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1. Einleitung

Die intrakorporale Implantation eines Biomaterials bewirkt die Einleitung einer
Entziindungsreaktion [1]. Die Fremdkérperreaktion (FBR) ist die Endphase der Entziindungs-
und Wundheilungsvorgange [2] und wird charakterisiert durch die Prasenz von Makrophagen
und Fremdkérperriesenzellen auf der Oberflache eines Implantates [3].

Biodegradierbare Metalle haben die Denkweise Uber Biomaterialien nachhaltig verandert. Der
steigende Bedarf fiir den chirurgisch-orthopadischen Einsatz bedingt die Aufmerksamekeit in
der Forschung hinsichtlich der Sicherheit der eingesetzten Materialien. Im Tiermodell werden
die mechanische Stabilitdt, Biokompatibilitit und die Resorbierbarkeit der Werkstoffe
Uberpruft. Fir die medizinische Anwendung ist der Goldstandard nicht resorbierbarer
Materialien Titan und rostfreier Stahl. Nachteil dieser nicht resorbierbaren Werkstoffe ist die
Notwendigkeit eines zweiten Eingriffes zur operativen Entfernung des Implantates, was die
Gefahren des Narkoserisikos, einer postoperativen Infektion und einer zusatzlichen Belastung
des Patienten mit sich bringt. Des Weiteren besteht aufgrund der héheren Steifigkeit von Titan
im Vergleich zum Knochen die Gefahr einer Heilungsverzégerung durch eine
Belastungsabschirmung [4].

Magnesium besitzt vielversprechende Eigenschaften als Biomaterial: es weist eine hohe
Festigkeit und Elastizitat auf, verflugt Uber eine dem Knochen ahnliche Steifigkeit sowie Uber
eine gute Biokompatibilitat [5]. Magnesium ist in mannigfaltige physiologische Prozesse des
Koérpers eingebunden. Als reines Element bietet es jedoch nicht den optimalen
Korrosionsschutz wahrend der Knochenheilung [6]. Magnesiumlegierungen mit Selten-
Erdelementen (RE) ermdglichen die Verbesserung der mechanischen Eigenschaften des
Materials sowie die Reduktion der Korrosionsgeschwindigkeit fir einen optimalen
medizinischen = Gebrauch [7].  Zahlreiche = Autoren haben  Magnesium und
Magnesiumlegierungen auf ihre Verwendbarkeit als Biomaterial geprift [8]. Die Vorteile
bestehen hierbei in der Unterstitzung der Gewebsregeneration und -heilung durch die
Materialdegradation bei gleichzeitigen Implantatersatzvorgangen durch das umgebende
Gewebe.

Williams [9] definierte den Begriff der Biokompatibilitat als ,....die Fahigkeit eines Biomaterials
die vorgesehene Funktion mit der erwlinschten Integration in dem Organismus auszufiihren,
ohne in Diesem unerwtiinschte lokale oder systemische Effekte auszuldésen.” Demnach sollte
ein Werkstoff idealerweise in einem biologischen System mit einer gewinschten
Degradationsrate degradieren, nicht toxisch sein und keine gegenteiligen Effekte auf
Makromolekile und zellulare Komponenten entwickeln [6]. Alle Materialien, die in lebendes
Gewebe implantiert werden, bewirken eine Antwort des Organismus, welche die ersten
Schritte der Gewebsreparatur reflektieren. Modernes Design von Biomaterialien ist
ausgerichtet auf die Nutzung der Immunantwort fir die Verbesserung der Integration des
Implantates und auf die Verhinderung einer chronischen Entziindungsreaktion mit moglichem
Funktionsausfall [10]. Die zellulare Antwort auf die Implantation eines Fremdkoérpers unterliegt
komplexen Vorgangen. Die zeitlichen Ablaufe einer FBR auf Biomaterialien wurden bereits
1988 von Anderson beschrieben. Demnach gliedert sich die FBR in die Gewebsschadigung,
in die akute und chronische Entziindung, gefolgt von der Bildung von Granulationsgewebe und
der eigentlichen Fremdkorperreaktion, welche zellular gepragt ist von Makrophagen und
Fremdkorperriesenzellen. Die letzte Phase umfasst die fibrose Kapselbildung [11].

Vor diesem Hintergrund ist das Ziel dieser Studie die Darstellung der Fremdkorperreaktion auf
drei verschiedene Materialien (MgGd10, MgGd5, MgFe) im Rattenmodell mittels eines eigens



entwickeltem Panel der Durchflusszytometrie. Hauptaugenmerk ist die quantitative
Beschreibung der beteiligten Zellpopulationen: T-Zellen, Granulozyten und Makrophagen in
Abhangigkeit von der Zeit. Des Weiteren werden Fragestellungen zu vergleichenden
Beobachtungen zum Degradationsverhalten der verschiedenen Legierungen und mogliche
Verknlpfungen tber Auswirkungen auf den Organismus diskutiert. Der zellulare Hintergrund
und die Grundlagen der FBR werden im nachfolgenden Literaturteil dargelegt.
Magnesiumlegierungen sind bekannt fir deren exzellente mechanische Eigenschaften und fur
eine gute Akzeptanz der Korrosionsprodukte, die Uber physiologische Puffersysteme den
metabolischen Prozessen zugeflhrt werden koénnen. Tiefergehende Kenntnisse Uber die
zeitlichen, zellularen Mechanismen und potentielle Rickschlisse auf funktionelle,
regulatorische = Zusammenhange ermdglichen ein  besseres Verstandnis der
Fremdkorperreaktion.

Hierzu wurden folgende Fragen in der vorliegenden Arbeit adressiert:

1. Gibt es eine Uber das Blut nachweisbare systemische Veranderung durch die
Fremdkdrperreaktion nach Implantation von Magnesiummaterialien?

2. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Korrosionsrate und dem Auftreten von
Leukozyten und besteht hier eine Abhangigkeit vom Implantationsort?

3. Gibt es einen charakteristischen Verlauf der Fremdkdrperreaktion auf Magnesiumimplantate
und kann man Unterschiede zwischen den Implantationsorten subkutan und intramuskular
beobachten?



2. Literaturteil

2.1 Die Fremdkorperreaktion

Die biologische Antwort auf implantierte Biomaterialien besteht aus einer komplexen Serie von
Ereignissen, welche eine Vielzahl von biochemischen Vorgangen umfassen [12]. Durch die
chirurgische Prozedur der Einbringung eines Medizinproduktes wird das umliegende Gewebe
oder Organ in seiner Homoostase gestort und eine zellulare Kaskade der Wundheilung
eingeleitet. Die Antwort auf die Gewebsverletzung ist von multiplen Faktoren abhangig:
Ausmal der Verletzung, Verlust fundamentaler Membranstrukturen, Blut-Material-Interaktion,
Bildung einer provisorischen Matrix, Ausmafl der zellularen Nekrose und Starke der
entziindlichen Antwort [13].

Die initiale entzindliche Antwort des Korpers, ausgeldst durch die Gewebsverletzung, ist
gepragt von der Blut-Material-Interaktion. Die Bildung eines Thrombus flhrt zur Aktivierung
des extrinsischen und intrinsischen Koagulationssystems, Komplement, fibrinolytischem
System, Kinin-generierenden System und der Blutplattchen [2]. Die Gewebsverletzung bedingt
Veranderungen im Blutfluss und der Permeabilitdt von Blutgefallen fir Zellen und
Makromolekile [1]. Flissigkeiten, Proteine und Blutzellen treten aus dem Blutgefaf3system
aus. Dieser Vorgang wird als Exsudation bezeichnet [13]. In der initialen Phase der FBR wird
die Oberflaiche des Biomaterials mit korpereigenen Proteinen (Albumin, Fibrinogen,
Fibronektin, Komplement, Vitronektin, y-Globulin) beschichtet. Typ, Konzentration und
Anpassung der Proteine an die Implantatoberflaiche sind abhangig von der
Oberflachenbeschaffenheit, bestimmen die Adhasionseigenschaften und die Gewebsreaktion
[14]. Die Proteinkaskade infolge der Proteinadsorption und —desorption scheint einem
dynamischen Phanomen zu folgen, welches als Vroman Effekt bekannt ist. Zunachst lagern
sich kleine Proteine aufgrund des schnellen Transportes zur Materialoberflache an, diese
werden folglich von gréRReren Proteinen mit hdherer Affinitat ersetzt [15]. Die komplexe Struktur
der provisorischen Matrix bietet das Substrat fir die Adhasion und Migration von Zellen.
Mitogene, Chemoattraktoren, Zytokine und Wachstumsfaktoren werden ausgehend von der
provisorischen Matrix sezerniert um den nachfolgenden Wundheilungsprozess zu steuern
[13]. Die FBR umfasst Material-abhangige und Material-unabhangige Vorgange. Material-
unabhangig sind die Aggregation von Thrombozyten, die Aktivierung des umliegenden
Gewebes und die Freigabe von Zytokinen. Fibrinogen wird durch Thrombin zu Fibrin
hydrolisiert. Material-abhangige Vorgange betreffen die Aktivierung des Komplementsystems
uber die Bindung von Antikdrpern am Biomaterial und der Bildung von Fibrinogen. Fibrinogen
fordert die Leukozytenadhdsion und fungiert als vorlibergehende Matrix fur die
Leukozytenextravasation [1]. Mastzellen vermitteln die akute Entzindungsreaktion durch die
Freisetzung von Histamin, pro-inflammatorischer Zytokine (IL-4, IL-13) und Expression von
endothelialen Adhasionsmolekilen, wodurch phagozytotische Zellen durch die endotheliale
Barriere migrieren kénnen. Die Phase der akuten Entziindung wird dominiert von
Neutrophilen-, Eosinophilen- (weniger als 10 %) und Basophilen Granulozyten (1%), die durch
chemotaktische Faktoren innerhalb von Minuten bis Tagen nach der Gewebsverletzung aus
den BlutgefalRen einwandern [16]. Neutrophile Granulozyten werden durch von Thrombozyten
und endothelialen Zellen freigegebenen Chemoattraktoren zur Implantatoberflaiche geleitet
[10]. Die Dauer der akuten Entziindungsphase ist abhangig vom Grad der Gewebsverletzung
und Ubersteigt in der Regel die Lange einer Woche nicht. Hauptrolle der Neutrophilen
Granulozyten in der frihen Phase der FBR ist die Phagozytose von Mikroorganismen und
korperfremden Materialien [3]. Neutrophile Granulozyten haben eine kurze Lebensdauer
(Stunden bis Tage) und entschwinden dem Exsudat schneller als Makrophagen. In Studien
konnte gezeigt werden, dass zum Zeitpunkt der hdchsten Konzentration der Granulozyten
auch Monozyten und Makrophagen in hoher Zahl vorhanden sind [11].



Das Scheitern der Phagozytose durch Neutrophile Granulozyten leitet die chronische
Entziindung durch Extravasation und Migration von Monozyten und Makrophagen ein. Die
Interaktion und Bindung der Monozyten und Makrophagen erfolgt Uber die Blut-Protein-
modifizierte  Materialoberflache. Die  Anheftung der Zellen findet Uber die
Oberflachenrezeptoren der verschiedenen Plasma- und extrazellularen Matrixproteine statt.
Die chronische Entziindungsphase ist weniger einheitlich als die akute Phase und wird neben
Monozyten und Makrophagen gepragt von Lymphozyten und Plasmazellen. Fibroblasten und
endotheliale Zellen werden durch Makrophagen aktiviert und proliferieren um Bindegewebe zu
bilden [17]. Makrophagen wurden als Hauptmediator einer Implantat-assoziierten FBR
identifiziert [15] und reprasentieren die treibende Kraft der Aufrechterhaltung der
Immunantwort [10]. Makrophagen spielen eine wichtige Rolle fir die Wundheilung und
Gewebsregeneration. Neben der phagozytotischen Aktivitdt und der Freigabe von Enzymen
fur die Gewebsreorganisation steht die Differenzierung zu Makrophagen mit unterschiedlichen
Aufgaben und Funktionen im Vordergrund [2]. Man unterscheidet funktionell zwei
verschiedene Subpopulationen: die klassisch aktivierten pro-inflammatorischen M1-
Makrophagen sowie die alternativ aktivierten anti-inflammatorischen M2-Makrophagen [18].
Die Rekrutierung weiterer Makrophagen erfolgt Uber die Sekretion von PDGF, TNF-q, IL-6, G-
CSF und GM-CSF [19]. Das Verhalten anderer Leukozyten (Neutrophile Granulozyten,
Monozyten, Lymphozyten) wie auch Zellen der Wundheilung (Fibroblasten, Keratinozyten)
kann durch von Makrophagen sezernierte I6sliche Mediatoren beeinflusst werden [2].

Im weiteren Verlauf der chronischen Entziindungsreaktion fusionieren die an das Biomaterial
gebundenen Makrophagen zu Fremdkorperriesenzellen (FBGCs). An Biomaterialien
gebundene FBGCs koénnen 3-100 Zellkerne besitzen und bis zu einer Grofde von einem
Millimeter Durchmesser heranwachsen. Der Vorgang der Makrophagenfusion zu
Fremdkorperriesenzellen ist abhangig von fusions-stimulierenden Faktoren und von den an
der Materialoberflache gebundenen Proteinen [20]. In vitro und in vivo konnte die induktive
Eigenschaft von IL-4 und IL-13 auf die Makrophagenfusion identifiziert werden. Die Formation
von FBGCs ist assoziiert mit einem phanotypischen Wechsel vom klassischen zum
alternativen Aktivierungsstadium [10]. FBGCs verbleiben an der Oberflache des Biomaterials
fur die Lebenszeit des Implantates [13]. Im Verlauf der FBR nimmt die Anzahl der zu FBGCs
fusionierenden Makrophagen zu, wahrend die allgemeine Zellzahl um das Implantat abnimmt.
Die Ummantelung des Implantates mit groRBen, vielkernigen FBGCs ist ein
Schutzmechanismus um den Fremdkdérper vom Organismus zu isolieren [15]. Im Vergleich zu
Makrophagen besitzen FBGCs ein schlechteres Vermdgen zur Phagozytose, exprimieren
jedoch eine hohere Kapazitat fur Lysosomen und der Aktivitat von respiratorischen Enzymen.
FBGCs sekretieren Chemokine und Zytokine um weitere Entziindungszellen oder Zellen der
Wundheilung zu aktivieren [15].

Durch den Vorgang der Phagozytose der Makrophagen und Fremdkdrperriesenzellen entsteht
ein spezifisches Milieu zwischen der Zellmembran und der Materialoberflache. Durch die
Freigabe von freien Radikalen, proteolytischen Enzymen und Sauerstoffradikalen wird eine
hohe Anforderung an das Biomaterial gestellt. Die Adhdsion von Makrophagen und FBGCs
fuhrt zu einer reduzierten antibakteriellen Kapazitat der anhaftenden Zellen [2]. Die FBR kann
durch die Oberflacheneigenschaften, Form und die Relation von der Oberflache zum Volumen
eines Biomaterials kontrolliert werden [11]. Die Progression der Fremdkoérperreaktion wird
durch I8sliche Mediatoren wie zum Beispiel Zytokine, Chemokine und Matrix-Metalloproteasen
(MMPs) reguliert, welche von Gewebszellen und den infiltrativen Immunzellen produziert
werden [1].

Das ideale Ergebnis nach der Implantation eines Biomaterials ist die Wiederherstellung der
normalen Gewebsarchitektur und —funktion durch die Wundheilung [17]. Die Endphase der
Wundheilung stellt die Fibrose und fibrose Kapselbildung dar. Innerhalb eines Tages nach
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Implantation beginnen Fibroblasten und vaskulare Endothelzellen zu proliferieren und
Granulationsgewebe zu bilden [16]. Histologisch erfolgt eine Neovaskularisation durch die
Proliferation kleiner neuer Blutgefale. Endotheliale Zellen proliferieren ausgehend von
existierenden BlutgefaBen und synthetisieren Kollagen und Proteoglykane. In der frihen
Phase der Granulationsgewebsbildung sind Proteoglykane vorherrschend, spater ist es
Kollagen Typ | und formt die fibrése Kapsel [13]. Unter dem Einfluss von TGF-3 und PDGF,
welche von Makrophagen sezerniert werden, differenzieren sich Fibroblasten zu
Myofibroblasten. Diese Ubernehmen die Funktion der Wundkontraktion und fungieren als
aktive Produzenten von fibrotischem Gewebe [15]. Die fibrose Ummantelung des Implantats
im Zuge der Granulationsgewebsbildung dient der Isolation des Implantates und der
Fremdkdrperreaktion von der lokalen Gewebsumgebung. Die Intensitat der Fibrosierung und
die Menge an Granulationsgewebe korreliert mit der Regenerationsfahigkeit des Gewebes
sowie mit den Eigenschaften der Implantatoberflache [13].

2.1.1 Besonderheiten der Fremdkorperantwort bei der Ratte

Ratten wurden bereits in den frihen Jahren des 19. Jahrhunderts als Modell flur die
menschliche Physiologie und Erkrankungen etabliert. Als Modell weist die Ratte einige Vorteile
gegenuber der Maus und anderer Organismen auf. In einigen Bereichen stimmt die
Physiologie der Ratte mit der des Menschen Uberein [21]. Um Forschungsergebnisse eines
Modellorganismus auf die Humanmedizin zu Ubertragen, ist es nétig die Gene und mdgliche
krankheitsassoziierte Mutationen zu korrelieren [22]. Das Genom von Nagetieren weist eine
hohe Ahnlichkeit beziiglich der Anzahl, Ordnung und Sequenz zum Genom des Menschen
auf. Ungefahr 90 % des Erbguts der Ratte stimmen mit dem des Menschen Uberein [22]. Des
Weiteren eignen sich Ratten aufgrund der einfachen Haltung und Vermehrung hervorragend
als Versuchstiere. Laut einer Statistik des Bundesministeriums fir Ermahrung und
Landwirtschaft aus dem Jahre 2015 wurden Ratten mit einem Prozentsatz von 11,65 % am
zweithaufigsten fur Tierversuche verwendet.

Fragestellungen zu Besonderheiten der zellularen Antwort auf einen Fremdkoérper in der Ratte
im Vergleich zur Maus sowie Unterschiede innerhalb von Rattenstdammen wurden bereits in
Arbeitsgruppen thematisiert. Khouw, et al. [23] untersuchten in einer Studie den zellularen
Unterschied im Ablauf der FBR zwischen verschiedenen Rattenstdmmen (AO, BN, F344,
LEW, PVG) und stellten den direkten Vergleich zur Maus an. Es wurde ein scheibenférmiges
Biomaterial aus Hexamethylenediisocyanat, quervernetzt mit Hautkollagenen vom Schaf, mit
einem Durchmesser von 8 mm, subkutan am Ricken fir 7,14,21 und 28 Tage implantiert. Das
umliegende Gewebe wurde lichtmikroskopisch (Immunfluoreszenz) sowie
elektronenmikroskopisch untersucht. Hierbei fiel auf, dass die Bildung von FBGCs und der
Grad der Phagozytose vergleichbar bei allen Rattenstdammen (Strains) waren. Es gab
Unterschiede hinsichtlich der Plasmazellformation um den Fremdkorper. T-Zellen bildeten sich
ausgepragter bei den F344 und LEW Strains, wobei bei den AO und PVG Ratten nur wenige
T-Zellen zu beobachten waren. BN Ratten zeigten eine mittlere Prasenz der T-Zellen im
Vergleich zu den anderen Strains. Die Mause zeigten eine limitierte Bildung von FBGCs,
weniger Phagozytose und eine starkere Fibroblastenformation im Vergleich zur Ratte. Bei
Mausen zeigte sich eine haufigere Kalzifizierung, die bei Ratten kaum beobachtet werden
konnte. Luttikhuizen, et al. [24] untersuchte die zelluldre FBR vergleichend bei der Ratte und
der Maus und ermittelten den Zytokin- und Chemokingehalt des umliegenden Gewebes. Der
Ablauf der FBR wurde durch die Quantifizierung von PMN, Makrophagen, FBGCs und
Blutgefallen ermittelt. Bei der Ratte wurde eine signifikante Anzahl von PMN an Tag 1 und 2
festgestellt, die an den folgenden Standzeiten (5,10 und 21 Tage) schnell abfielen.
Makophagen waren bis Tag 21 in hoher Zahl nachweisbar. Es konnte eine hhere Expression
von IFN-y bei der Ratte im Vergleich zur Maus festgestellt werden, was mit einer gesteigerten
Aktivierung von Makrophagen in Verbindung gebracht werden konnte. Es konnte bestatigt
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werden, dass das Fortschreiten der FBR bei der Maus in einer deutlich langsameren
Geschwindigkeit ablauft [24].

2.1.2 Einfluss der Oberflachenbeschaffenheit von Biomaterialien auf die FBR

Die Oberflacheneigenschaften eines Biomaterials spielen eine bedeutende Rolle in der
Regulation der FBR [2]. Bereits im Jahr 1981 beobachteten Rich und Harris das Vermdgen
von Makrophagen vorwiegend auf rauen Oberflachen zu akkumulieren und zu hydrophoben
Substraten zu migrieren. Dieses Phanomen wurde als ,Rugophilia“ bezeichnet [25]. In der
akuten Phase besteht fur die geometrische Beschaffenheit des Implantates ein hoher Einfluss
auf die FBR. Die Geometrie eines Implantates wird durch die Makrostruktur,
Oberflachentopografie und von den Eigenschaften der inneren Strukturen, wie zum Beispiel
der Porositat und Porengrof3e charakterisiert [15]. Boss, et al. [26] kamen zu dem Ergebnis,
dass die Biokompatibilitdt eines Implantates vermehrt durch die physikalischen Eigenschaften
und die damit verbundene Beeintrachtigung des umliegenden Gewebes beeinflusst wird und
weniger von der chemischen Zusammensetzung des Implantates. Eine Studie von Matlaga,
et al. [27] verdeutlicht den Einfluss der Form eines Implantates auf die Antwort des
Organismus. Hier konnte gezeigt werden, dass das héchste Ausmal} an Entziindungszellen
und zellularer Enzymaktivitat bei dreieckigen Implantaten, gegentber runden und finfeckigen
Implantaten, nachgewiesen werden konnte.

Die Oberflachentopografie hat Einfluss auf das Verhalten von Zellen hinsichtlich der Adhasion,
Morphologie, Migration, Orientierung und Differenzierung [28]. Eine zunehmende Rauigkeit
von Implantaten resultiert in der VergréRerung der Kontaktoberflache und der verbesserten
Moglichkeit der Absorption von Fibrinogen und Adhasion von Thrombozyten. Thrombozyten
sind Uber die Aktivierung von Neutrophilen Granulozyten an der Progression und Aktivierung
der FBR beteiligt. Raue Oberflachen erhéhen Uber die Aktivierung von Thrombozyten die
Dichte von Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Dadurch gelangen Entziindungszellen und
osteogene Zellen an die Fibrinmatrix und beeinflussen die Osteoinduktivitat und
Osteointegritat [15]. Wennerberg, et al. [29] und Madden, et al. [30] konnten in vivo ebenfalls
eine schnellere Osteointegration und Angiogenese an rauen Oberflachen sowie eine
reduzierte fibrose Kapselbildung an glatten Oberflachen zeigen. Zheng [31] erlauterte im
Gegensatz dazu die moéglichen negativen Eigenschaften von rauen Oberflachen: eine forcierte
Entziindung bewirkt verschlechterte mechanische Eigenschaften und eine herabgesetzte
Korrosionsresistenz. Eine glattere Oberflaiche bewirkt dahingegen eine bessere
Hamokompatibilitat und eine verringerte Stérung des Blutflusses. Diese Zusammenhange
verdeutlichen das Bestreben die Oberflachenrauigkeit innerhalb eines bestimmten Bereiches
zu kontrollieren. Wennerberg [32] berichtet von einer optimalen Oberflachenstruktur von
Implantaten bei einem Mittenrauwert (Ra) von 1 ym und einer gemittelten Rautiefe (Rz) von
11 um. Die starkste biomechanische Bindung kann bei einer Oberflachenrauigkeit (Ra) von
etwa 1,5 ym erreicht werden [33]. Albrektsson, et al. [34] beschreiben eine verstarkte Antwort
des Knochens innerhalb einer moderaten Oberflachenrauigkeit zwischen 1,0 und 2,0 ym
mittlerer arithmetischer Hohe (Sa).

2.1.2.1 Einfluss von Oberflacheneigenschaften auf Makrophagen

Bereits in den frGhen 1980er Jahren untersuchten Anderson, et al. [2] die Zytokinproduktion
von adharenten humanen Makrophagen auf biomedizinischen Polymeren als ein Indikator fiir
die Aktivierung von Makrophagen und den Zusammenhang der Oberflachenchemie der
Biomaterialien. Weitere in vitro Studien konnten zeigen, dass Makrophagen moduliert werden
durch Oberflacheneigenschaften, wie die Materialoberflachenchemie und
Oberflachentopografie (Yun, et al. [35], Xing, et al. [36],Sethi, et al. [37], Marques, et al. [38],
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Refai, et al. [39]). Die Abhangigkeit der Zytokinexpression von der Oberflachenchemie eines
Biomaterials konnte von Brodbeck, et al. [40] auch in vivo nachgewiesen werden.

