low Zellen. Bei diesen Zellen handelte es sich um aktivierte
Monozyten. Einzelne neutrophile Granulozyten stellten den zweiten Zelltyp innerhalb
der HIS48high Population dar.

Die CD3-CD11b/c-HIS48- Zellen (Abb. 11 D) zeigten die geringste Granularitat und
Zellgrolie im FSC/SSC-Diagramm. In der Diff-Quick-Farbung waren die kleinen Zellen
durch einen runden, blauvioletten Zellkern und einen schmalen, hellblauen Zytoplas-
masaum gekennzeichnet. Unter Beachtung der Antigenexpression und der morpholo-
gischen Parameter konnte die Zellpopulation als B-Lymphozyten charakterisiert
werden.

Die CD3-CD11b/c+HIS48- Zellen (Abb. 11 E) wiesen die gleichen Streulicht-Charak-
teristika wie die CD3-CD11b/c+HIS48low Zellen auf. Die gefarbten Zellen zeichneten
sich durch einen blauvioletten, gro3en Zellkern und ein blaugraues, weites Zytoplasma
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aus, welches mit zahlreichen, rotvioletten Granula angefullt war. Mithilfe der Streulicht-
Parameter und der mikroskopischen Untersuchung konnten die Zellen als NK-Zellen
identifiziert werden.

Die CD3+ Zellen (Abb. 11 F) beinhalteten zwei sortierte Zellpopulationen: CD3+CD4+
und CD3+CD8a+. Beide Zellpopulationen konnten mikroskopisch nicht voneinander
unterschieden werden. Die Zellen wiesen die gleichen Farbecharakteristika und die
gleichen Streulicht-Eigenschaften wie die CD3-CD11b/c-HIS48- Zellen auf. Bei diesen
Zellen handelte es sich um T-Lymphozyten.

Das mikroskopische Bild der sortierten Zellpopulationen stimmt mit den Ergebnissen
der durchflusszytometrischen Analyse uberein.

A CD3-CD11b/c+HIS48low B CD3-CD11b/c+HIS48med C CD3-CD11b/c+HIS48high

CD3-CD11b/c-HIS48- CD3-CD11b/c+H1S48-

SSC
w)

FSC

Abb. 11: Morphologische Charakterisierung der Blutleukozyten mittels Durchflusszytometrie sowie
Zellsortierung und histologischer Farbung

A: Monozyten, B: neutrophile Granulozyten, C: aktivierte Monozyten und einzelne neutrophile Gra-
nulozyten, D: B-Lymphozyten, E: natiirliche Killerzellen, F: T-Lymphozyten, die Ldnge des Mal3stab-
balkens entspricht jeweils 10 um

4.4 Morphologische Charakterisierung der Leukozyten in der
Fremdkorperkapsel

Die Morphologie der aufgefundenen Populationen innerhalb der CD3-negativen Nicht-
T-Lymphozyten in der Fremdkorperkapsel wurde anhand der mikroskopischen Unter-
suchung der sortierten und gefarbten Zellen beurteilt (Abb. 12 A).
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Innerhalb des Gates HIS48+CD4- konnten drei verschiedene Zellpopulationen unter-
schieden werden (Abb. 12 B). Eine Zellpopulation wies einen blauvioletten, gelappten
Zellkern und ein schwach rosa gefarbtes Zytoplasma mit feinen Granula auf. Diese
morphologischen Eigenschaften sind charakteristisch fur neutrophile Granulozyten.
Neben den Neutrophilen konnten eosinophile Granulozyten identifiziert werden. Die
Eosinophilen zeichneten sich durch einen segmentierten bis bandformigen, blauviolet-
ten Zellkern und ein blaues Zytoplasma aus, welches mit zahlreichen, roten Granula
angefullt war. Die Zellen der dritten Population besal3en einen violetten, bohnenférmi-
gen bis vielgestaltigen Kern und ein blaugraues Zytoplasma. Diese Zellen konnten als
Monozyten/Makrophagen charakterisiert werden.

Im Gate HIS48+CD4+ wurden Zellen verschiedener Morphologie aufgefunden
(Abb. 12 C). Die Zellen besallen eine unterschiedliche GroRRe, der Zellkern war
bohnenférmig bis oval. Mit zunehmender Zellgrolie wiesen die Zellen einen hoheren
Anteil an Zytoplasma auf, zeigten eine Mehrkernigkeit und eine unregelmafige Ober-
flache. Das Zytoplasma war fein granuliert oder vakuolisiert. Die Zellen wiesen die
gleichen Farbecharakteristika wie die Monozyten im Gate HIS48+CD4- auf. Die einge-
grenzte Zellpopulation bestand aus Monozyten sowie ein- und mehrkernigen Makro-
phagen.

Die Zellen des Gates HIS48-CD4- prasentierten sich bei der mikroskopischen Unter-
suchung vielgestaltig (Abb. 12 D). Innerhalb der HIS48-CD4- Zellen konnten vier Zell-
populationen unterschieden werden. Eine Zellpopulation zeichnete sich durch einen
blauvioletten, runden bis ovalen Zellkern und ein blaugraues, weites Zytoplasma aus,
welches mit zahlreichen, violetten Granula angefullt war. Morphologisch konnten die
Zellen als Mastzellen charakterisiert werden.

Zudem wurden einzelne Zellen aufgefunden, die lange, zytoplasmatische Zellfortsatze
und einen blauvioletten, bohnenférmigen Zellkern besalien. Diese Zellauslaufer sind
charakteristisch fir dendritische Zellen.

Kleine Zellen mit einem runden, blauvioletten Zellkern und einen schmalen, hellblauen
Zytoplasmasaum stellten die dritte Zellpopulation innerhalb der HIS48-CD4- Zellen
dar. Unter Beachtung der Antigenexpression und der morphologischen Parameter
handelte es sich um B-Lymphozyten.

Die Zellen der vierten Zellpopulation waren durch einen blauvioletten, bohnenférmigen
Zellkern und ein blaugraues Zytoplasma mit rotvioletten Granula gekennzeichnet.
Diese Zellen waren NK-Zellen.

Die Zellen im Gate HIS48dimCD4+ besalien einen oder bis zu 13 blauviolette, ovale
Zellkerne mit blaugrauem, vakuolisierten Zytoplasma und einer unregelmafigen Zell-
oberflache (Abb. 12 E). Die Grolle der gefarbten und sortierten Zellen betrug bis zu
40 ym. Unter Beachtung der morphologischen Parameter konnten die Zellen als ein-
und mehrkernige Makrophagen identifiziert werden.
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Abb. 12: Morphologische Charakterisierung der Nicht-T-Lymphozyten in der Fremdkdrperkapsel mit-
tels Durchflusszytometrie sowie Zellsortierung und histologischer Farbung

A: durchflusszytometrischer Plot der Nicht-T-Lymphozyten und Gating entsprechend der Zellsortie-
rung, B: neutrophile Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, eosinophile Granulozyten, C: Monozy-
ten, ein- und mehrkernige Makrophagen, D: Mastzellen, dendritische Zellen, natiirliche Killerzellen,
B-Lymphozyten, E: ein- und mehrkernige Makrophagen

4.5 Zellpopulationen nach Morphologie und
Antigenexpression

Als Ergebnis der morphologischen und durchflusszytometrischen Untersuchungen lie-
Ren sich anhand der Streulichtparameter, der lichtmikroskopischen Untersuchung
sowie der Antigenexpression der Zellen verschiedene Zellpopulationen im Blut bzw. in
der Milz (Tab. 16) und im Gewebe der Fremdkorperkapsel (Tab. 17) definieren.

Der verwendete Antikorper Anti-Mouse CD117 (c-Kit) APC-eFluor 780 erzielte bei der
durchflusszytometrischen Analyse keine spezifischen Farbeergebnisse und wurde im
Rahmen der Auswertung nicht betrachtet.
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Tab. 16: Zellpopulationen nach Morphologie und Antigenexpression in Blut und Milz

Oberflachenmarker Zellpopulation
CD3+CD4+ T-Helferzellen'?2
CD3+CD8a+ zytotoxische T-Zellen':2

CD3-CD11b/c+HIS48low
CD3-CD11b/c+HIS48med
CD3-CD11b/c+HIS48high

CD3-CD11b/c-HIS48-
CD3-CD11b/c+HIS48-

Monozyten'?/Makrophagen?
neutrophile Granulozyten2

aktivierte Monozyten'.2/Makrophagen? und einzelne
neutrophile Granulozyten'2

B-Lymphozyten'?2

natirliche Killerzellen'2 und dendritische Zellen?

"im Blut, 2 in der Milz

Tab. 17: Zellpopulationen nach Morphologie und Antigenexpression in der Fremdkérperkapsel

Oberflachenmarker Zellpopulation (Subpopulation)
CD3+CD4+ T-Helferzellen
CD3+CD8a+ zytotoxische T-Zellen

CD3-HIS48+CD4-SSChigh
CD3-HIS48+CD4-SSClow
CD3-HIS48+CD4dimSSChigh

CD3-HIS48+CD4+
CD8a+
HIS36+

CD3-HIS48dimCD4+
CD8a+
HIS36+

CD3-HIS48-CD4-CD8a+
CD3-HIS48-CD4-CD8a-

neutrophile Granulozyten
CD4-negative Monozyten/Makrophagen
eosinophile Granulozyten

frihe Monozyten/Makrophagen
(zytotoxischer Phanotyp)
(gewebestandige Makrophagen)

spate ein- und mehrkernige Makrophagen
(zytotoxischer Phanotyp)
(gewebestandige Makrophagen)

Mastzellen, natirliche Killerzellen

nicht spezifisch gefarbte Leukozyten (B-Lymphozyten,
dendritische Zellen)

4.6 Durchflusszytometrische Untersuchungen im Blut

Zusammenfassend konnten die typischen Zellpopulationen der peripheren Blutleuko-
zyten im untersuchten Zeitraum identifiziert und quantifiziert werden. Im zeitlichen
Verlauf traten bei allen Zellpopulationen — mit Ausnahme der absoluten Zellzahl der
lebenden Leukozyten sowie der prozentualen Anteile der zytotoxischen T-Zellen und
der NK-Zellen an den lebenden Leukozyten — signifikante Unterschiede auf. Zwischen
den Materialien PEEK, PS und Mg konnten zu den untersuchten Zeitpunkten keine
Unterschiede aufgefunden werden. Die durchflusszytometrischen Ergebnisse fur die
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4. Ergebnisse

lebenden Leukozyten im Blut und deren Subpopulationen bei Implantatenthahme be-
fanden sich mehrheitlich innerhalb des studieninternen Referenzbereiches.

Aus den entnommenen praoperativen und finalen Blutproben konnte eine vitale
Einzelzellsuspension gewonnen und anschlieliend durchflusszytometrisch unter-sucht
werden. Anhand der praoperativen Blutproben wurde fur jede untersuchte
Zellpopulation ein studieninterner Referenzbereich gebildet (n = 100, siehe Kapitel
3.5.1.1).

Im statistischen Modell waren die Residuen annahernd normalverteilt. Es wurden
gleiche Varianzen beobachtet. Auf der Ebene der zweifaktoriellen ANOVA gab es
signifikante Unterschiede Uber die Zeit bei allen untersuchten Zellpopulationen auler
den zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen (Tab. 18). Das Material hatte auf den Anteil
der zytotoxischen T-Zellen und auf den Anteil der Monozyten an den lebenden Leuko-
zyten einen signifikanten Einfluss. Eine Wechselwirkung zwischen den beiden Fakto-
ren Material und Zeitpunkt konnte nur flr den prozentualen Anteil der zytotoxischen T-
Zellen beobachtet werden.

Tab. 18: Ergebnisse der zweifaktoriellen ANOVA fiir die durchflusszytometrische Untersuchung der
Zellpopulationen im Blut

Zellpopulation Zweifaktorielle ANOVA

(jeweils n = 103) p-Wert fur p-Wert fur p-Wert fUr Interaktion
Material Zeitpunkt Material / Zeitpunkt

lebende Leukozyten/ul Vollblut n.s. <0,001 n.s.

CD3+CD4+1 n.s. 0,001 n. s.

CD3+CD8a+' 0,022 n.s. 0,015

CD3-CD11b/c+HIS48low 0,002 0,021 n.s.

CD3-CD11b/c+HIS48med n.s. 0,007 n.s.

CD3-CD11b/c+HIS48high ' n.s. <0,001 n.s.

CD3-CD11b/c+HIS48-! n.s. n.s. n.s.

CD3-CD11b/c-HIS48-! n.s. <0,001 n.s.

1% an lebenden Leukozyten, n. s. = nicht signifikant (p > 0,05)

Im Folgenden werden bei gegebener Signifikanz auf Faktorebene die Ergebnisse der
Post-hoc-Tests mit anschlieBender Bonferroni-Holm-Prozedur betrachtet. Aus Grin-
den der Ubersicht sind die signifikanten p-Werte der Zeitpunkt- und Materialgruppen-
vergleiche im Anhang aufgefuhrt (Tab. A10 und Tab. A11).
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4.6.1 Lebende Leukozyten
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Abb. 13: Absolute Zellzahl der lebenden Leukozyten im Blut

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang fiir
Boxplots siehe Tab. 12, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitounkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A10 und Tab. A11

Nach Implantation der Materialien PEEK, PS und Mg wurden fur die absolute Zellzahl
der lebenden Leukozyten im Blut keine signifikanten Unterschiede zwischen den aus-
gewabhlten Zeitpunkten aufgefunden (Abb. 13).

Die Zellzahl der lebenden Leukozyten aller Materialien befand sich zu den untersuch-
ten Zeitpunkten auller an Tag 21 fur die Materialien PEEK und PS innerhalb des
studieninternen Referenzbereiches.
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4.6.2 T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen
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Abb. 14: Prozentualer Anteil der T-Helferzellen (CD3+CD4+, A) und der zytotoxischen T-Zellen
(CD3+CD8a+, B) an den lebenden Leukozyten im Blut

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 12, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A10 und Tab. A11

Der prozentuale Anteil der T-Helferzellen (CD3+CD4+) an den lebenden Leukozyten
im Blut stieg nach der Implantation von PEEK zwischen den Tagen 1 und 3 sowie
1 und 7 signifikant an (p < 0,05) (Abb. 14 A). Bei den Materialien PS und Mg konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den gewahlten Zeitpunkten beobachtet
werden.

Der Materialgruppenvergleich an Tag 7 ergab fir PEEK einen signifikant héheren
prozentualen Anteil der zytotoxischen T-Zellen (CD3+CD8a+) an den lebenden
Leukozyten im Blut als fir Mg (p = 0,002) (Abb. 14 B).

Der prozentuale Anteil der T-Helferzellen und der zytotoxischen T-Zellen an den
lebenden Leukozyten aller Materialien befand sich zu den untersuchten Zeitpunkten
mehrheitlich innerhalb des studieninternen Referenzbereiches.
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4.6.3 Monozyten und neutrophile Granulozyten
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Abb. 15: Prozentualer Anteil der Monozyten (CD3-CD11b/c+HIS48low, A) und der neutrophilen Gra-
nulozyten (CD3-CD11b/c+HIS48med, B) an den lebenden Leukozyten im Blut

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 12, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A10 und Tab. A11

Der prozentuale Anteil der Monozyten (CD3-CD11b/c+HIS48low) an den lebenden
Leukozyten im Blut verringerte sich fur das Material Mg zwischen Tag 1 und 7 signifi-
kant (p = 0,015) (Abb. 15 A). Die Zeitpunktvergleiche fir PEEK und PS ergaben keine
signifikanten Unterschiede.

An Tag 1 nach der Implantation induzierte Mg einen signifikant hdheren Anteil der Mo-
nozyten an den lebenden Leukozyten als PS (p = 0,015).

Der prozentuale Anteil der neutrophilen Granulozyten (CD3-CD11b/c+HIS48med) an
den lebenden Leukozyten im Blut nahm flr das Material PEEK zwischen den
Tagen 1 und 3, 1 und 7 sowie 1 und 28 signifikant ab (p < 0,05) (Abb. 15 B). Bei den
Materialien PS und Mg wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den gewahl-
ten Zeitpunkten beobachtet.

Nach Implantation der Materialien PEEK, PS und Mg befand sich der prozentuale An-
teil der Monozyten und der neutrophilen Granulozyten zu den untersuchten Zeitpunk-
ten mehrheitlich innerhalb des studieninternen Referenzbereiches.
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4.6.4 Aktivierte Monozyten
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Abb. 16: Prozentualer Anteil der gemischten Population aus aktivierten Monozyten und einzelnen
neutrophilen Granulozyten (CD3-CD11b/c+HIS48high) an den lebenden Leukozyten im Blut

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang fiir
Boxplots siehe Tab. 12, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitounkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A10 und Tab. A11

Der prozentuale Anteil der gemischten Population aus aktivierten Monozyten und
einzelnen neutrophilen Granulozyten (CD3-CD11b/c+HIS48high) an den lebenden
Leukozyten im Blut stieg fur das Material Mg zwischen den Tagen 1 und 3 sowie 1 und
7 signifikant an (p < 0,05) (Abb. 16). Die Zeitpunktvergleiche fir PEEK und PS ergaben
keine signifikanten Unterschiede.

Nach Implantation der Materialien PEEK, PS und Mg befand sich der prozentuale An-
teil der Zellpopulation zu den untersuchten Zeitpunkten mehrheitlich innerhalb des stu-
dieninternen Referenzbereiches.
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4.6.5 B-Lymphozyten und natirliche Killerzellen
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Abb. 17: Prozentualer Anteil der B-Lymphozyten (CD3-CD11b/c-HIS48-, A) und der natiirlichen Killer-
zellen (CD3-CD11b/c+HIS48-, B) an den lebenden Leukozyten im Blut

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 12, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A10 und Tab. A11

Die Zeitpunktvergleiche fur den prozentualen Anteil der B-Lymphozyten (CD3-
CD11b/c-HIS48-) an den lebenden Leukozyten im Blut ergaben fur alle Materialien
eine Abnahme Uber die Zeit (Abb. 17 A). Zwischen Tag 1 und 28 verringerte sich der
prozentuale Anteil der B-Lymphozyten bei PS signifikant (p = 0,009). Nach Implanta-
tion von PEEK und Mg konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den unter-
suchten Zeitpunkten nachgewiesen werden.

Der prozentuale Anteil der NK-Zellen (CD3-CD11b/c+HIS48-) an den lebenden
Leukozyten im Blut zeigte flr alle Materialien einen stabilen Verlauf Uber die Zeit
(Abb. 17 B).

Nach Implantation der Materialien PEEK, PS und Mg befand sich der prozentuale
Anteil der B-Lymphozyten zu den untersuchten Zeitpunkten mehrheitlich innerhalb des
studieninternen Referenzbereiches. Der prozentuale Anteil der NK-Zellen aller Materi-
alien lag zu den gewahlten Zeitpunkten an der unteren Grenze des studieninternen
Referenzbereiches.
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4.7 Durchflusszytometrische Untersuchungen in der Milz

Zusammenfassend konnten die typischen Zellpopulationen der Leukozyten in der Milz
im zeitlichen Verlauf identifiziert und quantifiziert werden. Nach der Implantation von
PEEK, PS und Mg zeigte sich wahrend der akuten Entziindungsreaktion eine signifi-
kante Zunahme des prozentualen Anteils der aktivierten Monozyten/Makrophagen an
den lebenden Leukozyten in der Milz. Im Trend gab es zwischen den Materialgruppen
zu den untersuchten Zeitpunkten keine Unterschiede.

Aus den entnommenen Milzen (n = 108) konnte eine vitale Einzelzellsuspension ge-
wonnen und anschlief3end durchflusszytometrisch untersucht werden.

Im statistischen Modell waren die Residuen annahernd normalverteilt. Es wurden
relativ ungleiche Varianzen beobachtet. Auf der Ebene der zweifaktoriellen ANOVA
gab es signifikante Unterschiede Uber die Zeit bei allen untersuchten Zellpopulationen
aulBer den neutrophilen Granulozyten (CD3-CD11b/c+HIS48med) (Tab. 19). Das
Material hatte nur auf den prozentualen Anteil der T-Helferzellen (CD3+CD4+) an den
lebenden Leukozyten in der Milz einen signifikanten Einfluss. Es wurden keine Wech-
selwirkungen zwischen den beiden Faktoren Material und Zeitpunkt beobachtet.

Tab. 19: Ergebnisse der zweifaktoriellen ANOVA fiir die durchflusszytometrische Untersuchung der
Zellpopulationen in der Milz

Zellpopulation Zweifaktorielle ANOVA
(jeweils n = 107) p-Wert fur p-Wert fur p-Wert flr Interaktion
Material Zeitpunkt Material / Zeitpunkt

lebende Leukozyten/ Milz n.s. <0,001 n.s.

CD3+CD4+! 0,028 <0,001 n.s.

CD3+CD8a+' n.s. <0,001 n.s.
CD3-CD11b/c+HIS48low n.s. <0,001 n.s.
CD3-CD11b/c+HIS48med * n.s. n.s. n.s.
CD3-CD11b/c+HIS48high ' n.s. <0,001 n.s.
CD3-CD11b/c+HIS48-! n.s. 0,011 n.s.
CD3-CD11b/c-HIS48-! n.s. <0,001 n.s.

1% an lebenden Leukozyten, n. s. = nicht signifikant (p > 0,05)

Im Folgenden werden bei gegebener Signifikanz auf Faktorebene die Ergebnisse der
Post-hoc-Tests mit anschlielRender Bonferroni-Holm-Prozedur betrachtet. Aus Grun-
den der Ubersicht sind die signifikanten p-Werte der Zeitpunkt- und Materialgruppen-
vergleiche im Anhang aufgefuhrt (Tab. A12 und Tab. A13).
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4.7.1 Lebende Leukozyten
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Abb. 18: Absolute Zellzahl der lebenden Leukozyten in der Milz

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 13, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A12 und Tab. A13

Die Zeitpunktvergleiche fur die absolute Zellzahl der lebenden Leukozyten in der Milz
ergaben fur alle Materialien keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuch-
ten Zeitpunkten (Abb. 18).
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4.7.2 T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen
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Abb. 19: Prozentualer Anteil der T-Helferzellen (CD3+CD4+, A) und der zytotoxischen T-Zellen
(CD3+CD8a+, B) an den lebenden Leukozyten in der Milz

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 13, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitounkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A12 und Tab. A13

Der prozentuale Anteil der T-Helferzellen (CD3+CD4+) an den lebenden Leukozyten
in der Milz zeigte fur alle Materialien einen Anstieg Uber die Zeit (Abb. 19 A). Zwischen
Tag 1 und 28 nahm der Anteil der T-Helferzellen bei PS signifikant zu (p = 0,002).
Nach Implantation von PEEK und Mg konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den gewahlten Zeitpunkten beobachtet werden.

Der Materialgruppenvergleich an Tag 14 ergab fur Mg einen signifikant geringeren
Anteil der T-Helferzellen als fur PS (p = 0,004).

Flr den prozentualen Anteil der zytotoxischen T-Zellen (CD3+CD8a+) an den
lebenden Leukozyten in der Milz wurden bei allen Materialien keine signifikanten
Unterschiede zwischen den ausgewahlten Zeitpunkten aufgefunden (Abb. 19 B).
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4.7.3 Monozyten/Makrophagen und neutrophile Granulozyten
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Abb. 20: Prozentualer Anteil der Monozyten/Makrophagen (CD3-CD11b/c+HIS48low, A) und der
neutrophilen Granulozyten (CD3-CD11b/c+HIS48med, B) an den lebenden Leukozyten in der Milz
PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang fiir
Boxplots siehe Tab. 13, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitounkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A12 und Tab. A13

Der prozentuale Anteil der Monozyten/Makrophagen (CD3-CD11b/c+HIS48low) an
den lebenden Leukozyten in der Milz stieg fur das Material Mg zwischen Tag 1 und 3
signifikant an (p = 0,015) (Abb. 20 A). Nach Implantation von PEEK wurde eine signi-
fikante Abnahme des Anteils der Zellpopulation zwischen Tag 1 und 7 beobachtet
(p = 0,004). Die Zeitpunktvergleiche fir PS ergaben keine signifikanten Unterschiede.

Der prozentuale Anteil der neutrophilen Granulozyten (CD3-CD11b/c+HIS48med) an
den lebenden Leukozyten in der Milz zeigte fur alle Materialien einen stabilen Verlauf
uber die Zeit (Abb. 20 B).
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4.7.4 Aktivierte Monozyten/Makrophagen
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Abb. 21: Prozentualer Anteil der gemischten Population aus aktivierten Monozyten/Makrophagen und
einzelnen neutrophilen Granulozyten (CD3-CD11b/c+HIS48high) an den lebenden Leukozyten in der
Milz

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 13, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A12 und Tab. A13

Der prozentuale Anteil der gemischten Population aus aktivierten Monozyten/Makro-
phagen und einzelnen neutrophilen Granulozyten (CD3-CD11b/c+HIS48high) an den
lebenden Leukozyten in der Milz stieg fur alle Materialien zwischen Tag 1 und 3 signi-
fikant an (p <0,05) (Abb. 21). AnschlielRend wies der Anteil der Zellpopulation fur die
drei Materialien einen stabilen Verlauf Uber die Zeit auf.
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4.7.5 B-Lymphozyten, naturliche Killerzellen und dendritische Zellen
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Abb. 22: Prozentualer Anteil der B-Lymphozyten (CD3-CD11b/c-HIS48-, A) und der nattirlichen Killer-
zellen/dendritischen Zellen (CD3-CD11b/c+HIS48-, B) an den lebenden Leukozyten in der Milz

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang fiir
Boxplots siehe Tab. 13, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitounkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A12 und Tab. A13

Der prozentuale Anteil der B-Lymphozyten (CD3-CD11b/c-HIS48-) an den lebenden
Leukozyten in der Milz zeigte fur alle Materialien eine Abnahme Uber die Zeit
(Abb. 22 A). Zwischen Tag 1 und 28 verringerte sich der Anteil der B-Lymphozyten bei
PS und Mg signifikant (p < 0,05). Nach Implantation von PEEK konnten keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den untersuchten Zeitpunkten nachgewiesen werden.

Die Zeitpunktvergleiche fur den prozentualen Anteil der NK-Zellen und der dendriti-
schen Zellen (CD3-CD11b/c+HIS48-) an den lebenden Leukozyten in der Milz ergaben
fur das Material PEEK einen signifikanten Anstieg zwischen Tag 1 und 28 (p = 0,009)
(Abb. 22 B). Fur die Materialien PS und Mg wurden keine signifikanten Unterschiede
zwischen den gewahlten Zeitpunkten beobachtet.

