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| Einleitung

Biomaterialien finden in der Human- und Tiermedizin eine grof3e Anwendung. Sie werden
beispielsweise in Form von Zahnfullungen, chirurgischem Nahtmaterial, kinstlichen Gelen-
ken und Gefal3prothesen eingesetzt. Zu den synthetischen Biomaterialien gehdren die Polyme-
re. Sie werden in medizinischen Bereichen wie der Chirurgie (Suh, 1998), im Tissue Enginee-
ring (Langer et al., 1993) oder der Pharmakotherapie (Controlled Drug Delivery) (Langer,
1995) eingesetzt. Je nach Funktion und Anwendungsbereich kommen biokompatible und
langsam abbaubare Polymere zum Einsatz oder solche, die nur kurzfristig eine Funktion Uber-
nehmen sollen und schneller abgebaut werden. Implantate, die fir lange Zeit und dauerhaft
eine bestimmte Funktion Ubernehmen sollen, wie beispielsweise Hiftprothesen, sind in die-
sem Sinne nicht gezielt abbaubar, kénnen aber durch Verschlei3, Abrieb oder Korrosion ent-
standene Material partikel abgeben und so an Substanz verlieren (Tang et al., 1995; Thomas et
al., 2000; Singh et al., 2007).

Ein Biomaterial, das as Implantat im medizinischen Gebrauch eingesetzt werden soll, muss
biokompatibel sein. Die Biokompatibilitdt beschéftigt sich mit den Interaktionen, die
zwischen dem Biomaterial und dem Wirtsgewebe stattfinden (Remes et a., 1992; Tang et al.,
2005). Biokompatibilitdt beschreibt ein Biomaterial beziglich der Gewebsreaktionen nach
einer Implantation als nicht pyrogen, zytotoxisch, antigen, mutagen, karzinogen oder teratogen
(Suh,1998). Die Biokompatibilitét berticksichtigt chemische, physikalische, biologische und
morphol ogische Wechselwirkungen des Biomaterials mit dem umgebenden Gewebe.

Die Gewebekompatibilitét eines Materials ist das Resultat komplexer Interaktionen im Orga-
nismus. Die Wechselwirkungen mit dem Gewebe sind abhéngig von der Mikroarchitektur
(pords, nicht pords), den physiko-chemischen Eigenschaften (hydrolytischer Abbau, enzyma
tischer Abbau) und der lokalen Umgebung des Polymers (Sieminski et al., 2000)

Eingebrachte Biomaterialien beeinflussen die lokale Umgebung und das biologische System
in komplexer Weise (Remes et a., 1992). Die Reaktionen, die ein Biomaterial im Organismus
hervorrufen kann, reichen von Abstossung bis zu Biokompatibilitét mit einer milden Fremd-

korperreaktion oder von einer fibrosen Einkapselung bis hin zur Biointegration mit dem



Wachstum von nativem Gewebe auf der Oberflache oder in die Poren des Materias
(Morehead et al., 1994; Tang et a., 1995, 1999, 2005).

Die Reaktion des Organismus auf ein Biomaterial hangt auf der einen Seite vom Biomaterial
(Anderson 1988; Sieminski et al., 2000; Parker et al., 2002; Anderson et al., 2008) und auf der
anderen Seite vom Wirt ab. Von Seiten des Wirtes wird sie in hohem Mal3e durch seine hu-
morale und zelluldre Immunantwort bestimmt. Dabel spielen auch die T-Lymphozyten des
Immunsystems eine wichtige Rolle. T-Lymphozyten sind an Prozessen wie der Wundheilung,
Autoimmunkrankheiten, Transplantatabstof3ung, Allergie, Bone Remodelling, Atherosklerose
und der Tumorbildung beteiligt (Blotnick et al., 1994; Park et al., 2004). Auch beim Einsatz
von Biomaterialien kdnnen sie eine Rolle spielen. Sie sind wahrscheinlich beteiligt an der
allergischen Unvertréglichkeitsreaktion auf Implantatmaterialien (Thomas et al., 2000; Tho-
mas 2003) und an der Osteolyse um und aseptischen Lockerung von Knochenimplantaten
(Aroraet al., 2003; Goodman, 2007)