In einer Studie von Barth, et al. [41] wurde die Genexpression und Sekretion von Zytokinen
von RAW 264.7 Makrophagen untersucht, die auf Oberflachen unterschiedlicher Rauigkeit
kultiviert wurden. Hierbei konnte festgestellt werden, dass auf rauen Oberflachen vorwiegend
Makrophagen vom M2-Phanotyp nachweisbar waren. Zudem konnte die vermehrte Sekretion
der Makrophagen-Chemoattraktoren MIP-1a und MCP-1 nachgewiesen werden, wahrend
eine verringerte Sekretion der typischen M1-Chemokine beobachtet wurde. Somit besteht die
Vermutung, dass eine hohere Sekretion von MIP-1a und MCP-1 involviert ist in der
Phanomenentwicklung der ,Rugophilia“. Moon, et al. [42] konnten ebenfalls in vitro die
Polarisierung von Makrophagen durch die Oberflachenrauigkeit zu einem M2-Phanotyp
zeigen. In dieser Studie wurden die Effekte von rauen und glatten Oberflachen auf die
Morphologie, Genexpression, Makrophagenfusion, Zyto- und Chemokinsekretion von
RAW264.7 Makrophagen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass eine raue Oberflache
Veranderungen in der Zellform, der sekretierten Chemokine und I6slichen Mediatoren
hervorruft, die fir die Makrophagenfusion zustandig sind. McWhorter, et al. [43] konnten in
einer in vitro Studie die topografische Induktion der Zellform sowie eine durch die Zellform
ausgeloste Polarisation von Makrophagen zu einem M1- oder M2-Phanotyp nachweisen.

Jeder Zelltyp wird unterschiedlich beeinflusst durch die individuelle Chemie der
Materialoberflache und Topografie. Die Oberflache von Implantaten sollte zielgerichtet zur
Unterstlutzung der Adhasion und Funktion der entsprechenden Zellen entwickelt werden [44].
Somit hat der Produktionsprozess von Biomaterialien einen starken Einfluss auf die
Oberflache und beeinflusst das Korrosionsverhalten. In Kombination mit der Entwicklung
spezifischer Legierungen und Oberflachenmodifikationen von Biomaterialien kann das
Degradationsprofil dem individuellen Bedarf angepasst werden [45].
Oberflachenmodifikationen von bioinerten Materialien zielen auf die Verbesserung der
Oberflachenbioaktivitat und der Verhinderung der toxischen Freisetzung von Metallionen um
die Zelladhasion, Zellproliferation und Zelldifferenzierung positiv zu beeinflussen. Die
Oberflachenbehandlung von Biomaterialien kann mechanisch, physikalisch oder chemisch
erfolgen. Mechanische Oberflachenbehandlungen werden genutzt um eine gewinschte
Oberflachenmorphologie und -eigenschaften zu schaffen und kénnen somit ein effektiver Weg
sein um die Eigenschaften von Legierungen zu verbessern [31].

2.2 Physiologie zelluldrer Eigenschaften der Ratte und deren Einfluss auf die FBR

2.2.1 Merkmale der Lymphozyten

Ratten weisen ein lymphozytares Blutbild auf, sodass die Population der Leukozyten der Ratte
zu 65 - 85 % aus Lymphozyten besteht [46]. Lymphozyten entwickeln sich aus den
hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark tiber Vorlauferzellen und differenzieren sich
im Knochenmark zu B- und im Thymus zu T-Lymphozyten. Nach der Reifung gelangen sie
Uber die Blutbahn ins lymphatische System. Mikroskopisch besitzen T-Zellen eine Gréf3e von
7-11 ym (Campbell 2012).

B- und T- Zellen lassen sich der erworbenen ,spezifischen® Immunantwort zuordnen. T-Zellen
spielen eine wichtige Rolle bei der Bekampfung von intrazellularen Erregern, der
TransplantatabstoBung und bei der Bekampfung von Tumoren. Die verschiedenen
Subpopulationen der T-Zellen erfillen unterschiedliche Aufgaben. Die CD8+ zytotoxischen T-
Zellen lysieren Zielzellen Uber die Erkennung von Antigenen in Assoziation mit MHC-I-
Molekulen und stellen somit die wichtigste Antigen-spezifische zellulare Abwehr gegen Virus-
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infizierte Zellen dar. CD4+ T-Helferzellen sind an der Reifung von B-Zellen zu Antikorper-
produzierenden Plasmazellen und an der Aktivierung von Makrophagen beteiligt. T-
Helferzellen sezernieren Zytokine, mit denen andere Immunzellen moduliert werden. B-Zellen,
Makrophagen und Dendritische Zellen sind Antigenprasentierende Zellen (APC), die
extrazellulare Pathogene aufnehmen, lysosomal verdauen und die Peptide tber die MHC-II-
Molekule auf ihrer Oberflache prasentieren und somit T-Zellen aktivieren. Regulatorische T-
Zellen vermitteln die Aufrechterhaltung der Selbst-Toleranz und dienen der Unterdriickung
Uberschiefldender Immunreaktionen [47].

T-Zellen lassen sich, basierend auf dem Typ des heterodimer exprimierten Antigenrezeptors
in aB-T-Zellen und yd-T-Zellen unterteilen [48]. Der Hauptanteil der T-Zellen sind a-T-Zellen,
die zusammengesetzt sind aus zwei Glykoproteinketten (a- und - Ketten). yd-T-Zellen
reprasentieren eine kleine Subpopulation von T-Zellen (5-10 %) [49].

Lymphozyten Ubernehmen eine kritische Rolle in der Fremdkdrperantwort [2]. T-Zellen sind
von malgeblicher Bedeutung fir die Aktivierung von Makrophagen und der Formation von
Fremdkoérperriesenzellen [16]. Makrophagen interagieren mit T-Helferzellen. Die T-
Zellaktivierung erfolgt nach Antigenprasentation der Makrophagen durch den MHC-II-
Komplex. Makrophagen sezernieren IL-1, welches die Freigabe von Interferon-y durch die T-
Zellen stimuliert. Interferon-y aktiviert Makrophagen MHC-II zu exprimieren und induziert die
Phagozytose [50]. Uber parakrin-mediierte Mechanismen steigern Lymphozyten die
Makrophagenadhasion und —fusion [51]. Die Makrophagen wiederum stimulieren die
Lymphozyten zur Proliferation [2]. Die chemischen Eigenschaften eines Biomaterials
bestimmen die Beteiligung von Lymphozyten [51].

Studien mit T-Zell defizienten Ratten haben gezeigt, dass ohne die Aktivitat von T-Zellen die
Antigenprasentation und phagozytotische Aktivitat Uber eine geringe Expression von MHC-II
und geringe lysosomale Aktivitat beeintrachtigt wird. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass die Bildung von Kollagen um das implantierte Material bei T-Zell defizienten Ratten
gesteigert wird [50]. Eine Studie von Schmidt-Bleek, et al. [52] konnte eine Verbindung
zwischen einer verlangerten Wundheilung und einer hdheren Anzahl zytotoxischer T-Zellen
herstellen. Die Verlangerung der pro-inflammatorischen Phase und somit die zeitliche
Verzogerung des Makrophagen-Switch vom M1- zum M2-Phanotyp durch eine erhéhte Anzahl
an zytotoxischen T-Zellen erfolgt in Verbindung mit der Sekretion von IFN-y und der
stimulierten Differenzierung von Monozyten zu M1-Makrophagen.

2.2.2 Merkmale der Makrophagen

Makrophagen sind eine funktionell und phanotypisch heterogene Zellpopulation [53]. Sie sind
in der Lage vielseitig auf verschiedene Stimuli zu reagieren. Makrophagen exprimieren
mannigfaltige Oberflachen- und intrazelluldre Rezeptoren, weisen endo- und phagozytische
wie sekretorische Eigenschaften auf und kdnnen die eigenen Eigenschaften durch den Kontakt
mit unterschiedlichen Zelltypen modulieren [2]. Die Vielseitigkeit von Makrophagen
unterstreicht die Fahigkeit der Annahme verschiedener Phanotypen in Abhangigkeit ihrer
Umgebung. Dies eroffnet die Moglichkeit der Modulierung der Antwort von Makrophagen auf
verschiedene Biomaterialien. Ortstandige (residente) Makrophagen sind phanotypisch und
funktionell an die lokale Umgebung angepasst [55]. Aufgrund des Ursprungs begriindeten
Italiani, et al. [56] die Unterteilung von residenten Makrophagen in Makrophagen, die sich aus
dem Ektoderm des Dottersackes oder der fetalen Leber entwickeln, ohne den Weg Uber die
monozytaren Vorlauferstadien zu nehmen und in Gewebsmakrophagen, die sich aus
Monozyten differenzieren. Aus Monozyten differenzierte Gewebsmakrophagen wandern



postnatal in das Gewebe ein oder werden wahrend einer Entziindungsreaktion ins betroffene
Gewebe rekrutiert.

Im Allgemeinen differenzieren sich Makrophagen in die klassisch aktivierten, pro-
inflammatorischen M1-Makrophagen und in die alternativ aktivierten, anti-inflammatorischen
M2-Makrophagen [57, 58]. M2-Makrophagen kdénnen weiter in M2a, M2b, M2c und M2d
unterteilt werden [59]. Die M1-Makrophagen werden aktiviert durch IFN-y als Hauptstimulator,
welches von NK-Zellen oder Th1-Lymphozyten sekretiert wird, zusammen mit LPS, TNF-a und
GM-CSF [53]. M1-Makrophagen sind zustandig fir die Abwehr von Mikroorganismen und
Fremdkdrpern und férdern die akute Entziindung. Sie weisen eine hohe phagozytotische
Aktivitat auf und sekretieren hohe Mengen an pro-inflammatorischen Akute-Phase-Zytokinen
[60]. IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, Immunkomplexe, Adenosin, M-CSF und Glukokortikoide
stimulieren alternativ aktivierte Makrophagen [60]. M2-Makrophagen sekretieren anti-
inflammatorische Faktoren um die akute Entziindung einzudammen. Sie verfligen Uber eine
hohe phagozytotische Aktivitat, férdern den Gewebsumbau und die Fibrose. Die Polarisierung
von M2-Makrophagen erfolgt hauptsachlich tber die von den Th2-Lymphozyten sekretierten
Zytokinen IL-4 und IL-13. Eine weitere Aufgabe ist die Produktion von Bestandteilen der
extrazellularen Matrix und angiogener Faktoren [18, 57, 61]. Metabolisch bestehen
Unterschiede zwischen M1- und M2- Makrophagen in der vermehrten Expression der
induzierbaren NO-Synthase. Diese hat Einfluss auf die mikrobizide Fahigkeit der M1-
Makrophagen und ist assoziiert mit einer reduzierten Zellproliferation. M2-Makrophagen
exprimieren Arginase 1 und 2, welche Arginin zu Ornithin synthetisieren und die
Zellproliferation, Heilung und Fibrose fordert [60].

Makrophagen verbinden durch die Interaktion mit T-Zellen die angeborene Immunabwehr mit
dem adaptiven Immunsystem. Sie erkennen Antigene von Pathogenen und kénnen diese tber
MHC-II-Molekule den T-Zellen prasentieren [62]. Makrophagen instruieren T-Zellen zu einem
Typus der Immunantwort und nutzen diese zur Verstarkung ihrer Immunantwort. M1-
Makrophagen dirigieren T-Zellen zur Produktion von Th-1 dhnlichen Zytokinen (IFN-y). IFN-y
stimuliert zytotoxische T-Zellen zur weiteren Aktivierung von M1-Makrophagen. M2-
Makrophagen stimulieren T-Zellen zur Produktion von Th-2 &hnlichen Zytokinen (lI-4, TGF-B),
dies bewirkt die Proliferation von B-Zellen, fordert die Antikdrperproduktion und verstarkt die
M2-Antwort [63].

Makrophagen besitzen eine Schlisselrolle fir die FBR durch die direkte Interaktion mit dem
Biomaterial. Adharente Makrophagen und Fremdkoérperriesenzellen unterlaufen einem
phanotypischen Wechsel Uber die Zeit vom M1- zum M2-Phanotyp [2]. In der frihen Phase
der FBR infiltrieren M1-Makrophagen das Biomaterial um den Wundheilungsprozess zu
stimulieren. Es wird vermutet, dass die M1-Makrophagen aus der Infiltration und
Differenzierung von Monozyten resultieren. M2-Makrophagen akkumulieren nach 3-4 Tagen
nach der Implantation, wahrend die Aktivitat der M1-Makrophagen abnimmt. M2-Makrophagen
akkumulieren Uber den direkten Ubergang von M1 zu M2, durch Polarisierung von
eingewanderten Makrophagen/Monozyten zu M2-Makrophagen oder der Proliferation von M2-
Makrophagen. Es wird vermutet, dass die Akkumulation der M1- und M2-Makrophagen einen
sehr komplexen Vorgang darstellt und teilweise Uberlappende Formen annimmt [64].
Zahlreiche Studien untersuchen die Antwort von M1- und M2-Makrophagen auf
unterschiedliche Biomaterialien. Zunehmend stellt sich die Frage nach der Bedeutung des
Makrophagentyps fur die Phasen der FBR. Welcher Phanotyp ist wiinschenswert fir eine
komplikationslose Integration eines Biomaterials im Organismus? Zur Beantwortung dieser
Fragestellung wurden verschiedene Thesen aufgestellt. Klopfleisch [60] debattiert Gber die
Méoglichkeiten einer Dominanz der beiden Makrophagensubtypen. Er kommt zu dem Schluss,
dass fur den Ablauf einer FBR beide Subtypen essentiell sind und verdeutlicht die Wichtigkeit
eines korrekten Verhaltnisses von M1- zu M2-Makrophagen. Dies begrindet er mit den
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funktionellen Eigenschaften der Makrophagen und stellt verschiede Hypothesen auf. M1-
Makrophagen entfernen nekrotisches Gewebe und aktivieren Fibroblasten, Myofibroblasten
und Epitheliale Zellen. Dies stellt einen wichtigen Aspekt fir die Wundheilung und
Regeneration dar. Eine Hemmung der M1-Makrophagen gipfelt in einer Unterbrechung der
Entfernung von Zelltrimmern und die Persistenz von M1-Makrophagen flhrt zu einer
chronischen Entziindung und verzdgert die Wundheilung. Die M2-Makrophagen kontrollieren
und unterbrechen die akute Entzindungsreaktion. Die Hemmung von M2 fihrt zu einer
verlangerten akuten Entziindung. M2-Makrophagen sind zustandig fur die Fibrosierung und
Bildung von Bindegewebe. Eine Dominanz der M2 fuhrt zu einer verstarkten fibrotischen
Ummantelung des Biomaterials.

In der Ratte folgt man der Nomenklatur von CD68+CD163- M1-Makrophagen und
CD68+CD163+ M2-Makrophagen [64]. Cote, et al. [64] konnten zeigen, dass zirkulierende
CD11b+CD68+ Monozyten kein CD163 exprimieren. In dieser Studie wurde die Blockierung
der Infiltration von Monozyten untersucht. Man nahm an, dass die M1- und M2-Akkumulation
gehemmt werden wirde. Entgegen den Erwartungen wurde die Akkumulation von M1 und M2
gesteigert. Die Autoren gehen davon aus, dass die Hauptquelle der M1-Makrophagen
zirkulierende Monozyten sind, wahrend M2-Makrophagen sich scheinbar aus residenten
Makrophagen oder aus infiltrierten Vorlaufern differenzieren.

Makrophagen kénnen je nach Funktion eine sehr unterschiedliche Erscheinung annehmen.
Sie besitzen eine unregelmaflige Form und kénnen bis zu 20 ym und grofier werden.
Makrophagen besitzen einen Zellkern mit dichter Chromatinstruktur sowie ein Zytoplasma mit
Granula oder Vakuolen. Morphologisch auffallig sind die pseudopodienartigen Fortsatze der
Makrophagen.

2.2.3 Merkmale der Monozyten

Bei den Monozyten handelt es sich mit einer Gréf3e von 12 bis 20 ym um die gréf3ten im Blut
zirkulierenden Zellen des Immunsystems. Morphologisch besitzen Monozyten einen
nierenférmigen Zellkern mit feiner Chromatinstruktur und einen schwach basophilen
Zytoplasmasaum mit feinen Granula. Monozyten haben einen Anteil von 0 bis 5 % an den
Gesamtleukozyten im peripheren Blut der Ratte [46]. Die Monozyten sind eine heterogene
Gruppe und werden in Subpopulationen unterschiedlicher GroéRe, Zellkernmorphologie,
Granularitat und Funktionalitét unterteilt [65]. Monozyten sind Vorlaufer der in den Geweben
lokalisierten Makrophagen. Durch pro-inflammatorische, metabolische und immunologische
Stimuli erfolgt die Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut in die Peripherie, wo sie sich zu
Makrophagen und Dendritischen Zellen differenzieren um zur Abwehr, Gewebsregeneration
und -reparatur beizutragen [65]. Funktionell besitzen Monozyten phagozytotische Aktivitat und
dienen der Antigenprasentation. Monozyten differenzieren sich aus den myeloischen
Stammzellen im Knochenmark, gelangen ins Blut und haben eine kurze Lebenszeit, bevor sie
spontan durch Apoptose untergehen oder sich in Makrophagen mit langerer Lebenszeit
differenzieren [66].

In der Ratte unterteilt man phanotypisch zwei verschiedene Subpopulationen von Monozyten:
die klassischen Monozyten (CD43low, CD4-, 10-20 %) und die nicht-klassischen Monozyten
(CD43high, CD4+, 80-90%), die anhand ihrer CD43 Expression selektiert werden kénnen [67].
Hinweise auf funktionelle Unterschiede der beiden Subpopulationen liefert eine Studie von
Grau, et al. [68]. Hier konnte gezeigt werden, dass ruhende Monozyten positiv fir CD4 sind
und einen kleinen Durchmesser aufweisen. Aktivierte Monozyten wiesen in dieser Studie einen
groReren Durchmesser und eine reduzierte CD4-Expression auf. Gordon, et al. [65]
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komplimentieren die Unterteilung in entziindliche (CD43low, CD4+/-) und residente Monozyten
(CD43high, CD4++) anhand der CD43 und CD4 Expression.

2.2.4 Merkmale der Granulozyten

Granulozyten gehdéren zu den Leukozyten und werden je nach Farbe- und funktionellem
Verhalten unterteilt in Eosinophile-, Basophile- und Neutrophile Granulozyten.

Die polymorphkernigen Neutrophilen Granulozyten (kurz PMN) bei der Ratte machen 9-34 %
der Leukozyten im Blut aus [46]. PMN haben einen Durchmesser von 10-12 ym, besitzen
einen segmentierten Kern und ein schwach azidophiles Zytoplasma. Sie detektieren
eingedrungene Mikroorgansimen und kdnnen schnell zum Entzindungsgeschehen migrieren.
PMN enthalten Granula mit proteolytischen Enzymen, antibakteriellen Mediatoren und
reaktivem Sauerstoff zur Bekampfung und Phagozytose der eingedrungenen
Mikroorganismen [69]. PMN werden wahrend der Granulopoese aus hamatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark gebildet und gespeichert. Bei Bedarf kénnen sie schnell ins
Blut freigegeben und die Granulopoese gesteigert werden. Die Extravasation der PMN aus
dem Blut ins Gewebe erfolgt nach Induktion einer Entzindung entsprechend eines
chemotaktischen Gradienten [70].

Das Auftreten von PMN an der Implantatoberflache markiert die akute Entziindungsreaktion
der FBR. PMN werden durch pro-inflammatorische Zytokine (IL-18, TNF-a) und Histamin,
welche durch Mastzellen freigesetzt werden, stimuliert. Es erfolgt die Extravasation aus dem
Blut. Chemokine weisen den PMN den Weg zur Implantatoberflache. Die kurzlebigen PMN
werden folgend durch Monozyten und Makrophagen ersetzt [15].

Eosinophile Granulozyten haben zu 0 - 6 % Anteil an den Gesamtleukozyten der Ratte [46].
Der 1879 von Paul Ehrlich eingefiihrte Begriff der Eosinophilen Granulozyten steht in
Verbindung mit der Affinitdt zum Farbstoff Eosin. Eosinophile Granulozyten haben eine Grof3e
von 12-17 ym, einen segmentierten meist hantelférmigen Kern sowie zahlreiche intrazellulare
Granula. Funktionell sind sie an zahlreichen Entziindungsprozessen beteiligt: Erkrankungen
ausgeldst durch Parasiten, Bakterien, Viren, Gewebsverletzungen, Tumoren und Allergien. Als
Antwort auf verschiedene Stimuli werden Eosinophile Granulozyten aus dem Blutstrom
rekrutiert und kénnen die Immunantwort Uber verschiedene Mechanismen regulieren. Sie
sekretieren eine Reihe von pro-inflammatorischen Zytokinen (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-
13, IL-16, IL-18), TGFa/B, Chemokinen (RANTES, Eotaxin-1), Lipidmediatoren, Leukotriene
und den Plattchen aktivierenden Faktor (PAF) und kénnen somit die Zelladhasion regulieren,
die BlutgefalBpermeabilitat sowie den zellularen Membrantransport beeinflussen. Eosinophile
Granulozyten fungieren als Antigenprasentierende Zellen [71]. Die Infiltration von Eosinophilen
wahrend der FBR wurde von mehreren Autoren beschrieben, die klinische Bedeutung sollte
in zuklnftigen Forschungen thematisiert werden [72].

Basophile Granulozyten sind die kleinste Subpopulation von 0 bis 1,5 % der im peripheren Blut
zirkulierenden Leukozyten [46]. Die Differenzierung erfolgt im Knochenmark aus der
hamatopoetischen Stammzelle. Sie verlassen das periphere Blut aufgrund chemotaktischer
Stimuli. Die Gemeinsamkeit zu Mastzellen ist das Vorhandensein des hochaffinen IgE-
Rezeptors FceRI. Funktionell sind Basophile Granulozyten an der Férderung chronisch-
allergischer Entziindungsvorgange beteiligt, sie regulieren die Th2-Zellfunktion, vermitteln das
Immunzellgedachtnis und fungieren als Antigenprasentierende Zellen. Basophile
Granulozyten setzen Histamin, Proteoglykane und proteolytische Enzyme frei. Sie sekretieren
Lipidmediatoren und produzieren wichtige Zytokine und Chemokine [73].
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2.2.5 Merkmale der Mastzellen

Mastzellen reifen aus den hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark und kommen in
allen Geweben vor [74]. Sie werden durch chemotaktische Entziindungssignale zur Wunde
rekrutiert. Das Uberleben und die Differenzierung von Mastzellen stehen in Abhangigkeit zum
Stammzellifaktor (SCF). Der Stammzellfaktor bindet am Tyrosinkinase-Rezeptor (CD117, c-
KIT) und wird dadurch aktiviert. Die Interaktion von SCF und c-KIT bewirkt die Aktivierung und
Degranulation der Mastzelle [75].

Wahrend der FBR vermittelt die Degranulation von Histamin die akute Entzindungsreaktion.
Mastzellen geben IL-4 und IL-13 frei, dies hat einen signifikanten Einfluss auf das Ausmaf
und den Grad der Fremdkoérperreaktion [2]. Histamin fihrt zur Rekrutierung von
phagozytotisch aktiven Zellen: Makrophagen, Monozyten und Neutrophilen Granulozyten.
Mastzellen sind Initiatoren der Fremdkorperreaktion [76]. Die Fibrinakkumulation an der
Implantatoberflache spielt fir die Mastzellaktivierung eine wichtige Rolle. Die Degranulation
von Mastzellen bewirkt die Freisetzung von Histamin, Serotonin, Heparin, TNF-a und eine
Reihe von Mastzell-Enzymen (Chymase, Tryptase, Esterase). Aktivierte Mastzellen
sezernieren  Chemokine, Zytokine und Lipidmediatoren. Die Produkte der
Mastzelldegranulation und -sezernation kdnnen den Phanotyp von Entzindungs- und
Immunregulatorischen Zellen verandern und die Migration von Zellen anregen [77]. In einer
Studie von Orenstein, et al. [77] konnte gezeigt werden, dass durch die Inhibierung der
Degranulation der Mastzelle die FBR bedeutend verringert, die chronische Entzindung
reduziert und die Fibrosierung vermindert werden konnte.

2.2.6 Merkmale der Natiirlichen Killerzellen

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) sind eine Subpopulation der Lymphozyten mit zytotoxischer
Aktivitat. Sie gehdren dem angeborenen ,unspezifischen“ Immunsystem an. NK-Zellen dienen
der Produktion von Zytokinen und Chemokinen und sind beteiligt an der Antwort und Abwehr
von viralen Infektions- und Tumorerkrankungen. NK-Zellen zirkulieren im Blut und sind in
lymphatischen und nicht-lymphatischen Organen zu finden [79]. Subpopulation der
Naturlichen Killerzellen sind zytolytische Zellen ohne Antigen-spezifische Rezeptoren. NK-
Zellen erkennen Tumorzellen mittels spezieller MHC-Molekiile und virusinfizierte Zellen Uber
einen Fc-Rezeptor. Die Aktivierung von NK-Zellen erfolgt ber IL-2, IL-12 und IFN-y.

Die Bedeutung von NK-Zellen fur die FBR bedarf weiterer Forschung. In einer Studie von van
Luyn, et al. [80] konnten Natlrliche Killerzellen und B-Zellen zu keinem Zeitpunkt in der
Implantatumgebung wahrend der FBR beobachtet werden. Eine Studie von Khouw, et al. [81]
zeigte, dass NK-Zellen nur in geringem Mafe wahrend einer FremdkoOrperreaktion im
umliegenden Gewebe nachweisbar sind.