4.8 Durchflusszytometrische Untersuchungen in der
subkutanen Fremdkdrperkapsel

Zusammenfassend konnten die typischen Zellpopulationen der akuten und chroni-
schen Entzindungsreaktion sowie der Fremdkorperreaktion im zeitlichen Verlauf in
der subkutanen Fremdkorperkapsel identifiziert und quantifiziert werden. Bei allen Zell-
populationen wurde ein signifikanter Einfluss der Zeit beobachtet. Zwischen den Ma-
terialien PEEK, PS und Mg konnten zu bestimmten Zeitpunkten bei den folgenden
Zellpopulationen signifikante Unterschiede aufgefunden werden: Das Material Mg
induzierte gegenuber den permanenten Implantatmaterialien in der frihen Phase der
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FBR einen erhdhten Anteil der CD4-negativen Monozyten/Makrophagen. Zudem war
der Anteil der spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen nach Implantation von Mg
im Vergleich zu PEEK und PS in der spateren Phase der FBR erniedrigt, wohingegen
der Anteil der Mastzellen/NK-Zellen nach Implantation von Mg erhoht war.

Aus den entnommenen subkutanen Fremdkorperkapseln (n = 108) konnte eine vitale
Einzelzellsuspension gewonnen und anschlielend durchflusszytometrisch untersucht
werden. Im statistischen Modell waren die Residuen anndhernd normalverteilt. Es
wurden relativ ungleiche Varianzen beobachtet. Auf der Ebene der zweifaktoriellen
ANOVA gab es signifikante Unterschiede Uber die Zeit bei allen untersuchten Zellpo-
pulationen (p < 0,05) (Tab. 20). Das Material hatte auf bestimmte Zellpopulationen ei-
nen signifikanten Einfluss. Zudem konnten Wechselwirkungen zwischen den beiden
Faktoren Material und Zeitpunkt beobachtet werden.

Tab. 20: Ergebnisse der zweifaktoriellen ANOVA bei der subkutanen Fremdkérperkapsel

Zellpopulation Zweifaktorielle ANOVA
(jeweils n = 98) p-Wert fir p-Wert fir p-Wert fiir Interaktion
Material Zeitpunkt Material / Zeitpunkt
lebende Leukozyten/ Kapsel n.s. <0,001 0,001
CD3+CD4+! 0,003 <0,001 0,008
CD3+CD8a+! n.s. <0,001 n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSChigh' n.s. <0,001 <0,001
CD3-HIS48+CD4-SSClow! <0,001 <0,001 <0,001
CD3-HIS48+CD4dimSSChigh' 0,005 <0,001 0,006
CD3-HIS48+CD4+! 0,004 <0,001 n.s.
CD3-HIS48+CD4+CD8a+? n.s. <0,001 n.s.
CD3-HIS48+CD4+HIS36+2 n.s. <0,001 n.s.
CD3-HIS48dimCD4+! <0,001 <0,001 <0,001
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 <0,001 <0,001 n.s.
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+3 0,002 <0,001 0,047
CD3-HIS48-CD4-CD8a+! <0,001 <0,001 0,006
CD3-HIS48-CD4-CD8a-" 0,012 <0,001 0,018

1% an lebenden Leukozyten, 2 % an CD3-HIS48+CD4+, 3 % an CD3-HIS48dimCD4+,
n. s. = nicht signifikant (p > 0,05)

Im Folgenden werden bei gegebener Signifikanz auf Faktorebene die Ergebnisse der
Post-hoc-Tests mit anschlieBender Bonferroni-Holm-Prozedur betrachtet. Aus Grin-
den der Ubersicht sind die signifikanten p-Werte der Zeitpunkt- und Materialgruppen-
vergleiche im Anhang aufgefuhrt (Tab. A14 und Tab. A15).
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4.8.1 Lebende Leukozyten
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Abb. 23: Absolute Zellzahl der lebenden Leukozyten in der subkutanen Fremdkérperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 14, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A14 und Tab. A15

Die absolute Zellzahl der lebenden Leukozyten in der subkutanen Fremdkorperkapsel
wies an Tag 1 fur PEEK und PS sowie an Tag 3 fir Mg den maximalen Wert auf
(Abb. 23). Zwischen Tag 1 und den jeweils darauffolgenden Zeitpunkten konnte eine
Abnahme der Zellzahl bei PEEK nachgewiesen werden, welche flr die Tage 7, 14 und
28 signifikant war (p < 0,05). Nach Implantation von Mg verringerte sich die Zellzahl
der lebenden Leukozyten zwischen Tag 7 und 28 signifikant (p = 0,002). Die Zeitpunkt-
vergleiche flr PS ergaben keine signifikanten Unterschiede.
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4.8.2 T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen
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Abb. 24: Prozentualer Anteil der T-Helferzellen (CD3+CD4+, A) und der zytotoxischen T-Zellen
(CD3+CD8a+, B) an den lebenden Leukozyten in der subkutanen Fremdkdérperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang fiir
Boxplots siehe Tab. 14, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitounkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A14 und Tab. A15

Der prozentuale Anteil der T-Helferzellen (CD3+CD4+) an den lebenden Leukozyten
in der subkutanen Fremdkorperkapsel zeigte fur alle Materialien einen Anstieg Uber
die Zeit (Abb. 24 A). Zwischen Tag 1 und den jeweils darauffolgenden Zeitpunkten
konnte eine Zunahme des Anteils der T-Helferzellen nachgewiesen werden, welche
fur die Tage 14 und 28 bei PEEK und Mg signifikant war (p < 0,05). Nach Implantation
von Mg wurde zudem ein signifikanter Anstieg des Anteils der Zellpopulation zwischen
Tag 7 und 28 beobachtet (p = 0,002). Bei dem Material PS konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den gewahlten Zeitpunkten aufgefunden werden.

Der Materialgruppenvergleich an Tag 1 nach der Implantation ergab fur Mg einen sig-
nifikant hoheren Anteil der T-Helferzellen als fir PEEK (p = 0,008).

Der prozentuale Anteil der zytotoxischen T-Zellen (CD3+CD8a+) an den lebenden
Leukozyten wies ebenfalls fur die drei Materialien einen tendenziellen Anstieg Uber die
Zeit auf (Abb. 24 B). Zwischen Tag 1 und den jeweils darauffolgenden Zeitpunkten
konnte eine Zunahme des Anteils der zytotoxischen T-Zellen festgestellt werden, wel-
che fur die Tage 7 und 28 bei PEEK und Mg signifikant war (p < 0,05). Die Implantation
von PS fuhrte zu keinen signifikanten Unterschieden zwischen den untersuchten Zeit-
punkten.
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4.8.3 Neutrophile Granulozyten und CD4-negative
Monozyten/Makrophagen
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Abb. 25: Prozentualer Anteil der neutrophilen Granulozyten (CD3-HIS48+CD4-SSChigh, A) und der
CD4-negativen Monozyten/Makrophagen (CD3-HIS48+CD4-SSClow, B) an den lebenden Leukozyten
in der subkutanen Fremdkdrperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 14, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A14 und Tab. A15

Der prozentuale Anteil der neutrophilen Granulozyten (CD3-HIS48+CD4-SSChigh) an
den lebenden Leukozyten in der subkutanen Fremdkdrperkapsel erreichte bei den drei
Materialien an Tag 1 nach der Implantation den hochsten Wert (Abb. 25 A). Zwischen
Tag 1 und den jeweils darauffolgenden Zeitpunkten konnte eine Abnahme des Anteils
der Zellpopulation nachgewiesen werden, welche fur die Tage 3, 7, 14 und 28 bei
PEEK, PS und Mg signifikant war (p <0,05). Nach Tag 7 betrug der Anteil der
neutrophilen Granulozyten an den lebenden Leukozyten flr alle Materialien im Mittel
unter 1 %.

Der prozentuale Anteil der CD4-negativen Monozyten/Makrophagen (CD3-
HIS48+CD4-SSClow) an den lebenden Leukozyten zeigte fur alle Materialien eine
Abnahme Uber die Zeit (Abb. 25 B). Zwischen Tag 1 und 14 verringerte sich der Anteil
der CD4-negativen Monozyten/Makrophagen bei PEEK und PS signifikant (p < 0,05).
Nach Implantation von Mg wurde eine signifikante Abnahme des Anteils der Zellpopu-
lation bereits zwischen Tag 1 und 7 beobachtet (p = 0,004).

Beim Materialgruppenvergleich an den Tagen 1 und 3 induzierte Mg jeweils einen sig-
nifikant hoheren Anteil der CD4-negativen Monozyten/Makrophagen an den lebenden
Leukozyten in der subkutanen Fremdkorperkapsel als PEEK und PS (p < 0,05).
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4.8.4 Eosinophile Granulozyten
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Abb. 26: Prozentualer Anteil der eosinophilen Granulozyten (CD3-HIS48+CD4dimSSChigh) an den
lebenden Leukozyten in der subkutanen Fremdkérperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 14, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A14 und Tab. A15

Der prozentuale Anteil der eosinophilen Granulozyten (CD3-HIS48+CD4dimSSChigh)
an den lebenden Leukozyten in der subkutanen Fremdkdrperkapsel verringerte sich
zwischen Tag 1 und 14 fur PS und Mg signifikant (p < 0,05) (Abb. 26). Nach Implanta-
tion von PEEK erfolgte zwischen Tag 1 und 7 ein signifikanter Anstieg, nachfolgend
verringerte sich der Anteil der Zellpopulation zwischen Tag 7 und 28 signifikant
(p <£0,05).

Der Materialgruppenvergleich an Tag 1 ergab fur Mg einen signifikant hdheren Anteil
der eosinophilen Granulozyten als fur PEEK (p = 0,016). Zudem induzierte Mg an Tag
21 einen signifikant héheren Anteil der Zellpopulation in der subkutanen Fremdkoérper-
kapsel als PEEK und PS (p < 0,05).
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4.8.5 Fruhe Monozyten/Makrophagen
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Abb. 27: Prozentualer Anteil der friihen Monozyten/Makrophagen (CD3-HIS48+CD4+) an den leben-
den Leukozyten in der subkutanen Fremdkérperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 14, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A14 und Tab. A15

Der prozentuale Anteil der fruthen Monozyten/Makrophagen (CD3-HIS48+CD4+) an
den lebenden Leukozyten in der subkutanen Fremdkorperkapsel stieg fur die
Materialien PS und Mg zwischen Tag 1 und 3 signifikant an (p <0,05) (Abb. 27).
An Tag 3 nach der Implantation erreichte der Anteil der Zellpopulation fur PS und Mg
seinen maximalen Wert. Anschlieliend verminderte sich der prozentuale Anteil der
frihen Monozyten/Makrophagen an den lebenden Leukozyten zwischen den Tagen 3
und 7 fur PS und Mg signifikant (p < 0,05). Die Zeitpunktvergleiche fir das Material
PEEK zeigten eine Abnahme des Anteils der Zellpopulation zwischen Tag 1 und den
jeweils darauffolgenden Zeitpunkten, welche fur die Tage 7, 14 und 28 signifikant war
(p <£0,05).

Zu den untersuchten Zeitpunkten konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Materialgruppen nachgewiesen werden.
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Betrachtung der Subpopulationen: friihe Monozyten/Makrophagen mit
zytotoxischem Phénotyp und gewebesténdige Makrophagen
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Abb. 28: Prozentualer Anteil der Zellen mit zytotoxischem Phénotyp (CD8a+, A) und der gewebestén-
digen Makrophagen (HIS36+, B) an den friihen Monozyten/Makrophagen (CD3-HIS48+CD4+) in der
subkutanen Fremdkérperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 14, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A14 und Tab. A15

Die zwei Subpopulationen, zytotoxischer Phanotyp (CD8a+) und gewebestandige
Makrophagen (HIS36+), der frihen Monozyten/Makrophagen (CD3-HIS48+CD4+)
wurden jeweils als prozentualer Anteil an der Gesamtpopulation dargestellt und statis-
tisch getrennt davon betrachtet.

Der prozentuale Anteil des zytotoxischen Phanotyps (CD8a+) an den frihen Monozy-
ten/Makrophagen (CD3-HIS48+CD4+) in der subkutanen Fremdkorperkapsel wies an
Tag 1 nach der Implantation fur alle Materialien den maximalen Wert auf (Abb. 28 A).
Zwischen Tag 1 und den jeweils darauffolgenden Zeitpunkten wurde eine Abnahme
des Anteils der Subpopulation beobachtet, welche flr die Tage 7, 14 und 28 bei PEEK,
PS und Mg signifikant war (p < 0,05). Nach Tag 7 betrug der Anteil des zytotoxischen
Phanotyps fur alle Materialien im Mittel unter 2 %.

Der prozentuale Anteil der gewebestandigen Makrophagen (HIS36+) an den frihen
Monozyten/Makrophagen stieg fur die drei Materialien zwischen Tag 1 und 3 an
(Abb. 28 B). An Tag 3 erreichte der Anteil der Subpopulation fur PEEK, PS und Mg
seinen maximalen Wert. Zwischen Tag 3 und 7 verringerte sich der Anteil der Subpo-
pulation fur alle Materialien signifikant (p < 0,05). Anschlielend wies der Anteil der
gewebestandigen Makrophagen fur die drei Materialien einen stabilen Verlauf Uber die
Zeit auf.
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4.8.6 Spate ein- und mehrkernige Makrophagen

100—
80—
60—

40 *

o o

CD3-HIS48dimCD4+
(% an lebenden Leukozyten)

[ I [ I | I
1 3 7 14 21 28

W PEEK (n=34)  Zeitpunkt (Tag)
M PS (n=32)
O Mg (n=32)

Abb. 29: Prozentualer Anteil der spéten ein- und mehrkernigen Makrophagen (CD3-HIS48dimCD4+)
an den lebenden Leukozyten in der subkutanen Fremdkérperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 14, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A14 und Tab. A15

Der prozentuale Anteil der spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen (CD3-
HIS48dimCD4+) an den lebenden Leukozyten in der subkutanen Fremdkorperkapsel
zeigte fur alle Materialien einen Anstieg Uber die Zeit (Abb. 29). Zwischen Tag 1 und
den jeweils darauffolgenden Zeitpunkten konnte eine Zunahme des Anteils der Zellpo-
pulation nachgewiesen werden, welche fir die Tage 3, 7, 14 und 28 bei PEEK, PS und
Mg signifikant war (p < 0,05). Zudem erhdhte sich der Anteil der spaten ein- und mehr-
kernigen Makrophagen fur die drei Materialien zwischen Tag 3 und 7 signifikant
(p <£0,05). Die Zeitpunktvergleiche fur Mg ergaben eine signifikante Abnahme des pro-
zentualen Anteils der spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen zwischen Tag 7 und
28 (p = 0,041).

Beim Materialgruppenvergleich an den Tagen 14 und 28 induzierte Mg jeweils einen
signifikant geringeren Anteil der Zellpopulation als PEEK und PS (p < 0,05). Am dritten
postoperativen Tag fuhrte die Implantation von PS zu einem signifikant hOheren Anteil
der spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen an den lebenden Leukozyten als bei
PEEK und Mg (p < 0,05).
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Betrachtung der Subpopulationen: spéte ein- und mehrkernige
Makrophagen mit zytotoxischem Phé&notyp und gewebesténdige

Makrophagen
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Abb. 30: Prozentualer Anteil der Zellen mit zytotoxischem Phédnotyp (CD8a+, A) und der gewebestan-
digen Makrophagen (HIS36+, B) an den spéten ein- und mehrkernigen Makrophagen (CD3-
HIS48dimCD4+) in der subkutanen Fremdkérperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang fiir
Boxplots siehe Tab. 14, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitounkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A14 und Tab. A15

Die zwei Subpopulationen, zytotoxischer Phanotyp (CD8a+) und gewebestandige
Makrophagen (HIS36+), der spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen (CD3-
HIS48dimCD4+) wurden jeweils als prozentualer Anteil an der Gesamtpopulation dar-
gestellt und statistisch getrennt davon betrachtet.

Der prozentuale Anteil des zytotoxischen Phanotyps (CD8a+) an den spaten ein- und
mehrkernigen Makrophagen in der subkutanen Fremdkorperkapsel zeigte fur alle
Materialien zwischen Tag 1 und 3 einen Anstieg, welcher fir Mg signifikant war
(p = 0,016) (Abb. 30 A). An Tag 3 erreichte der Anteil der Subpopulation fur PEEK, PS
und Mg seinen maximalen Wert. Anschliel3end verminderte sich der Anteil des zytoto-
xischen Phanotyps Uber die Zeit, wobei eine signifikante Abnahme zwischen den
Tagen 3 und 7 sowie zwischen den Tagen 7 und 28 fur alle Materialien beobachtet
wurde (p < 0,05). Nach Tag 14 betrug der Anteil des zytotoxischen Phanotyps fur alle
Materialien im Mittel unter 1 %.

Der Materialgruppenvergleich an Tag 3 ergab fur Mg einen signifikant hoheren Anteil
der Subpopulation als fur PEEK und PS (p <0,05). Zudem induzierte Mg an Tag 7
einen signifikant groReren Anteil des zytotoxischen Phanotyps als PS (p = 0,01).

Der prozentuale Anteil der gewebestandigen Makrophagen (HIS36+) an den spaten
ein- und mehrkernigen Makrophagen in der subkutanen Fremdkorperkapsel vermin-
derte sich fur das Material Mg zwischen Tag 1 und 14 signifikant (p = 0,004)
(Abb. 30 B). Nach Implantation von PEEK und PS konnten keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den gewahlten Zeitpunkten beobachtet werden.
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Beim Materialgruppenvergleich an den Tagen 1 und 3 induzierte Mg jeweils einen sig-
nifikant hdheren Anteil der gewebestandigen Makrophagen als PEEK (p < 0,05).

4.8.7 Mastzellen, naturliche Killerzellen und nicht spezifisch gefarbte
Leukozyten
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Abb. 31: Prozentualer Anteil der Mastzellen/natiirlichen Killerzellen (CD3-HIS48-CD4-CD8a+, A) und
der nicht spezifisch geférbten Leukozyten (CD3-HIS48-CD4-CD8a-, B) an den lebenden Leukozyten
in der subkutanen Fremdk&rperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang flir
Boxplots siehe Tab. 14, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitounkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A14 und Tab. A15

Der prozentuale Anteil der Mastzellen/NK-Zellen (CD3-HIS48-CD4-CD8a+) an den
lebenden Leukozyten in der subkutanen Fremdkorperkapsel stieg zwischen Tag 1 und
7 fur die Materialien PEEK und Mg signifikant an (p <0,05) (Abb. 31 A). Zwischen
Tag 7 und 28 verringerte sich der Anteil der Zellpopulation fur PEEK und Mg, wobei
fur das Material PEEK ein signifikanter Unterschied beobachtet wurde (p = 0,017). Die
Zeitpunktvergleiche fur das Material PS ergaben einen signifikanten Anstieg des
Anteils der Zellpopulation zwischen Tag 1 und 28 (p = 0,008).

Beim Materialgruppenvergleich an Tag 7 induzierte Mg einen signifikant hoheren
Anteil der Mastzellen/NK-Zellen als PS (p = 0,01). Nach Implantation von Mg wurde
zudem an Tag 14 ein signifikant hoherer Anteil der Zellpopulation an den lebenden
Leukozyten als bei PEEK und PS beobachtet (p < 0,05).

Der prozentuale Anteil der nicht spezifisch gefarbten Leukozyten (CD3-HIS48-CD4-
CD8a-, B-Lymphozyten und dendritische Zellen) an den lebenden Leukozyten in der
subkutanen Fremdkorperkapsel stieg zwischen Tag 1 und 7 fur PEEK signifikant an
(Abb. 31 B). Nachfolgend verminderte sich der Anteil der Zellpopulation fur PEEK Uber
die Zeit. Nach Implantation von Mg zeigte sich eine signifikante Erhohung des prozen-
tualen Anteils der nicht spezifisch gefarbten Zellen zwischen Tag 1 und 14 (p = 0,004).
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Bei den Zeitpunktvergleichen flir PS wurden keine signifikanten Unterschiede aufge-
funden.

Der Materialgruppenvergleich an Tag 1 ergab flr Mg einen signifikant erhéhten Anteil
der Zellpopulation als fur PEEK (p = 0,008). Zudem induzierte Mg an Tag 14 einen
signifikant hdheren Anteil der nicht spezifisch gefarbten Leukozyten als PS (p = 0,009).

4.9 Durchflusszytometrische Untersuchungen in der
intramuskularen Fremdkorperkapsel

Zusammenfassend konnten die typischen Zellpopulationen der akuten und chroni-
schen Entzindungsreaktion sowie der Fremdkorperreaktion im zeitlichen Verlauf in
der intramuskularen Fremdkorperkapsel identifiziert und quantifiziert werden. Bei allen
Zellpopulationen wurde ein signifikanter Einfluss der Zeit beobachtet. Im Trend gab es
zwischen den Materialien PEEK, PS und Mg zu den untersuchten Zeitpunkten keine
Unterschiede.

Tab. 21: Ergebnisse der zweifaktoriellen ANOVA bei der inframuskuldren Fremdkérperkapsel

Zellpopulation Zweifaktorielle ANOVA
(jeweils n = 105) p-Wert fir p-Wert fir p-Wert fiir Interaktion
Material Zeitpunkt Material / Zeitpunkt
lebende Leukozyten/Kapsel n.s. <0,001 <0,001
CD3+CD4+! 0,017 <0,001 n.s.
CD3+CD8a+' 0,001 <0,001 n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSChigh' <0,001 <0,001 <0,001
CD3-HIS48+CD4-SSClow! <0,001 <0,001 0,001
CD3-HIS48+CD4dimSSChigh' n.s. <0,001 n.s.
CD3-HIS48+CD4+! 0,007 <0,001 <0,001
CD3-HIS48+CD4+CD8a+? <0,001 <0,001 0,005
CD3-HIS48+CD4+HIS36+2 n.s. <0,001 0,028
CD3-HIS48dimCD4+! 0,003 <0,001 <0,001
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 <0,001 <0,001 <0,001
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+3 <0,001 <0,001 0,001
CD3-HIS48-CD4-CD8a+! <0,001 <0,001 <0,001
CD3-HIS48-CD4-CD8a-" <0,001 <0,001 n.s.

1% an lebenden Leukozyten, 2 % an CD3-HIS48+CD4+, 3 % an CD3-HIS48dimCD4+,
n. s. = nicht signifikant (p > 0,05)

Aus den entnommenen intramuskularen Fremdkorperkapseln (n = 108) konnte eine
vitale Einzelzellsuspension gewonnen und anschlieBend durchflusszytometrisch
untersucht werden. Im statistischen Modell waren die Residuen annahernd normal-
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verteilt. Es wurden relativ ungleiche Varianzen beobachtet. Auf der Ebene der
zweifaktoriellen ANOVA gab es signifikante Unterschiede Uber die Zeit bei allen unter-
suchten Zellpopulationen (p <0,05) (Tab. 21). Das Material hatte auf bestimmte
Zellpopulationen einen signifikanten Einfluss. Zudem konnten Wechselwirkungen
zwischen den beiden Faktoren Material und Zeitpunkt beobachtet werden.

Im Folgenden werden bei gegebener Signifikanz auf Faktorebene die Ergebnisse der
Post-hoc-Tests mit anschlieBender Bonferroni-Holm-Prozedur betrachtet. Aus Grin-
den der Ubersicht sind die signifikanten p-Werte der Zeitpunkt- und Materialgruppen-
vergleiche im Anhang aufgefuhrt (Tab. A16 und Tab. A17).

4.9.1 Lebende Leukozyten
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Abb. 32: Absolute Zellzahl der lebenden Leukozyten in der intramuskuldren Fremdkérperkapsel
PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 15, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A16 und Tab. A17

Die absolute Zellzahl der lebenden Leukozyten in der intramuskularen Fremdkorper-
kapsel wies an Tag 1 fur PEEK und PS sowie an Tag 3 fur Mg den maximalen Wert
auf (Abb. 32). Zwischen Tag 1 und den jeweils darauffolgenden Zeitpunkten konnte
eine Abnahme der Zellzahl bei PEEK nachgewiesen werden, welche fir die Tage 7,
14 und 28 signifikant war (p < 0,05). Nach Implantation von Mg verringerte sich die
Zellzahl zwischen Tag 3 und 7 signifikant (p = 0,009). Die Zeitpunktvergleiche fur PS
ergaben eine signifikante Abnahme der Zellzahl der lebenden Leukozyten zwischen
Tag 7 und 28 (p = 0,002).
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4.9.2 T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen
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Abb. 33: Prozentualer Anteil der T-Helferzellen (CD3+CD4+, A) und der zytotoxischen T-Zellen
(CD3+CD8a+, B) an den lebenden Leukozyten in der intramuskuldren Fremdkérperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang fiir
Boxplots siehe Tab. 15, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitounkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A16 und Tab. A17

Der prozentuale Anteil der T-Helferzellen (CD3+CD4+) an den lebenden Leukozyten
in der intramuskularen Fremdkorperkapsel zeigte fur alle Materialien einen Anstieg
Uber die Zeit (Abb. 33 A). Zwischen Tag 1 und den jeweils darauffolgenden Zeitpunk-
ten konnte eine Zunahme des Anteils der T-Helferzellen nachgewiesen werden,
welche fur die Tage 3, 7, 14 und 28 bei PEEK, PS und Mg signifikant war (p < 0,05).
Nach Implantation von Mg wurde zudem ein signifikanter Anstieg des Anteils der Zell-
population zwischen Tag 7 und 28 beobachtet (p = 0,002).

Zu den untersuchten Zeitpunkten konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Materialien bei den paarweisen Vergleichen aufgefunden werden.

Der prozentuale Anteil der zytotoxischen T-Zellen (CD3+CD8a+) wies ebenfalls fur die
drei Materialien einen Anstieg Uber die Zeit auf (Abb. 33 B). Zwischen Tag 1 und den
jeweils darauffolgenden Zeitpunkten konnte eine Zunahme des Anteils der zytotoxi-
schen T-Zellen festgestellt werden, welche fur die Tage 7, 14 und 28 bei PEEK, PS
und Mg signifikant war (p < 0,05). Nach Implantation von PS und Mg wurde zudem ein
signifikanter Anstieg des Anteils der Zellpopulation zwischen Tag 3 und 7 nachgewie-
sen (p <0,05).

Der Materialgruppenvergleich ergab keine signifikanten Unterschiede.
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4.9.3 Neutrophile Granulozyten und CD4-negative
Monozyten/Makrophagen
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Abb. 34: Prozentualer Anteil der neutrophilen Granulozyten (CD3-HIS48+CD4-SSChigh, A) und der
CD4-negativen Monozyten/Makrophagen (CD3-HIS48+CD4-SSClow, B) an den lebenden Leukozyten
in der intramuskularen Fremdkérperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 15, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A16 und Tab. A17

Der prozentuale Anteil der neutrophilen Granulozyten (CD3-HIS48+CD4-SSChigh) an
den lebenden Leukozyten in der intramuskularen Fremdkorperkapsel erreichte fur die
drei Materialien an Tag 1 nach der Implantation den hochsten Wert (Abb. 34 A). Zwi-
schen Tag 1 und den jeweils darauffolgenden Zeitpunkten konnte eine Abnahme des
Anteils der Zellpopulation nachgewiesen werden, welche fur die Tage 3, 7, 14 und 28
bei PEEK, PS und Mg signifikant war (p <0,05). Nach Tag 7 betrug der Anteil der
neutrophilen Granulozyten an den lebenden Leukozyten in der Fremdkorperkapsel fur
alle Materialien im Mittel unter 1 %.