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Biokompatibilitét und der Gewebeintegration eines
neuen elastischen, glatten, langzeitstabilen Polymers im Tiermodell unter dem Aspekt der T-
Lymphozyten Defizienz. Dazu wurden runde Polymerscheiben subkutan in die congenital
athymische NMRI nu/nu Maus und den entsprechenden immunkompetenten Auszuchtstamm
implantiert. Nach Implantationszeiten von bis zu 9 Wochen wurden die Polymerproben und
das periimplantére Gewebe explantiert und histologisch aufgearbeitet. Dabel wurde besonders
auf eine mogliche Integration in das umgebende Gewebe und auf Abriebpartikel und immuno-
logische Reaktionen im periimplantaren Gewebe geachtet. Ergebnisse, die in einer T-
Lymphozyten defizienten Mauspopulation erzielt werden, kénnten as T-Lymphozyten unab-

hangiger Prozess betrachtet werden.



Il Literaturdbersicht

1. Polymere als Biomaterial

1.1. Einteilung und Verwendung

Biomaterialien finden in der Human- und Tiermedizin eine grof3e Anwendung. Verwendet
werden daflr anorganische Materialien wie Keramik, Glas und metallische Legierungen, or-
ganische Materialien wie Kollagen und synthetische Materialien wie Polymere (Suh, 1998;
Lendlein, 1999; Neffe et a., 2007 ). Es gibt mehrere Definitionen fur den Begriff des Bioma-
terials. Die European Society for Biomaterials (ESB) definierte in der Konferenz von 1991 ein
Biomaterial folgendermalien: ,, A biomaterial isany material intended to interact with biologi-
cal systems to evaluate, treat, augment or replace any tissue, organ or function in the body."
(Doherty, 1991). In unserem Institut wird ein Biomaterial definiert as ein kdrperfremdes Ma-
terial, das in einen Organismus eingebracht wird, an einen Organismus herangebracht wird

oder Uber die Korperfllssigkeiten mit dem Organismus in Kontakt steht.

Synthetische Biomaterialien sind die Polymere. Bereits 1937 wurde Poly-(methylmethacrylat)
(PMMA) in die Zahnmedizin eingefiihrt. 1958 wurde die Herstellung einer Arterienprothese
aus Poly(ethylenterephtalat) (Dacron) beschrieben und in den sechziger Jahren wurde eine
Huftgel enksprothese produziert, deren Kopf aus rostfreiem Stahl bestand, der in eine Azetabe-
lumpfanne aus Polyethylen gesetzt wurde. Die Prothese wurde mit PMMA fixiert. Die ersten
resorbierbaren Faden als chirurgisches Nahtmaterial wurden 1962 von American Cyanamid
Co. aus Polyglycolid hergestellt und kamen 1970 unter dem Handelsnamen Dexon auf den
Markt. Seit 1975 wird Vicryl, ein Copolyester, von Ethicon Inc. produziert (Suh, 1998). Die
Liste der heutigen Anwendungen fur Polymere im Medizinbereich ist umfangreich.

Im Bereich des internen Wundverschlusses und Weichgewebeersatzes haben sich abbaubare
biokompatible Polymere fest etabliert (Suh, 1998; Urry et al., 1998; Weigel et al., 2006).
Weiterhin finden Polymere in der Medizin Anwendung as chirurgische Implantate,
bei spielsweise als Schrauben, Négel und Klemmen.

Tabelle 1 (Anhang) zeigt verschiedene Anwendungsgebiete von polymeren Biomaterialien.



Eine weiteres Anwendungsgebiet fir polymere Biomaterialien ist das Tissue Engineering
(Langer et a., 1993; Patel et a., 1998; Weigel et a., 2006). Das Ziel dieser Technologie be-
steht darin, neues, funktionelles, lebendes Gewebe, beispiel sweise Binde- und Epithelgewebe,
unter Verwendung von kultivierten Zellen zu erzeugen. Das neue Gewebe wird dabel durch
die Besiedelung einer polymeren Matrix oder eines porésen Polymergeriistes mit spezifischen
Zellen aul3erhalb des Korpers hergestellt und dann implantiert bzw. inkomplett implantiert
und dann in vivo komplettiert. Das polymere Geriist bestimmt die dreidimensionale Form des
Gewebes und soll abgebaut werden, wahrend Zellen einwachsen (Minuth et a., 1998; Zdraha-
laet a., 1999; Chen et a., 2005). So kdnnten bei spiel sweise tubulére Strukturen wie die Spei-
serohre ersetzt werden (Langer et al., 1993, 2000; Zhu et al., 2006).