2.2.7 Merkmale der Dendritischen Zellen

Ausgeldst durch eine Gewebsverletzung werden Monozyten aus dem Blut rekrutiert. Die
Mehrheit der Monozyten differenzieren in Makrophagen. Circa 25 % der Monozyten
differenzieren in Dendritische Zellen [82]. Dendritische Zellen (DCs) gehéren zu den
Antigenprasentierenden Zellen und befinden sich im peripheren Gewebe, in der Epidermis als
Langerhans Zellen sowie in der Haut. Sie werden aus hamatopoetischen Stammzellen
gebildet und entwickeln sich Uber lymphoide und myeloide Vorlauferzellen zu reifen
Dendritischen Zellen.
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Dendritische Zellen stimulieren B- und T-Zellen. Sie fungieren als Ubergeordnete Modulatoren
des Immunsystems [83]. DCs foérdern die Immunitat und die Toleranz. Sie kénnen Antigene
aufnehmen und diese T-Zellen tGber MHC-I- und MHC-II-Molekiile prasentieren [84]. DCs
kontrollieren die Qualitat der T-Zell-Antwort, da sie naive Lymphozyten zu T-Effektorzellen
differenzieren [83]. Diese Antigen-spezifische adaptive Immunantwort ist bedeutend fir die
Resistenz gegenuber Infektionen und Tumoren. DCs vermitteln autoimmune Prozesse, indem
sie regulatorische T-Zellen generieren, welche aktivierte T-Zellen unterdriicken kénnen. DCs
sind an antimikrobiellen Prozessen Uber die Produktion von Zytokinen (IL-12, Typ | und Il
Interferon) beteiligt. DCs aktivieren NK und NK-T-Zellen, welche ausgewahlte Zielzellen
zerstdren und wichtige Zytokine produzieren kdnnen [84]. Fremde Antigene und entziindliche
Stimuli bewirken einen Anstieg der Rekrutierung von DCs am Entziindungsprozess und
fordern die Migration in die regionalen Lymphknoten, in denen die DCs endgliltig reifen [82].
Vasilijic, et al. [82] untersuchten DCs wahrend der FBR nach der subkutanen Implantation von
Polyvinylschwdmmen bei der Ratte. Hierbei konnte der Phanotyp von DCs als CD68+ und
CD4+ nach 6 und 14 Tagen nachgewiesen werden. Die Arbeitsgruppe konnte einen Anstieg
der DCs zum Tag 10 mit nachfolgendem Absinken beobachten. Trinite, et al. [85] isolierten
dendritische Zellen aus der Milz und analysierten deren Phanotyp. In dieser Studie konnte zu
10-15 % eine kleinere Subpopulation (CD4+, OX41+, CD5+, CD90 +) von einer grolteren
Subpopulation von 80-85 % (CD4-, OX41- und CD5-) unterschieden werden.

2.3 Eigenschaften der Implantationsmaterialien

2.3.1 Magnesium als Biomaterial

Magnesium stellt aufgrund seiner mechanischen Eigenschaften, &hnlich wie die des
Knochens, ein vielversprechendes resorbierbares Material fir den chirurgisch-orthopadischen
Einsatz dar [7]. Die Vorteile von Magnesium als biodegradabler Werkstoff sind die Kombination
aus mechanischer Festigkeit und Dehnbarkeit sowie die Unschadlichkeit von
Degradationsprodukten flr den Organismus [5].

Magnesium ist ein essentieller Bestandteil der Nahrung, die empfohlene tagliche Zufuhr des
Menschen betragt 300 bis 400 mg [5]. Als Cofaktor ist Magnesium ein wichtiger Bestandteil
biochemischer Prozesse [86]. Oral aufgenommen wird es zu circa einem Drittel als lon (Mg?*)
Uber den Dunndarm aus der Nahrung resorbiert und kann zum gréf3ten Teil Uber den Urin, in
geringen Mengen Uber die Gallenblase oder tUber den Schweild ausgeschieden werden.
Magnesium dient der Stabilisierung von Membranen, unterstitzt die neuromuskulare
Weiterleitung von Signalen und besitzt wichtige Funktionen im zentralen Nervensystem [4].
99% des korpereigenen Magnesiums ist im Knochen, im Muskel und im Bindegewebe
extrazellular gespeichert, davon befinden sich 50-60% schnell verfigbar im Knochen [87].
Magnesium ist das vierthaufigste Kation im menschlichen Kérper [88].

Die Limitation von reinem Magnesium als Implantatmaterial basiert auf der schnellen
Degradation und der Bildung von Wasserstoff als Korrosionsprodukt [89].
Magnesiumlegierungen mit Metallen Seltener Erden bieten die Mdglichkeit einer reduzierten
Degradation und der Verbesserung von mechanischen Eigenschaften [90]. Vorteil gegentber
anderen biodegradablen Materialien, wie zum Beispiel Polymere, Keramik oder Bioglas, ist die
hoéhere Zugfestigkeit. Effekte einer Belastungsabschirmung (stress - shielding), wie sie beim
Einsatz von Titan und rostfreiem Stahl bekannt sind, kénnen aufgrund der &ahnlichen
mechanischen Eigenschaften im Vergleich zum Knochen vermieden werden [91, 92]. Als
Leichtmetall erméglichen Magnesiumlegierungen eine Defektstabilisierung durch
Lastaufnahme Uber 12-18 Wochen. Dies ist ein kalkulierbarer Zeitraum fur die Knochenheilung
und fur den Ersatz und Verschluss des Defektes durch natiirliches Gewebe [88]. Demnach
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sollte die Degradationsrate der Magnesiumlegierungen entsprechend der Knochenheilung
zeitlich angepasst werden [89]. Die sukzessive Auflosung des Materials erspart dem Patienten
eine zweite Operation zur Entfernung des Implantates. Vielversprechend fir den Patienten
sind hierbei die verkirzte Erholungszeit und der reduzierte Stress durch Aussparung eines
erneuten Traumas durch Explantation der Materialien. Medizinische Ressourcen kdnnen
effizienter ausgeschopft werden. Durch die verminderte Auslastung der Chirurgen kann die
Behandlung weiterer Patienten gesteigert werden [15]. Magnesiumlegierungen verfligen
unabhangig von ihrer Zusammensetzung tber einen osteoproliferativen Effekt und stimulieren
das Knochenwachstum Uber die Reduktion der Anzahl von Osteoklasten [93]. Die Ursache
des gesteigerten Knochenwachstums ist laut einer Studie von Janning, et al. [93] das
Hauptkorrosionsprodukt Magnesiumhydroxid. In Studien von Feyerabend, et al. [94] konnte
eine vorteilhafte Wirkung auf den Knorpelstoffwechsel durch eine erhdhte extrazellulare
Konzentration von Magnesium nachgewiesen werden.

2.3.1.1 Biokompatibilitat

Die Biokompatibilitdt der Korrosionsprodukte von Magnesiumlegierungen ist abhangig von der
Korrosionsrate und der damit verbundenen freigesetzten Menge der Degradationsprodukte

[4].

Die chemische Reaktion des Degradationsprozesses ist in der Formel (1) zusammengefasst.
In normaler Atmosphare bildet sich eine Oxidschicht auf Magnesiummaterialien. In wassriger
Losung degradiert Magnesium Uber eine elektrochemische Reaktion, in der
Magnesiumhydroxid und Wasserstoff entsteht (2) [8]. Auf dem Probenkérper entsteht durch
das Magnesiumhydroxid ein Film, welcher folgend als Korrosionsschutz fungiert [95]. Ab einer
Chloridkonzentration groRer als 30 mmol/l reagiert Magnesiumhydroxid mit den Chloridionen
zu hochléslichem Magnesiumchlorid und Wasserstoff (3a, 3b). Steigt die Chloridkonzentration
in der Umgebung auf iber 150 mmol/l, fuhrt dies zu einer sehr schnellen Degradation und wird
als Lochkorrosion bezeichnet [5]. Die Korrosion von Magnesium ist relativ unempfindlich
gegenuber der Sauerstoffkonzentration in der Ldsung unterschiedlicher anatomischer
Lokalisationen [8].

(1) 2 Mg* +2 H,O > 2 Mg 2+ 2 OH + H:
(2) Mg + 2 H,O>Mg(OH), + Ha

(3a) Mg + 2 CI' > MgCl»

(3b) Mg(OH). + 2 CI' > MgCl, + H»

Die Freisetzung von Hydroxidionen fiihrt zu einem Anstieg des pH-Wertes im Gewebe [96].
Der arterielle pH-Wert im Blut des Menschen unterliegt einer strengen Regulation zwischen
7,37 und 7,44 [97]. Die physiologischen Puffersysteme (Bikarbonat-, Hamoglobin-, Protein-
und Phosphatpuffer) sind in der Lage pH - Schwankungen durch die Exkretion von H* Giber die
Niere und CO, Uber die Lunge auszugleichen [4]. Die physiologischen
Regulationsmechanismen arbeiten zuverldssig unter der Bedingung einer langsamen
Korrosionsrate und der Freisetzung von geringen Mengen von Hydroxidionen [99]. Die
Freisetzung von Wasserstoffgas in hohen Mengen flhrt zur Bildung von Gasblasen im
Gewebe, dies kann zur Stenose von BlutgefalRen und zur Beeintrachtigung der Zellviabilitat
fuhren [4, 5, 100]. Gasblasen verursachen die Trennung der Gewebsschichten und flihren zur
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Verzdgerung der Heilungsvorgange [92]. Die lokale Alkalisierung in der Umgebung des
Implantates kann das pH-abhangige, physiologische Gleichgewicht ungiinstig beeinflussen
und fuhrt ab einem lokalen pH von 7,8 zu alkalischen Vergiftungserscheinungen [100]. In einer
Studie von Kuhimann, et al. [101] wurden haarlosen Mausen Scheiben von
Magnesiumlegierungen mit Metallen Seltener Erden subkutan implantiert und die
Konzentration von Wasserstoff liber einen Wasserstoffsensor und massenspektrometrischen
Messungen bestimmt. Diese Untersuchungen von Kuhimann, et al. [101] konnten zeigen, dass
der Wasserstoff in einer Gasblase bereits nach einem Tag nur noch in geringer Konzentration
nachweisbar ist und schnell Uber die Haut diffundiert sowie im umliegenden Fettgewebe
akkumuliert. Es wurde die Vermutung aufgestellt, dass Wasserstoff ber das umliegende
Gewebe und benachbarte BlutgefalRe gegen Sauerstoff, Stickstoff und Kohlenstoffdioxid
ausgetauscht wird. Klinische Forschungen belegen Wasserstoff als einen wichtigen
physiologisch-regulatorischen Faktor mit antioxidativer, anti-inflammatorischer und anti-
apoptotischer Wirkung auf Zellen und Organe [102].

Die Freigabe der Metallionen wahrend des Degradationsprozesses an der Implantatoberflache
erfolgt nicht linear, nicht homogen und multifaktoriell. Sie wird beeintrachtigt von den
Materialeigenschaften wie zum Beispiel von Korngréfie, Herstellungsprozess, Form, GroRe,
Oberflache, Oberflachenrauigkeit und von biologischen Eigenschaften der Umgebung wie zum
Beispiel pH, FlieRgeschwindigkeit, Konzentration von lonen, Konzentration biologischer
Moleklle sowie von der Bildung von Gasblasen [103]. Dies bedingt, dass der
Degradationsprozess und die Korrosionsrate ortlich und zeitlich unterschiedlich ausfallen
konnen. Die Zusammensetzung der Magnesiumlegierungen unterliegt lokalen Veranderungen
wahrend des Degradationsprozesses aufgrund der Tatsache, dass einige lonen schneller
eliminiert werden kdnnen als andere. Die lokale Korrosion, die Freigabe von Metallionen und
die Akkumulation von Korrosionsprodukten kann gleichzeitig an unterschiedlichen Regionen
auftreten [6]. Eine mogliche toxische Wirkung durch die Menge der freigesetzten Metallionen
auf die benachbarten Zellen ist somit abhangig vom Ort und der Zeit. Die Degradation von
Magnesium hat einen direkten Einfluss auf die Zelladhasion und —proliferation [96]. Mit dem
Anstieg der Osmolaritat in der Umgebung des Biomaterials durch den Zerfall des Metalls
erfolgt eine schlechtere zellulare Adhasionskapazitat und eine zunehmende Apoptose [104,
105].

Die beschriebenen Vorgange verdeutlichen die komplexe Wechselwirkung zwischen dem
Biomaterial und dem biologischen System, in dem es sich befindet. Die Degradation und die
Korrosionsprodukte induzieren eine lokale Entziindungsreaktion, die als Fremdkorperreaktion
bezeichnet wird. Die freigesetzten Entziindungsmediatoren haben wiederum einen Einfluss
auf die Degradation der Materialien [8]. Mannigfaltige Studien beschreiben eine gute
Biokompatibilitdt und milde Fremdkdrperreaktion durch degradierendes Magnesium [106].
Eine explosionsartige Freisetzung der Degradationsprodukte wird als problematisch
angesehen [4]. Wissenschaftlichen Bemuhungen gehen in Richtung einer langsamen,
kalkulierbaren Degradation der Magnesiumlegierungen. Die Entwicklung von Beschichtungen
und Oberflachenmodifikationen stehen in der Aufmerksamkeit der aktuellen Forschungen um
die Degradationsrate zu reduzieren [92].

2.3.1.2 Zytotoxizitat

Die Regulation der Homobostase von Magnesium erfolgt durch den Darm, die Knochen und die
Niere [87]. Als essentielles Element im physiologischen System des menschlichen Kérpers
sind Uberschussige Magnesiumkationen aufgrund der effizienten Ausscheidung tber die Niere
als harmlos einzustufen [86, 107]. Eine Hypermagnesiamie kann im Falle einer chronischen
Nierenerkrankung und dem Versagen der kompensatorischen Mechanismen entstehen [108].
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Zu Beginn einer Erhéhung der Serumkonzentration von Magnesium werden meist keine
klinischen Anzeichen auffallig [109]. Durch die intravenése Gabe koénnen bei
Serumkonzentrationen zwischen 2,5-5 mmol/l Ubelkeit, Blutdruckabfall und Mattheit ausgelost
werden [110, 111]. Ab einer Serumkonzentration von mehr als 5-15 mmol/l ist mit einem
kardiovaskularen Kollaps, Koma und respiratorischer Depression zu rechnen [110, 112, 113].

Feyerabend, et al. [90] untersuchten in vitro die Wirkung von Magnesiumchlorid in
Konzentrationen von 1 mM bis 200 mM auf die Viabilitdt von humane Osteosarkomzelllinien
(MG63), auf Zelllinien muriner Makrophagen (RAW 264.7) sowie auf humane perivaskulare
Nabelschnurzellen (HUCPV). Die mittlere letale Dosis von Magnesiumchlorid auf die
genannten Zelllinien liegt zwischen 50 und 73 mM.

2.3.2 Gadolinium

Bei der Auswahl von Legierungspartnern fir Magnesium spielt die pathophysiologische
Eignung des Legierungselementes eine entscheidende Rolle, da durch den
Degradationsprozess eine Freisetzung von Metallionen in den Korper erfolgt. Die
Magnesiumlegierungen mit Metallen Seltener Erden bieten den Vorteil einer verbesserten
Korrosionsresistenz in Kombination mit ausgezeichneten mechanischen Eigenschaften [5].
Sie werden als eine neue Klasse biodegradabler Implantatmaterialien beschrieben aufgrund
der Tatsache, dass die derzeit genutzten Materialien hinsichtlich der mechanischen
Eigenschaften im Ungleichgewicht mit dem Knochen stehen und somit ein erhdhtes Risiko flr
eine unerwiinschte Korrosion und der Abnutzung des Materials besteht [114]. Gadolinium
gehdrt zu den Metallen Seltener Erden. Diese sind definiert als eine Gruppe aus 17 Elementen,
die anhand ihrer Atomradien in leichte, mittlere und schwere Metalle eingeteilt werden.
Gadolinium gehért zu den Metallen mit einem mittleren Atomradius [90]. Besonderes Interesse
fur die Metalle Seltener Erden besteht aufgrund antikarzinogener Eigenschaften fir einen
multifunktionellen Gebrauch als Implantatmaterial [115-118].

2.3.2.1 Biokompatibilitat

Gadolinium wird in der Humanmedizin in komplexer Form (Gadopentetat-Dimeglumin) als
Kontrastmittel fir die MRT-Diagnostik genutzt. Als freies Gd** - lon ist Gadolinium schwer
I6slich und kann aufgrund der Affinitdt zu Wasser und Hydroxidionen Phosphat- und
Carbonatsalze bilden, die im Gewebe akkumulieren [6, 119]. Die freie Form der Gd**-lonen
kann eine toxische Wirkung auf biologisches Gewebe haben.

Magnesiumlegierungen mit Gadolinium wurden bereits als gute Kandidaten fir die
medizinische Applikation beschrieben [90, 120, 121]. Gadoliniumkonzentrationen von bis zu
10 % verbessern das Korrosionsverhalten. Bei Konzentrationen Uber 10 % erfolgt keine
Verbesserung der Korrosionsresistenz [122]. In einer Studie von Hort, et al. [7] wurde das
Korrosionsverhalten von MgGd5, MgGd10 und MgGd15 Uber die Gewichtsreduktion und
Wasserstoffproduktion ermittelt. Bei MgGd15 konnte eine deutliche Steigerung der
Korrosionsrate beobachtet werden. MgGd10 zeigte die geringste Korrosionsgeschwindigkeit.
Eine schnelle Degradation resultiert in einer Erhéhung des pH und der Osmolaritat in der
Umgebung [96]. Bei Untersuchungen zum Degradationsverhalten von MgGd10 zeigte dies
eine moderate und stabile Degradation Uber die Zeit mit geringen Veranderungen des pH und
der Osmolaritat. In dieser Studie von Cecchinato, et al. [96] konnte gezeigt werden, dass die
Adharenz von Zellen und das Wachstum von humanen perivaskularen Zellen der Nabelschnur
(HUCVP) auf MgGd10 mit einer moderaten Korrosionsrate besser erfolgte als bei
Vergleichsmaterialien mit gesteigerter Korrosionsrate.
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2.3.2.2 Zytotoxizitat

Die Toxizitat von Gadolinium kann durch chelatbildende Reagenzien deutlich reduziert werden
[90]. Die mittlere letale Dosis von intraperitoneal appliziertem Gadoliniumchlorid betragt 550
mg pro kg/KG bei der Ratte. Bei der dauerhaften oralen Zufuhr von Gadoliniumchlorid Gber 12
Wochen konnten keine Effekte auf das Wachstum oder das Blutbild von Ratten beobachtet
werden [121]. Die mittlere letale Dosis als Endpunkt der Zytotoxizitat reicht meist nicht aus um
die toxikologischen Eigenschaften zu beschreiben. Die Frage nach synergistischen Effekten
der freigegebenen Metallionen stellt sich. In einer Studie von Grillo, et al. [6] konnten keine
synergistisch schadlichen Effekte durch die gleichzeitige Freigabe von Magnesium und
Gadoliniumionen nachgewiesen werden. Zytotoxische Effekte von Gadoliniumchlorid ab einer
lokalen Konzentration von = 200 uM/ml wurden ermittelt. Genotoxische Effekte wurden ab
einer Konzentration von 21600 yM beobachtet [6]. Die mittlere letale Dosis von Gadolinium
auf Makrophagen und Osteoblasten-ahnliche Zellen liegt bei >1000 uM. [90]

2.4 Die Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) ist heute eines der
leistungsfahigsten Werkzeuge zur Phanotypisierung des Immunsystems [123, 124]. Die
Immunphanotypisierung dient der Identifizierung verschiedener Subpopulationen von Zellen
uber die Nutzung von Antikdrpern, die Antigene auf einer Zelle detektieren. Mittels der
Durchflusszytometrie kénnen somit Immunzellen anhand ihrer GroRRe, Granularitat, deren
Oberflacheneigenschaften sowie intrazellularer Merkmale unterschieden werden.

Eine Zellsuspension wird in einem Flissigkeitsstrom mit konstanter Geschwindigkeit an einem
Laser vorbeigefihrt. Die Zellen werden durch fluoreszenzgekoppelte Antikérper markiert und
durch den Laser in einer bestimmten Wellenlange angeregt. Das emittierte Licht wird von
Detektoren aufgenommen, die durch vorgeschaltete Filter nur einen schmalen Bereich des
Lichtes aufnehmen [125]. Uber die Streuung des Lichtes werden Informationen iber die
Grole und Granularitat der Zellen generiert. Das Laserlicht wird in 2 Richtungen gestreut: das
nach vorn gestreute Licht (Forwardscatter, FSC) korreliert mit der Grof3e einer Zelle und das
zur Seite gestreute Licht (Sidescatter, SSC) steht in Zusammenhang mit der Zellgranularitat.
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Sidescatter (S5C)
Granularitat

I Forwardscatter (FSC)
- " ZellgroBe

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Entstehung des Vorwarts- und
Seitwartsstreulichtes (FSC, SSC)

Zielsetzung der FACS-Analyse ist das Bestreben der zweifelsfreien Unterscheidung zwischen
der Antigen—positiven und Antigen—negativen Populationen und exakten Messung der
positiven Population von Zellen [126, 127]. Fir die prazise Messung positiver Signale ist die
Minimierung von Hintergrundsignalen notwendig. Hintergrundsignale konnen durch
Autofluoreszenz, spektraler Uberlappung und unerwiinschter Antikdrperbindung entstehen.
Hintergrundsignale werden ebenso durch die Wahl der Antikorper, die Wahl des
Fluoreszenzfarbstoffes, durch das Farbeprotokoll und der optimalen Konfiguration des FACS-
Gerates beeinflusst [128].

Die Entwicklung eines verlasslichen Mehrfarbenpanels ist zeitaufwendig und erfordert eine
Reihe von Validierungsschritten [129]. Fir diese Studie wurde der MACS Quant ,Erato” von
der Firma Miltenyi Biotec verwendet. Dieses Gerat ist befahigt 8 verschiedene
Fluoreszenzparameter gleichzeitig zu messen und verfligt Gber 3 Laser (Blau 488 nm, Rot 633
nm, Violett 405 nm). Die Laser sollten vor jeder Messung durch den Einzug von Rainbow
Beads (BD Biosciences) kalibriert werden. Aus den vielfaltigen Moglichkeiten werden
entsprechend der Konfiguration von Lasern und Detektoren des FACS-Gerates
Fluoreszenzfarbstoffe in der besten Kombination flir das Experiment ausgewahlt [124]. Die
Helligkeit eines Fluoreszenzfarbstoffes wird nicht nur durch die Intensitat der gefarbten
positiven Zellen, sondern auch vom Hintergrund der negativen Zellen beeinflusst [124]. Die
Entscheidung fir ein Fluorochrom oder Konjugat ist abhangig vom Expressionslevel und vom
Zelltyp, auf dem der Marker exprimiert ist [124]. Hierfur wird folgende Regel definiert: eine
gering exprimierte Eigenschaft wird mit einem hellem Fluorochrom ausgestattet, hoch
exprimierte Eigenschaften kdnnen durch schwache Fluorochrome markiert werden [124].
Umso mehr unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe in einem Panel verwendet werden, umso
hoher ist das Risiko flir Artefakte durch Kompensationsfehler und/oder Interaktionen der
Reagenzien [124].

Eine Reihe von Werkzeugen zur Qualitatssicherung stehen zur Verfligung. Natrliche
Zellkomponente koénnen durch die Laser angeregt werden. Diese Tatsache ist als
Autofluoreszenz bekannt [128]. Das Ausmal} der Autofluoreszenz wird beeinflusst durch den
Zelltyp und die biologischen und physiologischen Eigenschaften einer Zelle [130]. So weisen
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Granulozyten aufgrund ihrer hohen Granularitdt eine hohere Autofluoreszenz auf als
Lymphozyten [131]. Die Autofluoreszenz kann durch die Messung einer ungefarbten Probe
evaluiert werden, die mit denselben Einstellungen am Gerat gemessen wird [128]. Die
spektrale Reichweite der Emission der meisten Fluoreszenzfarbstoffe ist so weit, dass die
Emission einer einzelnen Farbe durch mehrere Detektoren gemessen wird. Diese
Uberlappung der Emissionsspektren in die verschiedenen Detektionsregionen fiihrt zur
Entstehung von Hintergrundsignalen und sollte durch eine Kompensation korrigiert werden
[128]. Die Kompensation ist demnach ein Prozess der mathematischen Elimination spektraler
Uberlappungen verschiedener Fluorochrome [124].

Fir die prazise Messung eines positiven Signals sollten unspezifische Bindungen durch
Antikorper eliminiert werden. Eine unspezifische Antikérperbindung ist die Bindung eines
Antikdrpers an ein anderes Epitop, als fir das es vorgesehen war. Fc-Rezeptoren kdnnen als
Rezeptoren von Antigenen erkannt und auf unfixierten, lebenden Zellen wie zum Beispiel
Neutrophilen Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, B-Zellen, NK-Zellen und T-Zell
Subpopulationen exprimiert werden [132]. Die Blockierung des Fc-Rezeptors sollte mit anti-
Fc-Rezeptor Antikorpern, gepoolten Immunglobulinen oder mit Serum erfolgen [128].
Unspezifische Antikdrperbindungen werden des Weiteren durch die Optimierung der
Antikdrperkonzentration mittels Titrationsuntersuchungen eliminiert [133]. Titrationen dienen
der Ermittlung des starksten Signals der positiven Population und des schwachsten Signals
der negativen Population [133]. Zur Bestimmung von unspezifischen Antikérperbindungen
Uber den Fc-Rezeptor und/oder der unspezifischen Bindung an Fluorochrome werden
Isotypkontrollen durchgefiihrt [134]. Isotypen sind Antikdrper, die denselben Isotyp des
Immunglobulins des spezifischen Antikdrpers aufweisen und sind gegen ein Antigen gerichtet,
welches sich nicht auf oder in den untersuchten Zellen befindet [135]. Der Isotyp sollte an
dasselbe Fluorochrom gebunden sein wie der spezifische Antikorper [128]. Bei einem
Versuchsaufbau von mehr als 4 Farben im Panel ist die Hauptquelle von Hintergrundsignalen
bedingt durch die Uberlappung der Fluoreszenz. Aus diesem Grund wurden FMO-Kontrollen
entwickelt [127]. FMO-Kontrollen (Fluoreszenz Minus One) sind Proben, die mit allen
Antikérpern des Mehrfarbenpanels markiert wurden aufder einem [124, 136]. Bei Proben mit
mehrfachmarkierten Subpopulationen dienen FMO-Kontrollen der Bestimmung der positiven
Populationen innerhalb der ausgewahlten Regionen (Gates) [128].

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von verschiedenen
Immunzellen in einer Zellsuspension uber die Markierung mit fluoreszenzgekoppelten
Antikérpern. Gesammelte Daten werden durch zweidimensionale Punktdiagramme (DotPlots)
dargestellt. Durch die fortwdhrende Auswahl von Analysefenstern (Gates) kdnnen die
einzelnen Subpopulationen der Immunzellen voneinander differenziert werden.
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3 Material

3.1 Laborgerate

Eine ausflhrliche Liste der verwendeten Laborgerate befindet sich im Anhang.