Der Materialgruppenvergleich an den Tagen 1 und 7 ergab fur Mg jeweils einen signi-
fikant geringeren Anteil der Zellpopulation als fur PS (p < 0,05).

Der prozentuale Anteil der CD4-negativen Monozyten/Makrophagen (CD3-
HIS48+CD4-SSClow) an den lebenden Leukozyten in der intramuskularen Fremdkor-
perkapsel wies an Tag 1 fur PS und an Tag 3 fur Mg den maximalen Wert auf
(Abb. 34 B). Nach Implantation von PEEK erreichte der prozentuale Anteil der Zellpo-
pulation an Tag 7 seinen hochsten Wert. AnschlielRend verringerte sich der Anteil der
CD4-negativen Monozyten/Makrophagen im Verlauf der Zeit, wobei eine signifikante
Abnahme zwischen den Tagen 3 und 7 fir Mg sowie zwischen den Tagen 7 und 28
fur PEEK und PS festgestellt wurde (p < 0,05).

Der Materialgruppenvergleich an Tag 28 ergab fur Mg einen signifikant hdheren Anteil
der Zellpopulation als fur PS (p = 0,002).
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4.9.4 Eosinophile Granulozyten
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Abb. 35: Prozentualer Anteil der eosinophilen Granulozyten (CD3-HIS48+CD4dimSSChigh) an den
lebenden Leukozyten in der intramuskuldren Fremdkérperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 15, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A16 und Tab. A17

Der prozentuale Anteil der eosinophilen Granulozyten (CD3-HIS48+CD4dimSSChigh)
an den lebenden Leukozyten in der intramuskularen Fremdkorperkapsel stieg
zwischen Tag 1 und 7 fur PS signifikant an, gefolgt von einer signifikanten Abnahme
zwischen Tag 7 und 28 (p < 0,05) (Abb. 35). Die Zeitpunktvergleiche fur das Material
PEEK zeigten einen signifikanten Anstieg des Anteils der Zellpopulation zwischen
Tag 1 und 14 (p = 0,009). Nach Implantation von Mg konnten keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den gewahlten Zeitpunkten nachgewiesen werden.
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4.9.5 Fruhe Monozyten/Makrophagen
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Abb. 36: Prozentualer Anteil der friihen Monozyten/Makrophagen (CD3-HIS48+CD4+) an den leben-
den Leukozyten in der inframuskuldren Fremdkérperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 15, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A16 und Tab. A17

Der prozentuale Anteil der frihen Monozyten/Makrophagen (CD3-HIS48+CD4+) an
den lebenden Leukozyten in der intramuskularen Fremdkorperkapsel stieg fir alle Ma-
terialien zwischen Tag 1 und 3 signifikant an (p < 0,05) (Abb. 36). An Tag 3 erreichte
der prozentuale Anteil der Zellpopulation fur PEEK, PS und Mg seinen maximalen
Wert. Zwischen Tag 3 und 7 verminderte sich der Anteil der frihen Monozyten/Makro-
phagen an den lebenden Leukozyten fur alle Materialien signifikant (p < 0,05). Nach
Implantation von PEEK und PS fiel der Anteil der Zellpopulation zudem zwischen
Tag 7 und 28 signifikant ab (p < 0,05).

Der Materialgruppenvergleich an Tag 1 ergab fur Mg einen signifikant hoheren Anteil
der frihen Monozyten/Makrophagen an den lebenden Leukozyten als fur PS
(p = 0,015). An den Tagen 3 und 7 induzierte Mg hingegen einen signifikant geringeren
Anteil der Zellpopulation als PS (p < 0,05). Zudem war im Vergleich zu Mg der Anteil
der fruihen Monozyten/Makrophagen an Tag 7 nach Implantation von PEEK signifikant
héher (p = 0,002).
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Betrachtung der Subpopulationen: friihe Monozyten/Makrophagen mit
zytotoxischem Phénotyp und gewebesténdige Makrophagen
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Abb. 37: Prozentualer Anteil der Zellen mit zytotoxischem Phénotyp (CD8a+, A) und der gewebestén-
digen Makrophagen (HIS36+, B) an den friihen Monozyten/Makrophagen (CD3-HIS48+CD4+) in der
intramuskuldren Fremdkérperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang ftir
Boxplots siehe Tab. 15, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A16 und Tab. A17

Die zwei Subpopulationen, zytotoxischer Phanotyp (CD8a+) und gewebestandige
Makrophagen (HIS36+), der fruhen Monozyten/Makrophagen (CD3-HIS48+CD4+)
wurden jeweils als prozentualer Anteil an der Gesamtpopulation dargestellt und statis-
tisch getrennt davon betrachtet.

Der prozentuale Anteil des zytotoxischen Phanotyps (CD8a+) an den fruhen Monozy-
ten/Makrophagen (CD3-HIS48+CD4+) in der intramuskularen Fremdkdrperkapsel
wies an Tag 1 fur Mg und an Tag 3 fur PEEK und PS jeweils den héchsten Wert auf
(Abb. 37 A). Nach Tag 3 verminderte sich der Anteil der Subpopulation Uber die Zeit,
wobei eine signifikante Abnahme zwischen Tag 3 und 7 sowie zwischen Tag 7 und 28
fur alle Materialien beobachtet wurde (p < 0,05). Nach Tag 14 betrug der Anteil des
zytotoxischen Phanotyps fur alle Materialien im Mittel unter 1 %.

Der Materialgruppenvergleich an Tag 1 ergab fir Mg einen signifikant hoheren
prozentualen Anteil der Subpopulation als fur PEEK und PS (p <0,05). Das Material
PEEK induzierte an Tag 7 einen signifikant gro3eren Anteil des zytotoxischen Phano-
typs als PS und Mg (p < 0,05).

Der prozentuale Anteil der gewebestandigen Makrophagen (HIS36+) an den frihen
Monozyten/Makrophagen (CD3-HIS48+CD4+) in der intramuskularen Fremdkorper-
kapsel erreichte fur PEEK an Tag 1 den hochsten Wert (Abb. 37 B). Fur das Material
Mg stieg der Anteil der Subpopulation zwischen Tag 1 und 3 signifikant an (p = 0,004).
An Tag 3 erzielte der Anteil der gewebestandigen Makrophagen fur PS und Mg seinen
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maximalen Wert. Anschliel3end verringerte sich der Anteil der Subpopulation im Ver-
lauf der Zeit, wobei eine signifikante Abnahme zwischen Tag 3 und 7 fur PS und Mg
sowie zwischen Tag 7 und 28 fur PEEK und PS festgestellt wurde (p < 0,05).

4.9.6 Spate ein- und mehrkernige Makrophagen
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Abb. 38: Prozentualer Anteil der spéten ein- und mehrkernigen Makrophagen (CD3-HIS48dimCD4+)
an den lebenden Leukozyten in der intramuskuldren Fremdkérperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang fiir
Boxplots siehe Tab. 15, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitounkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A16 und Tab. A17

Der prozentuale Anteil der spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen (CD3-
HIS48dimCD4+) an den lebenden Leukozyten in der intramuskularen Fremdkorper-
kapsel zeigte fur alle Materialien einen Anstieg uber die Zeit, gefolgt von einer
Plateauphase (Abb. 38). Zwischen Tag 1 und den jeweils darauffolgenden Zeitpunkten
konnte eine Zunahme des Anteils der Zellpopulation nachgewiesen werden, welche
fur die Tage 3, 7, 14 und 28 bei PEEK, PS und Mg signifikant war (p < 0,05). Zudem
erhohte sich der Anteil der spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen fur die drei
Materialien zwischen Tag 3 und 7 signifikant (p < 0,05). Die Zeitpunktvergleiche fur Mg
ergaben eine signifikante Abnahme des prozentualen Anteils der Zellpopulation zwi-
schen Tag 7 und 28 (p = 0,009).

Beim Materialgruppenvergleich an den Tagen 1 und 7 induzierte Mg jeweils einen sig-
nifikant hoheren Anteil der spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen an den leben-
den Leukozyten als PEEK und PS (p < 0,05).
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Betrachtung der Subpopulationen: spéte ein- und mehrkernige
Makrophagen mit zytotoxischem Phé&notyp und gewebesténdige
Makrophagen

[$)]
T

[o)]
o
|
Hi-
HI
iy
o
|
Oo—
* |*

[
T

N
(=]
|
I
T
[ ]
-]
o
o
1
—
— o
—
(—
i

CD3-HIS48dimCD4+CD8a+ >

(% an CD3-HIS48dimCD4+)
T
—H
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+ [0
(% an CD3-HIS48dimCD4+)
T
—=—
—

§i= *

—— —_=

o
|
o
I

13 7 14 21 28 13 7 14 21 28
M PEEK (n=35)  Zeitpunkt (Tag) Zeitpunkt (Tag)

B PS (n=35)

] Mg (n=35)

Abb. 39: Prozentualer Anteil der Zellen mit zytotoxischem Phéanotyp (CD8a+, A) und der gewebestan-
digen Makrophagen (HIS36+, B) an den spéten ein- und mehrkernigen Makrophagen (CD3-
HIS48dimCD4+) in der intramuskulédren Fremdkérperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang fiir
Boxplots siehe Tab. 15, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitounkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A16 und Tab. A17

Die zwei Subpopulationen, zytotoxischer Phanotyp (CD8a+) und gewebestandige
Makrophagen (HIS36+), der spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen (CD3-
HIS48dimCD4+) wurden jeweils als prozentualer Anteil an der Gesamtpopulation dar-
gestellt und statistisch getrennt davon betrachtet.

Der prozentuale Anteil des zytotoxischen Phanotyps (CD8a+) an den spaten ein- und
mehrkernigen Makrophagen in der intramuskularen Fremdkdrperkapsel stieg fur alle
Materialien zwischen Tag 1 und 3 signifikant an (p < 0,05) (Abb. 39 A). An Tag 3 nach
der Implantation erreichte der Anteil der Zellpopulation fur PEEK, PS und Mg seinen
maximalen Wert. Anschliel3end verminderte sich der Anteil des zytotoxischen Phano-
typs Uber die Zeit, wobei eine signifikante Abnahme zwischen den Tagen 3 und 7
sowie zwischen den Tagen 7 und 28 flr die drei Materialien beobachtet wurde
(p £0,05). Nach Tag 14 betrug der Anteil des zytotoxischen Phanotyps flur alle Mate-
rialien im Mittel unter 1 %.

Der Materialgruppenvergleich an Tag 1 ergab fur PS und Mg einen signifikant hdheren
Anteil des zytotoxischen Phanotyps als fir PEEK (p < 0,05). Das Material PS indu-
zierte an Tag 3 einen signifikant geringeren Anteil der Zellpopulation als PEEK und Mg
(p £0,05). An Tag 7 wurde fur PEEK ein signifikant hoherer Anteil des zytotoxischen
Phanotyps als fur PS und Mg beobachtet (p < 0,05).

Der prozentuale Anteil der gewebestandigen Makrophagen (HIS36+) an den spaten
ein- und mehrkernigen Makrophagen in der intramuskularen Fremdkoérperkapsel fiel
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fur alle Materialien zwischen Tag 1 und 28 signifikant ab (p < 0,05) (Abb. 39 B).
Beim Materialgruppenvergleich an den Tagen 3 und 28 induzierte Mg jeweils einen
signifikant héheren Anteil der Subpopulation als PEEK und PS (p < 0,05).

4.9.7 Mastzellen, natlrliche Killerzellen und nicht spezifisch gefarbte
Leukozyten
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Abb. 40: Prozentualer Anteil der Mastzellen/natiirlichen Killerzellen (CD3-HIS48-CD4-CD8a+, A) und
der nicht spezifisch geférbten Leukozyten (CD3-HIS48-CD4-CD8a-, B) an den lebenden Leukozyten
in der intramuskuléren Fremdk&rperkapsel

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, Stichprobenumfang flir
Boxplots siehe Tab. 15, p-Werte und Signifikanzen fiir Zeitpunkt- und Materialgruppenvergleiche siehe
Tab. A16 und Tab. A17

Der prozentuale Anteil der Mastzellen/NK-Zellen (CD3-HIS48-CD4-CD8a+) an den
lebenden Leukozyten in der intramuskularen Fremdkdrperkapsel zeigte flr alle
Materialien einen Anstieg zwischen Tag 1 und den jeweils darauf folgenden Tagen,
welcher fur die Tage 3, 7, 14 und 28 signifikant war (p < 0,05) (Abb. 40 A). Nach
Implantation von Mg wurde zudem ein signifikanter Anstieg des Anteils der Mast-
zellen/NK-Zellen zwischen Tag 3 und 7 beobachtet (p = 0,004). Der Materialgruppen-
vergleich an den Tagen 1 und 28 ergab fur Mg jeweils einen signifikant hdheren Anteil
der Mastzellen/NK-Zellen an den lebenden Leukozyten als fir PEEK und PS
(p <£0,05). Zudem induzierte Mg an Tag 7 einen signifikant hoheren Anteil der Zellpo-
pulation als PS (p = 0,009).

Der prozentuale Anteil der nicht spezifisch gefarbten Leukozyten (CD3-HIS48-CD4-
CD8a-, B-Lymphozyten und dendritische Zellen) an den lebenden Leukozyten in der
intramuskularen Fremdkorperkapsel zeigte fur alle Materialien einen Anstieg Uber die
Zeit (Abb. 40 B). Zwischen Tag 1 und den jeweils darauffolgenden Zeitpunkten konnte
eine Zunahme des Anteils der Zellpopulation nachgewiesen werden, welche fur die
Tage 14 und 28 bei PEEK, PS und Mg signifikant war (p < 0,05). Nach Implantation
von PEEK und Mg wurde zudem ein signifikanter Anstieg des prozentualen Anteils
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der nicht spezifisch gefarbten Leukozyten zwischen Tag 7 und 28 beobachtet
(p <0,05).

Der Materialgruppenvergleich an den Tagen 1 und 28 ergab flir Mg jeweils einen
signifikant hdheren Anteil der nicht spezifisch gefarbten Leukozyten an den lebenden
Leukozyten als fur PEEK und PS (p <0,05). Zudem induzierte Mg an Tag 7 einen
signifikant hdheren Anteil der Zellpopulation als PEEK (p = 0,002). An Tag 14 wurde
far PS ein signifikant geringerer Anteil der nicht spezifisch gefarbten Leukozyten als
fur Mg beobachtet (p = 0,009).

4.10 Ausschluss einer bakteriellen Kontamination

Von den untersuchten Gewebeproben konnten alle Proben (n = 72) quantitativ ausge-
wertet werden. Die Schmelzkurvenanalyse ergab keinen Nachweis von unspezifi-
schen PCR-Produkten bzw. Nebenprodukten (Primer-Dimere).

Der relative Expressionsunterschied aller untersuchten Gewebeproben lag unter 0,05.
Somit konnten bakterielle Kontaminationen vollstandig ausgeschlossen werden.

4.11 In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit von reinem Magnesium

Mit zunehmender Implantationsdauer zeigte sich makroskopisch eine Veranderung
der Oberflachenfarbe der Mg-Implantate von silbrig gldnzend zu schwarz (Abb. 41).
Die subkutanen Implantate wiesen gegenuber den intramuskularen Implantaten an
Tag 1, 3 und 7 eine vermehrte schwarze Farbung ihrer Oberflache auf. Nach Trock-
nung der entnommenen Mg-Implantate nahmen diese eine weille Farbung an. Die
zylindrische Form der Implantate blieb zu allen untersuchten Zeitpunkten erhalten.

Abb. 41: Korrosion von reinem Magnesium in vivo
A-F: reine Magnesiumimplantate an Tag 1, 3, 7, 14, 21 und 28 unmittelbar nach Entnahme, die Ldange
des MalB3stabbalkens entspricht jeweils 8 mm
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Tab. 22: In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit von reinem Magnesium (n = 6 je Zeitpunkt und Implantat-
lokalisation)

Mittelwert + SD (mm/Jahr)

Zeitpunkt (Tag) 1 3 7 14 21 28
subkutan 0,88+0,58 0,54+0,10 0,66+0,23 0,30+0,08 0,28+0,07 0,35+0,05
intramuskular 0,88+0,48 0,47+0,24 0,48+0,10 0,30+0,04 0,28+0,05 0,37+0,12

SD = Standardabweichung

Die In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit von Mg konnte flr alle Implantate bestimmt
werden (n = 6 je Zeitpunkt und Lokalisation) (Tab. 22). Die héchste In-vivo-Korrosions-
geschwindigkeit der subkutanen und intramuskularen Implantate wurde an Tag 1 nach
der Implantation gemessen. Zwischen Tag 1 und den jeweils darauffolgenden Zeit-
punkten konnte eine Abnahme der In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit der subkutanen
und intramuskularen Implantate nachgewiesen werden, welche fur die Tage 14, 21
und 28 bei den intramuskularen Implantaten signifikant war (Mann-Whitney-U-Test,
p <0,05, Tab. 23). Zwischen Tag 14 und Tag 28 nach der Implantation zeigte die
In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit einen stabilen Verlauf. An Tag 7 wurde eine signi-
fikant hohere In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit nach subkutaner Implantation gegen-
uber der intramuskularen Implantation festgestellt (Wilcoxon-Test, p = 0,031, Tab. 24).

Tab. 23: Zeitpunktvergleiche der In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit von reinem Magnesium: p-Werte
und Signifikanzen der Post-hoc-Tests (Mann-Whitney-U-Test) nach Bonferroni-Holm-Prozedur (n = 6
je Zeitpunkt und Implantatlokalisation)

, . Tag Tag Tag Tag Tag
Zeitpunktvergleich 1/3 1/7 1/14 1/21 1/28
subkutan n. s. n. s. n.s. n.s. n.s.
intramuskular n. s. n. s. 0,002 0,002 0,009

n. s. = nicht signifikant (p > 0,05)

Tab. 24: Vergleich der Implantatlokalisation der In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit von reinem Mag-
nesium: p-Werte und Signifikanzen der Post-hoc-Tests (Wilcoxon-Test) (n = 6 je Zeitpunkt und Im-
plantatlokalisation)

Tag Tag Tag Tag Tag Tag
1 3 7 14 21 28
subkutan / intramuskular n. s. n. s. 0,031 n. s. n. s. n. s.

Vergleich der Implantatlokalisation

n. s. = nicht signifikant (p > 0,05)
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5. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden experimentellen Arbeit war es, die FBR nach Implantation
von Mg im Vergleich zu den permanenten Biomaterialien PEEK und PS im subkutanen
und intramuskularen Gewebe der Ratte mithilfe der Durchflusszytometrie im zeitlichen
Verlauf darzustellen, zu beschreiben und zu evaluieren. Hierfur wurde die Aufarbeitung
und die durchflusszytometrische Analyse der Fremdkdrperkapsel im Tiermodell etab-
liert. Zusatzlich wurden systemische Effekte nach Implantation der Materialien mittels
Durchflusszytometrie im Blut und in der Milz untersucht. Dabei wurden die In-vivo-
Korrosion der Mg-Implantate sowie eine mogliche bakterielle Kontamination bertck-
sichtigt.

Anhand der Ergebnisse dieser Pilotstudie konnten die zuvor formulierten Fragestellun-
gen wie folgt beantwortet werden:

— Wie ist der zellulare Ablauf der FBR im untersuchten Zeitraum auf Mg im
Vergleich zu den permanenten Implantatmaterialien PEEK und PS qualitativ
und quantitativ charakterisiert?

Mithilfe der Durchflusszytometrie konnten die typischen Zellpopulationen der FBR im
Gewebe der subkutanen und intramuskularen Fremdkdrperkapsel identifiziert und
quantifiziert werden. Wahrend der akuten Entzindungsreaktion der FBR dominierten
die neutrophilen Granulozyten in der Implantatumgebung, gefolgt von einer Infiltration
von Monozyten/Makrophagen und Lymphozyten. Zudem wurden Mastzellen, eosino-
phile Granulozyten, NK-Zellen, dendritische Zellen und mehrkernige Makrophagen
wahrend der chronischen Entzindungsreaktion im entnommenen Kapselgewebe
nachgewiesen. Fur jede Zellpopulation konnten signifikante Unterschiede Uber die Zeit
nach subkutaner sowie intramuskularer Implantation der drei verschiedenen Biomate-
rialien detektiert werden, wobei alle Materialien einen ahnlichen zellularen Verlauf der
FBR aufwiesen. Eine Beeinflussung der lokalen Entzindungsreaktion durch Bakterien
konnte mittels RTQ-PCR ausgeschlossen werden.

— Zeigt Mg gegenuber den permanenten Implantatmaterialien infolge der
Korrosion eine verstarkte lokale Entzindungsreaktion?

Wahrend der ersten vier Wochen nach Implantation korrodierte Mg in vivo mit einer
niedrigen Korrosionsgeschwindigkeit, begleitet von geringen Gasansammlungen an
der Implantationsstelle. Durchflusszytometrisch wurde keine verstarkte lokale Entzun-
dungsreaktion infolge der Korrosion von Mg im subkutanen und intramuskularen Kap-
selgewebe gegenuber den permanenten Implantatmaterialien nachgewiesen. Die
durchflusszytometrische Analyse der subkutanen Fremdkoérperkapsel um Mg-Implan-
tate ergab gegenuber den nicht resorbierbaren Polymeren lediglich einen erhdhten
Anteil der CD4-negativen Monozyten/Makrophagen in der frihen Phase der FBR so-
wie einen erhdohten Anteil der Mastzellen/NK-Zellen an den Leukozyten in der spateren
Phase der FBR. Diese Unterschiede wurden nach intramuskularer Implantation nicht
aufgefunden. Zudem waren die beobachteten makroskopischen Entzindungszeichen
sowie die Auspragung der Fremdkdrperkapsel um Mg-Implantate zu allen untersuch-
ten Zeitpunkten mit der Gewebereaktion auf PEEK- und PS-Implantate vergleichbar.
Das Wohlbefinden der Versuchstiere war nach Implantation von Mg wie auch nach
Implantation der permanenten Implantatmaterialien unverandert gut.
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— Gibt es einen Unterschied in der zellularen Immunantwort zwischen der
subkutanen und intramuskularen Implantatlokalisation?

Die subkutane und intramuskulare Implantation fuhrte zu ahnlichen Verlaufen der un-
tersuchten Zellpopulationen der FBR im untersuchten Zeitraum. Auch die Anteile der
Leukozytenpopulationen zu den gewahlten Zeitpunkten waren mehrheitlich ver-
gleichbar. In der intramuskularen Fremdkorperkapsel zeigte sich jedoch am ersten
postoperativen Tag ein deutlich erhdhter Anteil der neutrophilen Granulozyten an den
lebenden Leukozyten sowie eine erhdhte Gesamtleukozytenzahl im Vergleich zum
subkutanen Kapselgewebe. Zudem setzte die Infiltration der fruihen Monozyten/Mak-
rophagen in die intramuskulare Fremdkorperkapsel zeitlich verzdgert ein. Dartber hin-
aus war der Anteil der eosinophilen Granulozyten an der Gesamtleukozytenzahl in der
subkutanen Fremdkoérperkapsel wahrend der gesamten Implantationsdauer von Mg,
PEEK und PS hoher als nach intramuskularer Implantation und wies einen anderen
zeitlichen Verlauf auf.

Nach subkutaner Implantation traten, wie bereits beschrieben, einzelne Unterschiede
zwischen den verwendeten Biomaterialien auf, die intramuskular nicht beobachtet wur-
den.

— Gibt es eine systemische Immunantwort auf lokale Implantate?

Eine systemische Immunantwort auf die implantierten Materialien PEEK, PS und Mg
wurde nicht beobachtet. Bei genauer Betrachtung der prozentualen Anteile der Leuko-
zytenpopulationen an der Gesamtleukozytenzahl in Blut und Milz konnten vereinzelt
signifikante Unterschiede im zeitlichen Verlauf festgestellt werden. Die bei den finalen
Blutproben im Zeitverlauf erhobenen signifikanten Unterschiede lagen innerhalb des
studieninternen Referenzbereiches und wurden als physiologische Schwankungen der
Zellpopulationen angesehen. Da keine Unterschiede zwischen Mg und den beiden
permanenten Implantatmaterialien PEEK und PS aufgefunden wurden, konnte auch
ein Einfluss der Korrosionsprodukte von Mg auf die Leukozytenpopulationen in Blut
und Milz ausgeschlossen werden. Das Wohlbefinden der Versuchstiere lie3 ebenfalls
auf eine ausgebliebene systemische Immunantwort schlie3en.

5.1 Validitat des Tiermodells

In der vorliegenden Pilotstudie wurde die Ratte als Tiermodell zur Untersuchung der
FBR verwendet. Ratten werden aufgrund ihrer einfachen Haltung und Handhabung,
der Kosteneffizienz sowie der Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit einer Vielzahl von
anderen Studien haufig zur Evaluierung der Biokompatibilitat von Biomaterialien ein-
gesetzt (Kim et al., 2010; Lucke et al., 2015; Santos et al., 2010; Vaisman et al., 2010).
Das gewahlte Tiermodell ermdglichte nach Implantation von insgesamt vier Implanta-
ten pro Tier in subkutanes und intramuskulares Gewebe die gleichzeitige durchflusszy-
tometrische und histologische Analyse der FBR. Folglich konnte die Anzahl der Ver-
suchstiere im Sinne des 3R-Prinzips reduziert werden. Die Maus wurde als Tiermodell
aufgrund ihrer zu geringen KorpergrofRe fur diese Implantationsstudie nicht in Betracht
gezogen.

Obwohl gemafy der Norm DIN EN ISO 10993-6:2009-08 der Einsatz von Nagetieren
fur die Prufung auf lokale biologische Effekte nach Implantation empfohlen wird, muss
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die Ubertragbarkeit von tierexperimentellen Daten auf den Menschen kritisch betrach-
tet werden. Wisniewski et al. (2002) beobachteten nach subkutaner Implantation eines
Mikrodialysekatheters signifikante Unterschiede in der Implantat-Gewebe-Interaktion
bei Ratten und Menschen, wobei allein biochemische Parameter bei beiden Spezies
untersucht wurden. Als Ursache wird ein Zusammenspiel der physikalischen, vaskula-
ren und metabolischen Unterschiede in Anatomie sowie FBR zwischen Mensch und
Ratte vermutet (Helton et al., 2011; Wisniewski et al., 2002). Ferner ergab ein Ver-
gleich der FBR zwischen Ratten und Mausen bei der Ratte eine starkere zellulare Im-
munantwort nach Implantation eines Biomaterials (Khouw et al., 2000b; Kidd et al.,
2002). Far verschiedene Rattenstamme wurde dagegen eine vergleichbare FBR
beobachtet. Die Translation der experimentell gewonnenen Ergebnisse der Pilotstudie
auf humane Verhaltnisse wird zudem durch die Verwendung eines Inzuchtstammes
eingeschrankt, der zwar mit einem hohen Maf} an Standardisierung einhergeht, jedoch
gleichzeitig die Heterogenitat von menschlichen Individuen unberucksichtigt lasst.