Eine weitere Einsatzmoglichkeit fir polymere Biomaterialien besteht im Rahmen des
»controlled Drug Delivery*. Darunter versteht man die kontrollierte Freisetzung von
Arzneistoffen Uber eine bestimmte Zeit. Dabei werden Arzneistoffe in Polymere eingebaut
oder als Polymer-Arzneistoff-Pellet eingesetzt, aus denen der Wirkstoff allméahlich abgegeben
wird (Beispiel Kontrazeptiva) (Langer, 1995; Karp et a,. 2007).

Die Anforderungen, die an ein Biomateria gestellt werden, werden von der Anwendung
bestimmt. Wichtige Charakteristika eines Biomaterials sind die mechanischen Eigenschaften,
die Abbaugeschwindigkeit und das Abbauverhalten, die Biovertraglichkeit und ihre
Funktionalitét (Lendlein, 2002; Kelch et al., 2007).

Die Anwendung eines Biomaterials kann Uber kirzere oder l1angere Zeitraume erfolgen. Fir
den langerfristigen oder dauerhaften Einsatz benttigt man je nach des Funktion des
Biomaterials biokompatible und langsam bzw. nicht abbaubare Materialien. Das Material
Ubernimmt in diesem Fall fur lange Zeit eine entsprechende Korperfunktion. Polytetrafluor-
ethylen (PTFE), Polyethylenterephtalat (PET), Silikone und ultrahoch-molekulares Polyethy-
len werden als solche Biomaterialien beispielsweise als Gefallimplantate, in Herzklappen, in
Knie- und Huftgelenken eingesetzt. Bei kurzfristiger Anwendung soll das Material nur fir
einen begrenzten Zeitraum ene bestimmte Funktion Ubernehmen. Dazu werden

biokompatible und in kiirzerem Zeitraum biodegradierbare Polymere bendtigt. Zu den schnel-
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ler abbaubaren Polymeren zahlen beispiel sweise die Polyhydroxycarbonsauren und bioabbau-
bare Polymernetzwerke aus Poly-g-caprolacton. Sie finden beispielsweise Verwendung als
resorbierbares Nahtmaterial.

Eine Ubersicht der verschiedenen Polymere und ihrer Anwendungsgebieteist in Tabelle 2

(Anhang) zusammengestel|t.

1.2. Oligo-(e-hydroxycaproat), Butylacrylat

Ein synthetisches Polymer kann aus mehreren Bestandteilen zusammengesetzt sein. Durch
Modifikation der chemischen und mechanischen Charakteristika und durch Verwendung
bestimmter Copolymere kann dabel ein Polymer mit gewiinschten Eigenschaften produziert
werden (Suh, 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zu einem Polymernetzwerk auf der Basis
von Oligo(e-hydroxycaproat)-dimethacrylaten und Butylacrylat gemacht. Die einzelnen

Komponenten sollen hier ndher beschrieben werden.

Oligo-¢e-hydroxycaproat

Oligo-¢-hydroxycaproat dient als Komponente fir den kristallinen Teil des Polymers.

Die Oligo-e-hydroxycaproatdiole wurden mit polymerisierbaren Methacrylat-Endgruppen
funktionalisiert, so dass Oligo-(e-hydroxycaproat)dimethacrylate entstanden (Lendlein et al.,
2001). Oligo-(e-hydroxycaproat) ist hydrophob und wird unter physiologischen Bedingungen
langsam hydrolytisch abgebaut (Vert et al., 1992)

Abb. 1: Oligo-(e-hydroxycaproat)

10



Butylacrylat

Butylacrylat Gbernimmt in dem vorliegenden Polymer den Weichsegmentteil und bestimmt
die Elastizitdt des Polymers. Oligo-butylacrylat ist hydrolytisch stabil und bestimmt durch

seinen Anteil die Hydrolysegeschwindigkeit des Polymers (Lendlein et al., 2001).