3.2 Verbrauchsmaterialien

Eine ausflhrliche Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien befindet sich im Anhang.

3.3 Reagenzien

Eine ausfuhrliche Liste der verwendeten Reagenzien befindet sich im Anhang.

3.4 Antikorper

Tabelle 1: Liste der verwendeten Antikdrper

Bezeichnung

CD45 eFluor 450

CD3 APC

CD4 PerCP
eFluor 710

CD8 PE-Cy7

HIS48 FITC

CD3 PE

Klonalitat

OoX1

eBioG4.18

OX35

OX8

HIS48

eBioG4.18

Spezies/Isotyp

Maus/IgG1,kappa

Maus/IgG3,kappa

Maus/
IgG2a,kappa

Maus/IgG1,kappa

Maus/IgM

Maus/IgG3,kappa

20

Verdinnung

1:40

1:200

1:400

1:400

1:200

1:200

Hersteller

eBioscience®

eBioscience®

eBioscience®

eBioscience®

eBioscience®

eBioscience®



CD11b/c PE

CD68 APC
Vio770

CD163
AlexaFluor 647

DAPI

Fixable Viability
Dye eFluor 506
(FVD)

3.5 Isotypen

Tabelle 2: Liste der verwendeten Isotypen

Bezeichnung

eFluor 450

PerCP eFluor 710

PE-Cy7

FITC

0oXx42 Maus/IgG2a,kappa 1:200
REA237 Mensch/IgG1 1:10
ED2 Maus/IgG1 1:10
1:250
1:1000
Spezies/Isotyp Verdinnung Hersteller
Maus/IgG1,kappa 1:40 eBioscience®
Maus/ 1:400 eBioscience®
IgG2a,kappa
Maus/IgG1,kappa 1:400 eBioscience®
Maus/IgM 1:200 eBioscience®
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eBioscience®

Miltenyi Biotec

Serotec

Anaspec

eBioscience®



PE Maus/IgG2a,kappa 1:200

REA Control (1)- Mensch/IgG1 1:10
APC-Vio770™

ED2 AlexaFluor Maus/IgG1 1:10
647

3.6 Hergestellte L6sungen

Tabelle 3: Liste der hergestellten Losungen

Lésung Substanz

Kollagenase — Puffer Kollagenase P

Hyaluronidase

HEPES

Natrium-Pyruvat

Desoxyribonuklease
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eBioscience®

Miltenyi Biotec

Serotec

Konzentration

2,3 Uimg

2,5 mg/ml

0,24 g/ml

11,5 mg/ml

2 mg/ml



3.7 Software und Datenbanken

Tabelle 4: Liste der verwendeten Softwareprogramme

Programm Hersteller
Flow Jo Tree Star - Version 7.6.5
SPSS IBM SPSS Statistics - Version 22
Excel Microsoft - Version 2013
Word Microsoft - Version 2013
AxioVision Carl Zeiss AG - Version 4.8.2,
Endnote Clarivate Analytics - Version X7
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4 Methoden
4.1 Etablierung
4.1.1 Titration der Antikorper

Der erste Schritt der Etablierungsphase ist die Titration der Antikérper zur Identifikation der
korrekten  Antikdrperkonzentration fir optimale Farbeergebnisse. Die korrekte
Antikdrperkonzentration ermdglicht die maximale Messung des gewilinschten Signals und die
Minimierung von Hintergrundgerauschen und unspezifischen Bindungen. Zu viel oder zu
wenig Antikdrper wirde in einer Reduktion der Sensitivitdt der Fluoreszenzmessung
resultieren. Alle verwendeten Antikdrper wurden im Zielgewebe titriert. Die Zellpopulationen
wurden, wie in der Versuchsdurchfihrung beschrieben, bis zu einer Blut- oder
Kapselzellsuspension aufgearbeitet. Eine konstante Anzahl Zellen (1x10° Zellen) wurde mit
absteigender Menge an Konzentration von Antikdrpern in einem einheitlichen Endvolumen von
100 ul PBS + 2% FCS gefarbt. Fetales Kalberserum (FCS) wurde zur Blockierung des Fc-
Rezeptors genutzt. Die empfohlene Herstellerkonzentration des Antikérpers wurde als mittlere
Konzentration festgelegt und jeweils der Antikrper in 2 bis 4 Schritten verdinnt. Die Farbung
wurde unter konstanten Bedingungen bei 4°C, in Dunkelheit Gber 30 Minuten durchgefiihrt.
Die Messung einer ausreichenden, konstanten Menge an Zellen am FACS-Gerat (10.000
Counts) ist essentiell fir die Vergleichbarkeit und Interpretation der Titrationsergebnisse. Zur
Darstellung der Titrationskurven wurde im Scatter die gesuchte Population gegatet und jede
Verdunnungsstufe vergleichend in einem Histogramm mit einer ungefarbten Probe dargestellt
(Abbildung 2). Die optimale Konzentration eines Antikdrpers wurde Uber die eindeutige
Trennung der positiven Population von der negativen Population ermittelt. Die Konzentration
mit dem starksten Signal der positiven Population und dem geringsten Signal der negativen
Population wurde ausgewahilt.

100 Probe

i DEI unstained.002.fcs
[1HcD3 1_200.008.fcs
= cb3 1_100.007 fes

80-
] B cb3 1 50.006.fcs

0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC

Abbildung 2: Gating des betreffenden Bereiches im Scatter (links), Titrationskurven fir die
Konzentration des Antikdrpers CD3 PE von 1:50, 1:100 und 1:200

4.1.2 Kompensation

Nach der Titration der Antikorper folgte die Erstellung einer Kompensation. Unter der
Kompensation versteht man die rechnerische Korrektur Uberlappender Absorptions- und
Emissionsspektren zur Sicherstellung der Messung des Signals im gewlinschten Kanal. Das
verwendete FACS - Gerat MACSQuant ,Erato® ist mit 3 Lasern ausgestattet und ist befahigt
Fluorochrome in 8 verschiedenen Kanalen zu messen. Aufgrund der Heterogenitat unserer
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Gewebeproben wurde eine manuelle Kompensation mittels der Flow Jo Software
durchgefiihrt. Einzelfarbungen jedes Antikérpers wurde im Zielgewebe hergestellt. Am FACS
- Gerat wurde zunachst eine kleine Menge ungefarbter Zellsuspension eingezogen und die
Scattereinstellungen angepasst. Daraufhin folgten die Messungen der Einzelzellsuspensionen
und eine Probemessung der Mehrfachfarbung aller Antikdrper. Die Kompensationsmatrix
wurde auf Grundlage der gemessenen Einzelfarbungen durch das Programm Flow Jo
zunachst automatisch berechnet und dann manuell kontrolliert und angepasst. Die
Kompensationsmatrix wurde anhand der Probemessungen der Mehrfachfarbungen aller
Antikorper Uberprift. Es wurde auf die zweifelsfreie Identifikation und Separation der
Subpopulationen geachtet.

41.3 FMO (Fluoreszenz Minus One)

Die Fluoreszenz Minus One Kontrolle (=Fluoreszenz minus Eins) wird bei Mehrfachfarbungen
zur Uberpriifung der Positivsignale der Antikdrper genutzt. Hintergrundsignale sollen detektiert
und Kenntnisse Uber die richtige Platzierung der Auswertefenster (Gates) und deren Grenzen
kontrolliert werden. Alle Fluoreszenzfarbstoffe werden gefarbt und ein Antikdrper aus dem
Farbepanel eliminiert. Zur Verdeutlichung der Versuchsdurchfiihrung ist in Tabelle 5 die
Zusammensetzung der FMO-Kontrollen dargestellt. Zur Durchfihrung wurde die Kapsel
entsprechend der Standardprozedur bis zur Zellsuspension aufgearbeitet und eine definierte
Menge an Zellen (1x10° Zellen) fiir die Farbung verwendet. Die Auswertung erfolgte mittels
Flow Jo Software. In Abbildung 3 sind die FMO-Kontrollen der Antikérper CD3 PE und CD4
PerCP eFluor 710 dargestellt. Im Vergleich mit dem fullstain (Mehrfachfarbung des gesamten
Panels) konnten die gewahlten Grenzen der Gates angepasst und bestatigt werden.

Tabelle 5: Ubersicht der Zusammensetzung der Fluoreszenz Minus One Mehrfachfarbungen
fur das Kapselpanel

Antikdrper
FMO
CD45 CD3 CD4 CD8 | HIS48 | FVD CD68 | CD163
Ungefarbte ) ) ) ) ) ) ) )
Kontrolle

FMO-

CD45 - + + + + + + +
FMO-CD3 + - + + + + + +
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FMO —
CD4

FMO —
CD8

FMO —
HIS48

FMO -
FVD

FMO —
CD68

FMO —
CD163
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Abbildung 3: Darstellung der Dotplots von fullstains der Kapsel (links) im Vergleich zu den
FMO - Kontrollen der Antikérper CD3 PE (oben) und CD4 PerCP eFluor 710 (unten)

4.1.4 Isotypkontrollen

Isotypen dienen der Kontrolle der Spezifitat des Antikdrpers und der Bestimmung von
unspezifischen Bindungen, die durch Autofluoreszenz, durch Bindungen an Zellen oder
Proteinen bedingt sein kdnnen. Isotypen werden aus der gleichen Spezies gewonnen, missen
an dieselben Fluorochrome gekoppelt sein und werden in derselben Konzentration eingesetzt.
Der Isotyp bindet jedoch nicht spezifisch an die Zielzelle. Es wurden Einzelfarbungen im
Zielgewebe Kapsel entsprechend der Standardaufarbeitungsprozedur hergestellt. Die
Messungen am MACSQuant ,Erato” erfolgten entsprechend einer konstanten Menge an
Zellen (10.000 Counts). Die Auswertung erfolgte mittels Flow Jo Software. Es wurde auf die
Zielpopulation gegatet und das Histogramm des Isotyps wurde mit dem Histogramm von
Einzelfarbungen desselben Antikorpers verglichen. Es sollte keine Bindung des lIsotyps
erfolgen. In der Abbildung 4 ist der Bereich im Scatter fir die CD45 positiven Zellen
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(Leukozyten) und das Histogramm einer Einzelfarbung (Single Stain, SS) im Vergleich zum
Histogramm des zugehdrigen Isotyps (Isotypkontrolle, IC) am Beispiel des Antikérpers CD45
eFluor 450 dargestellt. Fir die in Rot dargestellte Isotypkontrolle ist kein positiver Peak zu
verzeichnen, es hat keine spezifische Bindung stattgefunden.

Probe
W Kapsel SS CD45.0013.fcs
B Kapsel IC CD45.0026.fcs

LI L B B L) B I L

0 50K 100K 150K 200K 250K 0 102 10° 10* 10°
FSC CD45

Abbildung 4: Gatingbereich der Zielpopulation (links) und Histogramm der Isotypkontrolle (IC,
rot) im Vergleich zur Einzelfarbung (SS, blau) des Antikérpers CD45 eFluor 450 (rechts)

4.2 Versuchsdurchfiihrung

Das beschriebene Tierversuchsvorhaben mit dem Titel: ,Analyse der Biokompatibilitat
neuartiger Magnesiumformulierungen als Werkstoff fur orthopadische Implantate- Einfluss
verschiedener Modifikationen auf die Degradation und die Fremdkdrper AbstoRungsreaktion
(Foreign Body Reaction, FBR) im Implantationsmodell in der Ratte, Analyse mittels FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorting) sowie histologischer Aufarbeitung des Gewebes* wurde
entsprechend des § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetztes genehmigt und unter der Nummer
G310/13 gefuhrt.

4.2.1 Auswahl und Bezug der Tiere

Fir den Versuch wurden weibliche, nicht kastrierte Lewis Ratten (n=108) vom Stamm der
SsNHsd mit einem Gewicht von 180 bis 300 g von Envigo, ehemals Harlan Laboratories Ltd.
bezogen. In Vorbereitung der Tiere auf den Versuch erfolgte die Eingewdhnung an die neue
Umgebung nach der Anlieferung tber 7 Tage in Gruppen von 4 bis 6 Tieren. Die Tiere wurden
in 12 stindigem Tag-Nachtrhythmus bei regelmaRiger Futterung und artgerechter
Umgebungstemperatur gehalten.

4.2.2 Einteilung der Gruppen

Die Gruppeneinteilung erfolgte entsprechend der Standzeiten 1, 3, 7, 14, 21 und 28 Tagen
und der eingesetzten Materialien: MgGd10, MgGd5 und MgFe. Es wurden pro Zeitpunkt und
pro Materialgruppe 6 Tiere verwendet. Die Zuordnung der Ratten zu den Gruppen sowie die
Nummerierung erfolgten nach dem Zufallsprinzip.
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4.2.3 Beschaffenheit der Implantate

Die gewahlten Materialien MgGd10, MgGd5 und MgFe wurden im Helmholtz-Zentrum
Geesthacht als Kreiszylinder mit einem Durchmesser von 8 mm und einer H6he von 2 mm
angefertigt. MgGd10 wurde mit einem Gehalt von 10 % Gadolinium und MgGd5 mit einem
Gehalt von 5 % Gadolinium ausgewiesen. Als Kontrollgruppe einer schnellen Degradation
wurde ein Magnesiummaterial verwendet, welches eine Verunreinigung aus Eisen mit einem
Volumenanteil von 150 ppm enthielt. Die Materialien wurden vor der Implantation poliert,
geatzt und gamma-sterilisiert.

4.2.4 Operationsmethodik

Die Tiere erhielten 30 Minuten vor dem Eingriff eine subkutane Injektion Buprenorphin
(Temgesic) in einer Dosis von 0,04 mg/kg zur Analgesie. Die Narkoseeinleitung erfolgte in
einer Box mit 3,5-5 % Isofluran, die Narkoseerhaltung per Atemmaske unter 1,5-2 % Isofluran
sowie einem Sauerstofffluss von 1 I/min. Die antibiotische Abschirmung erfolgte Uber eine
einmalige subkutane Clindamycingabe (60 mg/kg). Wahrend der Narkose wurden die Augen
der Ratten mit Bepanthen® Augensalbe benetzt und die Tiere auf einer Warmematte gelagert.
Das Erreichen der Narkosetiefe und der Analgesie wurde vor Beginn der chirurgischen
Mallnahmen mittels Testung der Ausschaltung des Flexor-Reflexes Uberpruft. Nach dem
Scheren der betroffenen Hautareale und chirurgischer Desinfektion mit alkoholischer
Jodlésung wurden jeweils 2 Implantate subkutan und intramuskular implantiert. Subkutan
erfolgte eine Inzision der Haut median des Schulterblattes und die stumpfe Praparation einer
1 x 0,5 cm groRen Tasche in die Unterhaut rechts und links vom Hautschnitt. In diese Tasche
wurde das Implantat platziert. Hierbei wurde auf einen ausreichenden Abstand zur
Hautinzision geachtet, um spater eine Beeinflussung der Ergebnisse durch die Reaktion auf
das Nahtmaterial zum Vernahen der Wunde ausschliefsen zu kénnen. Die Unterhauttasche
wurde mit einem Einzelheft verschlossen. Die Haut wurde daraufhin mit Einzelheften vernaht.
Intramuskular erfolgte nach Inzision der Haut Uber der Wirbelsdulenkontur die Inzision der
Faszie des Musculus gluteus sowie die stumpfe Praparation einer 1 x 1 cm grof3en Tasche im
Musculus gluteus in Faserrichtung. In diese Tasche wurde das Implantat platziert. Die Tasche
des Muskels wurde durch ein U-Heft verschlossen. Die Naht der Haut erfolgte durch eine
intrakutane Nahtmethode. Fur die Naht wurde resorbierbares Nahtmaterial (Vicryl) in einer
Fadenstarke von USP 5-0 verwendet. Die kontrollierte Aufwachphase fand unter Rotlicht statt.
Eine postoperative Analgesie wurde Uber 3 Tage Ubers Trinkwasser mit Tramadol 2,5 mg/Kg
sichergestellt. 24 Stunden nach dem operativen Eingriff wurden das Haarkleid, die
Korperhaltung, der Bewegungsdrang, eine Isolation der Tiere, Tranen der Augen und die
Trinkmenge dokumentiert. Weitere Kontrollen des Allgemeinzustandes, die Wund- und
Gewichtskontrollen wurden nach jeweils einer Woche bis zum Ende der Standzeit
durchgefihrt.

4.2.5 Finalisierung

Zur Narkoseeinleitung erfolgte eine Injektion von Ketamin (60 mg/Kg) und Medetomidin (0,3
mg/Kg) intraperitoneal. Erst bei vollstindigem Verlust des Bewusstseins durch Prifung des
Flexor-Reflexes wurde das Herz zur finalen Blutentnahme punktiert und 10 ml 10 %
Kaliumchlorid ins Herz injiziert. Die Blutproben wurden in Lithium-Heparin Réhrchen Gberfihrt.
Die Praparation der subkutanen und intramuskuldaren Kapsel erfolgte unter sterilen
Bedingungen, bei den langeren Standzeiten nach vorherigem Scheren der betroffenen
Hautareale. Die Kapseln wurden bis zur Aufarbeitung in einem Kollagenasepuffer auf Eis
gelagert. Die enthommenen Implantate wurden in Mikrotiterplatten Gberfuhrt und bis zur
Aufarbeitung mit Chromsaure bei -80°C tiefgefroren.
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4.3 Probenaufarbeitung

4.3.1 Aufarbeitung von Vollblut

200 pl Rattenvollblut und 4 ml Erylysepuffer wurden in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen
suspendiert, geschwenkt und 10 Minuten bei RT und Dunkelheit inkubiert. Nach Zentrifugation
bei 500 g bei 4°C fiir 5 Minuten wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet mit 1 ml
PBS + 2% FCS resuspendiert, anschlieend in ein 1,5 ml Zentrifugenréhrchen Uberflhrt. Die
Suspension wurde daraufhin zweimalig gewaschen (Zentrifugation 400 g, 4°C, 5 Minuten,
Resuspendierung mit 1 ml PBS + 2% FCS) und fur die Farbung eingesetzt.

4.3.1.1 Herstellung der FACS-Farbung

Der Mastermix fur die Farbung der Blutzellsuspension wurde aus Vorverdinnungen der
Antikorper hergestellt. Nach Gabe zur Zellsuspension erfolgte die Inkubation tber 30 Minuten
im Kuhlschrank (4°C) bei Dunkelheit. Nach der Inkubation folgten zwei Waschvorgange mit
FACS-Puffer. Zuletzt wurde das Pellet in 300 pl FACS-Puffer aufgenommen und in ein FACS-
Réhrchen Uberfuhrt. Untersucht wurden die Oberflachenmolekille CD45, CD3, CD4, CD8,
CD11b/c und HIS48. Kurz vor der Messung am MACS-Quant ,Erato” wurde der Lebend-Tot-
Farbstoff DAPI (1,5 ul) zur Zellsuspension hinzugeflgt.

4.3.1.2 Gatingstrategie der Blutproben

Im Blut wurde die Anzahl der lebenden Leukozyten in Counts pro Milliliter bestimmt. Die
Zellpopulationen wurden quantifiziert als Anteil an lebenden Leukozyten in Prozent. Die im
Ergebnisteil beschriebenen Zahlenwerte in Prozent beziehen sich auf die Mittelwerte aus den
Gruppen (n=6) zu den verschiedenen Standzeiten. Aus den Daten der Pilotstudie wurden
Referenzbereiche der zu untersuchenden Zellpopulationen festgelegt. Hierflir wurden
Blutproben vor dem operativen Eingriff bei jedem Tier (n=108) aus der V. saphena gewonnen
und die ermittelten Referenzbereiche aus der Pilotstudie zum Vergleich mit den Daten der
Hauptstudie herangezogen. Die Gatingstrategie wurde ausgehend von den Ergebnissen von
Fecho, et al. [137] entwickelt und wird in der Abbildung 5 dargestellt. Der Oberflachenmarker
CD45 wurde fur die Markierung von Leukozyten verwendet. Der Ausschluss von aneinander
gelagerten Zellen, den sogenannten Dubletten, erfolgte tUiber das Gating FSC.A gegen FCS.H.
Die CD45 positiven Zellen wurden daraufhin auf ihre Viabilitat (DAPI) untersucht, die lebenden
CD45 positiven Zellen wurden daraufhin nach CD3 gegatet. Die CD3 positiven T-Zellen
wurden zur weiteren Differenzierung nach CD4 (T-Helferzellen, NK-T-Zellen) und CD8
(zytotoxische T-Zellen, TCR af, TCR yd, NK-T-Zellen) gegatet. Bei den CD3 negativen Zellen
handelt es sich um Nicht-T-Zellen, die weiter nach CD11bc/HIS48 gegatet wurden. Im
nachsten Auswahlfenster (Gate) konnten nun 5 verschiedene Populationen voneinander
unterschieden werden: R1: CD11bcneg/HIS48neg (B-Zellen), R2: CD11bc+/HIS48neg
(Dendritische  Zellen, NK-Zellen), R3: CD11bc+/HIS48low (Monozyten), R4:
CD11bc+/HIS48medCD4-CD8- (Neutrophile Granulozyten) und R5: CD11bc+/HIS48high
(aktivierte Monozyten, Granulozyten).
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Abbildung 5: Gatingstrategie der Blutproben
4.3.2 Aufarbeitung der Kapsel

Die Kapseln wurden nach der Praparation in 500 ul Kollagenase-Puffer Gberfihrt, die Gewebe-
Kollagenasesuspension in eine Zellkulturschale gegeben und mit einem Skalpell zerkleinert.
Daraufhin wurde die Kapsel 1 Stunde lang bei 39 °C im Brutschrank inkubiert. Nach der
Inkubation wurde diese in der Petrischale mit Hilfe eines Spritzenkolbens zerdriickt und in ein
50 ml Zentrifugenréhrchen durch ein 100 um Zellsieb gegeben, dabei wurde das Zellsieb
mehrmals mit PBS bis zu einem Gesamtvolumen von 10 ml durchspilt. Die
Kapselzellsuspension wurde dreimalig zentrifugiert (400g, 8 min, 4°C) und anschlieRend der
Uberstand abgenommen und das Pellet in PBS resuspendiert. Daraufhin wurde 1 pl des
Lebend-Tot Farbstoffes FVD hinzugegeben und fir 30 Minuten im Kihlschrank inkubiert. Nach
erneutem Waschen erfolgte die Farbung der Oberflachenantikérper CD45, CD3, CD4, CD8,
HIS48 und CD163. Die Fixierung und Permeabilisierung zur Farbung des intrazellularen
Markers CD68 erfolgte durch Leucoperm der Firma Serotec entsprechend der
Herstellerangaben. Nach der Fixierung und mit dem Schritt der Permeabilisierung wurde der
Antikérper CD68 zur Suspension hinzugefligt. Nach der Inkubation Gber 30 Minuten bei 4°C
in Dunkelheit wurde die Kapselzellsuspension mit PBS + 2% FCS gewaschen und folgend mit
400 ul FACS-Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde fiir die durchflusszytometrischen
Messungen am MACS Quant verwendet.

4.3.2.1 Gatingstrategie der Kapselproben

Die Anzahl der lebenden Leukozyten wird in Counts pro Kapsel angegeben und folgend alle
Zellpopulationen auf den Anteil an lebenden Leukozyten in Prozent bezogen. Die
Gatingstrategie wird in den Abbildungen 6 und 7 dargestellt. Der Oberflachenmarker CD45
wurde fur die Markierung von Leukozyten verwendet. Der Ausschluss von aneinander
gelagerten Zellen, der sogenannten Dubletten, erfolgte Uber das Gating FSC.A gegen FCS.H.
Die CD45 positiven Zellen wurden daraufhin auf ihre Viabilitdt durch den Lebend-Tot-Farbstoff
FVD eFluor506 untersucht. Die lebenden CD45 positiven Zellen wurden daraufhin nach CD3
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gegatet. Die CD3 positiven T-Zellen wurden zur weiteren Differenzierung nach CD4 (T-
Helferzellen, NK-T-Zellen) und CD8 (zytotoxische T-Zellen, TCR a3, TCR yd, NK-T-Zellen)
unterteilt. Bei den CD3 negativen Zellen handelt es sich um Nicht-T-Zellen die weiter nach
CD68/HIS48 gegatet wurden um die Granulozyten/Monozyten von Makrophagen zu
unterscheiden. Die HIS48 positiven Zellen wurden weiter nach CD4 gegatet. Die CD4
negativen Zellen wurden Uber den Forward- und Sidescatter in Neutrophile Granulozyten
(FCSlow/SSCmed-high) und Monozyten (FCSmed/SSClow) unterteilt. Die CD4 positive
Population wurde im Forward- und Sidescatter betrachtet. Hierbei konnten wiederum 2
Populationen  voneinander  unterschieden  werden: Eosinophile  Granulozyten
(FSClow/SSChigh) und eine FSCmed/SSCmed Population, die weiter nach CD163 gegatet
wurde. Diese Population wird fortwahrend als CD68-CD163+ Population bezeichnet. Die
CD68+/HIS48- Population wurde weiter nach CD68 und CD163 gegatet. Die CD68+CD163-
Population wird als M1-Makrophagen und die CD68+CD163+ Population als M2-
Makrophagen bezeichnet.
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Abbildung 6: Gatingstrategie der Kapselproben fir T-Zellen
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Abbildung 7: Gatingstrategie der Kapselproben fiir Nicht-T-Zellen
4.3.2.2 Auswertung der durchflusszytometrischen Ergebnisse

Die Auswertung der Daten wurde mit dem FlowJo Programm 7.6.5 der Firma Tree Star und
unter der Verwendung von Excel Version 2013 der Firma Microsoft durchgefiihrt. Die
Erstellung der Kompensation zur rechnerischen Korrektur einer méglichen Uberlappung der
Fluoreszenzsignale erfolgte rechnerisch sowie manuell Gber FlowJo auf Grundlage von
Einzelfarbungen der Zellsuspensionen.