Eine Beeinflussung der Ergebnisse der Pilotstudie durch die ausschliel3liche Verwen-
dung weiblicher Ratten kann nicht ausgeschlossen werden. Bei Tieren und Menschen
ist der Geschlechtsdimorphismus im Immunsystem gut beschrieben (Klein und
Flanagan, 2016). So entwickeln weibliche Individuen verstarkte angeborene und er-
worbene Immunantworten im Vergleich zu mannlichen Individuen. Sexualhormone wie
beispielsweise Ostrogen kénnen das Immunsystem modulieren, indem sie die Diffe-
renzierung und Funktion von Leukozyten beeinflussen (Ahmed und Talal, 1990; Chao
et al.,, 1995). Dalu et al. (2000) verglichen die FBR bei mannlichen und weiblichen
Mausen nach subkutaner Implantation eines Polymers, um einen moglichen
Geschlechtsdimorphismus bei der FBR zu untersuchen. Es wurden keine
Unterschiede hinsichtlich der auftretenden Zellpopulationen, der Starke der Entzin-
dungsreaktion und der Ausbildung der Fremdkdrperkapsel zwischen den beiden
Geschlechtern aufgefunden, jedoch wiesen die weiblichen Tiere hohere Zytokinspie-
gel in der Implantatumgebung auf. Aufgrund dieser erhdhten Zytokinspiegel gingen die
Autoren von einer gesteigerten Aktivitat der implantatnahen Leukozyten bei den
weiblichen Mausen aus. Die Norm DIN EN ISO 10993-6:2009-08 enthalt keine Emp-
fehlungen bezuglich des Geschlechts der Versuchstiere fur die Prafung auf lokale
biologische Effekte nach Implantation. Die Verwendung von ausschlieRlich weiblichen
Tieren in der Pilotstudie ermoglichte eine komplikationslose Haltung in Kleingruppen
und eine einfache Handhabung der Tiere. Morris und Komocsar (1997) fanden zudem
unter physiologischen Bedingungen keine signifikanten geschlechtsspezifischen
Unterschiede beim Vergleich von durchflusszytometrisch analysierten Lymphozyten-
populationen in Blut und Milz der Ratte.

Das Tiermodell Ratte erwies sich ungeachtet der zuvor aufgefliihrten Limitationen als
geeignet, da die durchgefuhrte Implantationsstudie Grundlagenforschung auf dem Ge-
biet der Biomaterialien darstellte und alle Fragestellungen beantworten konnte.
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5.2 Validitat der Methoden

5.2.1 Versuchsaufbau

Im Rahmen dieser Pilotstudie erfolgte die Untersuchung der FBR auf Mg-Implantate,
da reines Magnesium haufig als Kontrollwerkstoff in weiterfihrenden Studien zur
Untersuchung des Korrosionsverhaltens und der Gewebeantwort von Magnesium-
legierungen eingesetzt wird (Walker et al., 2014; Zainal Abidin et al., 2013).

Die Materialien PEEK und PS dienten gemafl® DIN EN ISO 10993-6:2009-08 als
Kontrollwerkstoffe. Das Polymer PEEK wurde als Negativkontrolle angesehen, da
zahlreiche Autoren nach Implantation von PEEK eine milde FBR beobachteten
(Jockisch et al., 1992; Petillo et al., 1994; Williams et al., 1987). Fur das Polymer PS
wurde einerseits eine milde FBR auf scheibenformige Proben aus PS-Zellkulturfla-
schen beschrieben, anderseits fuhrte die Implantation von PS in Partikelform zu einer
deutlichen lokalen Immunantwort (Bratlie et al., 2010; Gretzer et al., 2006). Implantate
aus PS-Zellkulturflaschen sind zwar ebenso wie die verwendeten PS-Implantate so-
lide, jedoch sind Zellkulturflaschen haufig beschichtet. Die Implantate dieser Studie
waren zudem in Form und GroRe nicht mit den zuvor beschriebenen PS-Implantaten
aus Zellkulturflaschen vergleichbar. Zysk et al. (2005) beobachteten nach Injektion von
unterschiedlich grolen PS-Partikeln in Mause eine lokale Immunantwort auf PS-
Partikel jeder GroRe. Zusatzlich stellten die Autoren eine Abnahme der Starke der FBR
mit zunehmender PartikelgroRe fest. Letztlich wurde fur die verwendeten soliden
PS-Implantate eine FBR von mittlerem Ausmal} erwartet. Auf die Implantation einer
Positivkontrolle mit starker FBR wurde im Sinne des Tierwohls und unter Bertcksich-
tigung des 3R-Prinzips verzichtet.

Bei bisherigen Studien zur Biomaterialforschung im Rattenmodell wurde haufig eine
Gruppengrof3e von sechs Tieren gewahlt (Kim et al., 2010; Lucke et al.,, 2015;
Maiborodin et al., 2013; Vaisman et al., 2010). Entsprechend den Empfehlungen flr
die Fallzahlplanung von Tierversuchen in der medizinischen Grundlagenforschung ist
fur eine Pilotstudie an Mausen und Ratten eine Versuchstierzahl von mindestens funf
Tieren pro Gruppe vorgesehen, damit statistische Analysen mdglich sind (Mayer und
Muche, 2013). Eine Pilotstudie ist eine Studie mit neuen Ansatzen, fur die eine vorhe-
rige Fallzahlabschatzung aufgrund fehlender Vorinformationen nicht moéglich ist. Im
Rahmen dieser Pilotstudie stellte die durchflusszytometrische Untersuchung der sub-
kutanen und intramuskularen Fremdkorperkapsel der Ratte einen neuen Forschungs-
ansatz dar. Die Verwendung von sechs Tieren pro Gruppe ermdglichte trotz einiger
ausgeschlossener Proben (Tab. A9) eine statistische Auswertung der Versuchsdaten
und lieferte aussagekraftige Resultate. Eine weitere Reduzierung der Gruppengrofie
im Sinne des 3R-Prinzips ware daher nicht sinnvoll gewesen.

Die Untersuchungszeitpunkte Tag 1, 3, 7, 14, 21 und 28 bildeten die wesentlichen
Vorgange der FBR in den ersten vier Wochen nach Implantation zeitlich ab. In anderen
Studien zur Untersuchung der FBR auf Biomaterialien wurden ahnliche Zeitpunkte ge-
wahlt (Khouw et al., 2000a; Patino et al., 2003; Sheng et al., 2014).

Die Norm DIN EN ISO 10993-6:2009-08 empfiehlt fur die Beurteilung der lokalen bio-
logischen Effekte nach Implantation den Einsatz von Kontrollwerkstoffen mit bekannter
Biokompatibilitat oder die Durchfuhrung von Scheineingriffen (engl. sham surgery). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die FBR auf Mg mit der Gewebereaktion auf
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den Kontrollwerkstoff PEEK verglichen. Als weiteres Vergleichsmaterial diente das
permanente Polymer PS. In Anlehnung an andere vergleichende Studien der Bioma-
terialforschung wurde auf zusatzliche Scheineingriffe ohne Implantation eines Materi-
als verzichtet (Chen et al., 2017; Erdmann et al., 2010; Miura et al., 2016). Durch die-
sen Verzicht sollte einerseits im Sinne des 3R-Prinzips die bendtigte Versuchstierzahl
geringgehalten werden, andererseits waren die Effekte des chirurgischen Eingriffes
selbst bei allen Implantationen vorhanden und mussten nicht mithilfe eines Scheinein-
griffes ausgeschlossen werden. Vorrangiges Ziel der Pilotstudie war zudem die Detek-
tion von Unterschieden zwischen den verschiedenen Implantatmaterialien.

Zu Beginn der Pilotstudie trat bei einigen Blutentnahmen eine Koagulation des Blutes
auf, obwohl die vendsen bzw. kardialen Punktionen an den lebenden Tieren von einer
erfahrenen Tierarztin durchgefihrt und die Empfehlungen zur Blutentnahme bei
kleinen Versuchstieren der GV-SOLAS (2009) berucksichtigt wurden. Im Verlauf der
Pilotstudie verbesserte sich die Entnahmetechnik, sodass die Blutproben ohne Koa-
gulation gewonnen werden konnten.

Bei der Entnahme der subkutanen Implantate fiel haufig eine Abweichung der Lage
der Implantate vom ursprunglichen Implantationsort auf. Die Migration von subkutanen
Implantaten bei der Ratte, die hauptsachlich auf Muskelkontraktionen der sich bewe-
genden Tiere zurtckzufuhren ist, wurde bereits von Maiborodin et al. (2013) beschrie-
ben. Der anatomische Aufbau der Rattenhaut aus dunnem, lockeren Haut- und Unter-
hautgewebe sowie zahlreichen Muskelfasern flr die Piloerektion beglnstigte zudem
die Implantatmigration (Helton et al., 2011; Wisniewski et al., 2002).

Fur die Etablierung der durchflusszytometrischen Analyse der Fremdkorperkapsel
stellte die Gewinnung einer vollstandigen Fremdkorperkapsel, der mdglichst wenig
Umgebungsgewebe anhaftete, einen wichtigen Schritt dar. Die Praparation und Ent-
nahme der Fremdkorperkapseln an Tag 1 und 3 nach Implantation von PEEK, PS und
Mg gestaltete sich vor allem zu Beginn der Pilotstudie schwierig, da nur eine dunne
Fremdkorperkapsel vorhanden war und diese sich nur schwer vom Umgebungsge-
webe abgrenzen lie3. Ein weiteres Problem bestand bei Entnahme der nach axillar
oder zervikal verschobenen subkutanen Implantate. Hier war eine Abgrenzung der
Fremdkorperkapsel von lokalen Lymphknoten kaum maoglich. Die Arbeit unter Schutz-
atmosphare in der Glovebox wahrend der Entnahme der Mg-Implantate erwies sich
ebenfalls als schwierig. Insgesamt verbesserte sich im Verlauf der Studie die Entnah-
metechnik sowie die Geschwindigkeit der Entnahme.

Bei der Gewinnung der Fremdkorperkapseln konnten Verluste von Implantat-adharier-
ten Leukozyten weitgehend ausgeschlossen werden, obwohl nach Entfernung der
Fremdkorperkapseln keine Spulung der Implantate vorgenommen wurde. Es lie3en
sich durchflusszytometrisch zahlreiche ein- und mehrkernige Makrophagen im Pro-
benmaterial nachweisen, deren direkte Adhasion an die Implantatoberflache umfang-
reich beschrieben wurde (Anderson et al., 2008; Chang et al., 2009; Marchant et al.,
1984). Ferner wurde auf eine Spulung samtlicher Implantate verzichtet, um die Korro-
sionsanalyse der Mg-Implantate nicht zu beeinflussen und die Vergleichbarkeit zu den
Kapselproben der Kontrollwerkstoffe zu gewahrleisten.
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5.2.2 Durchflusszytometrie

Das etablierte durchflusszytometrische Untersuchungsverfahren ermoglichte eine
objektive, schnelle, quantitative sowie multiparametrische Analyse der Leukozyten-
populationen in der Fremdkorperkapsel auf Einzelzellebene. Im Gegensatz zur histo-
pathologischen Untersuchung, die den Goldstandard zur Beurteilung der lokalen
Effekte nach Implantation darstellt, lieferte die Durchflusszytometrie jedoch keine
Erkenntnisse zum Aufbau des Kapselgewebes sowie zu histopathologischen Veran-
derungen des Gewebes in der Implantatumgebung (DIN EN ISO 10993-6:2009-08).
Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung und Darstellung der Leukozytenpopulatio-
nen im zeitlichen Verlauf der FBR, wofur sich die Durchflusszytometrie hervorragend
eignete.

Durchflusszytometer und Antikérper-Panel

Das verwendete Durchflusszytometer besald zwei Scatter-Kanale, acht Fluoreszenz-
Kanale sowie drei Laser, wodurch die Auswahl der zu untersuchenden Oberflachenan-
tigene begrenzt war. Ein komplexeres Durchflusszytometer mit mehr Fluoreszenz-
Kanalen und Lasern stand in der FACS-Core-Unit des BCRT fur die Pilotstudie nicht
zur Verfugung.

Das verwendete Antikorper-Panel zur durchflusszytometrischen Analyse der Blut- und
Milzproben zielte auf einen Nachweis einer systemischen Entziindungsreaktion ab
und beinhaltete Fluoreszenz-gekoppelte Antikdrper zur ldentifizierung von Granulozy-
ten, Lymphozyten und Monozyten/Makrophagen. Eine systemische Immunantwort ist
typischerweise durch einen initialen Anstieg der Leukozytenzahl im Blut charakteri-
siert. Zusatzlich steigt der prozentuale Anteil der neutrophilen Granulozyten vor allem
in der Frihphase der Entzindung an (Kraft et al., 2005). Die Verwendung eines
umfangreicheren Antikérper-Panels mit Zellsubtypmarkern fur die differenzierte Unter-
suchung der Leukozytenpopulationen in Blut und Milz der Ratte war einerseits materi-
albedingt nicht mdglich, andererseits zur Beantwortung der Fragestellung auch nicht
erforderlich (Barnett-Vanes et al., 2016).

Fir die Untersuchung der lokalen Immunantwort auf Biomaterialien wurde ein komple-
xes Antikorper-Panel mit Verwendung von Zellsubtypmarkern etabliert. Bei der Aus-
wahl der Antikorper stand die Identifizierung der typischen Zellpopulationen der FBR
wie Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, Mastzellen und T-Lymphozyten im
Vordergrund. Ein Problem stellte die eingeschrankte Verfigbarkeit von spezifischen
Antikérpern fur die Durchflusszytometrie bei der Ratte dar. Infolge musste fur die Mar-
kierung von Mastzellen der Ratte auf einen kreuzreaktiven anti-Maus-Antikorper
(ACK2) zurtickgegriffen werden, der in den Vorversuchen positive Farbeergebnisse in
der Haut der Ratte erzielte, jedoch in der Fremdkorperkapsel keine Zellen anfarbte
(Kim et al., 1998).

Eine Validierung der durchflusszytometrischen Ergebnisse erfolgte durch morphologi-
sche Charakterisierung der Zellpopulationen mittels Zellsortierung, Zytozentrifugation
und Lichtmikroskopie (Barnett-Vanes et al., 2016).

Aufarbeitung des Probenmaterials

Die Durchflusszytometrie wurde urspringlich zur Untersuchung von Zellen des Blutes
entwickelt (Givan, 2001). Diese Methode bietet jedoch das Potential auch Zellen aus
festen Geweben zu untersuchen, wobei das Hauptproblem in der Gewinnung einer
vitalen Einzelzellsuspension aus dem soliden Gewebe besteht (Campanella et al.,
2002). Die Isolierung von Zellen aus einem Gewebe wird meist mittels enzymatischer
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und/oder mechanischer Zerkleinerung durchgefihrt (Barnett-Vanes et al., 2016;
Caraher et al., 2000). In dieser Arbeit wurde erstmals erfolgreich eine vitale, hetero-
gene Einzelzellsuspension aus der kollagenreichen subkutanen sowie intramuskula-
ren Fremdkorperkapsel mittels enzymatischem Verdau und mechanischer Zerkleine-
rung fur eine durchflusszytometrische Analyse gewonnen.

Fir die Gewinnung einer vitalen Einzelzellsuspension aus Blut, Milz- und Kapselge-
webe waren mehrere Schritte wie Mischen, Zentrifugieren, Entfernen des Uberstandes
und Resuspendieren zur Aufarbeitung der Proben erforderlich. Bei jedem Waschschritt
gingen Zellen verloren, wodurch sich die gemessene absolute Zellzahl der Leukozyten
verringerte (Caldwell und Taylor, 1986).

Die durchflusszytometrisch gemessenen absoluten Leukozytenzahlen im Blut waren
nicht mit den Referenzwerten aus der Literatur (Tab. 25) vergleichbar, da fur die
Erstellung eines automatisierten Differentialblutbildes in hamatologischen Laboren
routinemaRig keine Antikdrperfarbungen und Waschschritte durchgefuhrt werden
(Dorner et al., 2009). Somit musste ein eigener, studieninterner Referenzbereich aus
den praoperativen Blutproben gebildet werden. Auch flr die Beurteilung der absoluten
Leukozytenzahl in der Milz hatte ein studieninterner Referenzbereich erstellt werden
mussen, jedoch wurde dies unter Berlcksichtigung einer Verminderung der Versuchs-
tierzahl im Sinne des 3R-Prinzips zunachst zurtuckgestellt. Bei Auftreten einer deutli-
chen systemischen Immunantwort im Blut, ware im Nachhinein ein studieninterner
Referenzbereich mit Tieren aus einer Toétungsanzeige gebildet worden. Tiere von
anderen Arbeitsgruppen, die in Stamm, GroRe, Gewicht, Alter und Geschlecht den
Versuchstieren entsprachen, standen nicht zur Verfigung.

Im Rahmen der Aufarbeitung der Fremdkorperkapseln zu einer vitalen Einzelzellsus-
pension erfolgte eine Filtration der Proben durch ein 100 um Zellsieb. Eine zusatzliche
Filtration der Proben durch ein 35 um Zellsieb unmittelbar vor der Messung im Durch-
flusszytometer war durch die FACS-Core-Unit des BCRT vorgeschrieben, um eine
Verstopfung der Messkapillare im Durchflusszytometer zu verhindern. Die hierdurch
aufgetretenen Zellverluste konnten nicht vermieden werden. Zur Evaluierung der
zuruckgehaltenen Zellen in den Zellsieben wurden diese mit Phosphatpuffer gespult.
Die entstandene Losung wurde nach Zytozentrifugation und anschlielender histologi-
scher Farbung lichtmikroskopisch untersucht. In den Spulungen der 100 um Zellsiebe
lieRen sich unverdaute Gewebefragmente finden, die von ein- und mehrkernigen
Makrophagen umgeben waren. In den histologischen Praparaten der 35 ym Zellsiebe
waren hingegen keine Zellen nachweisbar.

Das entnommene Kapselgewebe war zu den frihen Untersuchungszeitpunkten (Tag 1
und Tag 3) aufgrund von Blutansammlungen teilweise stark mit Erythrozyten kontami-
niert. Im Rahmen der Pilotstudie war eine Lyse der Erythrozyten in den Kapselproben
jedoch nicht vorgesehen, um eine maglichst groRe Zahl vitaler Leukozyten aus der
Fremdkorperkapsel zu gewinnen (Terstappen et al., 1989). Um die Vergleichbarkeit
mit den Kapselproben der anderen Zeitpunkte nicht zu gefahrden, wurden die Eryth-
rozyten auch nach Auftreten des Problems nicht lysiert.
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Tab. 25: Referenzwerte fiir die Leukozytenpopulationen im Blut der Ratte

Zellpopulation

Leukozyten im
peripheren Blut

Leukozyten im
peripheren Blut

Leukozyten im
peripheren Blut

(Mittelwert + SD) (2,5 % Perzentil- (Referenz-
97,5 % Perzentil) bereich)

Leukozyten/ul Blut 5300+2000 4800-16600 5000-25000
Lymphozyten 81,5+3,6 % 77,0-96,0 % 65-84 %
Monozyten 1,8+0,5 % 0,0-4,0 % 0-5 %
neutrophile Granulozyten  13,6+2,9 % 3,0-21,8 % 9-34 %
Versuchstiere 11-12 Wochen alte 7-10 Wochen alte weib-  Ratte, keine

weibliche Lewis liche Sprague-Dawley genaueren

Ratten (n = 10) Ratten (n = 784) Angaben
Referenz Harlan (2010) Bailly und Duprat (1990) Baker et al. (2006)

SD = Standardabweichung, n = Stichprobenumfang

Messung der Proben

Die durchflusszytometrische Messung der mit Blut kontaminierten Kapselproben
bereitete Probleme, da die hohe Zahl an Erythrozyten wahrend der durchflusszytomet-
rischen Messung zu einer Ereignisrate von mehr als 10 Ereignissen pro Sekunde
fuhrte. Oberhalb dieser Grenze war im Durchflusszytometer ein laminarer Proben-
strom aus einzelnen Zellen nicht mehr gewahrleistet, sodass die Proben verdinnt
werden mussten. Die Berechnung der absoluten Leukozytenzahl in der Fremdkorper-
kapsel war nur mithilfe des Verdinnungsfaktors moglich. Dieser wurde anfanglich nicht
dokumentiert, da zu Beginn der Pilotstudie eine Bestimmung der absoluten Leukozy-
tenzahl in der Fremdkdrperkapsel nicht vorgesehen war. Eine Wiederholung der Ver-
suche an 26 Tieren konnte demzufolge leider nicht vermieden werden (Tab. 7).

Bei Proben mit hoher Gesamtzahl an Ereignissen konnte keine vollstandige Fremd-
korperkapsel gemessen werden, da die maximale Anzahl der gemessenen Ereignisse
mit der verwendeten Softwareversion des Durchflusszytometers bei den gewahlten
Einstellungen je Messung auf 2,7-10° Ereignisse begrenzt war. Bei den unvollstandig
gemessenen Fremdkdrperkapseln konnte mithilfe des gemessenen und des gesamten
Probenvolumens die absolute Leukozytenzahl berechnet werden.

Bei der durchflusszytometrischen Untersuchung traten sporadisch Auffalligkeiten im
FSC/SSC-Diagramm sowie im Farbeverhalten der subkutanen Kapselproben auf, die
unabhangig vom implantierten Material und dem Untersuchungszeitpunkt waren
(Abb. 42). Diese Proben wiesen einen deutlich erhdhten Anteil der T-Lymphozyten und
der nicht spezifisch gefarbten Leukozyten an den lebenden Leukozyten der Fremdkor-
perkapsel auf, dagegen waren die Anteile der neutrophilen Granulozyten und Monozy-
ten/Makrophagen erniedrigt. Die Proben waren hinsichtlich der Gesamtleukozytenzanhl
unauffallig. Die Fremdkdrperkapseln nach intramuskularer Implantation waren nicht
betroffen. Makroskopisch wurde nach subkutaner Implantation gelegentlich eine Mig-
ration der Implantate nach axillar oder zervikal beobachtet. Der hohe Anteil der Lym-
phozyten an den lebenden Leukozyten in den betroffenen Proben liel3 demzufolge auf
eine Kontamination der subkutanen Fremdkorperkapseln mit lymphatischem Gewebe
schliel®en, was zu einem Ausschluss der Proben fuhrte (Tab. A9).

100



5. Diskussion

Das etablierte Gating fur Blut und Milz bzw. Fremdkdrperkapsel ermoéglichte eine gute
Abgrenzung der einzelnen Zellpopulationen entsprechend ihrer Antigenexpression.
Obwohl sich die Anteile der Zellpopulationen in der Fremdkdrperkapsel im Verlauf der
FBR kontinuierlich veranderten, konnte das Gating fur alle Kapselproben angewendet
werden.

A Kapsel normal B Kapsel kontaminiert C Lymphknoten

SSC

FSC FSC FSC

Abb. 42: FSC/SSC-Diagramm von subkutanen Fremdkérperkapseln und Lymphknoten der Ratte

A: subkutane Fremdkdrperkapsel 28 Tage nach Implantation von Polyetheretherketon, B: mit lympha-
tischem Gewebe kontaminierte subkutane Fremdkérperkapsel 28 Tage nach Implantation von Po-
lyetheretherketon, C: axillarer Lymphknoten

5.2.3 Beeinflussung der Versuchsergebnisse durch Krankheitserreger

Bakterien stellen typische Erreger der postoperativen Wundinfektion dar (RKI, 2007).
Zum Ausschluss einer bakteriellen Kontamination wahrend des chirurgischen Eingrif-
fes wurde eine RTQ-PCR von Gewebeproben aus der Implantatumgebung durch-
gefuhrt. Andere Krankheitserreger konnten aufgrund der spezifisch pathogenfreien
Aufzucht der Versuchstiere und der Anwendung der FELASA Richtlinien zur Gesund-
heitsuberwachung von Versuchstierhaltungen weitgehend ausgeschlossen werden
(Mahler et al., 2014). In den Haltungsraumen der FEM erfolgten entsprechend dieser
Richtlinien regelmafige Untersuchungen von indirekten Sentinel-Tieren auf Viren, Pa-
rasiten, Pilze und Bakterien.

5.2.4 In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit

Die Bestimmung der In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit von Mg anhand des Masse-
verlustes der Implantate wird haufig als Korrosionsnachweismethode eingesetzt und
gilt als zuverlassig (Song, 2005; Xue et al., 2012). Vor dem Wiegen der korrodierten
Implantate wurden die Korrosionsprodukte und organischen Bestandteile von der Mag-
nesiumoberflache durch eine Behandlung mit einer wassrigen Losung von Chrom(V1)-
oxid entfernt (Kirkland et al., 2012; Reifenrath et al., 2015). Aufgrund der zu erwarten-
den geringen Masseverluste fur die frihen Untersuchungszeitpunkte und der Mess-
genauigkeit der Prazisionswaage musste mit einer groRen Streubreite der Korrosions-
geschwindigkeit flr diese Zeitpunkte gerechnet werden.
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5.2.5 Statistisches Modell

Das gewahlte statistische Modell erwies sich als geeignet, denn es ermdglichte eine
gleichartige Auswertung der durchflusszytometrischen Ergebnisse aus Blut, Milz sowie
subkutaner und intramuskularer Fremdkorperkapsel. Die zweifaktorielle ANOVA ge-
stattete die gleichzeitige Erfassung von Unterschieden zwischen den Gruppen Mate-
rial und Zeitpunkt sowie moglicher Interaktionen zwischen den beiden Faktoren. Der
anschlieBende Mann-Whitney-U-Test berlcksichtigte als nichtparametrischer Test
eine Verletzung der Annahmen hinsichtlich Normalverteilung der Residuen und
Varianzgleichheit zwischen den Gruppen. Eine Kombination aus Mann-Whitney-U-
Test und nachfolgender Bonferroni-Holm-Prozedur erlaubte Vergleiche zwischen
ausgewahlten Untersuchungszeitpunkten ohne UbermafRige Erhéhung des Signifi-
kanzniveaus durch multiple Mehrfachvergleiche zwischen den Gruppen.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Durchflusszytometrische Untersuchung des Blutes und der Milz

Die Verwendung von Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern gegen die Oberflachenan-
tigene CD3, CD4 und CD8a ermdglichte die sichere Analyse von T-Helferzellen
(CD3+CD4+) und zytotoxischen T-Zellen (CD3+CD8a+) im Blut und in der Milz der
Ratte (Morris und Komocsar, 1997). Weiterhin wurden doppelt positive T-Lymphozyten
(CD3+CD4+CD8a+) in Blut und Milz nachgewiesen, die ausfuhrlich von Kenny et al.
(2000) und Jimenez et al. (2002) bei der Ratte beschrieben wurden. Aufgrund des sehr
kleinen prozentualen Anteils an den lebenden Leukozyten wurden die doppelt positi-
ven T-Lymphozyten nicht weiter betrachtet. Auf den zusatzlichen Einsatz von spezifi-
schen Antikorpern gegen NK-Zellen und B-Lymphozyten der Ratte wurde entspre-
chend der Fragestellung der Pilotstudie und der zur Verflgung stehenden instrumen-
tellen Ausstattung verzichtet.