Abb. 2: Oligobutylacrylat

Be dem fertigen Polymer lassen sich Uber das Molekulargewicht des Oligo-(e-
hydroxycaproat)dimethacrylat und den Gehalt an Butylacrylat die Kristallinitét, die mechani-
schen Eigenschaften und die Abbaugeschwindigkeit steuern. Die Abaugeschwindigkeit und
der Abbaumechanismus werden durch die Stabilitédt der hydrolysierbaren Bindungen bestimmt
(Kelch et a, 2007). Bei Polymeren aus Poly-g-hydroxycaproat wird ein bulk-Abbau beobach-
tet. Das bedeutet, dass eine Degradation des gesamten VVolumens vorliegt (Wong et a., 1997).
Die Degradation des fertigen Polymers erfolgt sehr langsam. Der Abbau des Oligo-(e-
hydroxycaproats) bendtigt eine Abbauzeit von mehr als 24 Monaten (Lendlein, 1999).
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1.3. Biokompatibilitét

Beim Abbau der Biomaterialien, die im physiologischen Milieu degradiert werden, muf3
verhindert werden, dass es zur Bildung von toxischen Produkten kommt (Bruck, 1980).

Die European Society for Biomateriads (ESB) definierte 1986 Biokompatibilitat
folgendermalen: “Biocompatibility is defined as the ability of a biomaterial to perform with
an appropriate host response on a specific application” (Lendlein, 1999).

Die Biokompatibilitét bezieht sich dabel auf die chemische, physikalische, biologische und
morphol ogische Anpassung des Biomaterials im umgebenden Gewebe.

Die Gewebekompatibilitdt eines Materials ist das Resultat komplexer Wechselwirkungen im
Organismus (Anderson et al., 2008). Dabei unterscheidet man zwischen Strukturkompatibili-
tét und Oberflachenkompatibilitdt. Oberflachenkompatibilitét: man beobachtet mehr die che-
mische, physikalische, biologische und morphologische Anpassung eines Implantates an die
es im Korper umgebenden Verhdtnisse, mit dem Ziel einer jeweils lokal angepassten klinisch
erwinschten Wechselwirkung (Wintermantel et al., 1996).

Die Wechselwirkungen mit dem Gewebe sind abhangig von der Mikroarchitektur (pords,
nicht pords), den physiko-chemischen Eigenschaften (hydrolytischer Abbau, enzymatischer
Abbau) und der lokalen Umgebung des Polymers (Sieminski et a., 2000). Biomaterialien sind
nach verschiedenen Kriterien eingeteilt worden. Ein Biomaterial kann bioinert, bioaktiv oder
biodegradierbar sein. Den Begriff bioinert verwendet man, wenn es zu keiner Wirtsreaktion
kommt und die Struktur des Biomaterials im Korper erhalten bleibt. Bioaktiv ist ein Biomate-
rial, wenn es biologische Funktionen des natirlichen Gewebes Ubernimmt. Wird ein Biomate-
rial im Korper abgebaut und findet ein Ersatz durch Geweberegeneration statt, so bezeichnet
man das Biomaterial als biodegradierbar (Suh, 1998).

Ein biokompatibles Polymer muf3 frei sein von Monomeren, Losungsmitteln und Weichma-
chern. Letztendlich muf3 fir den Einsatz in vivo und als medizinisches Produkt garantiert sein,
dass ein polymeres Biomaterial sterilisierbar ist und dass dabel seine chemische und mechani-

sche Beschaffenheit praktisch nicht beeinfluf3t wird.
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2. Das Tiermodéll

In vivo Untersuchungen von neuen Biomaterialien im Tier sind nach den in vitro Versuchen
mit Zellkulturmodellen eine Methode, im kompletten Organismus die Biovertraglichkeit und
Funktionalitét eines neuen Biomaterials zu erfassen. Neben der technischen Funktionsféhig-
keit des Biomaterials im Gewebe sind vor allem die biologische Vertraglichkeit des eingesetz-
ten Materials und die Reaktion des Organismus in seiner Gesamtheit fir den dauerhaften Er-
folg eines neuen Biomaterials wichtig (Khouw et al., 2000a).

Je nach Tiermodell und Methode ist es mdglich, eher eine zellbiologische Fragestellung oder
die Funktionalitét eines Biomaterials zu untersuchen. Kleinere Labortiere werden oft benutzt,
um die biologische Antwort auf ein Biomaterial zu untersuchen (Khouw et a.; 2000b; Ottavi-
ani et a., 2007), wahrend grolRere Tiere wie Schafe und Schweine zur Prifung der Funktiona-
litdt eingesetzt werden (Tzur et a., 1998; van Susante et al., 1998).

Der Wahl des Versuchstieres kommt dabel entscheidende Bedeutung zu. Nur ein geeignetes
Tiermodell fiihrt dazu, dass valide Aussagen erhalten werden und dadurch eine Ubertragbar-
keit der Ergebnisse auf eine andere Spezies moglich ist (Zutphen et al., 1995; Dalu et a.,
2000).