4.3.3 Zellsortierung und Zytozentrifugation zur Identifikation der Zellpopulationen

Die Identifikation der gemessenen Zellpopulationen in der Kapsel wurde anhand einer
Zellsortierung mit anschlieRender Zytozentrifugation Uberprift. Ein Zellsorter erkennt die
fluoreszenzgekoppelten Oberflachen- und intrazellularen Marker und Uberfihrt die reinen
Zellpopulationen anhand ihrer Fluoreszenzmarkierungen in Zentrifugenréhrchen. Die
Zellsuspensionen kdnnen dann Uber eine Zytozentrifuge auf Objekttrager Gberfihrt und zur
mikroskopischen Untersuchung angefarbt werden. Dieses Verfahren wurde zur Uberpriifung
der gewahlten Analysefenster (Gates) eingesetzt und erfolgte exemplarisch zu einzelnen
Standzeiten. Die Zellsuspensionen wurden entsprechend der beschriebenen Vorgehensweise
aufgearbeitet und gefarbt. Die Sortierung erfolgt am Zellsorter Aria Il ,Calliope” im BCRT. Die
Zellsuspensionen wurden nach der Sortierung 3 Minuten bei 500 g zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und das Pellet mit 200 ul PBS + 2 % FCS resuspendiert. Die Zelltrichter wurden
mit beschichteten Objekttragern bestlickt, die 200 ul Zellsuspension in die Trichter pipettiert
und entsprechend in die Zytozentrifuge platziert. Die Zentrifugation erfolgte Gber 5 Minuten bei
500 rpm. Die Objekttrager wurden dann Uber Nacht an der Luft getrocknet und am Folgetag
mit einer kommerziellen Diff-Quik Farbung gefarbt. Jeder Objekttrager wurde jeweils 5 x Gber
2 secindie Fixier- und in die beiden Farbeldsungen getaucht. Danach wurden die Objekttrager
in destilliertem Wasser gespullt und wiederum Uber Nacht getrocknet. Die Zellen konnten
anhand ihrer Morphologie mikroskopisch untersucht und unterschieden werden. Die
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mikroskopischen Aufnahmen wurden an einem Axio Scope A1 der Firma Zeiss mit einer
VergrofRerung von 1000x angefertigt.

4.3.4 Ablosen der Korrosionsprodukte zur Bestimmung der Korrosionsrate

Zur Unterbrechung des Degradationsprozesses wurden die Implantate direkt nach der
Entnahme aus dem Tier in Mikrotiterplatten Uberfihrt und auf -80 °C tiefgefroren. Zum Ablésen
der Korrosionsprodukte wurden die Implantate insgesamt 20 Minuten in 5 ml Chrom(VI)-oxid
gebadet. Nach 10 Minuten Inkubation auf der einen Seite wurden die Implantate gewendet
und weitere 10 Minuten in Chrom(VI)-oxid inkubiert. Hiernach wurden sie unter standiger
Bewegung erst 30 Sekunden in 250 ml destilliertem Wasser und dann 20 Sekunden in 50 ml
100 % Ethanol gewaschen. Es erfolgte nach dem Abdampfen der Proben unterm Abzug Uber
24 Stunden die Bestimmung des Gewichtsverlustes mit einer Feinwaage. Die Korrosionsrate
wurde auf Grundlage folgender Formel [7] bestimmt:

_ 8,76x10000+xAGV
A*t*p )

CR

CR (Korrosionsrate) in mm/Jahr

AGV (Gewichtsverlust) in g

A (Oberflache) in cm?

t (Zeit) in Stunden

p (Dichte) in g x cm

4.3.5 In vitro Studien zur Bestimmung der Korrosionsrate im Bioreaktor

Untersuchungen zum Korrosionsverhalten der eingesetzten Materialien MgGd10, MgGd5 und
MgFe erfolgten in einem geschlossenen Bioreaktorsystem. Hierfir wurde eine Fliellkammer
Uber Schlauche und Schlauchverbindungen an eine Pumpe der Firma Ismatec angeschlossen.
Die in der FlieRkammer platzierten Implantate wurden in einem Brutschrank bei 37°C, 10,5%
Sauerstoff und 5 % Kohlenstoffdioxid Uber 72 Stunden kontinuierlich mit HANKS- Nahrmedium
bei einer FlieRgeschwindigkeit von 0,33 ml/min umspdlt. Entsprechend der
Volumenverhéltnisse der Ratte wurde das Gesamtvolumen eines Kreislaufes auf 21 ml
bemessen. Vor dem Start wurde der Bioreaktor Uber einer Stunde im Brutschrank inkubiert.
Die Extrakte wurden nach Versuchsende auf die Leitfahigkeit, den pH-Wert und die
Osmolaritat untersucht und mit der Baseline (Kontrollgefa® ohne Zugang zur Pumpe)
verglichen (Daten werden nicht gezeigt). Auf Grundlage des Gewichtverlustes der Implantate
wurde nach Ablésung der Korrosionsprodukte die Korrosionsrate nach der in Abschnitt 4.2.2.
genannter Formel bestimmt.

34



Abbildung 8: Aufbau des Bioreaktorsystems

4.3.6 Rauigkeitsmessungen der Implantate durch mechanische Profilometrie

Fir die Vermessung der Oberflachentopografie der Proben wurde die mechanische
Profilometrie eingesetzt. Hierfir wurde der Hommel-Tester T2000 der Firma Hommelwerke
GmbH mit der Messonde TK100 genutzt. Der Hommel-Tester T2000 fahrt die Probe innerhalb
eines bestimmten Messbereiches mit einer Diamantnadel ab und ermittelt verschiedene
Rauigkeitsparameter. Fir die verwendeten Materialien wurde der arithmetische Mittenrauwert
(Ra) vor und nach der Implantation bestimmt. Der Mittenrauwert R ist der Mittelwert der
Abweichungen vom Rauheitsprofil. Der Messbereich wurde fiir die Proben vor Implantation
auf 2 ym und nach der Implantation auf 20 um festgelegt. Fur die Messungen der Materialien
nach Implantation wurde die Standzeit 28 Tage als Zeitpunkt einer fortgeschrittenen Korrosion
ausgewahlt. Die Ergebnisse wurden von dem Gerat durch einen gerateigenen Drucker
ausgegeben. Die Messungen am Hommel-Tester T2000 wurden im Institut fir
Werkstoffwissenschaften und —technologien an der Technischen Universitat Berlin
durchgefiihrt.

4.3.7 Oberflaichenanalyse mittels Raster-Elektronen-Mikroskopie (REM)

Das Prinzip der Rasterelektronenmikroskopie besteht in der zeilenweisen Abtastung der Probe
durch einen fokussierten Elektronenstrahl. Die Bilderzeugung erfolgt durch Messung der
Intensitat der von der Probe emittierten Sekundarelektronen durch einen Detektor. Die
aufgenommenen Signale werden in Grauwertinformationen transformiert und auf dem
Bildschirm dargestellt. Es entsteht ein dreidimensionales, plastisches Abbild der
topografischen Beschaffenheit der Oberflache der Probe. Die Voraussetzung fir die
Messdurchfliihrung besteht in der Leitfahigkeit der Proben. Vorteil dieser Messtechnik ist die
Bilderzeugung im Nanometerbreich sowie der geringe Praparationsaufwand. Die Aufnahmen
wurden am BCRT Berlin von einem Geréat des Typs JCM-6000 von der Firma Joel Inc., Japan
angefertigt.
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4.3.8 quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) ermdglicht auf dem Prinzip der Polymerase-
Kettenreaktion die Amplifizierung und Quantifizierung von Nukleinsauren. Die Quantifizierung
erfolgt durch Zugabe eines fluoreszierenden Molekils, welches unspezifisch an die DNA
bindet und das Licht einer bestimmten Wellenlange emittiert. Das Fluoreszenzsignal ist
proportional zur Menge an vorhandener DNA, je starker das Fluoreszenzsignal, umso mehr
PCR Produkt wurde in der Reaktion amplifiziert. Die Real-Time PCR wurde in dieser Studie
zum Ausschluss einer bakteriellen Kontamination im umliegenden Gewebe des Implantates
genutzt.

Wahrend der Explantation der Kapsel wurde umliegendes Gewebe SC und IM aus der
Unterhaut und dem Muskel entnommen. Diese Proben wurden in DNA freien
ReaktionsgefalRen bis zur Aufarbeitung bei -80 °C tiefgefroren.

4.3.8.11solierung der RNA

Zur lIsolierung der RNA wurde das Gewebe auf Trockeneis pulverisiert und in 1 ml Trizol
uberfihrt. Als Positivkontrolle wurde entnommenes Gewebe mit E. coli - Bakterien
verunreinigt. Das Trizolgemisch wurde mehrere Sekunden auf einem Vortexmischer vermischt
und 10 Minuten bei RT inkubiert. Daraufhin wurde in jede Probe 200 pl Chloroform pipettiert
und diese mehrere Sekunden vermischt bis eine homogene milchige Lésung entstanden war.
AnschlielRend erfolgte die Zentrifugation bei 4 °C tGber 15 Minuten bei 11500 rpm. Die wassrige
Phase wurde abpipettiert, hierbei darf die intermediare weille Phase nicht berihrt werden. Zur
RNA Prazipitation wurden die Proben mit 1,5 pl Glykogen versetzt und das Eppendorf Gefal
mehrmals invertiert. Nun wurden 500 pl Isopropanol hinzugefiigt und die Eppendorf Gefalte
wiederholt invertiert. Dies bewirkt die Zerstérung der Hydrathille und das Ausfallen der
Nukleinsauren. Es wurde das NucleoSpin RNA Plus Kid von der Firma Macherey-Nagel GmbH
& CO.KG verwendet. Die Proben wurden in ein High Filter Tube gegeben, welches in ein
Collection Tube platziert wurde. Entsprechend des Protokolls wurden die Proben mehrmals
mit Waschpuffer tGberschichtet und anschlieend zentrifugiert. Das Eluiren der RNA erfolgte
durch die zweimalige Zugabe von 30 pl RNAase-freiem Wasser und anschlieRender
Zentrifugation. Nun lag die RNA im Collector Tube in 60 ul RNAase-freiem Wasser vor. Die
RNA Konzentration und Reinheit wurde nun mit einem Nanophotometer bestimmt. Die RNA
kann ab diesem Zeitpunkt bei -80 °C aufbewahrt werden.

4.3.8.2 Reverse Transkription

Zur Reversen Transkription der RNA wurde diese aufgetaut, kurz zentrifugiert und auf Eis
gelagert. 100 ng der RNA wurden mit 1 pl Anchored-oligo(dT)-Primer, 2 uyl Random-Hexamer-
Primer und 8 yl Wasser (DEPC-H20) versetzt bis zu einem Gesamtvolumen von 13 pl. Der
Primer-Template-Mix wurde nun zur Denaturierung des Templates bei 65 °C 10 Minuten lang
inkubiert; anschlieBend erfolgte die Abkihlung auf Eis. Nun wurden die restlichen
Komponenten (4 ul Transkriptor-Reverse Transkriptase Reaction Buffer, 0,5 ul Protector
RNase Inhibitor, 2 pl Deoxynucleotide Mix, 0,5 ul Transcriptor Reverse Transcriptase) dem
Primer-Template-Mix hinzugefligt bis zu einem Gesamtvolumen von 20 pl. Die Proben wurden
anschlieend vorsichtig vermischt, kurz zentrifugiert und in einem Thermocycler fur 10 Minuten
bei 56°C, fir 10 Minuten bei 25°C, fir 60 Minuten bei 50°C und 5 Minuten bei 85 °C inkubiert.
Der letzte Schritt bewirkte die Inaktivierung der Reversen Transkriptase. AnschlieRend wurden
die Proben auf Eis gekuhlt.

36



4.3.8.3 RT -PCR

2 ul der entstandenen cDNA wurden fiir die quantitative Real-Time PCR verwendet. Die
Proben wurden 10 Minuten bei 95 °C inkubiert. Folgende Reagenzien wurden je Well in 96-
Well-Mikrotiterplatten pipettiert: 6 ul hochreines Wasser, 2 ul PCR Primer (Bakterien Primer
Forward, Bakterien Primer Reverse, 18S Forward oder 18S Reverse) und 10 pyl Mastermix.
Daraufhin wurden 2 ul der cDNA dazugegeben. Es folgte die Zentrifugation unter Abdeckung
mit Folie bei 300 rpm flr 2 Minuten. Die Mikrotiterplatten wurden in den Light Cycler 480
geladen und folgendes Programm gestartet:

Tabelle 6: Programmbeschreibung Light Cycler 480

Programm Prozess

10 Minuten bei 95 °C Aktivierung
10 Sekunden bei 95 °C Denaturierung
20 Sekunden bei 60 °C Annelierung
30 Sekunden bei 72 °C Elongation

Die Denaturierung, Annelierung und Elongation erfolgte tiber 40 Zyklen.
4.3.8.4 Relative Quantifizierung

Die Auswertung erfolgte Uber die Methode der relativen Quantifizierung. Es wurde SYBR
Green als interkalierender Fluoreszenzfarbstoff verwendet. Die Analyse der Genexpression
des Zielgens erfolgte in Relation zu der Expression eines Referenzgens (Housekeeping Gen).
Eukaryontische 18S ribosomale RNA wurde aufgrund des ubiquitdr Vorkommen in den
verwendeten Ratten-Zellen als Housekeeping Gen herangezogen [138]. Als prokaryontisches
Zielgen wurde ein spezifischer Bakterienprimer verwendet [139]. Als Kontrolle wurden
Gewebeproben mit E. coli Kulturen verunreinigt. Der Expressionsunterschied wurde Uber die
AACP Methode bestimmt. Der relative Expressionsunterschied einer Probe wurde durch
folgende Formel bestimmt: Ratio = 244°P, Zum Vergleich der relativen Expression der
Gewebeproben und der mit Bakterien verunreinigten Kontrolle wurde ein T-Test durchgefihrt,
ein p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen, bei einem p-Wert <0,01 ist
von einer hohen Signifikanz und bei p-Werten <0,001 von einer héchsten Signifikanz
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auszugehen. Eine Schmelzpunktanalyse wurde zur Uberpriifung der Sauberkeit und zum
Ausschluss unspezifischer Amplifizierungen durchgefihrt.

Tabelle 7: Darstellung der verwendeten Primersequenzen

Primer Name Sequenz

Bakterienprimer (Forward) 5-GTGSTGCAYGGYTGTCGTCA-3'
Bakterienprimer (Reverse) 5-ACGTCRTCCMCACCTTCCTC-3
18s rRNA (Forward) 5-GTA ACC CGT TGA ACC CCATT-3’
18s rRNA (Reverse) 5'-CCA TCC AAT CGG TAG TAG CG-3’

4.3.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter Anwendung von Excel der Firma Microsoft und
SPSS Version 24 der Firma IBM.

Zunachst wurde die Verteilung der Daten mit der Erstellung eines Streu/Punktdiagramm,
Histogramm und Q-Q-Diagramm untersucht. Fir das Streu/Punktdiagramm wurden der
vorhergesagte Wert auf der X-Achse und das studentisierte Residuum der Variable auf der Y-
Achse dargestellt. Das Histogramm wurde vom studentisierten Residuum angefertigt. Bei
akzeptabler Normalverteilung wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) erstellt. Als
feste Faktoren wurden das Material und die Standzeit klassifiziert. Eine Interaktion zwischen
Material und Standzeit wurde bei Normalverteilung der Daten fir jede Variable untersucht.
Wechselwirkungen wurden nur im Modell belassen, sofern diese statistisch signifikant waren.
Die Post Hoc Tests wurden nach Bonferroni durchgefiihrt. Bei nicht akzeptabler
Normalverteilung wurde eine logarithmische Transformation der Daten untersucht. Bei
weiterhin nicht annahernder Normalverteilung wurden nicht-parametrische Verfahren (Post-
Hoc Test des Kruskal-Wallis-Tests) zur Auswertung verwendet. Es wurden Unterschiede
zwischen den Materialien und Unterschiede zwischen den Standzeiten der einzelnen
Materialien untersucht. Bei p-Werten <0,05 ist von einer Signifikanz auszugehen, bei p-Werten
<0,01 ist von einer hohen Signifikanz und bei p-Werten <0,001 ist von einer hochsten
Signifikanz auszugehen.
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4.4 Die Arbeit anderer Doktoranden an der Forschungsreihe

Der beschriebene Versuch wurde als Hauptstudie einer Forschungsreihe mit vorgeschaltetem
Pilotprojekt durchgefiihrt. Das Pilotprojekt wurde von der Kollegin Marie-Christin Jungmann
geb. Heinze geleitet. Hierbei wurden Lewis Ratten Implantate aus Polyetherehterketon
(PEEK), Polystrene (PS) und reinem Magnesium subkutan und intramuskular tber die
Standzeiten 1,3,7,14,21 und 28 Tage implantiert und die Kapsel mittels der
Durchflusszytometrie aufgearbeitet. Das Panel bestand aus den Oberflachenantikdrpern
CD45, CD3, CD4, CD8, HIS48, CD117 und Dapi. In der Pilotstudie wurden
Schlusselzeitpunkte zur Charakterisierung der Fremdkdrperantwort ermittelt. Die FBR durch
nicht degradable Materialien (PS, PEEK) wurden mit dem degradablen Werkstoff (reines
Magnesium) verglichen. PEEK wurde hierbei als Negativkontrolle eingesetzt, da es nur eine
milde FBR hervorruft und PS wurde als Positivkontrolle ausgewahlt. Den Ratten wurden
jeweils 2 Implantate subkutan und 2 Implantate intramuskular implantiert. Eine Seite wurde fir
die FACS Analyse verwendet, wahrend die andere Seite histologisch untersucht wurde. Die
histologische Arbeit innerhalb der Pilotstudie wurde von Marcel Geiling durchgefihrt. In der
Hauptstudie GUbernahm Eric Vogt die histologische Aufarbeitung. In diesem Zusammenhang
wurde in der Hauptstudie eine Korperseite (SC+IM) flr die FACS Analyse und die andere
Korperseite (SC+IM) der Ratte fiir die Histologie verwendet. Auf Ergebnisse der Kollegen kann
in dieser Arbeit zum Zeitpunkt der Verdffentlichung keinen Bezug genommen werden. Im
Anhang befinden sich zur exemplarischen Ansicht histologische Ubersichtsdarstellungen der
Kapsel, die von meinem Kollegen Eric Voigt angefertigt wurden.
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5 Ergebnisse

5.1 Ergebnisse der Durchflusszytometrie

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie werden Uber Boxplots und Liniendiagramme
graphisch dargestellt. Hinsichtlich der Interpretation der Liniendiagramme sollte berticksichtigt
werden, dass die einzelnen Standzeiten zur besseren Darstellung des Verlaufes zu einer Linie
verbunden wurden. Messpunkte zwischen den Standzeiten spiegeln keine reellen Werte
wider. Liniendiagramme fir das Blut mit den zugehdérigen Referenzbereichen und fir die
Kapsel befinden sich im Anhang. Die im Folgenden beschriebenen quantitativen Verlaufe der
Zellpopulationen der verschiedenen Materialien beziehen sich auf die ermittelten Mittelwerte
der Gruppen (n=6) zu den einzelnen Standzeiten. Im Blut wurde die Anzahl der lebenden
Leukozyten in Counts pro Milliliter bestimmt. Die Zellpopulationen wurden quantifiziert als
Anteil an lebenden Leukozyten in Prozent. Die beschriebenen Referenzwerte wurden
ausgehend von 108 genommenen Blutproben aus gesunden Tieren der Pilotstudie festgelegt.
In der Kapsel wird die Anzahl der lebenden Leukozyten in Counts pro Kapsel angegeben und
folgend alle Zellpopulationen auf den Anteil an lebenden Leukozyten in Prozent bezogen.

5.1.1 Blut-Leukozyten

Alle Zellpopulationen zeigen bei den verschiedenen Materialien einen ahnlichen Verlauf
beziglich der postoperativen Anderungen. Insgesamt konnten nur geringfligige
Abweichungen der Mittelwerte von den physiologischen Referenzwerten gemessen werden.
Zusammenfassend wurden fur folgende Zellpopulationen signifikante Unterschiede zwischen
den Materialien gefunden: CD3+CD8+, CD11bc+HIS48-, CD11bc-HIS48-.

Im Detail zeigte sich: die Mittelwerte der Anzahl der lebenden Leukozyten schwankte Uber
den zeitlichen Verlauf von 1 bis 28 Tage zwischen 1,3 bis 2,6 x 108 Counts pro Milliliter
innerhalb des Referenzbereiches (Abb. 9).

Es ist eine Zunahme der CD3+ Population (T-Zellen) von 44,8% (MgFe) am Tag 1 bis Tag 7
auf 65% (MgFe) bis 67,4% (MgGd10) mit folgendem Abfall zum Tag 14 auf 60,4% (MgFe)
oder weiteren Anstieg auf 71% bei MgGd5 zu verzeichnen (Abb. 9).
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Abbildung 9: Boxplot der lebenden Leukozyten in Counts/Kapsel x 10° und der CD3+
Population

Der Anteil der CD3+CD4+ Population (T-Helferzellen) an lebenden Leukozyten betragt an
Tag 1 12,9% (MgGd>5) und 31,5% (MgFe) und befindet sich unterhalb des Referenzbereiches,
der Anteil der CD3+CD4+ Population fur MgGd10 liegt an Tag 1 innerhalb des
Referenzbereiches bei 39,6%. Ab Tag 3 bis Tag 28 schwanken die Werte fur alle Materialien
innerhalb des Referenzbereiches zwischen 42,5 bis 54,3% (Abb. 10).

Der Anteil der CD3+CD8+ Population (zytotoxische T-Zellen) an lebenden Leukozyten
bewegt sich tber die gesamte Zeit zwischen 12,9% (MgGd10, Tag 1) und 16,6% (MgGd>5, Tag
21) innerhalb der Referenz. Ausnahmen fir Werte auerhalb des Referenzbereiches sind
MgFe (12,35%) und MgGd5 (36,8%) an Tag 1 (Abb. 10). Statistisch besteht ein hoch
signifikanter Unterschied zwischen den Materialien MgGd5 und MgFe am Tag 1 (p=0,002).

41



70— Material 50—
EMgGd10
-
Re60 2
£ g 40
- og° . i -
§ !H e i § 30
% :
Sl | 8
fool £ U oo i o8 B0
T 30 ° o i -
3 ' 3 "qig!*f“’ :
< 20+ q ™| o
10— § 0
| I | [ | | | | | | | I
1 3 7 14 21 28 1 3 7 14 21 28
Standzeit in Tagen Standzeit in Tagen

Abbildung 10: Boxplot der CD4+ und CD8+ Population

Die Mittelwerte des Anteils der CD3+CD4+CD8+ Population (doppelt positive T-Zellen)
bewegt sich bei allen Materialien zwischen 0,4 und 0,7% innerhalb der Referenz (Abb. 11).

Die CD3- Population (Nicht-T-Zellen) umfasst an Tag 1 zwischen 44,4 (MgGd10) und 52,6%
(MgFe) und nimmt Uber den zeitlichen Verlauf bis Tag 28 ab (28,8-34,1%). Die Anzahl der
CD3- Zellen am Tag 1 bei MgGd5 und MgFe befinden sich auRerhalb des Referenzbereiches
(Abb. 11).
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Abbildung 11: Boxplot der CD4+CD8+ und CD3- Population
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Der Anteil der CD11bc+HIS48- Population (Dendritische Zellen, NK-Zellen) an lebenden
Leukozyten befindet sich an Tag 1 (MgGd10), Tag 3 (alle Materialien), Tag 7 (MgGd5,
MgGd10), Tag 14 (MgGd10, MgGd5), Tag 21 (MgGd10, MgFe) und Tag 28 (MgGd10)
unterhalb des Referenzbereiches (1,0-6,08%) (Abb. 12). Es bestehen statistische
Unterschiede zwischen den Materialien MgGd10 und MgFe an Tag 1 (p=0,009) sowie an Tag
7 zwischen MgGd10 und MgFe (p=0,015) und MgGd5 und MgFe (p=0,018).

Der Anteil der CD11bc-HIS48- Population (B-Zellen) schwankt bei allen Materialien innerhalb
eines kleinen Bereiches zwischen 9,2 und 13,3% innerhalb der Referenz (Abb. 12). Es
bestehen statistische Unterschiede im zeitlichen Verlauf zwischen den Materialien an Tag 3
zwischen MgGd10 und MgGd5 (p=0,020) und am Tag 21 zwischen MgGd5 und MgFe

(p=0,004).
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Abbildung 12: Boxplot der CD11bc+HIS48- und CD11bc-HIS48- Population

Der Anteil der CD11bc+HIS48low Population (Monozyten) umfasst bei allen Materialien
zwischen 1,1 bis 3,5% innerhalb des Referenzbereiches (Abb. 13). Tendenziell ist eine héhere
Anzahl an Monozyten bei MgFe Uber den Zeitverlauf von Tag 1 bis Tag 21 zu beobachten.

Der Anteil der CD11bc+HIS48medCD4-CD8- Population (Neutrophile Granulozyten) liegt
zum Tag 1 bei allen Materialien Uber dem Referenzbereich (24,2-33,9%) und befindet sich im
folgenden Zeitverlauf zwischen 8,5 und 16,9 % innerhalb des Referenzbereiches (Abb. 13).
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Abbildung 13: Boxplot der CD11bc+HIS48low und CD11bc+HIS48medCD4-CD8- Population

Die aktivierten Monozyten (CD11bc+HIS48high) nehmen von Tag 1 (1,6-2,6%) zum Tag 3
(3,3-4,8%) bei allen Materialien zu und zum Tag 7 (2,0-2,7%) wiederum ab. Der folgende
Verlauf bewegt sich zwischen 2,0 und 3,2% innerhalb des Referenzbereiches. Der Verlauf am

Tag 3 bei MgGd5 steigt Uiber den Referenzbereich hinaus auf 4,8% (Abb. 14).
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Abbildung 14: Boxplot der CD11bc+HIS48hi Population
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5.1.2 Kapsel-Leukozyten
5.1.21 Kapsel subkutan

In der Kapsel subkutan sind im zeitlichen Verlauf signifikante Unterschiede zwischen den
Materialien fur die Parameter lebende Leukozyten, Eosinophile Granulozyten, Monozyten, M1-
Makrophagen, M2-Makrophagen und der CD68-CD 163+ Population nachweisbar.