Obwohl die Antikorper CD11b/c und HIS48 jeweils Granulozyten sowie Monozyten und
Makrophagen der Ratte markieren, konnten innerhalb der CD3-negativen Zellpopula-
tion in Blut und Milz funf verschiedene Zellpopulationen anhand ihrer unterschiedlichen
Expression von CD11b/c und HIS48 unterschieden werden: Monozyten/Makrophagen,
neutrophile Granulozyten, aktivierte Monozyten/Makrophagen, NK-Zellen und B-Lym-
phozyten. Dies steht im Einklang mit den durchflusszytometrischen Ergebnissen von
Fecho und Lysle (2002), die vier Subpopulationen von Leukozyten unter Verwendung
von CD11b/c und HIS48 als Oberflachenmarker im entziindeten Peritonealexsudat der
Ratte nachwiesen. Neutrophile Granulozyten stellten sich Ubereinstimmend als
CD11b/c+HIS48med dar.

Fecho und Lysle (2002) nahmen an, dass die Zellen im Gate CD11b/c-HIS48- T-Lym-
phozyten reprasentierten, da im untersuchten Material ein Vorkommen von B-Lympho-
zyten ausgeschlossen und ein spezifischer T-Zellmarker nicht eingesetzt wurde. In der
vorliegenden Arbeit konnten jedoch nach Ausschluss der T-Lymphozyten die Leuko-
zyten innerhalb des Gates CD3-CD11b/c-HIS48- unter Berlcksichtigung der morpho-
logischen Charakteristika als B-Lymphozyten identifiziert werden.
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Im Blut und in der Milz der Versuchstiere lie3en sich analog zu Barnett-Vanes et al.
(2016) zwei Subpopulationen von Monozyten/Makrophagen anhand ihrer unterschied-
lichen Expressionsstarke von HIS48 und CD4, ihrer Streulicht-Parameter sowie ihrer
morphologischen Eigenschaften differenzieren. Die Monozyten/Makrophagen im Gate
CD3-CD11b/c+HIS48high waren im FSC/SSC-Diagramm grof3er und besal3en eine
hohere Granularitat als die HIS48low-Monozyten/Makrophagen. Zudem exprimierten
nur die HIS48low-Monozyten/Makrophagen das CD4-Antigen auf ihrer Zelloberflache.
Swirski et al. (2009) identifizierten ebenfalls zwei unterschiedliche Monozytenpopula-
tionen anhand der Expression von Ly6C in Blut und Milz von Mausen, wobei zwischen
ortsstandigen Monozyten (Ly6Clow) und inflammatorischen Monozyten (Ly6Chigh)
unterschieden wurde. Die Expression von HIS48 auf der Zelloberflache von Monozy-
ten/Makrophagen und Granulozyten der Ratte erscheint analog zur Expression von
Ly6C auf murinen Monozyten und Granulozyten (Barnett-Vanes et al., 2016). Somit
konnten die HIS48high-Zellen als aktivierte inflammatorische Monozyten und die
HIS48low-Zellen als ortsstandige Monozyten/Makrophagen identifiziert werden.

In Erganzung zu Fecho und Lysle (2002) ermdglichte die kombinierte Analyse der Ex-
pression von CD11b/c und HIS48 von Blut- und Milzleukozyten den Nachweis einer
zusatzlichen flnften Zellpopulation. Die Zellen des Gates CD3-CD11b/c+HIS48- konn-
ten mittels Zellsortierung von Blutleukozyten, Zytozentrifugation und histologischer
Farbung als NK-Zellen erkannt werden.

5.3.2 Beurteilung der systemischen Immunantwort

In der vorliegenden Arbeit wurde eine durchflusszytometrische Analyse etabliert, um
die systemische Immunantwort auf die Implantation von verschiedenen permanenten
und bioresorbierbaren Biomaterialien im Rattenmodell zu untersuchen. Die systemi-
sche Immunantwort nach Implantation eines Fremdkorpers wurde bisher nur unter Zu-
hilfenahme einfacher hamatologischer Analyseverfahren wie elektronischer Zellzahl-
gerate oder der manuellen Zelldifferenzierung mittels Zahlkammer oder Blutausstrich
evaluiert (Castellani et al., 2011; Paramitha et al., 2015; Zhang et al., 2009). Shieh et
al. (2014) verwendeten die durchflusszytometrische Untersuchung von Milzgewebe
bereits zur immunotoxikologischen Beurteilung von kollagenbasierten Biomaterialien
nach Implantation im Rattenmodell, wobei nur die CD4-positiven und CD8a-positiven
Zellen betrachtet wurden. Das etablierte durchflusszytometrische Antikdrper-Panel er-
laubte eine komplexere Charakterisierung, genauere ldentifizierung sowie eine
schnelle Quantifizierung der typischen Leukozytenpopulationen wahrend der FBR in
Blut und Milz der Ratte.

Blut

Die absolute Zellzahl der lebenden Leukozyten und die prozentualen Anteile der un-
tersuchten Subpopulationen an den lebenden Leukozyten im Blut befanden sich nach
Implantation der drei verschiedenen Materialien zu den gewahlten Zeitpunkten inner-
halb des studieninternen Referenzbereiches. Neben der Betrachtung der absoluten
Leukozytenzahl im Blut dienten auch Abweichungen der Anteile der Subpopulationen
als Indikator fur die systemische Immunantwort (Noviana et al., 2012; Paramitha et al.,
2015). Es wurde keine Leukozytose bzw. Leukopenie beobachtet und ein initialer
Anstieg der neutrophilen Granulozyten blieb aus. Folglich konnte eine systemische
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Immunantwort auf die drei untersuchten Implantatmaterialien PEEK, PS und Mg aus-
geschlossen werden. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von Paramitha et al.
(2015), die nach Implantation von kleinen Staben aus reinem Magnesium und anderen
Metallen zwischen Knochen und Muskulatur von Mausen keine nachteiligen Effekte
der bioresorbierbaren Metallimplantate auf die Leukozyten des Blutes auffinden konn-
ten. Auch nach Implantation von verschiedenen Magnesiumlegierungen in den Kno-
chen der Ratte befanden sich die erhobenen Parameter im Blut innerhalb der physio-
logischen Referenzwerte und es konnte keine systemische Entzindungsreaktion in-
folge der Implantation nachgewiesen werden (Castellani et al., 2011; Zhang et al.,
2009).

Die durchflusszytometrische Analyse der finalen Blutproben ergab fur die untersuchten
prozentualen Anteile der Leukozytenpopulationen an den lebenden Leukozyten ver-
einzelt signifikante Unterschiede im zeitlichen Verlauf. Diese signifikanten Unter-
schiede lagen jedoch innerhalb des studieninternen Referenzbereiches und wurden
als physiologische Schwankungen der Zellpopulationen angesehen. Paramitha et al.
(2015) beobachteten im Blut nach der Implantation von reinem Magnesium ebenfalls
signifikante Veranderungen der Zellpopulationen im zeitlichen Verlauf, jedoch war eine
direkte Vergleichbarkeit mit den Daten dieser Studie nicht gegeben, da sich die Im-
plantatlokalisation, die gewahlten Untersuchungszeitpunkte sowie das verwendete
Tiermodell unterschieden.

Eine Erhdhung der Gesamtleukozytenzahl im Blut als unspezifische Reaktion auf das
Operationstrauma wurde ebenfalls nicht beobachtet (Fasching et al., 1988). Ein sys-
temischer Effekt auf einzelne Leukozytenpopulationen infolge des chirurgischen Ein-
griffes kdnnte jedoch nur mittels Scheineingriff vollstandig ausgeschlossen werden.

In den finalen Blutproben befand sich der prozentuale Anteil der NK-Zellen an den
lebenden Leukozyten aller Materialien zu den gewahlten Untersuchungszeitpunkten
an der unteren Grenze des studieninternen Referenzbereiches. Als Ursache fur den
Abfall des Anteils der NK-Zellen an der Gesamtleukozytenzahl im Blut kann eine
Rekrutierung der Zellen in die Implantatumgebung angesehen werden (Vivier et al.,
2008). Die von Grooteman et al. (1996) beschriebene Verringerung des Anteils von
NK-Zellen im Blut von Dialysepatienten nach Exposition gegenuber biopolymerhalti-
gen Dialysemembranen kann moglicherweise analog zum Abfall des Anteils der
NK-Zellen bei PS bzw. PEEK gesehen werden, da sie ebenfalls zu den Polymeren
gehoren. Eine Abnahme des Anteils der NK-Zellen im Blut nach Implantation von Mg
kann damit jedoch nicht erklart werden. Letztlich bleibt der verminderte Anteil der
NK-Zellen im peripheren Blut wahrend der FBR auf PEEK, PS und Mg unklar und
bedarf weiterer Untersuchungen.

Milz

Die Interpretation der Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der Leukozy-
ten der Milz gestaltete sich schwierig, da keine studieninternen Referenzwerte zur Ver-
fugung standen und Referenzwerte aus der Literatur eine grolde Schwankungsbreite
zeigen (Tab. 26). Auf eine Erhebung eines studieninternen Referenzbereiches wurde
jedoch bewusst verzichtet, da die finalen Blutwerte bereits keinen Hinweis auf eine
systemische Immunantwort lieferten und die benotigte Versuchstierzahl im Sinne des
3R-Prinzips nicht erhoht werden sollte.

Die gemessenen prozentualen Anteile der Leukozytenpopulationen an der Gesamt-
leukozytenzahl in der Milz waren am ehesten mit den Ergebnissen von Ladics und
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Loveless (1994) vergleichbar, die Leukozytenpopulationen in der Milz der Ratte fur
spatere immunotoxikologische Studien durchflusszytometrisch untersuchten. Zudem
wurde im zeitlichen Verlauf eine weitgehend konstante Zusammensetzung der Leuko-
zytenpopulationen in der Milz beobachtet. Somit ergaben sich nach der durchflusszy-
tometrischen Untersuchung von Milzgewebe nach Implantation aller drei Implantat-
materialien keine Hinweise auf eine systemische Immunantwort.

Eine Auffalligkeit stellte der signifikante Unterschied des prozentualen Anteils der
aktivierten inflammatorischen Monozyten/Makrophagen (CD3-CD11b/c+HIS48high)
an den lebenden Leukozyten in der Milz zwischen Tag 1 und 3 nach der Implantation
von PEEK, PS und Mg dar. Von Swirski et al. (2009) wurde die Milz als ein
extramedullarer Speicherort fur inflammatorische und ortsstandige Monozyten
beschrieben, welcher im Rahmen einer Gewebeverletzung eine groRe Zahl an
Monozyten mobilisieren kann. Ein Tag nach einer ischamischen Myokardverletzung
im Mausmodell war die Zahl der inflammatorischen Monozyten der Milz signifikant
vermindert, gleichzeitig erhohte sich ihre Anzahl im Blut im Vergleich zu den praope-
rativen Werten signifikant (Swirski et al., 2009). Der Effekt im Blut konnte in der vorlie-
genden Arbeit nicht beobachtet werden.

Tab. 26: Referenzwerte fiir die Leukozytenpopulationen in der Milz der Ratte

Zellpopulation Prozent an gesam-  Prozent an Gesamt- Prozent an leben-
ten Zellen der Milz  leukozyten der Milz  den Leukozyten
(Mittelwert + SD) (Mittelwert + SD) der Milz

Lymphozyten 88+1 k. A. k. A.
T-Lymphozyten 51+1 39,9+3,4 31,5-33,5
CD4+ 3041 23,7£2,6 21,5-26,5
CD8+ 24+1 16,3+2,2 14-18
B-Lymphozyten 3243 54,8+3,9 51-39
Monozyten/Makrophagen  840,5 k. A. k. A.
Granulozyten 4+0,3 k. A. k. A.
Versuchstiere 7-10 Wochen alte 10-14 Wochen alte Ratte (kein Stamm
mannliche CD-Ratten  weibliche Sprague- angegeben)
Dawley Ratten
Referenz Ladics und Loveless ~ Morris und Komocsar  Bio-Rad (2017)
(1994) (1998)

SD = Standardabweichung, k. A. = keine Angabe

5.3.3 Durchflusszytometrische Untersuchung der Fremdkorperkapsel

Die im Rahmen dieser Pilotstudie etablierte durchflusszytometrische Untersuchung
der Fremdkorperkapsel stellt ein neuartiges Verfahren zur Evaluierung der FBR und
der daraus resultierenden Biokompatibilitat von Implantatmaterialien dar. Erstmals
wurden die Leukozyten einer gesamten Fremdkorperkapsel durchflusszytometrisch
untersucht, wohingegen in bisherigen Studien mit Kafig-Implantat-Systemen oder
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rohrenformigen Implantaten nur die Zellen des Exsudates untersucht wurden (Petillo
et al., 1994; Rhodes et al., 1994; Rodriguez et al., 2008). Bei ausschliel3licher Analyse
des Exsudates werden die Leukozyten der bindegewebigen Kapsel und des Granula-
tionsgewebes sowie die Implantat-adharierten Zellen nicht betrachtet.

Die T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen in der Fremdkorperkapsel wurden, wie
auch von Rodriguez et al. (2008), anhand ihrer charakteristischen Oberflachenanti-
gene identifiziert. Die kombinierte durchflusszytometrische Analyse der Expression
von HIS48 und CD4 ermdglichte die Identifizierung von funf verschiedenen Zellpopu-
lationen innerhalb der CD3-negativen Zellen der Fremdkorperkapsel: neutrophile Gra-
nulozyten und CD4-negative Monozyten/Makrophagen, frihe Monozyten/Makropha-
gen, eosinophile Granulozyten, spate ein- und mehrkernige Makrophagen sowie eine
heterogene Population aus Mastzellen, NK-Zellen und nicht spezifisch gefarbten Leu-
kozyten.

Rodriguez et al. (2008) identifizierten ebenfalls Monozyten und Makrophagen der
Ratte anhand ihrer doppelt positiven Expression von HIS48 und CD4 im Exsudat nach
Implantation eines Kafig-Implantat-Systems. In der vorliegenden Arbeit wurden diese
doppelt positiven Monozyten/Makrophagen entsprechend ihres zeitlichen Auftretens
wahrend der FBR, ihrer Antigenexpression und ihrer Morphologie in frihe Monozy-
ten/Makrophagen bzw. spate ein- und mehrkernige Makrophagen eingeteilt. Der
Antikorper-Klon HIS36 erlaubte die Unterscheidung zwischen rekrutierten und
gewebestandigen Makrophagen innerhalb der fruhen Monozyten/Makrophagen und
spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen in der Fremdkorperkapsel (Dorger et al.,
2001).

Ein unerwartetes Ergebnis dieser Arbeit war das Auffinden von Monozyten/Makropha-
gen in der Fremdkorperkapsel, die die Oberflachenantigene CD4 und CD8a gleichzei-
tig exprimierten. Baba et al. (2006) beobachteten nach induzierter Myokarditis im Blut
und im entzindeten Myokard der Ratte eine Population von Monozyten/Makrophagen
mit zytotoxischem Phanotyp, die sich durch eine doppelt positive Expression von CD4
und CD8a auszeichnete. Die Autoren postulierten, dass diese Zellen einen hamatoge-
nen Ursprung hatten und wahrend der akuten Entzindungsreaktion zum Entzin-
dungsort migrieren wurden. Nach eingehender Literaturrecherche wurde ein Auftreten
von Monozyten/Makrophagen mit zytotoxischem Phanotyp (CD4+CD8a+) wahrend
der FBR im Rattenmodell bisher nicht beschrieben.

Wahrend Monozyten und Makrophagen der Ratte mehrheitlich als CD4-positive Zellen
beschrieben werden, konnte im Rahmen dieser Studie ein geringer Anteil an CD4-
negativen Monozyten/Makrophagen an der Gesamtleukozytenzahl in der Fremdkor-
perkapsel nachgewiesen werden (Barclay, 1981; Jefferies et al., 1985). Nach Scriba
et al. (1997) geht die fehlende Expression von CD4 auf der Zelloberflache von
Monozyten der Ratte mit einer Aktivierung der Zellen einher. In Ubereinstimmung mit
Barnett-Vanes et al. (2016) wurden in der vorliegenden Arbeit die aktivierten in-
flammatorischen HIS48high-Monozyten in Blut und Milz der Ratte als CD4-negative
Zellen identifiziert. Somit konnten die aufgefundenen HIS48-positiven und CD4-nega-
tiven Monozyten/Makrophagen in der Fremdkorperkapsel als aktivierte inflammatori-
sche Monozyten/Makrophagen definiert werden, die vermutlich aus den aktivierten in-
flammatorischen Monozyten des Blutes bzw. der Milz (CD3-CD11b/c+HIS48high)
hervorgegangen sind.

Die Granulozyten in der Fremdkdrperkapsel zeichneten sich durch ihre Expression von
HIS48 und ihre deutliche Granularitat im Seitwartsstreulicht aus (Fecho und Lysle,
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2002; Ysebaert et al., 2000). Innerhalb des Gates CD3-HIS48-CD4- wurden Mastzel-
len und NK-Zellen anhand ihrer Expression von CD8a von den nicht spezifisch gefarb-
ten Leukozyten (CD3-HIS48-CD4-CD8a-) in der Fremdkdrperkapsel differenziert
(Cantrell et al., 1982; Lin et al., 1998). Unter Zuhilfenahme von Zellsortierung, Zyto-
zentrifugation und histologischer Farbung konnten den nicht spezifisch gefarbten
Leukozyten B-Lymphozyten und dendritische Zellen zugeordnet werden.

5.3.4 Beurteilung der lokalen Immunantwort

In der vorliegenden experimentellen Arbeit konnten mithilfe der Durchflusszytometrie
erstmals die zeitlichen Verlaufe der Zellpopulationen wahrend der FBR auf Mg im
Rattenmodell erfasst und detailliert dargestellt werden. Die bisherigen histopathologi-
schen Studien von Zainal Abidin et al. (2013), Chen et al. (2017) und Walker et al.
(2014) zur Beurteilung der FBR nach intramuskularer Implantation von reinem Magne-
sium wiesen deutliche Limitationen auf: Die Evaluierung der FBR basierte auf einer
subjektiven Beschreibung bzw. einer histomorphometrischen Untersuchung der
Praparate. Weiterhin wurden nur Infiltrate von Makrophagen, Lymphozyten und
Fremdkorperriesenzellen in der Implantatumgebung betrachtet. Die histopathologi-
schen Praparate wurden klassisch mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt und erlaubten somit
keine spezifische Charakterisierung der Zellpopulationen. Zudem deckten die Unter-
suchungszeitpunkte ausschlieBlich die chronische Entziindungsreaktion und die
Fremdkorperreaktion der FBR ab. Hingegen ermdglichte die etablierte durchflusszyto-
metrische Analyse einer vollstandigen Fremdkorperkapsel um ein subkutanes bzw.
intramuskulares Mg-Implantat die Identifizierung, Quantifizierung und multiparametri-
sche Analyse der typischen Zellpopulationen der akuten und chronischen Entzun-
dungsreaktion sowie der Fremdkorperreaktion in den ersten vier Wochen nach
Implantation auf Einzelzellebene.

Analog zu Mg konnten die zeitlichen Verlaufe der Zellpopulationen auch wahrend der
FBR auf PEEK und PS durchflusszytometrisch erfasst und detailliert dargestellt
werden.

Die durchflusszytometrischen Ergebnisse der subkutanen als auch der intramuskula-
ren Fremdkorperkapsel nach Implantation von PEEK stimmten mit den Beobachtun-
gen von Petillo et al. (1994) Uberein, die Leukozytenpopulationen im Exsudat um
PEEK-Implantate in einem Kafig-Implantat-System an Tag 4, 7 und 14 nach subkuta-
ner Implantation im Rattenmodell durchflusszytometrisch untersuchten. Zudem zeigte
das zeitliche Auftreten der einzelnen Zellpopulationen wahrend der FBR nur minimale
Materialunterschiede zwischen den beiden permanenten Polymeren PEEK und PS.
Der aufgefundene Verlauf der FBR fur PEEK und PS stand mit dem von Anderson
(1988) beschriebenen Verlauf der FBR fur nicht resorbierbare Biomaterialien im Ein-
klang (Abb. 1 und ). Folglich wurde entgegen der erwarteten FBR mit mittlerem Aus-
mald auf die soliden PS-Implantate eine mit PEEK vergleichbare milde, lokale
Immunantwort beobachtet. Dartiber hinaus zeigte sich auch in den ersten vier Wochen
nach intramuskularer Implantation von bioresorbierbaren Mg-Implantaten ein sehr
ahnlicher zeitlicher Verlauf der Zellpopulationen im Vergleich zu den permanenten Ma-
terialien PEEK und PS (Abb. 43).

Anhand der durchflusszytometrischen und makroskopischen Ergebnisse der vorlie-
genden Arbeit konnten schlieldlich die von Anderson (2001) definierten Phasen der
FBR bei allen drei Implantatmaterialien nachvollzogen werden.
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1 3 7 14 21 28 1 3 7 14 21 28 1 3 7 14 21 28
Zeitpunkt (Tag) Zeitpunkt (Tag) Zeitpunkt (Tag)

—— neutrophile Granulozyten

- - - frihe Monozyten/Makrophagen und CD4-negative Monozyten/Makrophagen
— - - spéate ein- und mehrkernige Makrophagen

--------- T-Lymphozyten

Abb. 43: Verlauf der Fremdkoérperantwort nach intramuskulérer Implantation von Polyetheretherketon
(PEEK), Polystyrol (PS) und reinem Magnesium (Mg)

Leukozyten der Fremdk&rperkapsel im zeitlichen Verlauf

Die identifizierten Leukozytenpopulationen und ihre zeitlichen Verlaufe wahrend der
FBR werden nachfolgend beispielhaft fur die intramuskulare Fremdkorperkapsel aller
drei Materialien erortert, da sich hier keine wesentlichen Unterschiede zwischen
PEEK, PS und Mg darstellten.

Bei Betrachtung der Gesamtleukozytenzahl in der Fremdkdorperkapsel flhrte die Im-
plantation von Mg im Vergleich zum Kontrollwerkstoff PEEK, fur den eine milde FBR
beschrieben ist, zu keiner verstarkten zellularen Entzindungsreaktion im untersuchten
Zeitraum (Williams et al., 1987). Die Gesamtleukozytenzahl in der Fremdkorperkapsel
nach Implantation von PS war ebenfalls vergleichbar. Wie von Marchant et al. (1983)
beschrieben, kam es nach der Implantation der drei verschiedenen Materialien zu ei-
ner akuten lokalen Entziindungsreaktion, welche sich initial durch eine hohe Anzahl
an lebenden Leukozyten in der Fremdkorperkapsel auszeichnete. Mit fortschreitender
Implantationsdauer nahm, wie auch in anderen Studien beschrieben, die Anzahl an
lebenden Leukozyten in der Fremdkorperkapsel kontinuierlich ab (Kim et al., 2010;
Petillo et al., 1994; Rodriguez et al., 2008). Bei Betrachtung der Gesamtleukozytenzahl
an Tag 1 und 3 traten starke Unterschiede zwischen den ursprunglichen Tieren und
den Wiederholungstieren auf, die am ehesten auf eine bessere Entnahmetechnik der
Fremdkorperkapsel sowie auf eine schnellere Aufarbeitung des Kapselgewebes fur die
frihen Untersuchungszeitpunkte bei den Wiederholungstieren zurtickzuflihren sind.

Im zeitlichen Verlauf anderte sich die zellulare Zusammensetzung der Fremdkorper-
kapsel wahrend der ersten sieben Tage nach Implantation von PEEK, PS bzw. Mg
schnell. Am ersten Tag nach Implantation dominierten neutrophile Granulozyten das
untersuchte Kapselgewebe. Dagegen stellten am dritten postoperativen Tag die
frihen Monozyten/Makrophagen den vorwiegenden Anteil der lebenden Leukozyten
in der unmittelbaren Implantatumgebung dar, wahrend der Anteil der neutrophilen
Granulozyten an der Gesamtleukozytenzahl in der Fremdkdorperkapsel deutlich zu-
ruckging. Dies beruhte auf der kurzen Lebensdauer der neutrophilen Granulozyten,
die gewdhnlich innerhalb der ersten 24 Stunden einer Entzindungsreaktion der
Apoptose unterliegen (Kirk et al., 2010). Der initial hohe Anteil der neutrophilen
Granulozyten an den lebenden Leukozyten und der zunehmende Nachweis von Mono-
zyten/Makrophagen in der Fremdkorperkapsel stellten charakteristische Zeichen der
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akuten Entzindungsreaktion zu Beginn der FBR dar (Anderson et al., 2008; Selders
et al., 2017). Als Ursache fur das schnelle Auftreten von neutrophilen Granulozyten
sowie Monozyten in der Implantatumgebung kann eine Freisetzung und Rekrutierung
aus dem marginalen Pool angesehen werden (Klonz et al., 1996). Dies wurde auch
die konstanten Anteile dieser Zellpopulationen in den finalen Blutproben erklaren.
Daruber hinaus stammten 15-30% der fruihen Monozyten/Makrophagen von gewebe-
standigen Makrophagen (HIS36+) ab.

Wahrend der akuten Entzindungsreaktion war der Anteil der inflammatorischen CD4-
negativen Monozyten/Makrophagen an den lebenden Leukozyten in der Fremdkdrper-
kapsel erhoht, wohingegen der Anteil inflammatorischen Monozyten in der Milz
(CD11b/c+HIS48high) initial erniedrigt war. Swirski et al. (2009) beobachteten
ebenfalls an Tag 1 nach einer ischamischen Myokardverletzung im Mausmodell eine
Akkumulation von inflammatorischen Monozyten im entziindeten Myokard und einen
zeitgleichen Verlust von inflammatorischen Monozyten in der Milz. Somit Iasst sich
auch im Rahmen der FBR eine rasche Rekrutierung von inflammatorischen Monozyten
aus der Milz in die Implantatumgebung vermuten.

Wie von Baba et al. (2006) beschrieben, exprimierten bis zu 50% der frihen Monozy-
ten/Makrophagen an den ersten beiden Untersuchungszeitpunkten die Antigene CD4
und CD8a gleichzeitig. Bei Boddaert et al. (2018) korrelierte die Expression von CD8
mit dem proinflammatorischen Phanotyp von Makrophagen, die nach zerebraler Ischa-
mie im Hirngewebe der Ratte nachweisbar waren. Die in dieser Arbeit aufgefundenen
CD8a-positiven fruhen Monozyten/Makrophagen stellten somit vermutlich pro-
inflammatorische, klassisch aktivierte Makrophagen nach Mosser und Edwards (2008)
dar.