Ratte und Maus sind in der Biomaterialforschung etablierte und haufig verwendete Tiermo-
delle (van Luyn et a., 1998; Kidd et a., 2002). Ihre genetischen Varianz ermdglicht den Ein-
satz von transgenen oder von Knockout-Tieren. Auf Grund einer bestimmten genetischen Ei-
genschaft dieser Tiere wird es ermoglicht, speziellen Fragestellungen in der Biomateriafor-

schung nachzugehen (Dalu et al., 2000; Khouw et al., 2000b; Kidd et al., 2002).
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2.1. Die congenital athymische Maus

Um die Bedeutung der T-Lymphozyten zu untersuchen, werden sogenannte congenital athy-
mische Nacktmause eingesetzt (Kindred, 1979). Die congenital athymische Nacktmausist ein
gutes Modell fir die Untersuchung der Immunantwort in einem immunologisch beeintréchtig-
ten Wirt (Nickol et al., 1977). Die Antwort, die bel diesen Tieren hervorgerufen wird, kann als
T-Lymphozyten unabhangiger Prozess bezeichnet werden (Howerton et al., 1990). Nacktmau-
se haben einen angeborenen Defekt der Epithelzellen, der in Haarlosigkeit (Flanagan, 1966)
und im Fehlen der normalen Thymusentwicklung resultiert (Pantelouris, 1968). Die Tiere wei-
sen zwar T-Vorlauferzellen (, T cell progenitors, Pre-T-cells) auf (Fortmeyer, 1981), aber bei
homozygoten nu/nu Mausen entstehen durch die fehlende Préagung im Thymus aus diesen
unreifen Vorlauferzellen keine T-Lymphozyten (MacDonald et al., 1981). Die Folge ist, dass
diese Tiere keine funktionellen T-Lymphozyten aufweisen und ihnen die zellvermittelte Im-
munitédt fehlt (Janeway et al., 1997). Die T-Vorlauferzellen spielen aber offensichtlich eine
grof3e Rolle in der verbleibenden Abwehr der Nacktmause, da Méuse ohne diesen Zelltyp
selbst unter SPF Bedingungen bereits nach einigen Wochen sterben (Fortmeyer, 1981).

Der Defekt wird durch ein rezessives nu-Gen auf dem Chromosom 11 kontrolliert. Flanagan
erkannte erstmals die Mutante als autosomal rezessiv. Er nannte sie ,nude“ und fuhrte das

Symbol , nu“ ein (Flanagan, 1966).

2.2. T-Lymphozyten bei der congenital athymischen Maus

Obwohl Nacktmause keine funktionellen T-Lymphozyten aufweisen, finden sich in dteren
Tieren in geringer Zahl (1-5 %) auch Lymphozyten, die gemald ihrer Oberflachenmarker T-
Lymphozyten entsprechen (Raff, 1973; Sprent et al., 1973; MacDonald et a., 1981). Dabei
konnte beobachtet werden, dass auch athymische Mause nach sechs bis zwdlf Monaten in
Lymphknoten und Milz eine hohe Anzahl von Lymphozyten aufwiesen, die den Oberfl&
chenmarker Thyl exprimierten. Man fand auch Lymphozyten, die CD4, CD8 oder den
CD3/TCR-Komplex exprimierten (Abromson-Leeman et a., 1990). Vermutet wird eine

extrathymische Entwicklung (Tamauchi et al., 1988). Im Gegensatz zu den dteren Tieren fand
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man in jungen Nacktmausen mit einem Alter von 1-2 Monaten kaum Lymphozyten, die die-
sen Oberflachenmarker exprimierten (MacDonald et al., 1981).

Obwohl die Zahl der Thyl-positiven Zellen mit zunehmendem Alter der Nacktmause zu-
nimmt und sie phanotypisch normalen T-Lymphozyten entsprechen, bleiben diese Zellen im-

mer in der gesamten biologischen Funktion eingeschrankt (Abromson-Leeman et al., 1990).

2.3. Makrophagen und MHC | I-Komplex bei der congenital athymischen Maus

Die Bedeutung der Makrophagen und die Expression des MHC I1-Komplexes bei Nacktmau-
sen wird kontrovers diskutiert.