Im Vergleich der Materialien ist in der Kapsel ein direkter Zusammenhang zwischen der Anzahl
der lebenden Leukozyten und der Korrosionsrate zu beobachten. Je hdoher die Korrosionsrate
Uber die Zeit, desto grofler ist die Anzahl der lebenden Leukozyten: beim schnell
korrodierenden MgFe ist die hoéchste Anzahl der Leukozyten, gefolgt vom MgGd5 zu
verzeichnen. Die niedrigste Anzahl der Leukozyten in der Kapsel ist beim langsam
korrodierenden MgGd10 zu beobachten.

Im Detail betragt die Anzahl der lebenden Leukozyten in der Kapsel subkutan an Tag 3 im
Falle von MgFe 2,49 x 108 Counts/Kapsel bei einer Korrosionsrate von 1,0 mm/Jahr. MgGd5
degradiert am Tag 3 mit einer Geschwindigkeit von 0,74 mm/Jahr bei einer Anzahl von 2,46 x
108 Counts Leukozyten pro Kapsel. Im Vergleich ist bei MgGd10 eine Korrosionsrate von 0,25
mm/Jahr bei einer Anzahl von 0,78 x 10° Counts an lebenden Leukozyten pro Kapsel zu
beobachten. Mit sinkender Korrosionsrate nimmt die Anzahl der lebenden Leukozyten
annahernd sigmoidal ab: zum Tag 21 fallt die Korrosionsrate auf 0,16 mm/Jahr (MgGd10),
0,38 mm/Jahr (MgGd5) und 0,44 mm/Jahr (MgFe) bei einer Leukozytenzahl von 0,15 bis 0,42
x 108 Counts (Abb. 16, Abb. 31).

Der Anteil der verschiedenen Zellpopulationen an lebenden Leukozyten im zeitlichen Verlauf
unterliegt einem Wandel und erméglicht die Einteilung in eine perakute (Tag 1), akute (Tag 3
bis 7) und chronische Phase (Tag 14 bis 28). Es bestehen Unterschiede in der Beteiligung der
Zellpopulationen an den einzelnen Phasen zwischen den Lokalisationen SC und IM. Subkutan
ist Tag 1 gepragt durch eine hohe Anzahl von Neutrophilen- (26-33%) und Eosinophilen
Granulozyten (2-5,6%), M2-Makrophagen (24-33%) und Monozyten (3,4-7%). Zum Tag 3 ist
ein deutlicher Anstieg der lebenden Leukozyten zu verzeichnen. Ab Tag 3 bis 7 dominieren
weiterhin die M2-Makrophagen, die Eosinophilen Granulozyten und Monozyten sinken
deutlich ab und die Neutrophilen Granulozyten sind nur noch in einer geringen Zahl
nachweisbar. Der Tag 7 wird gepragt durch das Erreichen des Hochststandes an T-Zellen in
der Kapsel SC. In der chronischen Phase ab Tag 14 bis 28 ist ein Anstieg der M1-
Makrophagen zu beobachten, wahrend der Anteil der M2-Makrophagen abnimmt (Abb. 15).
Die CD3+CD4+ Zellen sind beteiligt an der chronischen Phase zwischen 5,1 (MgFe, Tag 14)
bis 9,1% (MgGd5, Tag 14). Die Anzahl der lebenden Leukozyten sinken in der chronischen
Phase auf 0,3 bis 1,1 x 108 Counts/Kapsel ab (Abb. 16).
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Abbildung 15: Verlaufsdiagramm der Mittelwerte des Anteils der Neutrophilen Granulozyten,
CD3+ Zellen, M1- und M2-Makrophagen an lebenden Leukozyten (LL) aller Materialien Gber
die Zeit in der Kapsel SC

Hochst signifikante Unterschiede (p<0,001) im zeitlichen Verlauf sind in der Kapsel SC beim
MgFe hinsichtlich der M1-Makrophagen in einem deutlich héheren Anteil im Vergleich zu den
anderen Materialien und im Falle der M2-Makrophagen in einem deutlich geringeren Anteil
Uber die gesamte Zeit vorhanden. Eine weitere Auffalligkeit beim MgFe ist an Tag 3 zu
verzeichnen, hier ist ein deutlicher Anstieg der CD68-CD163+ Population auf 14% messbar,
wohingegen bei den anderen Materialien nur geringe Anteile von um die 2% nachweisbar sind.
Tendenziell sind auflerdem hdhere Anteile an T-Zellen beim MgGd5 im Vergleich zu den
anderen Materialien zu beobachten. Eine interessante Auffalligkeit besteht beim MgGd10 tber
den gesamten Verlauf in einer deutlich geringeren Anzahl von lebenden Leukozyten zwischen
0,2 bis 0,8 x 108 Counts/Kapsel. Hochst signifikante Unterschiede fir den Parameter der
lebenden Leukozyten zwischen MgFe und MgGd10 besteht tber die gesamte Zeit (p<0,001).

Im Detail betragt die Anzahl der Leukozyten an Tag 1 bei allen Materialien zwischen 0,3 und
0,7 x 10® Counts. Zum Tag 3 ist ein Anstieg der Leukozyten auf 2,5 x 108 Counts (MgGd5,
MgFe) zu verzeichnen. Im Falle von MgGd10 steigen die Leukozyten auf 0,8 x 106an. Bis zum
Tag 21 und 28 sinken die Leukozyten bei allen Materialien auf ein niedriges Niveau zwischen
0,2 und 0,6 x 10° Counts/Kapsel ab (Abb. 16). Statistische Unterschiede zwischen den
Materialien wurden an Tag 3, 7, 14, 21 und 28 ermittelt.

Der Anteil an CD3+ Zellen (T-Zellen) an den lebenden Leukozyten steigt bei den Materialien
MgGd5 (14,3%) und MgFe (13,5%) zum Tag 7 an und sinkt folgend wieder ab. Bei MgGd10
ist ein unregelméaRiger Anstieg bis zum Tag 28 auf 11,3% zu beobachten (Abb. 16). Uber die
gesamte Zeit ist ein hoch signifikanter Unterschied zwischen den Materialien MgGd5 und
MgFe nachweisbar (p=0,006).
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Abbildung 16: Boxplot der lebenden Leukozyten in Counts/Kapsel x 10° und CD3+ Population
SC

Die CD3+CD4+ Zellen (T-Helferzellen) erreichen bei MgGd5 (9,8%) und MgFe (9,5%) bis
zum Tag 7 den Hoéchststand und sinken dann folgend wieder ab (MgFe) beziehungsweise
bleiben auf ahnlichem Niveau (MgGd5). Bei MgGd10 kann ein Peak zum Tag 3 (6,0%) sowie
ein geringes Absinken mit folgendem Anstieg auf 8,4% zum Tag 28 beobachtet werden (Abb.
17).

Die CD3+CD8+ Population (zytotoxische T-Zellen) steigt von Tag 1 (weniger als 1%, alle
Materialien) bis zum Tag 7 bis 1,6% (MgGd10), 3,2% (MgFe) und 3,5% (MgGd5) an und fallen
folgend wieder ab (Abb. 17).
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Abbildung 17: Boxplot der CD4+ und CD8+ Population SC

Die CD3- Zellen (Nicht-T-Zellen) erreichen den Hochststand bereits an Tag 1 (95,4-96,1%)
und verbleiben auf dhnlichem Niveau bis zum Tag 28 (87,4-91,2%) (Abb. 18).

Bei den Monozyten ist ein dhnlicher Verlauf mit einem Hochststand zum Tag 1 zwischen 3,4
und 7% bei allen Materialien sowie ein gleichmaRiges Absinken auf weniger als 0,5% von Tag
14 bis Tag 28 zu beobachten (Abb. 18). Es bestehen statistische Unterschiede zwischen den
Materialien am Tag 3 (MgGd10-MgGd5 p=0,048, MgGd10-MgFe p=0,046) und 28 (MgGd10-
MgFe, MgGd5-MgFe p<0,001).
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Abbildung 18: Boxplot der CD3- und Monozyten SC

Die Neutrophilen Granulozyten erreichen den Hochststand an Tag 1 zwischen 25,5 und 32,9
% bei allen Materialien und sinken folgend auf ein geringes Niveau ab Tag 3 bis zum Tag 28
zwischen 0,02 und 0,4% ab (Abb. 19). Es bestehen keine statistischen Unterschiede zwischen
den Materialien.

Die Eosinophilen Granulozyten sinken bei MgFe und MgGd10 im =zeitlichen Verlauf
gleichmafig ab von 5,6% an Tag 1 auf 0,96% an Tag 28 (MgGd10) und von 2% an Tag 1 auf
0,05% (MgFe) an Tag 28. Im Falle von MgGd5 ist ein Anstieg von Tag 1 zum Tag 3 von 3,2
auf Uber 6% und nachfolgendes Absinken auf weniger als 1,2% zu verzeichnen (Abb. 19). Es
bestehen statistische Unterschiede zwischen den Materialien MgGd10 und MgFe an Tag 1, 7,
14, 21 und 28.
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Abbildung 19: Boxplot der Neutrophilen- und Eosinophilen Granulozyten SC

Die M1-Makrophagen (CD68+CD163-) steigen Uber den zeitlichen Verlauf langsam an auf
41,6% (MgGd10, Tag 21) und 42,1% (MgGd>5, Tag 28). Im Falle von MgFe ist ein Peak am
Tag 3 auf 38% messbar. Zum Tag 7 sinkt der Anteil der M1-Makrophagen bei MgFe auf 18,8%
und steigt nachfolgend auf ein Niveau zwischen 43 und 52,2% wieder an (Abb. 20). Es
bestehen statistisch relevante Unterschiede zwischen den Materialien an Tag 3, 14, 21 und
28.

Die M2-Makrophagen (CD68+CD163+) erreichen bei allen Materialien an Tag 1 bereits ein
Niveau zwischen 23,9 und 36,7% und verbleiben auf hohem Niveau bis Tag 14 (MgGd5,
MgGd10) zwischen 45,7 und 49,1%. Zum Tag 28 sinken die M2—Makrophagen bei MgGd10
auf 27,8 % und MgGd5 auf 30,8 % ab (Abb. 20). Es bestehen statistisch relevante
Unterschiede zwischen den Materialien an Tag 3, 7, 14, 21 und 28.

50



Material

EmgGd10 o o

B MgGds °

60— EMgFe 60
B R
£ * £ ;
- ’ ! o ! I
& 40 . & 40
- N
= I = ° '
) 3 l
T T
T 20+ ] T 20+
< 7 <
- .3 om =
[+]
0 0
T T T T T T T T T T T T
1 3 7 14 21 28 1 3 7 14 21 28
Standzeit in Tagen Standzeit in Tagen

Abbildung 20: Boxplot der M1- und M2-Makrophagen SC

Die CD68-CD163+ Population verbleibt im Falle von MgGd10 und MgGd5 auf einem
niedrigen Niveau zwischen 0,2 % (MgGd5, Tag1) und 2,0 % (MgGd10, Tag 3). Bei MgFe ist
ein deutlicher Peak an Tag 3 auf 14% zu verzeichnen (Abb. 21). Es besteht tiber die gesamte
Zeit ein statistisch relevanter Unterschied zwischen den Materialien MgGd5 und MgFe
(p<0,001) und MgGd10 und MgFe (p=0,004).
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Abbildung 21: Boxplot der CD68-CD163+ Population SC
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5.1.2.2 Kapsel intramuskular

Insgesamt sind ahnliche Verlaufe IM Uber die Zeit bei den Populationen lebende Leukozyten,
T-Zellen, Neutrophile Granulozyten, M1- und M2-Makrophagen im Vergleich zu SC zu
verzeichnen. Unterschiede zur Lokalisation SC besteht an Tag 1 in einer héheren Anzahl an
Leukozyten pro Kapsel zwischen 0,8 bis 1,0 x 108 Counts. Die T-Zellen erreichen ihren
Hochststand IM zum Tag 14 bei 6,0 (MgGd10) und 10% (MgGd5). Der Anteil an Neutrophilen
Granulozyten ist intramuskular circa 30 % hoher als subkutan, auRerdem ist ein deutlich
geringerer Anteil an Eosinophilen Granulozyten (0,04 bis 2,4%) zu beobachten. Der Verlauf
der Monozyten intramuskular weicht vom Verlauf subkutan ab. Intramuskular sind ein Anstieg
der Monozyten zum Tag 3 und ein nachfolgendes Absinken messbar (Abb. 22). Es bestehen
intramuskular statistische Unterschieden zwischen den Materialien fur die Parameter M1-
Makrophagen, M2-Makophagen und der CD68-CD163+ Population.
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Abbildung 22: Verlaufsdiagramm der Mittelwerte des Anteils der Neutrophilen Granulozyten,
CD3+ Zellen, M1- und M2-Makrophagen an lebenden Leukozyten (LL) aller Materialien Gber
die Zeit in der Kapsel IM

Im Detail erfolgt ein Anstieg der Leukozyten zum Tag 3 bei allen Materialien sowie ein Abfall
ab Tag 7 auf ein Niveau zwischen 0,13 und 0,44 x10° Counts pro Kapsel (Abb. 23).
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Abbildung 23: Boxplot der lebenden Leukozyten in Counts/Kapsel x 108 und der CD3+
Population IM

Bei der CD3+CD4+ Population (T-Helferzellen) sind geringere Anteile IM als SC am Tag 1
zwischen 0,5 und 0,8% bei allen Materialien vorhanden. Der Anteil der CD3+CD4+ Zellen
nimmt Uber die Zeit langsamer zu als subkutan und erreicht den Hochststand an Tag 14 bei
MgGd5 (7,4%) beziehungsweise an Tag 28 bei MgGd10 (6,6%) und MgFe (6%) (Abb. 24).

Ahnlich verhalt sich die CD3+CD8+ Population (zytotoxische T-Zellen). Ein deutlicher
Anstieg ist bei allen Materialien am Tag 1 von 0,1 (MgGd10) bis 0,3% (MgFe) zum Tag 14 auf
1,4 (MgGd10) bis 2,1% (MgGd5) zu verzeichnen (Abb. 24).
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Die Monozyten weisen einen abweichenden Verlauf IM im Vergleich zu SC auf. Es erfolgt ein
Anstieg von Tag 1 (1,2-1,6%) bis Tag 3 (3,8-8,8%). Besonders ausgepragt ist der Anstieg beim
MgFe. Ab Tag 7 sinkt das Niveau der Monozyten bei allen Materialien auf weniger als 1%
(Abb. 25).
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Abbildung 25: Boxplot der CD3- Population und der Monozyten IM

54



Die Neutrophilen Granulozyten sind IM an Tag 1 mit 59,6% (MgGd>5) und 66,4% (MgFe) in
einer héheren Anzahl vertreten als SC. Am Tag 14 sinken sie auf weniger als 1% ab (Abb. 26).

Die Eosinophilen Granulozyten sind intramuskular weniger vertreten in der Anzahl als
subkutan. Die Mittelwerte liegen bei allen Materialien uber die gesamte Zeit zwischen 0,03 und
2,4%. Im Falle von MgFe ist wiederum ein Peak zum Tag 3 (2,4%) zu verzeichnen (Abb. 26).
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Abbildung 26: Boxplot der Neutrophilen- und Eosinophilen Granulozyten IM

Bei den M1- Makrophagen besteht ein ahnlicher Verlauf IM wie SC. Nach einem geringen
Anstieg auf 8,9 bis 21,2% an Tag 3 folgt ein kurzes Absinken an Tag 7 mit nachfolgendem
Anstieg auf den Héchststand an Tag 21 (MgFe 61,2%, MgGd10 45,5 %) und 28 (MgGd5 43%).
Insgesamt besteht ein deutlich héherer Anteil an M1-Makrophagen beim MgFe Uber die
gesamte Zeit (Abb. 27). Statistisch besteht Uber die gesamte Zeit ein hoch signifikanter
Unterschied zwischen MgGd5 und MgFe (p=0,008) und ein signifikanter Unterschied zwischen
MgGd10 und MgFe (p=0,019).

Bei den M2- Makrophagen ist ein deutlicher Anstieg intramuskular von Tag 1 (11,5-23,4%)
bis Tag 7 (51,5-64,8%) messbar. Der Anstieg von Tag 1 zu Tag 3 ist weniger ausgepragt im
Falle von MgFe (Abb. 27). Generell besteht ein héchst signifikant niedrigerer Anteil an M2-
Makrophagen im Falle von MgFe im Vergleich zu MgGd10 (p<0,001) und MgGd5 (p<0,001).
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Abbildung 27: Boxplot der M1- und M2-Makrophagen IM

Die CD68-CD163+ Zellen verbleiben im Falle von MgGd10 und MgGd5 Uber die gesamte Zeit
auf einem niedrigen Niveau zwischen 0,1 und 1,2%. MgFe weist einen deutlichen Peak zum
Tag 3 (14,6%) auf (Abb. 28). Statistisch zeigt sich ein signifikanter Unterschied an Tag 3
zwischen MgGd10 und MgFe (p=0,020) und ein hoch signifikanter Unterschied zwischen
MgGd>5 und MgFe (p=0,005).
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Abbildung 28: Boxplot der CD68-CD163+ Population IM
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5.2 Zellsortierung & Zytospin

Die Zellsortierung ist ein durchflusszytometrisches Verfahren, welches die Mdglichkeit zur
Trennung der einzelnen Zellpopulationen bietet. Aus einer Zellsuspension kdnnen bis maximal
4 Populationen zeitgleich voneinander separiert werden. Die Einzelzellsuspensionen kdnnen
folglich in einer Zytozentrifuge auf einen Objekttrager zur lichtmikroskopischen Analyse
Uberfiihrt werden. Die Zellsortierung dient der Uberpriifung der gewahlten FACS-Gates in
Bezug auf die Identitat der Zellpopulationen.

In der Abbildung 29 und 30 sind die lichtmikroskopischen Aufnahmen der Zellen entsprechend
ihrer FSC/SSC-Gates dargestellt. Die Tabelle 8 zeigt eine Ubersicht der Gates, der Identitat
der Zellen und der makroskopischen Merkmale in Zusammenhang mit den
lichtmikroskopischen Bildern in 1000-facher Vergrof3erung.
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Tabelle 8: Makroskopische Merkmale der Zellen innerhalb der Gates

Gate

CD45+FVD-CD3+CD4+

CD45+FVD-CD3+CD8+

CD45+FVD-CD3-
HIS48+CD68-CD4-
FSClowSSCmed-high

CD45+FVD-CD3-
HIS48+CD68-
CD4+FSClowSSChigh

Identitat der
Zellen

T-Helferzellen

Zytotoxische
T-Zellen

Neutrophile
Granulozyten

Eosinophile
Granulozyten

58

makroskopische
Merkmale

Bildliche Darstellung

basophiler
Zytoplasmasaum,
runder Zellkern

basophiler
Zytoplasmasaum,
runder Zellkern

segmentierter
polymorpher
Zellkern, schwach
azidophiles
Zytoplasma

segmentierter
Zellkern,
eosinophile
Granula

.
B
®
L




CD45+FVD-CD3- Residente dichter Zellkern,

HIS48+CD68- Makrophagen  Granula sichtbar,
CD4+FSCmedSSClow- spindelférmige
medCD163+ Zellen
CD45+FVD-CD3- Monozyten basophiles
HIS48+CD68-CD4- Zytoplasma,
FSCmedSSClow nierenférmiger
Zellkern mit feiner
Chromatinstruktur
CD45+FVD-CD3- M1- kleiner dichter

(HIS48+/dim)CD68+CD163-  Makrophagen @ Zellkern, Granula
sichtbar, kleine,
runde Zellen

CD45+FVD-CD3- M2- dichter Zellkern,

(HIS48+/dim)CD68+CD163+ Makrophagen = Granula sichtbar,
grofe polygonale
Zellen
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Abbildung 29: Darstellung der mikroskopischen Bilder von T-Zellen, Monozyten und
Neutrophilen Granulozyten im FSC/SSC Gate
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Abbildung 30: Darstellung der mikroskopischen Bilder der Eosinophilen Granulozyten,CD68-
CD163+ Makrophagen, M1- und M2-Makrophagen im FSC/SSC Gate
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5.3 Bestimmung der Korrosionsrate

5.3.1 Bestimmung der Korrosionsrate in vivo

In der Abbildung 31 sind die ermittelten Korrosionsdaten dargestellt. Im Allgemeinen nimmt
die Korrosionsrate in vivo von Tag 1 bis zum Tag 28 ungleichmaRig ab. Uber die gesamte Zeit
besteht ein héchst signifikanter Unterschied zwischen MgGd10 und MgFe (p<0,001) sowie
zwischen MgGd10 und MgGd5 (p<0,001). In der perakuten und akuten Phase der
Fremdkorperantwort von Tag 1 bis Tag 7 bestehen Unterschiede zwischen den Materialien:
signifikant ist der Unterschied intramuskular zwischen MgGd10 und MgGd5 an Tag 3 (p=0,03),
subkutan ist ein hoch signifikanter Unterschied zwischen MgGd10 und MgFe an Tag 3
(p=0,001) und an Tag 7 (p=0,006) zu verzeichnen. Die Abnahme der Korrosionsrate erfolgt im
perakuten und akuten Verlauf schneller als in der chronischen Phase. In der chronischen
Phase bestehen statistische Unterschiede innerhalb der Standzeiten zwischen MgGd10 und
MgFe an Tag 14 (IM, p=0,003), an Tag 21 (SC, p=0,032) und an Tag 28 (SC, p=0,001; IM,
p=0,003). Es sind keine statistischen Unterschiede zwischen den Lokalisationen subkutan
und intramuskular nachweisbar (p=0,229).

Korrosionsrate (CR) in vivo

2,50
2,00
£ 1,50
2 1,00
oo il il s
0% g W FaA LB i .l
’ 1 Tag 3 Tage 7 Tage 14 Tage 21Tage 28 Tage
O MgGd10sc 0,60 0,25 0,23 0,27 0,16 0,12
BMgGd10 im 0,46 0,33 0,33 0,25 0,40 0,09
0O MgGd5 sc 1,02 0,74 0,56 0,47 0,38 0,34
B MgGd5 im 0,93 0,55 0,43 0,44 0,36 0,39
OMgFe sc 1,30 1,00 0,85 0,49 0,44 0,47
B MgFe im 1,32 0,69 0,52 0,50 0,34 0,53

Abbildung 31: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichung der Korrosionsraten in
vivo

5.3.2 Bestimmung der Korrosionsrate in vitro

In der Abbildung 32 sind die Mittelwerte der Korrosionsraten (n=10) der Materialien MgGd10,
MgGd5 und MgFe aus den Korrosionsstudien in vitro dargestellt. Im direkten Vergleich der
Materialien konnten keine statistisch relevanten Unterschiede zwischen den Materialien
nachgewiesen werden. (p=0,104). MgGd10 degradiert im mittel mit 2,69 mm/Jahr (o = 0,67
mm/Jahr) langsamer als MgGd5 mit 3,08 mm/Jahr (o = 0,81 mm/Jahr). MgFe weist einen
Mittelwert von 3,37 mm/Jahr (o = 0,55 mm/Jahr) auf.
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Korrosionsrate (CR) in vitro
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B CR in mm/Jahr 2,69 3,08 3,37

Abbildung 32: Ergebnisse der Korrosionsraten mit Standardabweichung in vitro

6.2.3 Vergleichbarkeit der In-Vivo- und In-Vitro-Korrosionsdaten

In vitro Untersuchungen Uber das Korrosionsverhalten von verschiedenen Materialien stellen
eine Moglichkeit der Reduktion von Tierversuchen dar. Die zentrale Frage ist, ob in vitro Daten
auf in vivo Verhaltnisse Ubertragen werden kdnnen. Zur Beantwortung dieser Fragestellung
wurden die Korrosionsdaten aus dem Rattenmodell vom Tag 3 SC und IM mit den in vitro
Daten verglichen. Die exakte Ubertragung von in vitro auf in vivo ist demzufolge nicht maglich.
Unsere Studie hat jedoch gezeigt, dass tendenzielle Aussagen getroffen werden kénnen. Die
Korrosionsrate der eingesetzten Magnesiumlegierungen ist in vivo deutlich langsamer als in
vitro. Die GroRenordnungen der Verhaltnisse steigen mit sinkender Korrosionsrate. In der
Tabelle 9 sind die in vivo Korrosionsraten (CR) subkutan und intramuskular vom Tag 3 im
Vergleich zu den in vitro Korrosionsdaten dargestellt. Der Faktor berechnet sich aus dem
Verhaltnis der CR in vitro zur CR in vivo in Abhangigkeit vom Implantationsort. Die Faktoren
unterscheiden sich SC und IM. Es ist nicht mdglich eine einheitliche Aussage Uber die
Abhangigkeit des Faktors vom Implantationsort zu treffen.
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Tabelle 9: Darstellung der Korrosionsdaten in vivo und in vitro im Vergleich

Material CR in vivo CR in vitro Faktor SC Faktor IM
in vitro/in vivo in vitro/in vivo
SC IM
MgGd10 0,25 0,33 2,69 10,76 8,15
MgGd5 0,74 0,55 3,08 4,16 5,6
MgFe 1,00 0,69 3,37 3,37 4,88

6.3 Ergebnisse der Profilometrie

Die Profilometrie trifft Aussagen Uber die Rauigkeit der eingesetzten Materialien. Die
ermittelten Werte des arithmetischen Mittenrauwertes (Ra.) sind in der Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 10: Darstellung der Mittenrauigkeit (Ra) und der Standardabweichungen vor und nach
der Implantation der Materialien

Material Ra vor Implantation in um Ra nach Implantation in um
MgGd10 0,19 £ 0,05 3,57+1,4
MgGd5 0,06 + 0,01 6,5+1,71
MgFe 0,14 £ 0,06 8,83+4,9

63



Die Rauigkeiten der Materialien vor der Implantation unterscheiden sich nicht mafigeblich.
MgGd5 weist die geringste Rauigkeit vor Implantation auf, wohingegen MgGd10 die starkste
Mittenrauigkeit im Vergleich zu den anderen Materialien besitzt. Die Rauigkeiten nach
Implantation weisen materialspezifische Unterschiede auf: MgGd10 weist die geringste
Mittenrauigkeit auf (3,57 + 1,4 ym), die Mittenrauigkeit von MgGd5 liegt im mittleren Bereich
(6,5 £ 1,71 ym) und MgFe umfasste die starkste Mittenrauigkeit (8,83 £ 4,9 um). Das Mal} der
Veranderung der Rauigkeit korrelierte mit den ermittelten Korrosionsgeschwindigkeiten der
Materialien und verdeutlicht das Vorliegen einer Lochfralkorrosion bei den eingesetzten
Materialien.