Etwa eine Woche nach Implantation der drei Materialien erfolgte der Ubergang von
der akuten zur chronischen Entziindungsreaktion der FBR, wobei die spaten ein- und
mehrkernigen Makrophagen sowie die Lymphozyten die vorherrschenden Leukozy-
tenpopulationen in der Fremdkoérperkapsel darstellten. Dies steht im Einklang mit an-
deren Studien, die ebenfalls wahrend der chronischen Entziindungsreaktion der FBR
einen hohen Anteil von Makrophagen und Lymphozyten im Exsudat nachwiesen, wel-
ches mittels Kafig-Implantat-System bei der Ratte gewonnen wurde (Bergsma et al.,
1995; Marchant et al., 1984; Petillo et al., 1994).

Nach Brown und Badylak (2013) kdnnen Makrophagen wahrend der FBR ihren Pha-
notyp als auch ihre Funktion entsprechend den komplexen Umgebungsbedingungen
andern. Im Rahmen dieser Arbeit konnte wahrend der ersten vier Wochen der FBR
der Phanotyp der aufgefundenen Makrophagenpopulationen anhand der morphologi-
schen Eigenschaften und Antigenexpression nur vermutet werden.

Die frihen Monozyten/Makrophagen stellten sich wahrend der akuten Entztindungs-
reaktion morphologisch als unreife, Monozyten-ahnliche Makrophagen dar. Mit fort-
schreitender Implantationsdauer erschienen zunehmend reife, gréfiere Makrophagen
mit vakuolisiertem Zytoplasma und multiplen Zellkernen in der Fremdkorperkapsel.
Diese spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen zeigten eine verminderte Expres-
sionsstarke von HIS48 im Vergleich zu den fruihen Monozyten/Makrophagen. Die
mehrkernigen Makrophagen besalen bis zu 13 zufallig im Zytoplasma verteilte Zell-
kerne und wurden als Entwicklungsstufe zu Fremdkorperriesenzellen angesehen
(Anderson, 2000).

In den mikroskopischen Praparaten, die mittels Zellsortierung und Zytozentrifugation
hergestellt wurden und der Validierung der durchflusszytometrischen Ergebnisse dien-
ten, fielen unerwartet bereits am dritten postoperativen Tag nach Implantation von
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PEEK mehrkernige Makrophagen mit zwei bis drei Zellkernen auf. Fir die Implantat-
materialien Mg und PS stand an diesem Untersuchungszeitpunkt kein Probenmaterial
fur die Zellsortierung zur Verfligung. Anderson et al. (2008) beschrieben die Fusion
von Makrophagen zur Ausbildung von Fremdkorperriesenzellen erst sieben Tage nach
Implantation eines Polymers. Petillo et al. (1994) beobachteten mehrkernige Makro-
phagen ebenfalls erst nach einer Implantationsdauer von sieben Tagen auf der Ober-
flache von PEEK-Implantaten. Die Ergebnisse der In-vitro-Studie von Kirk et al. (2010)
stellen einen moglichen Erklarungsansatz fur das Auffinden von mehrkernigen Makro-
phagen bereits am dritten postoperativen Tag dar. Die Autoren beobachteten nach
gemeinsamer Kultivierung von Monozyten und Granulozyten einen hemmenden Ein-
fluss der Granulozyten auf die Entwicklung von Makrophagen und ihrer Fusion zu
Fremdkorperriesenzellen. Demnach ermoglichte der deutlich reduzierte Anteil der
neutrophilen Granulozyten an den lebenden Leukozyten in der Fremdkorperkapsel am
dritten postoperativen Tag die beginnende Fusion von einkernigen Makrophagen zu
Fremdkorperriesenzellen.

Analog zu den fruihen Monozyten/Makrophagen exprimierten bis zu 50% der spaten
ein- und mehrkernigen Makrophagen die Oberflachenantigene CD4 und CD8a gleich-
zeitig. Mit fortschreitender Implantationsdauer und dem Ubergang zur chronischen
EntzGndungsreaktion verringerte sich der Anteil des zytotoxischen Phanotyps der spa-
ten ein- und mehrkernigen Makrophagen. Die Abnahme der CD8-Expression wie auch
die Fusion von Makrophagen zu Fremdkdrperriesenzellen kdnnen mit der Ausbildung
von Makrophagen mit antiinflammatorischem Phanotyp assoziiert werden (Boddaert
et al., 2018; Franz et al., 2011). Zudem beobachteten Fadok et al. (1998), dass die
Apoptose und anschlieRende Phagozytose von kurzlebigen neutrophilen Granulozy-
ten durch Makrophagen in der Ausbildung eines antiinflammatorischen Phanotyps der
Makrophagen resultierte. In Einklang mit dieser Beobachtung korrelierte in der vorlie-
genden Pilotstudie der Abfall der neutrophilen Granulozyten in der Fremdkoérperkapsel
mit der Zunahme der spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen. Somit kdnnen die
spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen ab Tag 14 nach Implantation aller Ma-
terialien als antiinflammatorische Makrophagen der Wundheilung nach Mosser und
Edwards (2008) angesehen werden.

Aufgrund der zuvor aufgefuhrten ahnlichen Eigenschaften bezlglich Morphologie und
Antigenexpression sowie des zeitlich aufeinanderfolgenden Auftretens wurden die
frihen Monozyten/Makrophagen und die spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen
letztlich als ineinander Ubergehende Populationen angesehen.

Mit zunehmender Implantationsdauer verringerte sich der Anteil der gewebestandigen
Makrophagen (HIS36+) an den spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen in der
Fremdkorperkapsel bei stabilem Verlauf der Gesamtleukozytenzahl und der Mutterpo-
pulation. Nach Mulder et al. (2014) kdnnen sich neben rekrutierten Monozyten auch
gewebestandige Makrophagen zu pro- bzw. antiinflammatorischen Makrophagen dif-
ferenzieren. Zudem beobachteten die Autoren eine Anderung der Antigenexpression
der Zellen. Neben einer moglichen Anderung des Phanotyps der gewebestandigen
Makrophagen kann auch eine Fusion zu Fremdkorperriesenzellen als Ursache fur die
Verringerung des Anteils der Zellpopulation in Betracht gezogen werden. Die Fusion
zu Fremdkorperriesenzellen ist jedoch von Gordon und Pliddemann (2017) nur far
Makrophagen beschrieben, die sich aus rekrutierten Monozyten des Blutes
differenzieren. Schliel3lich bleibt es unklar, ob gewebestandige Makrophagen bei
Wechsel des Phanotyps die Expression des Oberflachenantigens fur HIS36 verlieren
und ob gewebestandige Makrophagen wahrend der FBR nach Wechsel des Phano-
typs fusionieren.

110



5. Diskussion

Wie von Anderson (1988) beschrieben, unterlag die Population der Makrophagen
zu den spaten Untersuchungszeitpunkten keinen dynamischen Veranderungen und
bildete bei den permanenten Polymeren PEEK und PS wie erwartet eine Plateauphase
aus. In der vorliegenden Arbeit stellte diese Phase die beginnende Fremdkdrperreak-
tion auf die implantierten Materialien dar (Anderson, 2001). Fur die Mg-Implantate
wurde trotz ihrer Bioresorbierbarkeit eine vergleichbare Plateauphase der Makropha-
gen zu den spaten Untersuchungszeitpunkten beobachtet. Dies steht im Einklang mit
den Ergebnissen von Roth et al. (2015), die in vitro keinen negativen Einfluss von
Magnesiumpartikeln und Magnesiumkorrosionsprodukten auf die Viabilitat von Makro-
phagen nachweisen konnten. Die Ursache hierfur konnte die Regulation der phagoso-
malen Magnesiumkonzentration sein (Nusse, 2011).

Wie von Marchant et al. (1984) beschrieben, waren mit fortschreitender Implantations-
dauer neben Makrophagen auch zunehmend T-Lymphozyten in der Fremdkorper-
kapsel nachweisbar. Der von Rodriguez et al. (2008) im Exsudat um synthetische
Biomaterialien aufgefundene hohe Anteil von T-Helferzellen im Vergleich zu den zyto-
toxischen T-Zellen konnte in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Erganzend
korrelierte das aufgefundene Verhaltnis in der Fremdkorperkapsel mit dem Verhaltnis
der T-Zell-Subpopulationen in den praoperativen sowie finalen Blutproben der Ver-
suchstiere. Die gleichen Verhaltnisse der T-Zell-Subpopulationen in Blut und Fremd-
korperkapsel lassen auf eine unspezifische Rekrutierung von T-Helferzellen und
zytotoxischen T-Zellen in die Implantatumgebung schliel3en.

Mittels Zellsortierung, Zytozentrifugation und histologischer Farbung konnten B-Lym-
phozyten und dendritische Zellen in der Fremdkorperkapsel nachgewiesen werden,
deren geringer Anteil an der Gesamtleukozytenzahl in der Fremdkorperkapsel mit den
Beobachtungen anderer Studien uUbereinstimmt (Higgins et al., 2009; Vasilijic et al.,
2005).

Der insgesamt geringe Anteil der Lymphozyten und die Dominanz von neutrophilen
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen in der Fremdkorperkapsel bestatigten
das Vorliegen einer unspezifischen Immunantwort auf die Implantation der drei Bioma-
terialien. Eine T-Zell-vermittelte adaptive Immunantwort, wie beispielsweise nach
Transplantation von lebendem organischen Gewebe, konnte somit nicht nachgewie-
sen werden (Murphy et al., 2012).

Eosinophile Granulozyten konnten in der Fremdkorperkapsel durchflusszytometrisch
mit sehr geringem Anteil (0—-1%) an den Gesamtleukozyten nachgewiesen werden.
Eine Interpretation der Zellverlaufe fur die intramuskulare Implantation gestaltete sich
schwierig, da sich nach ausgiebiger Literaturrecherche keine Implantationsstudien fin-
den lielden, die das intramuskulare Auftreten von eosinophilen Granulozyten unter-
suchten. Das zeitliche Auftreten wahrend der chronischen Entzindungsreaktion der
FBR lasst eine Beteiligung der eosinophilen Granulozyten an der Wundheilung sowie
an der Bildung einer kollagenreichen Fremdkorperkapsel vermuten (Ghanaati, 2012).

Die heterogene Zellpopulation Mastzellen/NK-Zellen (CD3-HIS48-CD4-CD8a+) stellte
ebenfalls nur einen geringen Anteil an den lebenden Leukozyten in der Fremdkorper-
kapsel wahrend der gesamten Implantationsdauer der drei Materialien dar. Aufgrund
der fehlenden Antigenbindung des kreuzreaktiven anti-Maus-Antikorpers gegen Mast-
zellen (ACK2) konnten die Mastzellen nicht von den NK-Zellen unterschieden werden.
Die mikroskopischen Praparate, die mittels Zellsortierung und Zytozentrifugation fur
das Gate CD3-HIS48-CD4- hergestellt wurden und der Validierung der durchfluss-
zytometrischen Ergebnisse dienten, zeigten neben B-Lymphozyten vorwiegend
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Mastzellen. Somit wurde angenommen, dass die gemischte Zellpopulation der Mast-
zellen/NK-Zellen hauptsachlich aus Mastzellen bestand. Der zeitliche Verlauf der
heterogenen Zellpopulation ahnelte zudem dem von Trautmann et al. (2000) beschrie-
benen Verlauf der Mastzellen im Rahmen der physiologischen Wundheilung in
menschlicher Haut. Aufgrund der fehlenden Trennbarkeit der Mastzellen/NK-Zellen
konnte eine Rekrutierung von NK-Zellen aus dem peripheren Blut in die Implantat-
umgebung, wie oben vermutet, nicht beurteilt werden.

Einfluss der Implantatlokalisation

Der deskriptive Vergleich der durchflusszytometrischen Ergebnisse nach subkutaner
und intramuskularer Implantation der drei Implantatmaterialien ergab drei wesentliche
Unterschiede zwischen den beiden Implantatlokalisationen, die wahrend der akuten
Entzindungsreaktion auftraten: In der subkutanen Fremdkorperkapsel zeigte sich am
ersten postoperativen Tag ein deutlich geringerer Anteil der neutrophilen Granulozyten
sowie eine niedrigere Gesamtleukozytenzahl im Vergleich zum intramuskularen Kap-
selgewebe. Zudem setzte die Infiltration von frihen Monozyten/Makrophagen in die
intramuskulare Fremdkorperkapsel zeitlich verzogert ein. Darlber hinaus war der An-
teil der eosinophilen Granulozyten an der Gesamtleukozytenzahl in der subkutanen
Fremdkorperkapsel wahrend der gesamten Implantationsdauer von Mg, PEEK und PS
hdher als nach intramuskularer Implantation und wies einen anderen zeitlichen Verlauf
auf.

Eine unterschiedlich starke Immunantwort auf Biomaterialien in Abhangigkeit von der
anatomischen Lokalisation der Implantation ist vielfach beschrieben (Bakker et al.,
1988; Butler et al., 2001; Rosengren et al., 1997; Santos et al., 2010). Santos et al.
(2010) beobachteten beim Vergleich der Immunantwort nach subkutaner und
intramuskularer Implantation von starkebasierten Biomaterialien im Rattenmodell
mittels histopathologischer Untersuchung eine etwas starkere akute Entzindungsre-
aktion mit verstarkter Infiltration von neutrophilen Granulozyten nach intramuskularer
Implantation. Dies steht im Einklang mit dem erhdhten Anteil der neutrophilen
Granulozyten an der ebenso erhohten Gesamtleukozytenzahl nach intramuskularer
Implantation in dieser Arbeit. In der Annahme, dass das chirurgische Einbringen
der Implantate in den Muskel mit einer gro3eren Gewebeverletzung im Vergleich zur
subkutanen Implantation einherging, kann die beobachtete verstarkte akute Entzun-
dungsreaktion nach intramuskularer Implantation auf diese erhdhte Gewebetraumati-
sierung zuruckgefuhrt werden. Wang et al. (2015) stellten nach Implantation von Glu-
kosesensoren, die mittels unterschiedlich grolRen Kanulen ins Subkutangewebe der
Ratte eingebracht wurden, ebenfalls eine Korrelation zwischen der Gewebetraumati-
sierung und dem Ausmal} der akuten Entztindungsreaktion fest, wobei mit zunehmen-
dem Kanulendurchmesser eine verstarkte Infiltration von neutrophilen Granulozyten
nachweisbar war. Der Effekt war dabei unabhangig von der Implantatgrofe.

Das zeitliche Auftreten der eosinophilen Granulozyten wahrend der akuten Entzin-
dungsreaktion im subkutanen Kapselgewebe war entgegen des Verlaufes in der
intramuskularen Fremdkorperkapsel mit den Ergebnissen von Bergsma et al. (1995)
vergleichbar. Die Autoren beobachteten unmittelbar nach Implantation eines Polymers
in das Subkutangewebe der Ratte eosinophile Granulozyten in der Implantatumge-
bung, die nach einer Woche nicht mehr nachweisbar waren.

Als Ursache flr die aufgefundenen Unterschiede in den Zellpopulationen bzw. in deren
zeitlichen Verlaufen zwischen intramuskularer und subkutaner Implantation muss ne-
ben einer unterschiedlich starken Gewebetraumatisierung wahrend des chirurgischen
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Eingriffes auch die Migration der Implantate in Betracht gezogen werden. Nach
subkutaner Implantation der drei Implantatmaterialien fiel bei der Implantatentnahme
unerwartet eine Abweichung der Lage im Vergleich zum urspringlichen Implantations-
ort auf. Nach Helton et al. (2011) wird die Migration von subkutanen Implantaten bei
der Ratte durch ihr dinnes, lockeres Haut- und Unterhautgewebe beglnstigt. Butler et
al. (2001) leiteten von der Migration subkutaner Implantate eine kontinuierliche Gewe-
betraumatisierung ab, welche zu Veranderungen in den Zellpopulationen der FBR
fuhren kann. Der Einfluss der Implantatmigration liel3 sich jedoch im Rahmen dieser
Arbeit nicht eindeutig bestimmen.

Das zeitlich verzogerte Auftreten der frihen Monozyten/Makrophagen in der intramus-
kularen Fremdkdrperkapsel kann mit der starkeren Gewebetraumatisierung und der
fehlenden Implantatmigration nach intramuskularer Implantation nicht erklart werden
und bedarf weiterer Untersuchungen.

Einfluss des Implantatmaterials

Wahrend sich in der intramuskularen Fremdkdrperkapsel vergleichbare zeitliche Ver-
laufe der Zellpopulationen zwischen den drei Implantatmaterialien darstellten, wurden
in der subkutanen Fremdkorperkapsel nach Implantation von Mg bei drei Zellpopulati-
onen signifikante Unterschiede im Vergleich zu PEEK und PS aufgefunden, die
mehrere aufeinander folgende Zeitpunkte betrafen. Bei der Beurteilung der aufgefun-
denen Materialunterschiede in der subkutanen Fremdkorperkapsel missen zwei
Effekte beachtet werden: die Korrosion der Mg-Implantate in vivo und die Migration
von Implantaten im Subkutangewebe. Diese beiden Effekte traten in Kombination nur
nach subkutaner Implantation auf, da nach intramuskularer Implantation keine Implan-
tatmigration beobachtet wurde. Es kann angenommen werden, dass die Migration der
korrodierenden Mg-Implantate von einem mechanischen Abrieb der Korrosions-
produkte begleitet wurde, der zu einer Zunahme der Oberflachenrauheit der Mg-
Implantate fuhrte und mit einer verstarkten Gewebetraumatisierung im Vergleich zu
den nicht resorbierbaren Implantatmaterialien einherging (Bontrager et al., 2014,
Butler et al., 2001).

In der subkutanen Fremdkorperkapsel zeigte sich fur die Mg-Implantate ein signifikant
erhohter Anteil der CD4-negativen Monozyten/Makrophagen an der Gesamtleukozy-
tenzahl am ersten und dritten postoperativen Tag im Vergleich zu PEEK und PS. Ein
initialer Anstieg dieser inflammatorischen Monozyten/Makrophagen konnte als ein Zei-
chen verstarkter Phagozytose von Zelltrummern und geschadigten Zellen gewertet
werden (Awojoodu et al., 2013). Jedoch ware bei den Mg-Implantaten nach Butler et
al. (2001) infolge einer migrationsbedingten Gewebetraumatisierung ein erhohter An-
teil der neutrophilen Granulozyten an der Gesamtleukozytenzahl im Vergleich zu
PEEK und PS zu erwarten gewesen, der in der vorliegenden Arbeit nicht auftrat. Daher
bleibt die Ursache des erhdhten Anteils der CD4-negativen Monozyten/Makrophagen
an der Gesamtleukozytenzahl am ersten und dritten postoperativen Tag nach subku-
taner Implantation von Mg unklar und bedarf weiteren Untersuchungen.

Des Weiteren stellte sich ein signifikant erhéhter Anteil der Mastzellen/NK-Zellen an
den lebenden Leukozyten an Tag 7 und 14 nach Implantation von Mg im Vergleich zu
den permanenten Polymeren dar. Wie bereits beschrieben, war eine Unterscheidung
von Mastzellen und NK-Zellen in der heterogenen Zellpopulation CD3-HIS48-CD4-
CD8a+ nicht maglich, wodurch der magnesiumspezifische Effekt keiner bestimmten
Zellpopulation zugeordnet werden konnte. Auch hier bedarf es einer weiteren Unter-
suchung.
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Daruber hinaus fiel in der subkutanen Fremdkdrperkapsel nach Implantation von Mg
ein signifikant verringerter Anteil der spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen an
den lebenden Leukozyten im Vergleich zu PEEK und PS wahrend der chronischen
Entzindungsreaktion auf. Wie bereits weiter oben beschrieben, sind die fruhen
Monozyten/Makrophagen und die spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen letzt-
lich als ineinander Ubergehende Populationen zu verstehen. Betrachtet man folglich
beide Populationen gemeinsam als Anteil aller Makrophagen an den Leukozyten der
Fremdkorperkapsel, so kdnnen die aufgefundenen Materialunterschiede der spaten
ein- und mehrkernigen Makrophagen als weniger bedeutsam angesehen werden,
denn nach Implantation von Mg war der Anteil der frihen Monozyten/Makrophagen zu
den spaten Zeitpunkten, wenn auch nicht signifikant, erhéht.

Zusatzlich zu den Erklarungsansatzen fur die aufgefundenen Materialunterschiede im
subkutanen Kapselgewebe stellten die gleichzeitig intramuskular fehlenden Material-
unterschiede ein weiteres Indiz fur die geringe Relevanz des subkutan beobachteten
materialspezifischen Effektes der Mg-Implantate dar.

5.3.5 Beurteilung der In-vivo-Korrosion von reinem Magnesium

Die verwendeten Mg-Implantate besal3en eine sehr hohe Reinheit, da die Verunreini-
gungen Eisen, Nickel und Kupfer unterhalb des jeweiligen Toleranzlimits lagen (Song
und Atrens, 1999). Die hohe Reinheit des Metalls ging mit einer niedrigen In-vivo-Kor-
rosionsgeschwindigkeit einher.

Verschiedene Studien belegen eine sehr unterschiedliche In-vivo-Korrosions-
geschwindigkeit fur reine Magnesiumimplantate (Agarwal et al., 2016; Myrissa et al.,
2016; Sanchez et al., 2014; Walker et al., 2012). Dabei muss beachtet werden, dass
die In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit unter anderem von der Reinheit des verwende-
ten Magnesiums sowie vom Implantationsgewebe abhangig ist (Willbold et al., 2013;
Willbold et al., 2011; Yang und Zhang, 2009; Zhang et al., 2009). In gut durchblutetem
Gewebe wie dem Knochenmark korrodiert Magnesium deutlich starker als im kompak-
ten Knochen und Muskelgewebe (Yang und Zhang, 2009; Zhang et al., 2009). Willbold
et al. (2013) beobachteten im Kaninchenmodell nach subkutaner Implantation einer
Magnesiumlegierung eine schnellere Korrosion als nach intramuskularer Implantation
aufgrund einer starkeren Durchblutung des Subkutangewebes. In der vorliegenden
Arbeit konnte der Einfluss des Implantationsgewebes auf die In-vivo-Korrosions-
geschwindigkeit der Mg-Implantate nicht bestatigt werden. Mit Ausnahme von Tag 7
nach Implantation lieRen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen subkutaner
und intramuskularer Implantation auffinden. Dies steht im Einklang mit den Ergebnis-
sen von Reifenrath et al. (2015), die nach subkutaner und intramuskularer Implantation
einer Magnesiumlegierung in Lewis Ratten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
in der In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit zwischen beiden Implantatlokalisationen be-
obachteten.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit anhand des Masseverlustes berechnete
geringe In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit der Mg-Implantate ist am ehesten mit den
Ergebnissen von Walker et al. (2012) vergleichbar, die reines Magnesium in Lewis
Ratten subkutan implantierten. Zu den frihen Untersuchungszeitpunkten flhrte die
gering oxidierte Oberflache der polierten Mg-Implantate zu einer erhdhten Geschwin-
digkeit der Korrosionsreaktion. Mit der Ausbildung einer Schutzschicht aus Magnesi-
umhydroxid auf der gesamten Metalloberflache verlangsamte und stabilisierte sich die
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initial hdhere In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit nach etwa zwei Wochen (Miura et al.,
2016; Willbold et al., 2011).

Die Auspragung von kleinen Gasblaschen in der Implantatumgebung korrelierte mit
der In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit der Mg-Implantate. Wie von verschiedenen
Studien beschrieben, nahmen die Gasansammlungen mit zunehmender Implantati-
onsdauer an beiden Implantatlokalisationen ab (Willbold et al., 2013; Witte et al., 2005;
Witte et al., 2007).

Insgesamt korrodierten die subkutan und intramuskular implantierten Mg-Implantate
mit einer niedrigen /n-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit, die zu einer klinisch kaum rele-
vanten Gasansammlung fuhrte und das Wohlbefinden der Versuchstiere nicht beein-
trachtigte.
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6. Schlussfolgerungen

Die etablierte durchflusszytometrische Analyse stellte ein geeignetes Werkzeug zur
Untersuchung der Kinetik der systemischen sowie der lokalen Immunantwort in den
ersten vier Wochen nach Implantation von Mg, PEEK und PS im Rattenmodell dar. Die
Durchflusszytometrie von Blut, Milz und Fremdkorperkapsel erlaubte in Erganzung zu
herkdbmmlichen Verfahren eine objektive, schnelle, quantitative sowie multiparametri-
sche Analyse der vorkommenden Leukozytenpopulationen auf Einzelzellebene.

In der vorliegenden Arbeit konnten mithilfe der Durchflusszytometrie erstmals die
Leukozyten im Gewebe der Fremdkorperkapsel nach Implantation verschiedener Bio-
materialien charakterisiert werden. Zudem wurden erstmals die zeitlichen Verlaufe der
Leukozytenpopulationen wahrend der FBR auf bioresorbierbares reines Magnesium
im Rattenmodell erfasst und detailliert dargestellt. Im Vergleich zu den permanenten
Implantatmaterialien zeigte sich hierbei fur die Mg-Implantate keine verstarkte lokale
Immunantwort. Somit konnte fur die beobachtete niedrige /n-vivo-Korrosionsgeschwin-
digkeit der Mg-Implantate ein Einfluss der Korrosion auf die Starke der FBR ausge-
schlossen werden. Insgesamt riefen die drei Implantatmaterialien eine vergleichbare,
milde lokale Immunantwort im untersuchten Zeitraum hervor.

Die analysierten Zellpopulationen im Blut befanden sich nach Implantation von PEEK,
PS und Mg Uber den gesamten Untersuchungszeitraum jeweils innerhalb des studien-
internen Referenzbereiches. Folglich konnte anhand der hamatologischen Parameter
eine subakute systemische Toxizitat fur alle drei Implantatmaterialien ausgeschlossen
werden. Die durchflusszytometrischen Ergebnisse der Milz standen hiermit im Ein-
klang.

Zusammenfassend legte die durchflusszytometrische Beurteilung der lokalen und sys-
temischen Effekte nach Implantation eine gute Biokompatibilitat der drei untersuchten
Biomaterialien nahe. Das erlangte Wissen uber die zellularen Mechanismen der FBR
auf reines Magnesium kann als Basis fur die Weiterentwicklung und Evaluierung
magnesiumbasierter, bioresorbierbarer Implantate dienen.

Mit der etablierten durchflusszytometrischen Methodik wurden folgende Besonderhei-
ten einzelner Zellpopulationen in Blut, Milz und Fremdkorperkapsel der Ratte erstmals
beschrieben:

— Bereits am dritten postoperativen Tag liel3en sich mehrkernige Makrophagen
in der Fremdkorperkapsel von PEEK nachweisen.