Makrophagen scheinen einigen Untersuchungen zufolge bei Nacktmausen zumindest partiell
eine starkere Wirksamkeit zu besitzen als bei Auszuchtmausen (Zinkernagel et al., 1975; Nic-
kol et a., 1977; Fortmeyer, 1981; Sharp et al., 1984). Bei Untersuchungen mit athymischen
Mausen hat man Makrophagen beobachtet, die den MHC I1-Komplex exprimiert hatten (Lu et
al., 1981; Howerton et al., 1990) und in der Antigenprésentation effektiver waren als
Makrophagen von normalen Mause (Miyazaki et a., 1983; Howerton et al., 1990). Jiranek et
al. (1995) beobachtete, dass Makrophagen der athymischen Mause IL 1 produzierten. Andere
Untersucher hingegen beschreiben auch eine mdégliche eingeschréankte Funktion dieser Zellen
(Kindred, 1979). Auch Bancroft et al. (1986) beschreibt bei Untersuchungen mit Listerienin-
fektion bei athymischen Mausen trotz der Expression des MHC II-Komplexes eine unvoll-

sténdige funktionelle Aktivierung der Makrophagen.

2.4. Immunhistologischer Nachweisvon Makrophagen und MHC | 1-Komplex

M akrophagen haben im Rahmen der Wundheilung unter anderem die Aufgabe, zerstortes
Gewebe und Debris zu phagozytieren. Damit kann es zu einer Forderung der Wundheilung
kommen. Residente Gewebsmakrophagen und im Rahmen von Entztindungen eingewanderte
M akrophagen lassen sich von einem gegen murine ,, Pan* Makrophagen gerichteten monoklo-
nalen Antikdrper (Clone BM8) darstellen (Maorny et al., 1986; Leenen et al., 1994).

Die Funktion des Histokompatibilitétskomplexes (MHC) ist es, Peptidfragmente zu binden
und antigenspezifischen T-Lymphozyten zu prasentieren, um diese zu aktivieren. Man unter-
scheidet den MHC I- und den MHC [1-Komplex. Zytotoxische CD8-positive T-Lymphozyten
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erkennen Antigene, die mit dem MHC I-Komplex assoziiert sind. Antigene, die mit dem
MHC II-Komplex verbunden sind, werden von den CD4-positive T-Helferzellen erkannt.

In der Maus detektiert ein monoklonaer Antikorper einen Teil des MHC I1-Antigens, der
durch die la Region des H-2-Komplexes dargestellt wird. Dies entspricht dem menschlichen
HLA-DR-Rezeptor. Das Antigen wird bei der Maus von antigenpréasentierenden Zellen wie
dendritischen Zellen und Makrophagen exprimiert. Es findet sich jedoch nicht auf T-
Lymphozyten (Van Vliet et a., 1984, 1985).

16



3. Wechselwirkungen zwischen Biomaterial und Organismus

3.1. Allgemein

Eingebrachte Biomaterialien beeinflussen die lokale Umgebung und das biologische System
in komplexer Weise (Remes et a., 1992; Morehead et a., 1994; Tang et al., 1995, 1999;
Anderson et a., 2008). Fir die Wechselwirkung zwischen Implantat und umgebendem Gewe-
be ist zunéchst die Belegung der Implantatoberflache mit korpereigenen Proteinen entschel-
dend (Tang et al., 1993; Thomas, 2003).

Die Reaktion des Organismus auf ein Biomaterial hangt auf der einen Seite vom Biomaterial
(Anderson 1988; Sieminski et al., 2000; Parker et al., 2002) und auf der anderen Seite vom
Wirt ab. Dabel kann ein identisches Materia je nach Immunabwehr unterschiedliche Reaktio-
nen auslosen (Dalu et al., 2000). Als erste Reaktion, die das Einbringen von Fremdmaterial in
den Organismus ausl 6st, wurde eine unspezifische, sterile Entziindung angegeben (Smetana et
al., 1989). Das Ausmal’ der Entztindung bzw. der Fremdkorperreaktion scheint von der Struk-
tur oder Mikroarchitektur eines Biomaterials, von den physiko-chemischen und mechanischen
Eigenschaften abhangig zu sein (Smetana et al., 1989; Morehead et a., 1994; Anderson et al.,
2008). Von Seiten des Wirtes wird sie in hohem Mal3e durch seine humorale und zellulére
Immunantwort bestimmt.