6.4 Rasterelektronenmikroskopische Ergebnisse

6.4.1 Vor der Implantation

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen erlauben eine detaillierte, plastische Darstellung
der Oberflache von Probenkdrpern.

6.411 MgGd10

MgGd10 weist eine glatte Oberflache mit schollenartiger Textur auf. Kathodische punktférmige
Ausscheidungen vom Gadolinium befinden sich in gleichmaRigen Abstanden zueinander.
Dunkle Strukturierungen sind in geringem Maf3e auf der Oberflache erkennbar.

¥ 500 pm e 700 1) ® 50.4m
High-vac. SEI PC-std, % 50 27,02,2017 High-vac, SEI PC-std. 5kV x 100 27.02.2017 High-vac, SEI PC-std. 5kV . X 400 27.02,2017 000026

Abbildung 33 : REM - MgGd10 vor der Implantation

6.41.2 MgGd5

MgGd5 weist eine ebenso glatt wirkende Oberflache mit schollenartiger Textur auf. Vereinzelt
befinden sich rillenformige Vertiefungen nebst tropfenférmigen Ausscheidungen vom
Gadolinium. Dunkle Strukturierungen sind in héherem Mal3e als bei MgGd10 sichtbar.
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Abbildung 34: REM - MgGd>5 vor der Implantation

6.41.3 MgFe

MgFe weist eine Oberflache mit regelmafiger scheckiger Musterung aus dunklen Schollen
auf. Eisenausscheidungen sind in geringem Ausmald zackenférmig oder rundlich zu
beobachten. In Nahsicht sind sehr feine Rillen erkennbar.

500 200 pm 50 pm
High-vac, SEl PC-std. x 50 27.02.2017 High-vac, SEl PC-std, 5kV. % 100 27.,02.2017_ High-vac. SEl PC-std. 5KkV %400 27.02,2017. 000033

Abbildung 35: REM - MgFe vor der Implantation

6.4.2 Nach der Implantation

6.421 MgGd10

MgGd10 zeigt nach der Implantation eine unregelmaRige kraterartige Oberflache, welche
durchzogen wird von tropfenférmigen Gadoliniumausscheidungen.
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Abbildung 36: REM — MgGd10 nach der Implantation

6.422 MgGd5

MgGd5 weist nach Implantation eine unregelmaRige Oberflache auf, die bestehend aus
kraterartigen Strukturen unterbrochen wird von schollenartigen Erhebungen. Vereinzelt sieht
man tiefe Becken nebst steilen Erhebungen.
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Abbildung 37: REM - MgGd5 nach der Implantation
6.4.2.3 MgFe

Die Oberflache von MgFe wirkt unregelmafig und weist schollen- und kraterartige Erhebungen
sowie einzelne rundlich bis ovale Eisenausscheidungen auf.
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Abbildung 38: REM - MgFe nach der Implantation

68



6.5 Quantitative RT-PCR

Die Methode der quantitativen Real-Time PCR wurde zum Ausschluss einer bakteriellen
Kontamination herangezogen. Es erfolgte die relative Quantifizierung Giber die AACT-Methode.
Die Normalisierung wurde anhand des nicht regulierten eukaryontischen Housekeeping Gen
18s ribosomale RNA durchgefihrt. Nach dem Zufallsprinzip wurden je 3 Tiere aller
Standzeiten und Materialien beider Lokalisationen ausgewahlt und exemplarisch als
Stichprobe untersucht. P-Werte von <0,05 wurden als signifikant angenommen. Unspezifische
Amplifizierungen (z.B. Primer-Dimere) wurden von der Wertung ausgeschlossen. Die relative
Expression der in vivo Gewebeproben wurden mit der relativen Expression der kontrolliert mit
E. coli verunreinigten Kapselproben (Positivkontrolle) Gber einen T-Test verglichen. Der p-Wert
lag bei den untersuchten Proben (n=82) im hoch signifikanten Bereich (p<0,001). Eine
prokaryontische Besiedlung konnte ausgeschlossen werden.
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Abbildung 39: Vergleich der Mittelwerte der relativen Expression bakterieller mRNA
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7 Diskussion

7.1 Akzeptanz und Integration des Implantates wahrend der FBR

Magnesiumlegierungen stehen fur den orthopadischen Einsatz aufgrund ihrer hervorragenden
mechanischen Eigenschaften, guter Biokompatibilitdt und niedriger Zytotoxizitat im Fokus der
aktuellen Forschung von Biomaterialien. Aktuelle Studien beschaftigen sich mit der Wahl eines
geeigneten Legierungsverhaltnisses zur Einstellung einer langsamen, kalkulierbaren
Degradationsrate  entsprechend der Knochenheilung und gleichzeitiger  guter
Kompensationsmdglichkeit  fir den  Organismus hinsichtlich  der freigesetzten
Korrosionsprodukte. Die Annaherung an die Problematik erfolgte in dieser Studie durch die
Messung eines zeitlichen Verlaufes der FBR und der damit verbundenen quantitativen
Beschreibung der beteiligten Zellpopulationen.

Die erste Frage, welche an diese Studie adressiert wurde, fragt nach einer nachweisbaren,
systemischen Verdnderung im Blut durch die FBR nach Implantation von
Magnesiumimplantaten. Die Ergebnisse dieser Studie weisen auf keine nachweisbare
systemische Veradnderung im Blut durch die FBR nach Implantation von
Magnesiumlegierungen hin. Es bestehen bei allen Materialien nur geringfligige Abweichungen
von den ermittelten Referenzwerten. Es konnten keine Abweichungen beziglich der Anzahl
der Leukozyten im Blut im Sinne einer Leukozytose oder Leukopenie festgestellt werden.

Die zweite Frage befasst sich mit einem vermuteten Zusammenhang zwischen der
Korrosionsrate und dem Auftreten von Leukozyten und ob hierbei eine Abhangigkeit vom
Implantationsort besteht. Es konnte eine direkte Korrelation zwischen der Korrosionsrate und
der Anzahl von lebenden Leukozyten in der Kapsel, unabhangig vom Implantationsort
subkutan und intramuskular beobachtet werden. Es zeigte sich, dass eine hohe Korrosionsrate
des Magnesiums eine hohe Anzahl lebender Leukozyten in der Fremdkoérperkapsel bedingte.

Die dritte Frage adressierte einen zeitlichen, charakteristischen Verlauf der FBR auf
Magnesiumimplantate und mdgliche Unterschiede hinsichtlich der Lokalisationen. Die
Ergebnisse dieser Studie bestatigen einen charakteristischen, zeitlichen Verlauf gegliedert in
eine perakute, akute und chronische Phase, die sich nur geringflgig unterschiedlich im
subkutanen oder intramuskularen Implantationsort darstellen. Die perakute Phase (Tag 1) wird
gepragt von einem hohen Anteil von Neutrophilen Granulozyten und dem Anstieg von M2-
Makrophagen. Subkutan sind an Tag 1 die Eosinophilen Granulozyten und Monozyten in der
Kapsel vertreten. Die akute Phase (Tag 3-7) wird begleitet durch den Anstieg der lebenden
Leukozyten. Die M2-Makrophagen sind in einer hohen Zahl nachweisbar. Intramuskular
steigen die Monozyten und Eosinophilen Granulozyten zum Tag 3 an. An Tag 7 erreichen die
T-Zellen subkutan den Hochststand. Die folgende chronische Phase (Tag 14 - 28) ist gepragt
von einem wachsenden Anteil an M1- und sinkenden Anteil an M2-Makrophagen. Die Anzahl
der lebenden Leukozyten fallt in der chronischen Phase deutlich ab. Intramuskular zeigen sich
die T-Zellen in einer hohen Zahl von Tag 14 bis 28. Ab Tag 14 sind nur noch wenige Anteile
Neutrophiler-, Eosinophiler Granulozyten und Monozyten nachweisbar. Diese Ergebnisse
stiitzen den von Anderson, et al. [2] postulierten zellularen Ablauf der Fremdkorperreaktion auf
Biomaterialien in einer moderaten Form.

Das Interesse der aktuellen Forschung besteht in der Bedeutung der einzelnen Zellfraktionen
fur die Biokompatibilitdt der Implantate. Die Frage nach der fir den Organismus optimalen
Prasenz der Zellfraktionen wahrend der Phasen der FBR und deren Bedeutung fur eine
bioinerte Integritat des Biomaterials wurden in verschiedenen Studien evaluiert. Neutrophile
Granulozyten sind der vorherrschende Zelltyp an der Implantatoberflache in der perakuten
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Phase (0-24 h) der FBR [3]. Bedeutend fiir den progressiven Verlauf ist deren initiales
Auftreten zur Einleitung der phagozytotischen Vorgange. Mit dem Scheitern der Phagozytose
durch die Neutrophilen Granulozyten werden diese durch Makrophagen ersetzt. Die
Aktivierung von Makrophagen legt den Grundstein fur die Einleitung der chronischen
Entziindungsreaktion und Fusion von Makrophagen an der Oberflache des Biomaterials [2].
Eine verlangerte Prasenz von Neutrophilen Granulozyten im Wundbereich kann durch die
Abgabe von Sauerstoffradikalen zu oxidativem Stress und einer verlangerten Wundheilung
fuhren [140]. Makrophagen sind zustandig fur die Entfernung der Neutrophilen via
Phagozytose und induzieren deren Apoptose [141]. Die Phagozytose der Neutrophilen ist
wiederum ein zentrales Element der Stimulation der Makrophagen zu einem Phanotypwechsel
von M1- zu M2-Makrophagen [142]. Im Falle einer Stérung der Phagozytoseaktivitat von
Makrophagen konnten Khanna, et al. [143] eine verldngerte Wundheilung bei diabetischen
Mausen nachweisen. Kirk, et al. [3] untersuchten in vitro die Bedeutung von Neutrophilen
Granulozyten auf die Makrophagenfusion und die Formation von FBGCs. Es konnte gezeigt
werden, dass die Prasenz von Neutrophilen Granulozyten einen inhibierenden Effekt auf die
IL-4 induzierte Makrophagenfusion und die Bildung von FBGCs haben. Die
Monozytenadhasion, Makrophagenfusion und die Dichte der FBGCs wurde negativ beeinflusst
durch die Prasenz von Neutrophilen Granulozyten in der Kultur mit Monozyten.

Diese Studie belegt das Auftreten von Neutrophilen Granulozyten in der perakuten Phase am
Tag 1 in hdchster Konzentration, wobei intramuskular ein 30 % hdéherer Gehalt im Vergleich
zur subkutanen Lokalisation nachweisbar ist. Dies kdnnte auf eine schnellere Rekrutierung
und Migration von Neutrophilen Granulozyten IM zurtckzufiihren sein. Ab Tag 7 sind an
beiden Lokalisationen weniger als 2 % Neutrophiler Granulozyten in der Kapsel nachweisbar.
M2-Makrophagen sind bereits an Tag 1 in hoher Zahl vertreten. Intramuskular sind die
Neutrophilen Granulozyten im Gegensatz zu SC am Tag 3 mit einem hoéheren Anteil von 8 bis
15 % vertreten (SC 1,1-3,2 %). Die Erklarung fir dieses Phanomen sind vermutlich die langer
andauernden Abbauvorgange durch die initial hhere Menge der Neutrophilen Granulozyten
an der intramuskularen Lokalisation. Diese Ergebnisse sprechen fir den progressiven Verlauf
der Fremdkorperreaktion auf die eingesetzten Materialien mit einer initialen Rekrutierung von
Neutrophilen Granulozyten, einer schnellen Aktivierung von heilungsférdernden M2-
Makrophagen und der folgenden Einleitung der Apoptose der Neutrophilen Granulozyten.

7.2 Das Paradigma von M1- und M2- Makrophagen

Die Rolle der phanotypischen Variabilitdt von Makrophagen fir die Wundheilung und
Biomaterialintegration wird diskutiert. In dieser Studie standen aufgrund der technischen
Voraussetzungen des FACS-Gerates 8 Identifikationsparametern zur Verfligung. Es konnten
3 unterschiedliche Makrophagenpopulationen identifiziert werden: CD68+CD163-,
CD68+CD163+ und CD68-CD163+. Die CD68+CD163- Population wurde als M1-
Makrophagen, die CD68+CD163+ Population als M2-Makrophagen und die CD68-CD163+
Population als residente Makrophagen klassifiziert.

CD68 ist ein Transmembranprotein, welches im Zytoplasma und auf der Oberflache einer Zelle
exprimiert wird [144, 145]. CD68 wird als Marker fir Makrophagen der Ratte genutzt. Der Grad
der Expression korreliert mit der phagozytotischen Aktivitat einer Zelle [145]. CD163 wird auf
Monozyten und Makrophagen exprimiert [146, 147]. Polfliet, et al. [148] identifizierten das ED2-
Antigen als das CD163 Glykoprotein der Ratte und als Marker fiir reife Gewebsmakrophagen.
Residente Makrophagen sind in normalem Zustand CD68- und CD163+ und exprimieren erst
unter entziindlichen Bedingungen CD68 [149]. Die Expression von CD163 auf DCs [150] und
hamatopoetischen Stammzellen [151] konnte gezeigt werden. Dahingegen untersuchten
Palmer, et al. [152] CD163 positive Zellen auf die Expression des hamatopoetischen
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Stammzellmarker CD34, wobei die Expression von CD34 auf CD163 positiven Zellen nicht
bestatigt werden konnte. Demnach besteht die Mdglichkeit, dass es sich bei den CD68-
CD163+ Zellen um DCs handelt, die aufgrund ihres Ursprunges aus Monozyten, nah verwandt
mit den Makrophagen sind [153]. Die Differenzierung der DCs von Makrophagen erfolgte in
dieser Studie durch das fortwahrende Gating und die héhere Granularitat der Makrophagen
im Gegensatz zu den DCs.

Die Eigenschaften von Makrophagen werden durch das Mikroklima der Umgebung beeinflusst
[154]. In der frGhen Phase der FBR entwickeln sich M1-Makrophagen unter dem Einfluss von
IFN-y und produzieren TNF-a, IL-6 und IL-1B. Sie sekretieren pro-inflammatorische Zytokine
und zytotoxische Faktoren. Die Faktoren, die von M1-Makrophagen sekretiert werden, sind ein
wichtiger Bestandteil der Abwehrmechanismen nach einer Gewebsverletzung, jedoch wird das
umliegende Gewebe durch die zytotoxischen Faktoren weitreichend geschadigt. Nach einer
Gewebsverletzung produzieren Makrophagen IL-4, dies ist ein wichtiger Aktivierungsfaktor fur
M2-Makrophagen. M2-Makrophagen sekretieren anti-inflammatorische Faktoren (IL-10, IL-12,
TGF-B) und fordern die reparative Fibrose. Das von den M2-Makrophagen sezernierte IL-10
erhoht die Anfalligkeit fur Infektionen und reduziert die Funktion der M1-Makrophagen [154].
Der Einfluss der Makrophagenphanotypen auf die FBR wird diskutiert. Tidball [155] beschreibt
die Entwicklung des Phanotyps von Makrophagen nach einer Muskelverletzung als ein System
der friihen Invasion von pro-inflammatorischen M1-Makrophagen mit dem Ziel der Beseitigung
von Zelltrimmern und der folgenden Dominanz der anti-inflammatorischen M2-Makrophagen
zur Férderung der Wundheilung und Milderung der Entziindung. Yu, et al. [149] stellten die
gemeinsame Expression von CD68+ und CD163+ (M2-Phanotyp) bei der Ratte mit
Gewebereparatur in Verbindung. Die Abfolge von M1 und M2 bewirkt einen effektiven
Mechanismus fir die Heilung und Regeneration von beschadigtem Gewebe [155]. Auch
Klopfleisch [60] postuliert die Wichtigkeit eines ausgeglichenen Verhaltnisses von M1- zu M2-
Makrophagen.

In dieser Studie wurde bei den langsam degradierenden Gadoliniumlegierungen MgGd10 und
MgGd5 ein geringer initialer Anstieg der M1-Makrophagen SC und IM in der perakuten und
akuten Phase der FBR beobachtet. Das schnell degradierende MgFe ruft einen starkeren
initialen Anstieg der M1-Makrophagen hervor. Die Vermutung fir dieses Phanomen ist die
schnelle Degradation und abrupte Freisetzung von Degradationsprodukten. Tendenziell sind
Uber die gesamte Zeit ein deutlich héherer Anteil an M1-Makrophagen und ein deutlich
geringerer Anteil an M2-Makrophagen beim MgFe im Vergleich zu den Gadoliniumlegierungen
zu beobachten. Die verstarkte pro-inflammatorische- und reduzierte anti-inflammatorische
Antwort beim MgFe kénnte auf eine geringere Biokompatibilitdt im Vergleich zu den anderen
Materialien durch die rasche Degradation zurlickzufihren sein. In diesem Zusammenhang ist
eine weitere Besonderheit im zeitlichen Verlauf beim MgFe in einem Anstieg der CD68-
CD163+ Population zum Tag 3 zu beobachten. Die Vermutung ist, dass aufgrund der
abweichenden M1-Reaktion beim MgFe CD68-CD163+ Makrophagen aktiviert werden, die die
Heilung unterstitzen sollen. Schaer [156] beschreibt die Funktion von CD68-CD163+
Makrophagen ebenso als heilungsfordernd und beobachtete die Akkumulation in
verschiedenen Geweben wahrend der Heilungsphase. Die Oberflache der Materialien wies
vor der Implantation relative glatte Strukturen (Ra zwischen 0,06 und 0,19 um) auf. Anderson,
et al. [2] sprechen den Oberflacheneigenschaften eines Biomaterials in der Regulation der
FBR eine bedeutende Rolle zu. Rich, et al. [25] beobachteten das Vermdgen von
Makrophagen vorwiegend auf rauen Oberflachen zu akkumulieren und zu hydrophoben
Substraten zu migrieren. Zu diskutieren ist eine ursachliche Verknupfung von glatten
Oberflachenstrukturen mit einem geringeren Ausmall von Degradationsprodukten und
Zelltrdimmern und der moderateren M1-Reaktion in der frihen Phase der FBR. Somit konnte
ein verminderter pro-inflammatorischen Reiz auf die Makrophagen ausgelibt werden. Bereits
ab der perakuten Phase der FBR ist eine Reaktion der M2-Makrophagen zu beobachten. Die
M1-Makrophagen steigen daraufhin tendenziell zur chronischen Phase wieder an, wahrend
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die M2-Makrophagen absinken. Landén, et al. [157] beschreiben eine mdgliche Stimulation
von Makrophagen wahrend der Wundheilung zu einem reparativen M2-Phanotyp als einen
vielversprechenden therapeutischen Ansatz, der weiter verfolgt werden sollte. Die frihe
reparative Phase der FBR in dieser Studie kénnte als Zeichen einer guten Vertraglichkeit der
eingesetzten Materialien und der effektiven Kompensation der Degradationsprodukte durch
den Organismus verstanden werden. Hypothetischen Charakter besitzt die Annahme der
Entwicklung von FBGCs aus M1-Makrophagen. Somit kdnnte der Anstieg der M1-
Makrophagen in der chronischen Phase mit der zunehmenden Ansammlung von FBGC an der
Biomaterialoberflache zusammenhangen. In histologischen Schnitten konnten jedoch zu den
spaten Standzeiten an Tag 21 und 28 keine FBGCs nachgewiesen werden. Exemplarische
histologische Schnitte befinden sich im Anhang auf Seite 112 vom Material MgFe zu den
Standzeiten 21 und 28 Tage. Im Zuge der Aufarbeitung der Zellsuspension der Kapsel wurde
diese zunachst durch ein 100 um Zellsieb und zuletzt vor der Messung am FACS-Gerat durch
ein 40 um Zellsieb filtriert. Die Filtrierung ist einerseits fir die stérungsfreie Arbeit des FACS-
Gerates unerlasslich und dient dem Schutz vor Verstopfungen. Andererseits dient dieser
Schritt der Auswaschung von Epithelzellen. FBGCs konnten demnach aufgrund ihrer Grofie
im Zusammenhang mit den Voraussetzungen des FACS-Gerates und der nétigen Filtrierung
durchflusszytometrisch nicht erfasst werden.

Eine wichtige Limitation dieser Studie in diesem Kontext ist die exakte Identifikation der
Makrophagenphanotypen uber die Expression von CD68 und CD163. Eine zweifelsfreie
Identifizierung der beteiligten Makrophagensubpopulationen ist Giber weitere Marker méglich:
M1: iINOS, CD80, CCR7 und M2: CD206, MR [152]. Weiterfilhrende Untersuchungen zur
stitzenden Identifikation der Makrophagensubtypen in Kombination mit unserem
Versuchsaufbau und die Naherung des Einflusses der M1- und M2-Makrophagen auf die
Biokompatibilitdt von Implantaten sollten in zukiinftigen Forschungen adressiert werden.

7.3 Mikroskopische Eigenschaften der Makrophagensubpopulationen

Bisherige Ergebnisse hinsichtlich Untersuchungen zu Unterschieden in der Zellform der M1-
und M2-Makrophagen beschreiben die CD68+CD163- Population (M1) als kleine, runde
Monozyten ahnliche Zellen und die CD68+CD163+ Population (M2) mit einer grékeren und
langgezogenen Form [149, 152]. Die beschriebenen mikroskopischen Eigenschaften der M1-
und M2-Makrophagen konnten im Zuge der Zellsortierung und Zytozentrifugation bestatigt
werden. Der Hauptteil der M1-Makrophagen zeigte sich als kleine, rundliche Zellen mit kleinem
dichtem Zellkern. Im Gegensatz dazu zeigten die als M2 klassifizierten Makropagen eine
gréRere, langgezogene Form. Aktuelle Forschungen verdeutlichen eine mégliche Modifikation
des Phanotyps von Makrophagen durch die Zellform. McWhorter, et al. [43] konnten
demonstrieren, dass durch die Langenausdehnung der Zellen allein, ohne Stimulation durch
exogene Zytokine, M2-Phanotyp-Marker auf Makrophagen exprimiert wurden und konnten die
verminderte Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine zeigen.

7.4 Einfluss der T-Zellen auf die FBR

Lymphozyten bestimmen zu 65-85 % die Leukozytenpopulation im Blut einer Ratte [46]. Die
Interaktion von T-Zellen und Makrophagen wahrend der FBR spielt eine besondere Rolle fir
die Aktivierung von Makrophagen und die Formation von FBGCs [16]. Uber parakrine
Mechanismen steigern Lymphozyten die Adhasion und Fusion von Makrophagen [51]. In einer
Studie mit T-Zell defizienten Ratten konnte eine Verminderung der MHC-Il Expression und der
phagozytotischen Aktivitat von Makrophagen durch die fehlende Aktivitat von T-Zellen gezeigt
werden. Die Bildung von Kollagen um das implantierte Material war unter diesen Bedingungen
gesteigert zu beobachten [50]. Die Fibrose und fibrose Kapselbildung flhrt zur
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Beeintrachtigung der Effizienz der Implantates und kann zum Versagen der Implantatfunktion
fuhren [2]. Schmidt-Bleek, et al. [52] stellen die Verbindung einer verlangerten Wundheilung
mit einer hoheren Anzahl zytotoxischer T-Zellen her. Die Vermutung besteht hierbei, dass die
Verlangerung der pro-inflammatorischen Phase zu einer zeitlichen Verzégerung des
Makrophagen-Switch vom M1- zum M2-Phanotyp fiihrt. In dieser Studie zeigte sich in der
Kapsel SC ein hoch signifikant niedrigerer Anteil von CD3+ T-Zellen Uber die gesamte Zeit
beim MgFe im Vergleich zum MgGd5 (p=0,006). Des Weiteren ist im Falle von MgFe die
kraftigste Kapselbildung nach 28 Tagen im Vergleich zu den anderen Materialien zu
beobachten. Die Frage nach einem Zusammenhang zwischen einer geringeren Anzahl von T-
Zellen und der daraus resultierenden verringerten Aktivierung von Makrophagen, verminderter
MHC-II Expression und dadurch verstarkten Kapselbildung beim MgFe stellt sich, kann durch
die Ergebnisse dieser Studie nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden und bedarf weiterer
Untersuchungen. Hinsichtlich der zytotoxischen T-Zellen (CD3+CD8+) wurden in der Kapsel
SC wie IM keine signifikanten Unterschiede zwischen den Materialien nachgewiesen.
Dahingegen sind im Blut ein hoch signifikant hdherer Anteil an zytotoxischen T-Zellen beim
MgGd5 im Vergleich zum MgFe an Tag 1 (p=0,002) messbar. Aus den Ergebnissen der
aktuellen Forschung geht hervor, dass durch eine hohe Anzahl von zytotoxischen T-Zellen
ebenso wie durch die ausfallende Aktivitdt von T-Zellen ein nachteiliger Effekt auf die
Biokompatibilitdt von Biomaterialien entsteht. Der Einfluss der T-Zellen ist ein interessanter
Aspekt zur Beeinflussung der FBR und sollte in weiteren Studien evaluiert werden.