— Der Anteil der NK-Zellen an der Gesamtleukozytenzahl im Blut war wahrend
der gesamten Implantationsdauer von PEEK, PS und Mg verringert.

— Wahrend der akuten Entziindungsreaktion der FBR wurden Monozyten/Mak-
rophagen mit zytotoxischem Phanotyp (CD4+CD8a+) in der Fremdkdrperkap-
sel aufgefunden.

— Am ersten und dritten postoperativen Tag nach subkutaner Implantation von
Mg zeigte sich der prozentuale Anteil der CD4-negativen Monozyten/Makro-
phagen an der Gesamtleukozytenzahl im Vergleich zu PEEK und PS signifi-
kant erhoht.
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Aufgrund der subkutanen Implantatmigration und der nachfolgenden Kontamination
der Fremdkorperkapsel mit lymphatischem Gewebe ist fur die durchflusszytometrische
Untersuchung der Fremdkorperkapsel die intramuskulare gegentber der subkutanen
Implantation fur eine bessere Reproduzierbarkeit und Zuverlassigkeit der Ergebnisse
Zu bevorzugen.

Die Aussagekraft der durchflusszytometrischen Untersuchung der lokalen Immun-
antwort ist aufgrund der fehlenden Beurteilung der histopathologischen Veranderun-
gen des Gewebes in der Implantatumgebung limitiert. Um die lokale Gewebeantwort
umfassend bewerten zu konnen, ist eine histopathologische Untersuchung der
Fremdkorperkapsel weiterhin unerlasslich. Allerdings kann die etablierte durchfluss-
zytometrische Analyse der Fremdkorperkapsel, wenn sie fur ein schnelles In-vivo-
Screening der lokalen Effekte nach Implantation neuartiger Biomaterialien im
Weichgewebe eingesetzt wird, eine vielversprechende Alternative zur zeitaufwendigen
histopathologischen Beurteilung darstellen.
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Vergleich der Fremdkorperantwort auf permanente Implantate und bioresorbier-
bare reine Magnesiumimplantate mittels Durchflusszytometrie im Rattenmodell

Das Ziel dieser Arbeit war die durchflusszytometrische Untersuchung der Fremdkor-
perantwort (FBR) nach Implantation von reinem Magnesium (Mg) im Vergleich zu den
permanenten Biomaterialien Polyetheretherketon (PEEK) und Polystyrol (PS). Es
sollte erstmals die FBR auf reines Magnesium im zeitlichen Verlauf beschrieben und
detailliert dargestellt werden, wobei der Einfluss der /In-vivo-Korrosion auf die lokale
Immunantwort zu berucksichtigen war. Hierfir wurden die Aufarbeitung und die durch-
flusszytometrische Analyse der Fremdkorperkapsel im Tiermodell Ratte etabliert.
Zusatzlich sollten systemische Effekte nach Implantation der Materialien mittels
Durchflusszytometrie in Blut und Milz untersucht werden.

In 108 weibliche Lewis Ratten wurden unter Allgemeinanasthesie jeweils vier zylindri-
sche Implantate (Durchmesser 8 mm, Hohe 2 mm) eines Materials (PEEK, PS, Mg)
nach einer praoperativen Blutenthahme implantiert. Dabei erhielt jedes Tier zwei
subkutane und zwei intramuskulare Implantate. Am 1., 3., 7., 14., 21. und 28. post-
operativen Tag erfolgte unter erneuter Allgemeinanasthesie eine finale Blutentnahme
mit anschliefender Euthanasie der Tiere (n = 6 je Material und Zeitpunkt). Danach
wurden die Milz sowie die Implantate mit der umgebenden Fremdkdrperkapsel
entnommen. Zusatzlich wurden Gewebeproben aus der unmittelbaren Umgebung der
Fremdkorperkapseln zum Ausschluss einer bakteriellen Kontamination mittels quanti-
tativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RTQ-PCR) asserviert. Fur die durch-
flusszytometrische Untersuchung wurden aus Milz, Fremdkoérperkapsel sowie den
praoperativen und finalen Blutproben vitale Einzelzellsuspensionen gewonnen und mit
Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern gefarbt. Es wurde jeweils ein spezifisches
Antikorper-Panel fur Blut/Milz und Fremdkorperkapsel etabliert und verwendet. Die
Validierung der durchflusszytometrischen Analyse erfolgte mittels Zellsortierung,
Zytozentrifugation und histologischer Farbung. Fur die Mg-Implantate wurde nach Ent-
fernen der Korrosionsprodukte die In-vivo-Korrosionsgeschwindigkeit anhand des
Masseverlustes bestimmt. Die statistische Analyse der Zeitpunkt- und Materialgrup-
penvergleiche in Blut, Milz und Fremdkorperkapsel umfasste eine zweifaktorielle
Varianzanalyse, paarweise Vergleiche und eine Bonferroni-Holm-Prozedur.

Mithilfe der etablierten durchflusszytometrischen Analyse konnten die charakteristi-
schen Leukozytenpopulationen der FBR in der Fremdkorperkapsel identifiziert und
quantifiziert werden. Es zeigte sich der typische zeitliche Verlauf der FBR flr alle drei
Biomaterialien mit einer initialen Dominanz von neutrophilen Granulozyten begleitet
von einer zunehmenden Rekrutierung von Monozyten/Makrophagen in die Implantat-
umgebung. Wahrend der chronischen Entzindungsreaktion und der Fremdkorperre-
aktion dominierten ein- und mehrkernige Makrophagen sowie T-Lymphozyten in der
Fremdkorperkapsel. Signifikante Unterschiede zwischen Mg und den permanenten
Polymeren wurden ausschlie3lich nach subkutaner Implantation und nur fir folgende
Zellpopulationen aufgefunden: erhdhter Anteil der CD4-negativen Monozyten/Makro-
phagen an der Gesamtleukozytenzahl (Tag 1 und 3), erhdhter Anteil der Mastzel-
len/NK-Zellen an den lebenden Leukozyten (Tag 7 und 14) sowie verringerter Anteil
der spaten ein- und mehrkernigen Makrophagen an der Gesamtleukozytenzahl
(Tag 14 und 28). Die analysierten Zellpopulationen in den finalen Blutproben befanden

118



7. Zusammenfassung

sich nach Implantation von PEEK, PS und Mg Uber den gesamten Untersuchungszeit-
raum jeweils innerhalb des studieninternen Referenzbereiches (praoperative Blutpro-
ben). Die Materialgruppenvergleiche der Blutproben ergaben keine Unterschiede. In
der Milz zeigten sich fur die untersuchten Leukozytenpopulationen keine wesentlichen
Unterschiede zwischen den Zeitpunkten und den Implantatmaterialien. Wahrend der
ersten vier Wochen nach Implantation korrodierte Mg in vivo mit einer niedrigen
Korrosionsgeschwindigkeit begleitet von einer klinisch nicht relevanten Gasansamm-
lung an der Implantationsstelle. Eine bakterielle Kontamination der Kapselproben
wurde durch die RTQ-PCR ausgeschlossen.

Zusammenfassend riefen die drei Implantatmaterialien PEEK, PS und Mg eine ver-
gleichbare, milde lokale Immunantwort im untersuchten Zeitraum an beiden Implantat-
lokalisationen hervor. Die subkutan aufgefundenen materialspezifischen Effekte der
Mg-Implantate besalien nur eine geringe Relevanz. Eine systemische Immunantwort
infolge der Implantation konnte ausgeschlossen werden. Folglich hatte die In-vivo-
Korrosion der Mg-Implantate im Vergleich zu PEEK und PS keinen verstarkenden
Einfluss auf die FBR und verursachte keine systemische Immunantwort. Insgesamt
legte die durchflusszytometrische Beurteilung der lokalen und systemischen Effekte
nach Implantation eine gute Biokompatibilitat von PEEK, PS und Mg nahe. Hierbei
stellte die etablierte durchflusszytometrische Analyse ein geeignetes Werkzeug zur
Untersuchung der Kinetik der systemischen und lokalen Immunantwort in den ersten
vier Wochen nach Implantation von Mg, PEEK und PS im Rattenmodell dar.

119



8. Summary

8. Summary

Comparison of the foreign body response to permanent implants and bioresorb-
able pure magnesium implants using flow cytometry in a rat model

The objective of the study was the flow cytometric analysis of the foreign body
response (FBR) after implantation of pure magnesium (Mg) compared to the perma-
nent biomaterials polyetheretherketone (PEEK) and polystyrene (PS). For the first
time, the FBR to pure magnesium implants ought to be described in detail over time,
considering the impact of the in vivo corrosion on the local immune response. For this
purpose, the processing and the flow cytometric analysis of the foreign body capsule
in the rat animal model were established. In addition, systemic effects were examined
in blood and spleen after implantation of the biomaterials using flow cytometry.

Under general anesthesia, 108 female Lewis rats were included to implant four cylin-
drical implants (diameter 8 mm, height 2 mm) of a material (PEEK, PS, Mg) after taking
a preoperative blood sample. In each animal two implants were placed subcutaneously
and two implants intramuscularly. On day 1, 3, 7, 14, 21 and 28 following implantation,
under general anesthesia, a final blood sampling with subsequent euthanasia of the
animals took place (n = 6 per material and time). The spleen and the implants were
removed afterwards with the surrounding foreign body capsule. In addition, tissue sam-
ples from the immediate vicinity of the foreign body capsules were taken to exclude
bacterial contamination by quantitative real-time polymerase chain reaction (RTQ-
PCR). For the flow cytometric analysis, vital single-cell suspensions were obtained
from spleen, foreign body capsule as well as from the preoperative and final blood
samples and then stained with fluorochrome labeled antibodies. In each case, a
specific antibody panel for blood/spleen and foreign body capsule analysis was estab-
lished and used. The validation of the flow cytometric analysis was performed by cell
sorting, cytocentrifugation and histological staining. For the Mg implants, the in vivo
corrosion rate was calculated using the weight loss method after removal of the corro-
sion products. Statistical analysis of time and material group comparisons in blood,
spleen and foreign body capsule included a two-way analysis of variance, pairwise
comparisons and a Bonferroni-Holm method.

Using the established flow cytometric analysis, the characteristic leukocyte populations
of the FBR in the foreign body capsule could be identified and quantified. The typical
time course of the FBR was shown for all three biomaterials with an initial peak of
neutrophils accompanied by an increasing recruitment of monocytes/macrophages
into the implant environment. In the chronic inflammatory response and the foreign
body reaction, mononuclear and multinuclear macrophages as well as T cells were
dominant in the foreign body capsule. Significant differences between Mg and the
permanent polymers were found exclusively after subcutaneous implantation and only
for the following cell populations: increased proportion of CD4-negative mono-
cytes/macrophages of total leukocyte count (day 1 and 3), increased proportion of
mast cells/NK cells of living leukocytes (day 7 and 14) and reduced proportion of late
mononuclear and polynuclear macrophages of total leukocyte count (day 14 and 28).
After implantation of PEEK, PS and Mg, the analyzed cell populations in the final blood
samples were within the generated reference range of the preoperative blood samples
throughout the course of the study. The material group comparisons of the blood
samples did not show significant differences. In the spleen, there were no substantial
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differences over time and between implant materials for the examined leukocyte
populations. Within the first four weeks after implantation, Mg corroded in vivo with
a low corrosion rate accompanied by a clinically irrelevant gas accumulation at
the implant site. Bacterial contamination of capsule samples was excluded by RTQ-
PCR.

In summary, the three implant materials showed a comparable, mild local immune
response throughout the course of the study at both implant sites. The subcutaneously
discovered material-specific effects of the Mg implants had only limited relevance. A
systemic immune response due to implantation could be ruled out. Consequently, the
in vivo corrosion of the Mg implants did not exert a potent influence on the FBR com-
pared to PEEK and PS and did not cause a systemic immune response. Overall, the
flow cytometric assessment of local and systemic effects after implantation suggested
a good biocompatibility of PEEK, PS, and Mg. The established flow cytometric analysis
proved to be a suitable tool to study the kinetics of systemic and local immune re-
sponses in the first four weeks after implantation of Mg, PEEK, and PS in the rat model.
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10. Anhang

10.1 Materialien

Tab. A1: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller

10X RBC Lysis Buffer (Multi-species) eBioscience (Thermo Fisher Scientific Inc.)
Aqua dest. Charité — Universitatsmedizin Berlin

Argon 5.0 Linde AG

Chlorophorm-d Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Merck KGaA)
Chrom(VI)-oxid-Lésung 20 % zur Analyse Bernd Kraft GmbH

Collagenase P Roche Diagnostics GmbH

DAPI AnaSpec Inc.

Deoxyribonuclease | from bovine pancreas (D5025) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Merck KGaA)

DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (1X) Gibco® (Thermo Fisher Scientific Inc.)
(ohne Calcium, ohne Magnesium)

Escherichia coli (Stamm TG1) Lucigen Corporation

Ethanol 100 % Merck KGaA

FBS Superior Biochrom GmbH (Merck KGaA)

Flow Cytometry Staining Buffer (FACS-Puffer) eBioscience (Thermo Fisher Scientific Inc.)

Glykogen (RNA Qualitat) ;I'he)rmo Scientific (Thermo Fisher Scientific
nc.

Haema-Schnellfarbesatz (Diff-Quick) Labor + Technik Eberhard Lehmann GmbH

HEPES (H4034) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Merck KGaA)

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit ,IApp)Iied Biosystems (Thermo Fisher Scientific
nc.

Hyaluronidase from bovine testes Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Merck KGaA)

(Type IV-S) (H3884)

Immersionsol Carl Zeiss Microscopy GmbH

Isopropanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Merck KGaA)

LightCycler® 480 SYBR Green | Master Kit, Roche Diagnostics GmbH

2x konzentriert

Natriumchloridldsung 0,9 % B. Braun Melsungen AG

Natriumpyruvat (A4859) AppliChem GmbH

NucleoSpin® RNA Plus Kit Macherey-Nagel GmbH & Co. KG

RNase AWAY® Molecular BioProducts Inc.

Sauerstoff Linde AG
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Chemikalie Hersteller

Sterilium® classic pure Handedesinfektionsmittel BODE Chemie GmbH (Paul Hartmann AG)

TRIzol® Reagenz Ambion® (Thermo Fisher Scientific Inc.)

Trypanblau (Trypan Blue Solution) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Merck KGaA)

Tab. A2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

C-Chip Einweg-Zahlkammer (Neubauer improved
Zahlkammer)

Cytotrager, 1 Kreis, beschichtet

DNA LoBindTube 1,5 mi

DNA Low Binding Reagiergefafe 1,5 ml
EASY Cellfunnel® Single mit weilker Filterkarte
Einmal-Pasteurpipette 3,5 ml
Einmal-Sicherheitsskalpell 21

Einmal-Spritze 2-teilig (2 ml, 5 ml, 10 ml)
Einmal-Untersuchungs-Handschuhe
Konische Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)
Lithium-Heparin Blutréhrchen 2 ml
Lithium-Heparin Mikro-Probengefalt 1,3 ml
Microseal® 'B' Klebefolie

NucleoSpin® RNA Plus Kit

PCR 96-well Mikroplatte

Rundboden-Réhrchen 5 ml, mit in der Kappe inte-
griertem Zellsieb (35 ym)

Safe-Lock Tubes (0,5 ml, 1,5 ml)
Serologische Pipette (10 ml, 25 ml)
Zellkulturschale (35x10 mm, 100x20 mm)
Zellsieb (40 ym, 100 pm)

Biochrom GmbH (Merck KGaA)

Tharmac GmbH

Eppendorf AG

Sarstedt AG & Co.

Tharmac GmbH

Sarstedt AG & Co.

B. Braun Melsungen AG

B. Braun Melsungen AG

B. Braun Melsungen AG
Falcon® (Corning Incorporated)
BD (Beckton Dickinson)
Sarstedt AG & Co.

Bio-Rad Laboratories
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
Axygen® (Corning Incorporated)

Falcon® (Corning Incorporated)

Eppendorf AG
Falcon® (Corning Incorporated)
Falcon® (Corning Incorporated)

Falcon® (Corning Incorporated)

137



10. Anhang

Tab. A3: Hergestellte Puffer

Puffer

Phosphatpuffer
Erythrozyten-Lyse-Puffer

Kollagenase-Puffer

2 % FBS in DPBS
10 % ,10X RBC Lysis Buffer (Multi-species)” in Aqua dest.

DPBS/2 %FBS

+ 2,3 U/mg Collagenase P

+ 2,0 mg/ml Deoxyribonuclease | from bovine pancreas (>4000 KU/ml)
+ 0,24 g/ml HEPES

+ 2,5 mg/ml Hyaluronidase from bovine testes (Type IV-S)

+ 11,5 mg/ml Natriumpyruvat

Tab. A4: Verwendete Geréte

Gerat

Typ

Hersteller

Durchflusszytometer

Elektronische Analyse- und
Prazisionswaage

Exsikkator
Gefrierschrank (=80 °C)

Glovebox

Homogenisator (Crush-Kit)

Inkubator

Kihl- und Gefrierschrank
Lichtmikroskop

Lichtmikroskop mit Kamera

Nanophotometer

Pipette 10 pl, 20 pl, 200 pl,
1000 pl

Pipettierhilfe
Thermocycler
Thermocycler
Tischzentrifuge
Vortex-Schittler
Zellsortiergerat

Zentrifuge

MACSQuant Analyzer 10

Software Version 2.4.1229.1
und 2.6.1517.13814

Typ S-64 (Ablesbarkeit
d =0,1 mg)

Heracell 150

CU 3503
Leica DM IL

Leica DMRB
Zeiss AxioCam MRc

NanoPhotometer® P360
Eppendorf Research® plus

Pipetboy

LightCycler® 480 Il
Mastercycler® Gradient
Centrifuge 5415 R
Vortex-Genie® 2

BD FACSAria Il SORP
Allegra X-15R Centrifuge
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Miltenyi Biotec GmbH

Denver Instrument GmbH (Sartorius
AG)/BeWa-tec

Carl Roth GmbH + Co. KG

Thermo Scientific (Thermo Fisher
Scientific Inc.)

GS Glovebox Systemtechnik GmbH

Centrum Wissenschaftliche Werk-
statten (CVK, Charité — Universitats-
medizin Berlin)

Thermo Scientific (Thermo Fisher
Scientific Inc.)

Liebherr
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Carl Zeiss Microscopy GmbH

Implen GmbH
Eppendorf AG

INTEGRA Biosciences GmbH
Roche Diagnostics GmbH
Eppendorf AG

Eppendorf AG

Scientific Industries Inc.

BD Biosciences

Beckman Coulter Life Sciences
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Gerat Typ

Hersteller

Zytozentrifuge
zentrifuge

Shandon Cytospin® 4 Zyto-

Thermo Scientific (Thermo Fisher
Scientific Inc.)

Tab. A5: Tierexperimentelle Materialien und Geréte

Material / Gerat

Hersteller

Abdecktuch SK 2-lagig 75x90 cm

Anatomische Pinzette
Einmal-OP-Handschuhe
Einweg-OP-Haube

Einweg-OP-Maske
Einmal-Sicherheitsskalpell 21
Einmal-Spritze 2-teilig (2 ml, 5 ml, 10 ml)
Feindosierungsspritze 1 ml
Infrarot-Warmestrahlgerat

Mullkompressen Set (10x10 cm)

Nadelhalter
Nahtmaterial (Vicryl 5-0)

Narkosebox

Narkosegerat (Sulla 808)

Narkosemaske (Tiermaske)

Pinzette (Plastik)
Praparierschere
Prazisionswaage (PCB 1000)
Schermaschine (GT410 Vega)

Sterican® Einmal-Standardkaniile (20G x 1 5,
22G x 1 V4, 24G x 1)

Vapor 19.3 fir Isofluran

Vlieskompressen

Warmematte

Wundhaken

Charité — Universitatsmedizin Berlin (Hubei Haige
Medical Instrument Co.)

Aesculap AG (B. Braun Melsungen AG)
Ansell Healthcare LLC

Farstar medical GmbH

Paul Hartmann AG

B. Braun Melsungen AG

B. Braun Melsungen AG

B. Braun Melsungen AG

Albert Kerbl GmbH

Charité — Universitatsmedizin Berlin (Hubei Haige
Medical Instrument Co.)

Aesculap AG (B. Braun Melsungen AG)

Ethicon Deutschland (Johnson & Johnson Medical
GmbH)

Centrum Wissenschaftliche Werkstatten (CVK,
Charité — Universitatsmedizin Berlin)

Dragerwerk AG & Co. KGaA

Centrum Wissenschaftliche Werkstatten (CVK,
Charité — Universitdtsmedizin Berlin)

VITLAB GmbH

Aesculap AG (B. Braun Melsungen AG)
Kern & Sohn GmbH

Aesculap AG (B. Braun Melsungen AG)
B. Braun Melsungen AG

Dragerwerk AG & Co. KGaA

Charité — Universitatsmedizin Berlin (Hubei Haige
Medical Instrument Co.)

Labotect Labor-Technik-Géttingen GmbH
Aesculap AG (B. Braun Melsungen AG)
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Tab. A6: Verwendete Computerprogramme

Software

Hersteller

AxioVision (Version 4.8.2)

EndNote X8.2

FlowJo (Version 9.7.6)

LightCycler® 480 Software (Version 1.5.1)
Lightroom 6

MACSQuantify Software (Version 2.4 und 2.6)
Microsoft® Excel 2016 (Version 16.0)
Microsoft® Word 2016 (Version 16.0)
Photoshop Elements 15

SPSS Statistics (Version 22.0)

Carl Zeiss Microscopy GmbH

Thomson Reuters
FlowJo LLC

Roche Diagnostics GmbH

Adobe Systems

Miltenyi Biotec GmbH

Microsoft
Microsoft
Adobe Systems
IBM

Tab. A7: Hergestellte Aliquots

Aliquots

Deoxyribonuclease 200 pl Aliquots aus 4,7 mg Deoxyribonuclease in 2,35 ml NaCl
HEPES 100 pl Aliquots aus 0,715 g HEPES in 3 ml H20
Hyaluronidase 100 pl Aliquots aus 0,01 g Hyaluronidase in 4 ml DPBS
Natriumpyruvat 100 pl Aliquots aus 0,0575 g Natriumpyruvat in 5 ml DPBS

Tab. A8: Verwendete Isotyp-Kontrollen

Bezeichnung Klon Isotyp Verdun-  Hersteller
nung

Mouse IgG1 K Isotype Control P3.6.2.8.1 Mouse IgG1, kappa 1:50 eBioscience

eFluor 450

Mouse IgG2a K Isotype Control eBM2a Mouse IgG2a, kappa  1:400 eBioscience

PerCP-EFluor 710

Mouse 1gG1 K Isotype Control P3.6.2.8.1 Mouse IgG1, kappa 1:400 eBioscience

PE-Cyanine7

Mouse IgM Isotype Control eMM15 Mouse IgM, kappa 1:200 eBioscience

FITC

Mouse IgG2a K Isotype Control eBM2a Mouse IgG2a, kappa 1:10 bzw. eBioscience

PE 1:200

Rat IgG2b K Isotype Control eB149/10H5 Rat IgG2b, kappa 1:50 eBioscience

APC-eFluor 780
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10.2 Postoperative Uberwachungsbogen

Uberwachungsbogen fiir Doktoranden

Merkmale:

Punktevergabe:

allgemeine
Abbruchkriterien:

zusatzlich Erfassung von:

Isolation / Augentrénen / Kérperhaltung / Piloerektion / Lahmheit

Jedes Merkmal wird in den ersten drei postoperativen Tagen einzeln beur-
teilt und mit O bis 3 Punkten bewertet.

Die einzelnen Punkte werden addiert. Ab einem Punktewert von 4 erfolgt
die Einleitung medikamentdser Therapie, bei 8 oder mehr erfolgt der Ab-
bruch durch sofortige Euthanasie.

Der Allgemeinzustand wird beschreibend bewertet (gut, leicht reduziert,
deutlich reduziert, schlecht).

Auspragung Punkte

nicht vorhanden 0

leicht 1
mittel 2
schwer 3

deutlich reduzierter Allgemeinzustand (Somnolenz), eingesunkene Augen,
Dyspnoe, Seitenlage, offene Wunden, Gewichtsverlust groRer 20 %, Mus-
kelatrophie

Trinkmenge, Kérpermasse 1x/Woche, Medikation, Besonderheiten
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Uberwachungsbogen fiir Tierpfleger

Score fir die Tiermodelle aus dem Tierversuch:
.Biokompatibilitdt magnesiumbasierter Implantatmaterialien*

Der im Anschluss aufgefiihrte Score fiir dieses Versuchsvorhaben wurde in Zusammenarbeit mit der
Tierschutzbeauftragten der Tierexperimentellen Abteilung am Campus Virchow-Klinikum der
Charité — Universitatsmedizin Berlin erarbeitet.

Uberwachung der Tiere:

Die Tiere werden postoperativ unter standiger Beobachtung gehalten, bis sie vollstandig aufgewacht
sind. Erst jetzt werden sie wieder in den Stall verbracht.

Es finden in den ersten drei postoperativen Tagen taglich und anschlielend mindestens wdchentlich
Kontrollen durch einen Tierarzt statt. Weiterhin werden die Tiere vom Tierpflegepersonal der Versuchs-
tiereinrichtung der Charité beobachtet. Das Tierpflegepersonal ist ausgebildet und in der Lage, die Tiere
bei Erreichen der Abbruchkriterien schmerzlos zu téten. Die Tierpfleger kontrollieren die Tiere mehrmals
taglich und kdnnen in dieser Zeit immer einen Tierarzt erreichen. Neben Herrn Michael Meililer, der als
Tierarzt in der tierexperimentellen Einrichtung verantwortlich ist, stehen in diesem Projekt Frau Tanja
Schmidt und Frau Katharina Schmidt-Bleek als Tierarzte und Ansprechpartner zur Verfigung. lhre
Kontaktdaten werden auf den Score-Sheets im Tierhaltungsraum verzeichnet sein.

Anweisungen:
Score —: ohne besonderen Befund
Score A: bei taglicher Visite besprechen/ Riicksprache Tierpfleger und Tierarzt

Score B: Tierpfleger muss sofort den Tierarzt benachrichtigen. Nach Beurteilung der pathophysio-
logischen und klinischen Ausbildung der Symptome wird der Tierarzt lege artis handeln,
wenn eine Leidensminderung und die Aufrechterhaltung der wissenschaftlichen Aus-
sagekraft moglich sind.

Intervention: Nach Diagnosefindung wird anhand der Symptome entschieden:
Schmerz = Analgesie, Infektion = Antibiose, Kreislauf = Infusionstherapie

Score C: Sinnvolle Fortfiilhrung des Versuches ist nicht gegeben, ein Therapieerfolg ist fraglich
und nur unter extremer Belastung fiir das Tier verwirklichbar. Hier hat die sofortige
Euthanasie des betroffenen Tieres zu erfolgen.