Nach der Implantation eines Biomaterials konnen verschiedene Mechanismen im Organismus
aktiviert werden. Direkt nach Einbringen des Biomaterials in den Organismus kann es zur
Aktivierung der Fibrinkaskade kommen (Damas et al., 1990). Zudem ist es mdglich, dass sich
sofort Proteine wie Immunglobulin G an die Oberflache des Biomaterials anlagern kénnen
und dadurch das Verhdten der zellularen Bestandteile im Implantatlager wie
bei spiel sweise der Makrophagen beeinflussen kdnnen (Jenney et al., 2000). Nachfolgend kann
das Komplementsystem aktiviert werden (Remes et al., 1992), wodurch bei spiel sweise Histio-
zyten, die in das Implantationsgebiet eingedrungen sind, angeregt werden, unterschiedliche
Zytokine wie Interleukin 1, 8 und TNFa zu produzieren. Diese Zytokine kénnen wiederum
weitere Zellen wie T-Lymphozyten und Fibroblasten aktivieren (DeFife et a., 1995). Eine
Ubersicht tiber die komplexen Vorgéange bei der Implantation eines Biomaterials sind in Ab-

bildung 3 dargestellt.
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Abb. 3: Darstellung der komplexen zelluldren und humoralen Reaktionen nach der subkuta-
nen Implantation eines Biomaterials (nach van Luyn et a., 1998). Daran sind u.a. die Fibrin-
kaskade, das Komplementsystem, Zytokine, T-Lymphozyten, Fibroblasten, Granulozyten und
M akrophagen beteiligt, deren Wirkmechanismen zum Teil miteinander verknlpft sind.

BM = Biomaterial, M@ = Makrophagen, G = Granulozyten, T = T-Lymphozyten, TH 1 = T-
Helfer Lymphozyten F = Fibroblasten, IL1 = Interleukin 1, TNFa = Tumor Nekrose Faktor q,
IFNy = Interferon y, 1gG = Immunglobulin G, bFGF = basic Fibroblast Growth Factor

Fur das Einwachsen von Implantaten ist ein fester Verbund mit dem umliegenden Gewebe
notwendig. Bel langsam degradablen (bioinerten) Materialien soll die Einheillung wie bei
normaler Wundheilung erfolgen. Den ersten Kontakt, den ein Material in der Regel mit dem
Korper bekommt, ist der mit Blut und Gewebsflussigkeit. In der Grélenordnung von Sekun-
den ist korperfremdes Material mit proteinaren Substanzen Uberzogen. Diese erste Interaktion
von Korperprodukten mit der Material oberflache geht dem Auftreten von Entziindungszellen

an der Implantationsstelle voraus (Tang et a., 1995). Die Art der angelagerten Proteine kann
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spater auch das Anheften bestimmter Zelltypen beeinflussen (Tang et al., 1993, 1995). Auch
die Oberflachenstruktur im Mikro- und Nanometerbereich kann die Anheftung und Vermeh-
rung bestimmter Zelltypen auf einem Material steuern. Eine glatte Oberflachen kann die Bil-
dung einer Bindegewebsschicht zwischen Implantat und Gewebe férdern, wahrend eine por6-
se, rauhe Oberflache eher zu einer engeren Verbindung zwischen Implantat und Gewebe fihrt

(Sieminski et al., 2000).

Biomaterialien sind Fremdkoérper und kdnnen al's solche verschiedene Reaktionen hervorrufen
(Anderson et al., 2008). Neben der unspezifischen Entziindung kénnen sie auf Grund von Ab-
riebpartikeln eine Immunantwort hervorrufen. Die Gewebereaktion auf ein Biomaterial kann
direkt, d.h. lokal im Implantatlager erfolgen aber auch systemisch, vermutlich auch durch das
Ausschwemmen von Abriebpartikeln in den Organismus (Bainbridge et al., 2001; Thomas,
2003).

Es wird berichtet, dass die Immunantwort, durch die sich der Organismus gegen fremde Stoffe
und Erreger wehrt, in die Reaktionen auf ein Biomaterial involviert sein kann (Remes et al.,
1992). Die zellulére Beteiligung an einer Reaktion auf ein Fremdmaterial/Biomateria beinhal-
tet Neutrophile, Lymphozyten, Fibroblasten und Makrophagen (Morehead et al., 1994). Unter
Einwirkung von Zytokinen wie Interleukin 1 kann es auch zu einer spezifischen Antwort unter
Beteiligung von T-Lymphozyten kommen. Bekannt sind solche Reaktionen im Zusammen-
hang mit Metallimplantaten im Knochen. Im folgenden wird auf die Beteiligung der T-
Lymphozyten bei der Wundheilung, Hypersensibilitdtsreaktion und der aseptischen Lockerung

von Implantaten kurz eingegangen.
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3.2. Speziell: spezifische Immunantwort und T-Lymphozyten