7.5 Die Durchflusszytometrie als Methode zur Charakterisierung der FBR

Diese Studie zeigt die Verlasslichkeit der Durchflusszytometrie als Methode zur
Charakterisierung der zellularen Fremdkérperantwort auf Biomaterialien. Die Zellpopulationen
konnten abhangig von der Zeit quantifiziert werden. Die zeitlichen Ablaufe bieten Raum fur
Vermutungen der funktionellen Zusammenhange und Eignung der Legierungen flir den
medizinischen Einsatz. Die Limitation der Durchflusszytometrie liegt im nicht zweifelsfreien
Nachweis der Zellpopulationen. Diese Sicherheitsschwelle konnte durch die Zellsortierung der
Kapselsuspensionen mit anschlieBender Zytozentrifugation und mikroskopischer Beurteilung
der Zellen Gberwunden werden. Die Annahme der Identifikation der einzelnen Zellpopulationen
aus den gewahlten FACS-Gates konnte somit bestatigt werden. Die Vorteile gegenliber einer
immunhistologischen Aufarbeitung bestehen in der schnellen und zeitgleichen Aufzeichnung
der verschiedenen Zellpopulationen. Durch dieses hier entwickelte Panel der
Durchflusszytometrie steht ein schnelles Screening der beteiligten Zellfraktionen wahrend der
Fremdkdrperreaktion auf Biomaterialien zur Verfigung.

7.6 Die Perfusionsrate als maRgebliche Beeinflussung der FBR

Die Perfusionsrate der entsprechenden Lokalisationen stellt einen wichtigen
Diskussionsaspekt dar. In einer Studie von Willbold, et al. [158] wurde die zellulare
Fremdkoérperreaktion auf die Legierung RS66 an drei unterschiedlichen Lokalisationen:
subkutan, intramuskular und intraossar verglichen. Hierbei konnte festgestellt werden, dass
die Immunantwort subkutan und intramuskuldr starker ist als die Antwort im Knochen. Man
stellte die abschlielRende Vermutung auf, dass die Korrosionsrate abhangig ist vom lokalen
Blutfluss und unabhangig von den Legierungseigenschaften. Untersuchungen Uber die
Abhangigkeit der Korrosionsrate vom Blutfluss kénnten Aufschluss fir zukinftige
Untersuchungen geben, da diese durch den operativen Eingriff drastisch verandert werden.
Die Studie von Willbold, et al. [158] stitzt die Ergebnisse dieser Studie hinsichtlich der
Vergleichbarkeit der in vivo Korrosionsraten SC und IM. Es konnten in vivo keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Korrosionsraten der beiden unterschiedlichen Lokalisationen
nachgewiesen werden. Grund hierfur kdnnten die nicht stark abweichenden Perfusionsraten
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SC und IM sein. Messungen der Perfusionsrate von Willbold, et al. [158] zeigten
Perfusionsraten SC von 44 + 13 Perfusionseinheiten und IM 31 + 8 Perfusionseinheiten im
Vergleich zum Knochen bei 7 + 4 Perfusionseinheiten. Die subkutane und intramuskulare
Implantation als wenig invasive Methode wurde in diesem Modell als Screeningtest der
eingesetzten Materialien mit geringer Belastung firs Tier eingesetzt. Die Materialien, die in
diesem Modell eine gute Biokompatibilitat und gute Degradation zeigten, kdnnen nun mit
einem geringen Risiko fur das Tier im Zielgebiet Knochen eingesetzt werden. Die intraossére
Anwendung der verwendeten Legierungen MgGd10 und MgGd5 ist nach der erfolgreichen
Anwendung SC und IM der nachste Schritt im Etablierungsprozess.

7.7 Ausschluss einer bakteriellen Kontamination in Kapselproben

Eine weitere wichtige Sicherheitsschwelle des Versuchsdesigns stellt die falschliche
Beschreibung einer bakteriellen Entzindung als Fremdkorperreaktion dar. Die Abgrenzung
einer Entzindungsreaktion von der ablaufenden Fremdkdrperreaktion wurde durch den
Ausschluss einer bakteriellen Verunreinigung im Gewebe durch Untersuchungen mittels
Quantitativer-Echtzeit-PCR durchgefuhrt. Es erfolgte die relative Quantifizierung Uber die
AACP Methode. Als Housekeeping Gen wurde 18S ribosomale RNA herangezogen [138] und
als Zielgen ein spezifischer Bakterienprimer verwendet [139]. Als Positivkontrolle wurden die
Gewebeproben mit E. coli Kulturen verunreinigt. In dieser Studie wurde ein System einer
Positivkontrolle gewahlt, welches nicht den lickenlosen Nachweis von Wundkeimen bietet,
jedoch die Fragestellung nach prokaryontischer Verunreinigung beantwortet. In diesem
Zusammenhang wurde E. coli aufgrund der niedrigen Humanpathogenitat und einfachen
Kultivierung als Positivkontrolle gewahlt. Der Vergleich der relativen Expression der in vivo
Gewebeproben mit der relativen Expression der verunreinigten Kapselproben
(Positivkontrolle) Uber einen T-Test zeigte ein Ergebnis im hoch signifikanten Bereich
(p<0,001). Somit konnte das Vorhandensein einer prokaryontischen Verunreinigung widerlegt
und die reelle Beschreibung der zellularen FBR bestatigt werden.

7.8 Diskussion des Einflusses von Oberflacheneigenschaften und der
Korrosionsgeschwindigkeit der eingesetzten Materialien auf die FBR

Das Verhalten von Zellen hinsichtlich der Adhasion, Migration, Orientierung und
Differenzierung wird maf3geblich von der Oberflachentopografie eines Implantates bestimmt
[28]. Die Rasterelektronenmikroskopie ermoglicht eine plastische Darstellung der Oberflache
der Implantate. Unterschiede der Oberflachenstrukturen werden dargestellt, die den Ablauf
der FBR entscheidend beeinflussen konnen. Die Interpretation der Aufnahmen der
Rasterelektronenmikroskopie stutzen die in vivo  ermittelten Daten der
Korrosionsgeschwindigkeiten der eingesetzten Materialien. Nach der Implantation und
Abloésung der Korrosionsprodukte durch Chrom(VI)-oxid wirkt die Oberflache bereits bei
makroskopischer Betrachtung rauer als vor der Implantation. Auf den REM-Bildern ist eine
kraterartige Oberflache mit beckenartigen Einziehungen erkennbar. Je hoher die
Korrosionsrate, desto starker stellt sich die Auspragung der Krater auf der Oberflache dar.
Demnach kann ein direkter Zusammenhang zwischen der Degradation und den
Oberflachenveranderungen hergestellt werden. Beim MgFe zeigt sich die stérkste und beim
MgGd10 die geringste Degradation anhand der Oberflache. Die Gewichtsreduktion und die
Veranderung der Oberflache der Implantate belegen das Vorliegen einer Lochfral3korrosion.
Die profilometrischen Ergebnisse nach der Implantation der Materialien unterstreichen die
ermittelten Korrosionseigenschaften. MgGd10 weist den geringsten Mittenrauwert (Ra 3,57 £
1,4 um) und MgFe den hdchsten Mittenrauwert (Ra 8,83 + 4,9 um) auf. Der Mittenrauwert von
MgGd5 nach Implantation liegt bei 6,5 £1,71 um im mittleren Bereich. Die Profilometrie zeigt
vergleichbare Mittenrauwerte der Materialien vor der Implantation zwischen 0,06 £ 0,01 pym
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und 0,19 £ 0,05 ym. Eine Limitation der Rauigkeitsmessungen durch die Profilometrie besteht
aufgrund der dynamischen Entstehung einer Oxidschicht auf der Oberflache der Probenkdrper
wahrend der Korrosion. Durch die Ablésung der Korrosionsprodukte tber Chrom(V1)-oxid wird
diese Oxidschicht abgeltst. Die mittels der Profilometrie gemessene Oberflaiche nach
Chromsaurebehandlung entspricht demnach nicht dem Zustand, mit dem die Zellen
urspringlich in Kontakt getreten sind. Die Messmethodik der Profilometrie kann jedoch
verlasslich als Anhaltspunkt und als Basis fir reale Messwerte betrachtet werden um eine
vergleichende Betrachtung und eine Abschatzung von Effekten durchzufiihren.

Eine Ubertragbarkeit von in vitro Korrosionsdaten auf in vivo Verhaltnisse wéare von
besonderem Interesse fur die Forschung, um Tierversuche zu minimieren. Ergebnisse von
Witte, et al. [89] zeigen, dass sich die Korrosionsgeschwindigkeiten in vivo deutlich langsamer
darstellen als in vitro. Ebenso konnte in dieser Studie von Witte, et al. [89] in vitro ein
entgegengesetztes Korrosionsverhalten zweier Legierungen im Gegensatz zu den in vivo
Ergebnissen festgestellt werden. Dies verdeutlicht, dass es derzeit nicht mdglich ist, in vitro
Korrosionsverhaltnisse direkt auf in vivo Daten zu Ubertragen. Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie haben gezeigt, dass die in vitro ermittelten Degradationsraten nicht mit
dem Korrosionsverhalten in vivo Ubereinstimmt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Tendenzen ,degradiert schneller oder ,degradiert langsamer® Ubertragbar sind. MgFe
degradiert in beiden Modellen am schnellsten, wohingegen MgGd10 am langsamsten
degradiert. Des Weiteren wurde beobachtet, dass das Verhaltnis von in vitro zu in vivo Daten
nicht vergleichbar ist und abhangig von der Korrosionsrate zu sein scheint. Das Verhaltnis von
in vitro zu in vivo Korrosionsdaten wachst mit sinkender Korrosionsrate. Geeignete Materialien
fur den orthopadischen Einsatz sollten ein langsames und gleichmaRiges Korrosionsverhalten
aufweisen. Die Biokompatibilitdt von Magnesiumlegierungen ist abhangig von der
Korrosionsrate und der damit verbundenen freigesetzten Menge der Degradationsprodukte
[4]. MgGd10 wurde bereits aufgrund der stabilen Degradation und moderaten Veranderung
von pH und Osmolaritat fir den orthopadischen Einsatz mit geeigneten Eigenschaften
ausgezeichnet [96, 159]. Eine langsame und stabile Degradation von MgGd10 konnte in
diesem Zusammenhang durch die Untersuchungen bestatigt werden.

7.9 AbschlieBende Betrachtung

In dieser Studie konnte ein Panel im Tiermodell etablieren werden, welches die Mdglichkeit
der qualitativen und quantitativen Messung eines zeitlichen Verlaufes der FBR bietet. Es
konnte ein Zusammenhang zwischen der Korrosionsrate und dem Auftreten von lebenden
Leukozyten hergestellt werden. Ein schnelles Werkzeug steht zur Verfigung, welches eine
grolRe Hilfe sein kénnte, wenn es im wachsenden Feld der Magnesiummaterialien um die
Fragestellung geht, ob die Legierungselemente oder die Mikrostrukturen verschiedener
Zusammensetzungen einen stérenden Einfluss auf die Fremdkoérperreaktion haben kénnten.
Durch die Standardisierung des Verfahrens ist eine hohe Vergleichbarkeit gegeben und die
Ergebnisse spiegeln eine reale Antwort auf die implantierten Materialien wieder. Die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse von der Ratte auf den Menschen stellt eine zu beachtende
Limitation dar. Aufgrund der einfachen Zucht und Haltung in Gefangenschaft und aufgrund des
schnellen Erreichens der Geschlechtsreife gehéren Ratten heute zu den am weitesten
verbreiteten Tiermodellen in der Forschung [21]. Die Physiologie der Ratte ist der des
Menschen ahnlicher als im Vergleich zur Maus [21]. Ungefahr 90 % der Gene der Ratte
stimmen mit denen des Menschen Uberein [22]. Jedoch unterscheidet sich die Entwicklung
des Immunsystems maRgeblich von der des Menschen [160]. Die Ubertragbarkeit der
Ergebnisse aus dem Tiermodell auf den Menschen sollte kritisch betrachtet werden.
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Die eingesetzten = Magnesium-Gadoliniumlegierungen  bewirken eine  moderate
Fremdkdrperantwort ohne einen systemisch nachweisbaren Effekt zu zeigen. Zu keiner Zeit
konnte bei den Versuchstieren ein nennenswerter veranderter Allgemeinzustand verzeichnet
werden. Vielzahlige Forschungen weisen nur limitierte oder nicht signifikante Langzeiteffekte
durch Biomaterialien nach [88, 161-165]. Magnesiumeisen kann als schnell degradierende
Positivkontrolle angesehen werden, die fir den medizinischen Einsatz aufgrund der zu
schnellen Degradation nicht zu empfehlen ist. Es konnte gezeigt werden, dass die
unterschiedlichen Konzentrationen von Gadolinium von 5 und 10 % in den Legierungen mit
Magnesium einen nachweisbaren Effekt auf die FBR haben. Die funktionellen
Zusammenhange wurden in dieser Studie nicht weiter evaluiert und sollten in weiteren
Untersuchungen thematisiert werden. Aus heutiger Sicht eignet sich MgGd10 aufgrund der
langsameren und gleichmaRigeren Degradation am besten fir den orthopadischen Einsatz
und kann zukunftig in der intraossare Anwendung erprobt werden.
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8  Zusammenfassung

Einfluss der Korrosion von biodegradablen Metallen auf die Fremdkorperantwort

Magnesiumlegierungen spielen aufgrund ihrer mechanischen Eigenschaften eine bedeutende
Rolle im wachsenden Feld von Biomaterialien. Die Beteiligung von Magnesium in
mannigfaltige biochemische Prozesse und als naturlicher Bestandteil des Korpers reflektiert
das vielversprechende Potential als Implantatmaterial. Durch die Implantation eines
Medizinproduktes wird eine Fremdkorperreaktion ausgelést, die die Endphase der
Wundheilung darstellt und vorrangig durch Makrophagen und Fremdkdrperriesenzellen
gepragt wird. Es ist bekannt, dass der Ablauf und die Intensitat der FBR als direkte Antwort
des Organismus auf biodegradable Werkstoffe im direkten Zusammenhang mit deren
Biokompatibilitdt stehen. Die direkte Beeinflussung der beteiligten Zellpopulationen im Sinne
einer bioinerten Integration der Materialien und einer nur mafig ablaufenden FBR ist das Ziel
fur den medizinischen Einsatz um eine adaquate Stabilisierung eines Defektes zu ermdglichen
und eine Implantatabstof3ung zu verhindern. Kenntnisse Uber die quantitative Beteiligung der
Zellpopulationen von T-Zellen, Granulozyten und Makrophagen an der FBR auf ausgewahlte,
biodegradierbare Magnesiumlegierungen: MgGd10, MgGd5 und MgFe in Abhangigkeit von
der Zeit von 1 bis 28 Tagen wurden in dieser Studie an zwei unterschiedlichen Lokalisationen
(subkutan, intramuskular) tGber ein durchflusszytometrisches Panel im Rattenmodell erworben.
Im Blut konnten keine systemisch nachweisbaren Veranderungen als Reaktion auf die FBR
festgestellt werden. Unabhangig vom Implantationsort wurde ein direkter Zusammenhang
zwischen der Korrosionsrate der eingesetzten Materialien und der Anzahl der lebenden
Leukozyten ermittelt: mit steigender Korrosionsrate wachst die Anzahl der lebenden
Leukozyten in der Kapsel um das Implantat. Ein zeitlich charakteristischer Verlauf der FBR auf
Magnesiumimplantate, unabhangig von der Lokalisation, entsprechend einer perakuten,
akuten und chronischen Gliederung wurde beobachtet. Daten Giber den spezifischen zellularen
Verlauf der FBR auf Magnesiumlegierungen standen zuvor nicht zur Verfligung. Wir konnten
demnach nicht nur quantitative Aussagen tber den Ablauf der FBR treffen, sondern auch ein
standardisiertes Verfahren entwickeln, welches im wachsenden Feld der Biomaterialien die
Mdoglichkeit bietet den zeitlich-zellularen Verlauf der FBR aufzuzeichnen. Durch die
Weiterentwicklung des Verfahrens kénnten zudem wichtige funktionelle Aussagen getroffen
werden, die derzeit nur hypothetischen Charakter besitzen. Ein weiterer wichtiger Kernpunkt
dieser Arbeit ist die vergleichende Betrachtung der zellularen FBR im Zusammenhang mit den
Oberflacheneigenschaften und dem Korrosionsverhalten der eingesetzten Materialien.
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9 Summary
The Influence of corrosion from biodegradable metals on the foreign body response

Due to their mechanical properties, magnesium alloys play a significant role in the growing
field of biomaterials. Being a natural component of the body, the involvement of magnesium in
various biochemical processes reflects the promising potential as a suitable implant material.
The implantation of a medical device initiates a foreign body reaction, which is the final phase
of wound healing and is predominantly characterized by macrophages and foreign body giant
cells. It is known that the process and the intensity of the FBR as a direct response of the
organism are directly related to the biocompatibility of biodegradable materials. For medical
use the aim is direct influencing of the participating cell population for an appropriate integration
of the materials. To enable an adequate stabilization of an injury and to prevent implant
rejection a moderate foreign body reaction is the goal of biological responses. Knowledge
about quantitative involvement of T cell, granulocyte and macrophage populations on the
selected biodegradable magnesium alloys MgGd10, MgGd5 and MgFe, depending on the time
of 1 to 28 days, in this study was acquired in two different locations subcutaneous and
intramuscularly via a flow cytometry rat model panel. Systemic changes in blood could not be
detected in response to the foreign body reaction. Regardless of the location of the implant, a
direct relationship between the corrosion rate and the number of living leukocytes could be
determined. As the corrosive rate increases, the number of living leukocytes in the capsule
increases around the implant. A characteristic progression of the foreign body reaction to
magnesium implants was observed regardless of the localization according to a peracute,
acute and chronic structuring. Data on the specific pathway of the foreign body reaction to
magnesium alloys were not available before. Thus, we could not only make statements about
the behavior of the FBR but could also develop a standardized procedure which allows to note
the chronological cellular process of the FBR. Further development of our panel could be an
opportunity to make statements about functional relationships between cellular responses to
biomaterials, which currently only have a hypothetical character. An important focus of this
work is the comparative consideration of the cellular FBR in connection with the surface
properties and the corrosion behavior of the used materials.
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11  Anhang

Tabelle 11: Liste der verwendeten Laborgerate

Gerat

Automatische Pipette

Pipetten

FACS Gerat

FACS Gerat

Brutschrank

Zentrifuge

Zentrifuge

Feinwaage

Vortexmischer

Warmestrahler fur Tiere

Typ

Pipetboy

Research®plus

MACSQuant "Erato"

Aria Il ,Calliope”

HeraCell

Centrifuge 5415R

X-15R

Typ S-64

Vortexgenie2

S-29-04
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Hersteller

IBS INTEGRA
Biosciences

Eppendorf

Miltenyi Biotec

BD Biosciences

Heraeus

Eppendorf

Beckman Coulter

BeWA-tec

Scientific Industries

Kerbl



OP-Tisch mit Silikonmatte

Schermaschine

Tierwaage

Neubauer Kammer

Mehrkanal-Schlauchpumpe

Osmometer

pH-Meter

Leitfahigkeits-Messgerat

Tiermaske fur
Inhalationsnarkosen

Profilometer

Nanophotometer

Thermocycler

Labotect Hot Plate 062

GT410-Vega

PCB1000-2

0,100 mm

IPC-ISM934C

OSMOMAT auto

SevenCompact™pH/lon5220

SevenCompact™ConductivityS230

Hommel — Tester T2000

Nanodrop P360

Mastercycler gradient
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Labotect

Aesculap/BRAUN

Kern & Sohn GmbH

A. Hartenstein

Ismatec

Gonotec

Mettler Toledo

Mettler Toledo

Medizinisch -
Technische Labore am
CVK der Charité

Hommelwerke GmbH

Implen

Eppendorf



Real-Time PCR System LightCycler®480 Roche

Zytozentrifuge Cytospin™4 Zytozentrifuge ThermoFisher Scientific

Tabelle 12: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller
50 ml Polypropylene Conical Tube 30x115 FALCON®
15 ml High-Clarity Polypropylene Conical FALCON®

Tube 17x120 mm

Safe-Lock Tubes 2 ml Eppendorf
Safe-Lock Tubes 0,5 ml Eppendorf
Safe-Lock Tubes 1,5 ml Eppendorf
DNA LoBindTube 1,5 ml Eppendorf

Lithium-Heparin-Réhrchen 1,3 ml Sarstedt
Lithium-Heparin-Réhrchen 2 ml BD Vacutainer®

94



100 pm Cell-Strainer

40 um Cell-Strainer

Zellkulturschale 100x20 mm

Zellkulturschale 35x10 mm

Skalpell No. 15, Einweg

Skalpell No. 11, Einweg

Implantate MgFe

Implantate MgGd10

Implantate MgGd5

5 ml Polystyrene Round-Bottom Tube with
Cell-Strainer-Cap 12x75mm

10 ml Spritze

Pinzette aus Plastik
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FALCON®

FALCON®

FALCON®

FALCON®

Feather pfmmedical

Feather pfmmedical

Helmholtz-Zentrum Geesthacht

Helmholtz-Zentrum Geesthacht

Helmholtz-Zentrum Geesthacht

FALCON®

BD Biosciences

VITLAB



Nahtmaterial Vicryl 5-0

1 ml Spritzen

5 ml Spritzen

10 ml Spritzen

Abdecktuch SK 2-lagig 75x90 cm

Glaspipette “Serological Pipet” 10 ml

Glaspipette “Serological Pipet” 25 ml

Sterican Kanulen 20G

Sterican Kanulen 22G

Sterican Kanulen 24G

Vlieskompressen

Mullkompressen-Set 10x10 cm

Ethicon

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

Charité Universitatsmedizin Berlin

FALCON®

FALCON®

BRAUN

BRAUN

BRAUN

Charité Universitatsmedizin Berlin

Charité Universitatsmedizin Berlin
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Sterile Handschuhe

OP Haube

Mundschutz

Tiermarkierstifte

Klebeband

Alufolie

sterile 50 ml Tubes

2-Stopper-Schlauche,ID 1.02

Silikonschlauche, 1mm

Luerschlauchverbinder

Minischlauchverbinder

Dualfilter 1000 uL PCR clean

Ansell Protects

Farstar medical

Hartmann

Edding

Leukoplast

Roth

VWR

Ismatec

Roth

Roth

Roth

Eppendorf
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beschichtete Objekttrager Tharmac GmbH

Shandon™ Einfach-Cytofunnel™mit weiRen ThermoFisher Scientific
Filterkarten

Tabelle 13: Liste der verwendeten Reagenzien

Substanz Hersteller

FACS-Puffer eBioscience® - Flow Cytometry Staining
Buffer Solution

Dulbecco’s PBS gibco® by lifetechnologies™
FBS Superior Biochrom
Erylysepuffer eBioscience® - RBC Lysis Buffer (Multi-

spezies) 10x

Kollagenase P Roche
Hyaluronidase Sigma-Aldrich
HEPES Sigma-Aldrich
Natrium-Pyruvat AppliChem Panreac
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Desoxyribonuklease Sigma-Aldrich

Aqua dest. BRAUN
Medetomidinhydrochlorid (Cepetor) Cp-pharma
Clindamycin Ratiopharm
Tramadolhydrochlorid Grinenthal
Natriumchlorid 0,9 % BRAUN
Kaliumchlorid 10 % BRAUN
Isofluran abbvie
Augensalbe Bepanthen
Jodhaltige Desinfektionslésung mit Alkohol BRAUN
Jodhaltige Desinfektionslésung ohne BRAUN
Alkohol
Buprenorphin (Temgesic) Reckitt Benckiser
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Leucoperm

Sterillium®classic pure
Handedesinfektionsmittel

Ketamin

Chrom(VI)-oxid-Lésung 20 %

Ethanol 100 %

HANKS-Solution

Trypan Blue

Acetic Acid

Glycerol

Trizol Reagent

flissiger Stickstoff

RNase Away

100

Serotec

Bode

Inresa Arzneimittel

Bernd Kraft

AppliChem Panreac

gibco® by lifetechnologies™

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Fluka

Ambion by life technologies

Linde Healthcare

Molecular BioProducts



NucleaSpin RNA Plus

Chloroform-d

Glykogen RNAgrade

2-Propanol

SYBR Select Master Mix

RNase freies Wasser

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
Kit

Diff-Quik Farbeset
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Macherey-Nagel GmbH&Co.KG

Aldrich

Thermo Scientific

Sigma

Applied Biosystems

Macherey-Nagel GmbH&Co.KG

Roche

Henry Schein Animal Health
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Abbildung 40: Ubersicht der Liniendiagramme des Blutes, Darstellung der Mittelwerte der
Anzahl der lebenden Leukozyten und der Anteile der Zellpopulationen an lebenden
Leukozyten (LL) mit Standardabweichung, Kennzeichnung der Referenzwerte (Minimum,

Maximum)
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Abbildung 41: Ubersicht der Liniendiagramme der Kapsel SC, Darstellung der Mittelwerte der
Anzahl der lebenden Leukozyten und der Anteile der Zellpopulationen an lebenden

Leukozyten (LL) mit Standardabweichung
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Abbildung 42: Ubersicht der Liniendiagramme der Kapsel IM, Darstellung der Mittelwerte der

Anzahl der lebenden Leukozyten und der Anteile der Zellpopulationen an lebenden

Leukozyten (LL) mit Standardabweichung
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Abbildung 43: Ubersichtsaufnahme eines histologischen Schnittes einer Kapsel, MgFe
Standzeit 21 Tage, HE, 20x

Abbildung 44: Ubersichtsaufnahme eines histologischen Schnittes einer Kapsel, MgFe
Standzeit 28 Tage, HE, 20x
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