Spezielle Haltungs- und Pflegemaf3nahmen sind bei normalem Versuchsablauf nicht vorgesehen. Die
Tierarzte konnen kurzfristig notwendige Haltungs- und PflegemaRnahmen vornehmen und die
Gewichtskontrolle bei auffalligen Tieren in taglichen Intervallen anordnen.

Kritische Zeitpunkte bestehen flr das Tier direkt postoperativ. Wahrend dieser Zeit sind sie unter tier-
arztlicher Beobachtung.

Symptome Score

Ohne besonderen Befund

verminderte Fellpflege
verklebte Augen bzw. Nase
Piloerektion

Fell struppig

Tier vermeidet Bewegung
Lahmheit
Entlastung einer Gliedmale im Stand

W WwWww > > > >

gekrimmte Korperhaltung
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Symptome Score
Tier isoliert sich B
Apathie B
Verminderte Futteraufnahme, Gewichtsverlust 5-15 % B
Benagen der Wunde B
Sekretion aus Wunde B
deutliche Wundschwellung B
Gasbildung unter der Haut B
Nahtdehiszenz ohne klaffende Wunde B
Allgemeinzustand deutlich reduziert (Somnolenz) C
Augen eingesunken C
Dyspnoe C
Seitenlage C
Offene Wundverhaltnisse, klaffende Wunde C
Kachexie (Gewichtsverlust >20 %, keine Fettdepots mehr C

vorhanden, Hervortreten der Beckenknochen, Einsinken der
Augapfel)

Muskelatrophie C

Abbruchkriterien: Beim Eintreten von Symptomen der Score-Kategorie C ist das Tier sofort zu
euthanasieren.

Bei Auftreten von mehreren Symptomen der Score-Kategorie A oder einem Symptom der Score-
Kategorie B sofortige Verstandigung des Tierarztes.

10.3 Plausibilitatskriterien
Far die Auswertbarkeit der Proben mussten folgende Plausibilitatskriterien vollstandig
erfullt werden:

— ausreichende Menge an Probenmaterial,

— ausreichende Anzahl vitaler Zellen,

— durchflusszytometrische Trennbarkeit der Zellpopulationen,

— korrekte durchflusszytometrische Farbung.
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10.4 Ausgeschlossene Proben

Tab. A9: Ausgeschlossene Proben

Tier Implantat- Zeit- Proben- Ausschlusskriterium
material punkt material
6 PS OoP Blut unzureichende Menge Probenmaterial (Koagulation)
7 PEEK OoP Blut unzureichende Menge Probenmaterial (Koagulation)
8 PEEK OoP Blut unzureichende Menge Probenmaterial (Koagulation)
10 PEEK OP Blut unzureichende Menge Probenmaterial (Koagulation)
14 PEEK OoP Blut unzureichende Menge Probenmaterial (Koagulation)
22 PS OP Blut unzureichende Menge Probenmaterial (Koagulation)
23 PEEK OoP Blut unzureichende Menge Probenmaterial (Koagulation)
58 Mg OP Blut unzureichende Menge Probenmaterial (Koagulation)
9 PEEK 3 Blut unzureichende Menge Probenmaterial (Koagulation)
14 PEEK 3 Blut unzureichende Menge Probenmaterial (Koagulation)
97 Mg 3 Blut unzureichende Menge Probenmaterial (Koagulation)
27 PS 7 Blut unzureichende Menge Probenmaterial (Koagulation)
85 Mg 14 Blut unzureichende Menge Probenmaterial (Koagulation)
11 PEEK 7 Milz unzureichende Zahl vitaler Zellen (Probleme bei der
Probenaufarbeitung)

145 PEEK 1 Kapsel s.c. statistischer Ausreier

151 PS 1 Kapsel s.c. Kontamination mit lymphatischem Gewebe

120 Mg 1 Kapsel s.c. Kontamination mit lymphatischem Gewebe

117 Mg 3 Kapsel s.c. Kontamination mit lymphatischem Gewebe

118 Mg 3 Kapsel s.c. Kontamination mit lymphatischem Gewebe

25 PS 7 Kapsel s.c. Kontamination mit lymphatischem Gewebe

28 PS 7 Kapsel s.c. Kontamination mit lymphatischem Gewebe

20 Mg 21 Kapsel s.c. Kontamination mit lymphatischem Gewebe

62 PEEK 28 Kapsel s.c. Kontamination mit lymphatischem Gewebe

33 PS 28 Kapsel s.c. Kontamination mit lymphatischem Gewebe

135 Mg 3 Kapsel i.m. statistischer Ausreifer

14 PEEK 3 Kapsel i.m. unzureichende Zahl vitaler Zellen (Probleme bei der

Probengewinnung und -aufarbeitung)
5 PS 14 Kapsel i.m. unzureichende Zahl vitaler Zellen (Probleme bei der

Probengewinnung und -aufarbeitung)

PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, OP = prdoperative Probe,
S.c. = subkutan, i.m. = intramuskulér
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10.5 Signifikanztabellen

Tab. A10: Zeitpunktvergleiche der durchflusszytometrischen Ergebnisse im Blut: p-Werte und
Signifikanzen der Post-hoc-Tests (Mann-Whitney-U-Test) nach Bonferroni-Holm-Prozedur bei gege-
bener Signifikanz auf Faktorebene (Tab. 18), Stichprobenumfang siehe Tab. 12

Tag Tag Tag

Vergleich der Zeitpunkte 1/3 117 1728
lebende Leukozyten / ul Vollblut n.s. n.s. n.s.
CD3+CD4+' 0,01 0,004 n.s.

ﬁ CD3-CD11bc+HIS48low’ n.s. n.s. n.s.

IEILJ CD3-CD11bc+HIS48med’ 0,01 0,009 0,041
CD3-CD11bc+HIS48high’ n.s. n.s. n.s.
CD3-CD11bc-HIS48-' n.s. n.s. n.s
lebende Leukozyten / ul Vollblut n.s. n.s. n.s
CD3+CD4+' n.s. n.s. n.s.

v CD3-CD11bc+HIS48low’ n.s. n.s. n.s

% CD3-CD11bc+HIS48med! n.s. n.s. n.s
CD3-CD11bc+HIS48high’ n.s. n.s. n.s.
CD3-CD11bc-HIS48- n.s. n.s. 0,009
lebende Leukozyten / ul Vollblut n.s. n.s. n.s.
CD3+CD4+' n.s. n.s. n.s.

o CD3-CD11bc+HIS48low’ n.s. 0,015 n.s.

= CD3-CD11bc+HIS48med’ n.s. n.s. n.s.
CD3-CD11bc+HIS48high’ 0,004 0,002 0,015
CD3-CD11bc-HIS48-" n.s. n.s. n. s.

1% an lebenden Leukozyten, PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium,
n. s. = nicht signifikant (p > 0,05)

Tab. A11: Materialgruppenvergleiche der durchflusszytometrischen Ergebnisse im Blut: p-Werte
und Signifikanzen der Post-hoc-Tests (Mann-Whitney-U-Test) nach Bonferroni-Holm-Prozedur bei ge-
gebener Signifikanz auf Faktorebene (Tab. 18), Stichprobenumfang siehe Tab. 12

Vergleich der Materialien PEEK / PS PEEK / Mg PS /Mg
o CD3+CD8a+! n.s. n.s. n.s.
© —

a CD3-CD11bc+HIS48low’ n.s. n.s. 0,015
o CD3+CD8a+! n.s. n.s. n.s.
8 o

CD3-CD11bc+HIS48low’ n.s. n.s. n.s.
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Vergleich der Materialien PEEK / PS PEEK / Mg PS /Mg
o CD3+CD8a+! n.s. 0,002 n.s.
8~

CD3-CD11bc+HIS48low’ n.s. n.s. n.s.
o . CD3+CD8a+! n.s. n.s. n.s.
g
= CD3-CD11bc+HIS48low’ n.s. n.s. n.s.
o _ CD3+CD8a+! n.s. n.s. n.s.
AL

CD3-CD11bc+HIS48low’ n.s. n.s. n. s.
o .. CD3+CD8a+! n.s. n.s. n.s.
X
= CD3-CD11bc+HIS48low’ n.s. n.s. n.s.

1% an lebenden Leukozyten, PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium,
n. s. = nicht signifikant (p > 0,05)

Tab. A12: Zeitpunktvergleiche der durchflusszytometrischen Ergebnisse der Milz: p-Werte und
Signifikanzen der Post-hoc-Tests (Mann-Whitney-U-Test) nach Bonferroni-Holm-Prozedur bei gege-
bener Signifikanz auf Faktorebene (Tab. 19), Stichprobenumfang siehe Tab. 13

Vergleich der Zeitpunkte 1-6;93 :II"7197 1T/a§8
lebende Leukozyten / Milz n.s. n.s. n.s.
CD3+CD4+! n.s. n.s. n. s.

« CD3+CD8a+' n.s. n.s. n.s.
Il CD3-CD11bc+HIS48low' n. s. 0,004 n.s.
- CD3-CD11bc+HIS48high’ 0,002 0,004 0,002
CD3-CD11bc+HIS48- n.s. n.s. 0,009
CD3-CD11bc-HIS48-" n. s. n. s. n. s.
lebende Leukozyten / Milz n.s. n.s. n.s.
CD3+CD4+’ n.s. n.s. 0,002
CD3+CD8a+' n.s. n.s. n.s.
?  cD3-CD11bc+HIS48Iow' n.s. n.s. n.s
CD3-CD11bc+HIS48high’ 0,009 0,015 0,002
CD3-CD11bc+HIS48- n.s. n.s. n.s.
CD3-CD11bc-HIS48-" n.s. n.s. 0,004
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Vergleich der Zeitpunkte 1-5;93 ;I'z;lg? 1T/a298
lebende Leukozyten / Milz n.s. n.s. n.s.
CD3+CD4+' n.s. n.s. n.s.
CD3+CD8a+' n.s. n.s. n.s.

= CD3-CD11bc+HIS48low! 0,015 n. s. n.s.
CD3-CD’|1bC+H|S48high1 0,002 0,002 0,004
CD3-CD11bc+HIS48-! n.s. n.s. n.s.
CD3-CD11bc-HI1S48-' 0,002 0,009 0,002

1% an lebenden Leukozyten, PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium,
n. s. = nicht signifikant (p > 0,05)

Tab. A13: Materialgruppenvergleiche der durchflusszytometrischen Ergebnisse der Milz: p-Werte
und Signifikanzen der Post-hoc-Tests (Mann-Whitney-U-Test) nach Bonferroni-Holm-Prozedur bei ge-
gebener Signifikanz auf Faktorebene (Tab. 19), Stichprobenumfang siehe Tab. 13

Vergleich der Materialien PEEK / PS PEEK / Mg PS /Mg
Tag 1 CD3+CD4+! n.s. n.s. n.s.
Tag 3 CD3+CD4+! n.s. n.s. n.s.
Tag 7 CD3+CD4+! n.s. n.s. n.s.
Tag 14 CD3+CD4+! n.s. n.s. 0,004
Tag 21 CD3+CD4+! n.s. n.s. n.s.
Tag 28 CD3+CD4+! n.s. n.s. n.s.

1% an lebenden Leukozyten, PEEK = Polyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium,
n. s. = nicht signifikant (p > 0,05)

Tab. A14: Zeitpunktvergleiche der durchflusszytometrischen Ergebnisse der subkutanen Fremd-
kdrperkapsel: p-Werte und Signifikanzen der Post-hoc-Tests (Mann-Whitney-U-Test) nach Bonferroni-
Holm-Prozedur bei gegebener Signifikanz auf Faktorebene (Tab. 20), Stichprobenumfang siehe

Tab. 14

Tag Tag Tag Tag Tag Tag
1/3 117 1/14 1/28 3/7 71/28

lebende Leukozyten / Kapsel s.c. n.s. 0,004 0,009 0,008 n.s. n.s.

Vergleich der Zeitpunkte

CD3+CD4+! 0,004 0,004 0,004 0,008 n.s. n.s.
CD3+CD8a+' 0,009 0,004 0,004 0,008 n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSChigh' 0,004 0,004 0,004 0,008 0,041 0,004
5 CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n.s. n.s. 0,004 0008 n.s. 0009
E CD3-HIS48+CD4dimSSChigh' n.s. 0,009 n.s. 0,008 n.s. 0,004
CD3-HIS48+CD4+' n.s. 0004 0,004 0,008 0,002 0,004
CD3-HIS48+CD4+CD8a+? 0,004 0,004 0,004 0,008 0,002 0017
CD3-HIS48+CD4+HIS36+2 n.s. 0004 0,004 0,008 0002 n.s.
CD3-HIS48dimCD4+’ 0,004 0,004 0,004 0,008 0,002 0,004

147



10. Anhang

Tag Tag Tag Tag Tag Tag

Vergleich der Zeitpunkte 1/3  1/7 1/14 1/28 3/7 7/28

CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 n.s. n.s. 0,004 0,008 0,015 0,004
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' 0,004 0,004 0,004 0,008 n.s. 0,017
CD3-HIS48-CD4-CD8a-' 0,004 0,004 0,004 0,008 n.s n.s.
lebende Leukozyten / Kapsel s.c. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s n.s.
CD3+CD4+! n.s. n.s. n.s. n.s. n.s n.s.
CD3+CD8a+' n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSChigh' 0,004 0,016 0,004 0,008 n.s 0,016
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n.s. n.s. 0,004 0,008 n.s n.s.
CD3-HIS48+CD4dimSSChigh’ n.s. n.s. 0,004 0,008 n.s. n.s.
vy CD3-HIS48+CD4+' 0,017 0,032 0,004 0,008 0,01 0,016
o CD3-HIS48+CD4+CD8a+? 0,004 0,016 0,004 0,008 0,01 n.s.
CD3-HIS48+CD4+HIS36+2 n.s. n.s. 0,009 0,008 0,01 n.s.
CD3-HIS48dimCD4+’ 0,004 0,016 0,004 0,008 0,01 n.s.
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 n.s. n.s. 0,004 0,008 0,01 0,016
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' n.s. n.s. n.s. 0,008 n.s n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a-' n. s. n. s. n. s. n. s. n.s n. s.
lebende Leukozyten / Kapsel s.c. n.s. n.s. 0,004 0,004 n.s. 0,002
CD3+CD4+! n.s. n.s. 0,009 0,004 n.s 0,002
CD3+CD8a+' n.s. 0009 n.s. 0004 n.s n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSChigh' 0,016 0,004 0,004 0,004 n.s. n.s
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n.s. 0,004 0,004 n.s. 0,01 n.s
CD3-HIS48+CD4dimSSChigh' n.s. n.s. 0,004 0,004 n.s. n.s.
o CD3-HIS48+CD4+' 0,016 0,004 0,004 0,009 0,01 n.s
= CD3-HIS48+CD4+CD8a+? n.s. 0,004 0,004 0,004 0,01 n.s
CD3-HIS48+CD4+HIS36+2 n.s. 0,004 0,004 0,004 0,01 n.s.
CD3-HIS48dimCD4+’ 0,016 0,004 0,004 0,004 0,01 0,041
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+° 0,016 n.s. 0,004 0,004 0,01 0,002
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+3 n.s. n.s. 0,004 n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' 0,016 0,004 0,004 n.s. 0,01 n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a-' n.s. n.s. 0,004 n.s. n.s. n.s.

1% an lebenden Leukozyten, 2 % an CD3-HIS48+CD4+, 3 % an CD3-HIS48dimCD4+, PEEK = Po-
lyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, n. s. = nicht signifikant (p > 0,05)
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Tab. A15: Materialgruppenvergleiche der durchflusszytometrischen Ergebnisse der subkutanen
Fremdkérperkapsel: p-Werte und Signifikanzen der Post-hoc-Tests (Mann-Whitney-U-Test) nach Bon-
ferroni-Holm-Prozedur bei gegebener Signifikanz auf Faktorebene (Tab. 20), Stichprobenumfang
siehe Tab. 14

Vergleich der Materialien PEEK / PS PEEK / Mg PS /Mg
CD3+CD4+! n.s. 0,008 n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n.s. 0,008 0,008
CD3-HIS48+CD4dimSSChigh’ n.s. 0,016 n.s.

« CD3-HIS48+CD4+' n.s. n.s. n.s.

g CD3-HIS48dimCD4+' n.s. n.s. n.s.

a CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+° n.s. 0,008 n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a-' n. s. 0,008 n.s.
CD3+CD4+! n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ 0,041 0,019 0,01
CD3-HIS48+CD4dimSSChigh' n.s. n.s. n.s.

o CD3-HIS48+CD4+' n.s. n.s. n.s

E’ CD3-HIS48dimCD4+' 0,004 n.s. 0,019
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+° n.s 0,01 0,01
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+° n.s. 0,01 n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a-" n.s. n.s. n.s.
CD3+CD4+! n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4dimSSChigh’ n.s. n.s. n.s.

~ CD3-HIS48+CD4+' n.s. n.s. n.s.

E’ CD3-HIS48dimCD4+" n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 0,01 n.s. 0,01
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+3 n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' n.s. n.s. 0,01
CD3-HIS48-CD4-CD8a-" n.s. n.s. n.s.
CD3+CD4+! n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4dimSSChigh' n.s. n.s. n.s.

T CD3-HIS48+CD4+' n.s. n.s. n.s.

> CD3-HIS48dimCD4+' n.s. 0,009 0,015

P CD3-HIS48dimCD4+CD8a+® 0,015 n.s. n.s.
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+3 n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a+’ 0,026 0,002 0,002
CD3-HIS48-CD4-CD8a-' n. s. n. s. 0,009
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Vergleich der Materialien PEEK / PS PEEK / Mg PS / Mg
CD3+CD4+! n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n. s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4dimSSChigh1 n. s. 0,017 0,009

by CD3-HIS48+CD4+" n.s. n.s. n.s.

> CD3-HIS48dimCD4+' n.s. n.s. n.s.

F  CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+° n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' n. s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a-" n.s. n.s. n.s.
CD3+CD4+! n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4dimSSChigh’ n.s. n.s. n.s.

@ CD3-HIS48+CD4+" n.s. n.s. n.s.

% CD3-HIS48dimCD4+" n.s. 0,004 0,009

P CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+° n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a-" 0,016 n.s. n.s.

1% an lebenden Leukozyten, 2 % an CD3-HIS48+CD4+, 3 % an CD3-HIS48dimCD4+, PEEK = Po-
lyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, n. s. = nicht signifikant (p > 0,05)

Tab. A16: Zeitpunktvergleiche der durchflusszytometrischen Ergebnisse der inframuskuldren
Fremdkérperkapsel: p-Werte und Signifikanzen der Post-hoc-Tests (Mann-Whitney-U-Test) nach Bon-
ferroni-Holm-Prozedur bei gegebener Signifikanz auf Faktorebene (Tab. 21), Stichprobenumfang
siehe Tab. 15

Tag Tag Tag Tag Tag Tag
1/3 117 1/14 1/28 3/7 7128

lebende Leukozyten / Kapsel i.m. n.s. 0,002 0,002 0,002 n.s. n.s.

Vergleich der Zeitpunkte

CD3+CD4+' 0,004 0,002 0,002 0,002 n.s. n.s.
CD3+CD8a+' 0,009 0,002 0,002 0,002 n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSChigh' 0,004 0,002 0,002 0,002 0,004 0,002
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n.s. n.s. 0,002 0,002 n.s. 0,002
CD3-HIS48+CD4dimSSChigh’ n.s. n.s. 0,009 0,002 n.s. n.s.

ﬁ CD3-HIS48+CD4+" 0,004 n.s. 0,002 0,009 0,004 0,015
IEILJ CD3-HIS48+CD4+CD8a+? 0,004 0,002 0,002 0,002 0,004 0,002
CD3-HIS48+CD4+HIS36+2 n.s. 0,004 0,002 0,002 n.s. 0,002
CD3-HIS48dimCD4+' 0,004 0,002 0,002 0,002 0,004 n. s.
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 0,004 0,002 0,002 0,002 0,004 0,002
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+° n.s. n.s. 0,004 0,002 n.s. 0,002
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' 0,004 0,002 0,002 0,002 n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a-' n.s. 0,002 0,002 0,002 n.s. 0,002
i lebende Leukozyten / Kapsel i.m. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,002
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Tag Tag Tag Tag Tag Tag

Vergleich der Zeitpunkte 1/3  1/7 1/14 1/28 3/7 7/28

CD3+CD4+' 0,002 0,002 0,004 0,002 0,002 n.s.
CD3+CD8a+' n.s. 0,002 0,004 0,002 0,004 n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSChigh' 0,002 0,002 0,004 0,002 0,002 0,002
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n.s. n.s. 0,004 0,002 n.s. 0,002
CD3-HIS48+CD4dimSSChigh’ n.s. 0,002 0,004 n.s. 0,002 0,002
CD3-HIS48+CD4+' 0,002 n.s. 0,004 0,002 0,002 0,002
CD3-HIS48+CD4+CD8a+? n.s. 0,002 0,004 0,002 0,002 0,002
CD3-HIS48+CD4+HIS36+2 n.s. 0,002 0,004 0,002 0,002 0,009
CD3-HIS48dimCD4+’ 0,002 0,002 0,004 0,002 0,002 0,002
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 0,002 n.s. 0,004 0,002 0,002 0,002
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+° n.s. n.s. n.s. 0,002 n.s. 0,002
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' 0,002 0,002 0,004 0,002 n.s. 0,015
CD3-HIS48-CD4-CD8a-' n.s. 0,002 0,004 0,002 0,015 n.s.
lebende Leukozyten / Kapsel i.m. n.s. 0,009 0,002 0,002 0,009 n.s.
CD3+CD4+' 0,004 0,002 0,002 0,002 0,004 0,002
CD3+CD8a+' 0,009 0,002 0,002 0,002 0,004 n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSChigh' 0,004 0,002 0,002 0,002 0,004 n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n.s. 0,002 0,002 0,002 0,004 n.s.
CD3-HIS48+CD4dimSSChigh’ n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
o CD3-HIS48+CD4+' 0,004 0,002 0,002 0,002 0,004 n.s.
= CD3-HIS48+CD4+CD8a+? n.s. 0,002 0,002 0,002 0,004 0,002
CD3-HIS48+CD4+HIS36+2 0,004 0,002 0,002 0,002 0,004 n.s.
CD3-HIS48dimCD4+' 0,004 0,002 0,002 0,002 0,004 0,009
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 0,004 n.s. 0,002 0,002 0,004 0,002
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+3 n.s. n.s. n.s. 0,009 0,004 n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' 0,004 0,002 0,002 0,002 0,004 n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a-' n.s. n.s. 0,004 0,002 0,004 0,002

1% an lebenden Leukozyten, 2 % an CD3-HIS48+CD4+, 3 % an CD3-HIS48dimCD4+, PEEK = Po-
lyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, n. s. = nicht signifikant (p > 0,05)
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Tab. A17: Materialgruppenvergleiche der durchflusszytometrischen Ergebnisse der intramusku-
ldren Fremdkérperkapsel: p-Werte und Signifikanzen der Post-hoc-Tests (Mann-Whitney-U-Test) nach
Bonferroni-Holm-Prozedur bei gegebener Signifikanz auf Faktorebene (Tab. 21), Stichprobenumfang
siehe Tab. 15

Vergleich der Materialien PEEK/PS PEEK / Mg PS / Mg
CD3+CD4+' n.s. n.s. n.s.
CD3+CD8a+' n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSChigh' n.s. n.s. 0,004
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n.s. n.s. n.s.

— CD3-HIS48+CD4+' n.s. n. s. 0,015

T CD3-HIS48+CD4+CD8a+? n.s. 0,002 0,009

" CD3-HIS48dimCDA4+" n.s. 0,002 0,002
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 0,002 0,009 n.s.
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+3 n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' 0,015 0,002 0,009
CD3-HIS48-CD4-CD8a-' n.s. 0,002 0,002
CD3+CD4+' n.s n.s. n.s
CD3+CD8a+' n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSChigh' n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n.s. n.s. n.s.

n CD3-HIS48+CD4+' 0,009 n.s. 0,004

& CD3-HIS48+CD4+CD8a+? n.s. n.s. n.s.

T CD3-HIS48dimCDA4+" n.s. n.s. n. s.
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+° 0,004 n.s. 0,004
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+° n.s. 0,008 0,004
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' n.s. n.s. n.s
CD3-HIS48-CD4-CD8a-' n. s. n. s. n. s.
CD3+CD4+' n.s. n. s. n. s.
CD3+CD8a+' n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSChigh' n.s. 0,002 0,002
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n.s. n.s. n.s.

~ CD3-HIS48+CD4+' n.s. 0,002 0,002

E’ CD3-HIS48+CD4+CD8a+? 0,002 0,002 n.s.
CD3-HIS48dimCD4+’ n.s. 0,004 0,002
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 0,009 0,009 n.s.
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+3 n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' n.s. n.s. 0,009
CD3-HIS48-CD4-CD8a-' n.s. 0,002 n.s.
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Vergleich der Materialien PEEK / PS PEEK / Mg PS /Mg
CD3+CD4+! n.s. n.s. n.s.
CD3+CD8a+' n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSChigh' n.s. 0,015 n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ n.s. n.s. n.s.

S CD3-HIS48+CD4+' n.s. n.s. n.s.

> CD3-HIS48+CD4+CD8a+? n.s. n.s. n.s.

F  CD3-HIS48dimCD4+' n.s. n. s. n. s.
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+° n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+2 n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a-' n. s. n.s. 0,009
CD3+CD4+' n.s. n. s. n. s.
CD3+CD8a+' n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSChigh' n.s. n.s. 0,002
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ 0,009 n.s. n.s.

y CD3-HIS48+CD4+' n.s. n.s. n.s.

O CD3-HIS48+CD4+CD8a+’ 0,015 n.s. 0,002

F  CD3-HIS48dimCD4+' n.s. n. s. n. s.
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 0,009 n.s. n. s.
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+3 n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48-CD4-CD8a-' n.s. n.s. n.s.
CD3+CD4+' n.s. n.s. n.s.
CD3+CD8a+' n.s. n.s. n.s.
CD3-HIS48+CD4-SSChigh' n. s. n.s. n. s.
CD3-HIS48+CD4-SSClow’ 0,009 n.s. 0,002

@ CD3-HIS48+CD4+! 0,015 n.s. n.s.

> CD3-HIS48+CD4+CD8a+? n.s. n.s. 0,004

F  CD3-HIS48dimCD4+! n.s. n. s. n. s.
CD3-HIS48dimCD4+CD8a+3 0,004 n.s. 0,002
CD3-HIS48dimCD4+HIS36+° n.s. 0,009 0,004
CD3-HIS48-CD4-CD8a+' n.s. 0,015 0,004
CD3-HIS48-CD4-CD8a-" n.s. 0,002 0,004

1% an lebenden Leukozyten, 2 % an CD3-HIS48+CD4+, 3 % an CD3-HIS48dimCD4+, PEEK = Po-
lyetheretherketon, PS = Polystyrol, Mg = reines Magnesium, n. s. = nicht signifikant (p > 0,05)
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