T-Lymphozyten gehdren zum spezifischen, zelluldren Immunsystem, deren normale physiolo-
gische Funktion darin besteht, infektidse Organismen abzuwehren (Blotnick et al., 1994). Sie
werden in zwel Hauptsubpopulationen eingeteilt, CD4-positive und CD8-positive Lymphozy-
ten. Etwa 30-40 % der zirkulierenden T-Lymphozyten tragen das CD8-Molekil, 55-70% der
Lymphozyten sind CD4-positive Zellen. CD8-positive Lymphozyten haben eine zytotoxische
Funktion und zerstoren infizierte oder entartete Zellen. Sie reagieren mit dem MHC I-
Komplex der Makrophagen (Janeway et a., 1997).

Die Funktion der CD4-positiven Lymphozyten oder T-Helferzellen (inflammatorische oder
TH1- bzw. TH2-Lymphozyten) besteht unter anderem in der Aktivierung von Makrophagen
und in der zellvermittelten Immunantwort. CD4-positive Lymphozyten reagieren mit dem
MHC II-Komplex der Makrophagen.

Aktivierte T-Lymphozyten sezernieren eine Reihe von Lymphokinen wie IL 2, TNFa und
INFy, die andere Zellen wie beispielsweise Makrophagen beeinflussen. T-Lymphozyten kon-
nen durch das Freisetzen von Zytokinen weitere Effektorzellen und Makrophagen an den Ent-
zUndungs- oder Infektionsherd locken. Bei einer Fremdkdrperreaktion férdert der Makropha-
genfusionsfaktor der T-Lymphozyten den Zusammenschlufd von Makrophagen zu sogenann-
ten Riesenzellen. Diese Fremdkdrperriesenzellen kdnnen sich an Implantatoberfléachen anhef-
ten. Wahrend der Anheftung erkennen membranstéandige Rezeptoren (oftmals Integrine) die
auf der Oberflache befindlichen Biomolekile. Nachdem die Zellen angeheftet sind, ergeben
sich die verschiedensten Mdglichkeiten der Zellaktivitét wie Ausbreitung, Wanderung, Proli-

feration und biosynthetische Aktivitét.

Man geht davon aus, dass das Schema, nach dem T-Lymphozyten auf ein Biomaterial reagie-
ren, dem ener Infektion entspricht. Makrophagen und antigenprasentierende Zellen (APZ)
agieren interaktiv mit den T-Lymphozyten. APZs nehmen wahrscheinlich kleine Teile oder
Abriebpartikel des Biomaterials auf und préasentieren es vermutlich wie ein Antigen tber ihren
MHC II-Komplex den T-Lymphozyten. Daraufhin kénnen T-Lymphozyten aktiviert werden
und IFNy produzieren, was wiederum die Phagozytoseaktivitét der Makrophagen steigern

kann, so dass diese versuchen kdnnen, das Biomateria abzubauen. Eine Ubersicht iiber die
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Interaktion zwischen einem Biomaterial, T-Lymphozyten und Makrophagen ist in Abbildung
4 dargestellt.

o) o ¥ Phagozytose
| @

Abb. 4. Darstellung der Reaktion und Interaktionen von Antigen prasentierenden Zellen
(APZ).

Makrophagen (M@) und T-Lymphozyten (T) auf ein Biomaterial (BM) (nach van Luyn et al.,
1998). Partikel des Biomaterials werden durch den MHC II-Komplex der APZ den T-
Lymphozyten wie ein Fremdantigen prasentiert. Dadruch kann es zur Aktivierung der T-
Lymphozyten kommen, die darauf hin Interferon y produzieren, was wiederum die Makropha-
gen zur Phagozytose der Biomateria partikel anregen kann.

IFNy = Interferon y, MHC Il = major histocompatibility complex class I
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3.2.1. T-Lymphozyten und Wundheilung

Die Gewebeverletzung, die das Einsetzen eines Biomaterials verursacht, initiiert eine Reihe
von Reaktionen wie Entzindung, zelluléares Einwandern, Proliferation und Reparation
(DiPietro, 1995; Schaffer et al., 1998). T-Lymphozyten werden nicht fir notwendig gehalten,
um den Prozess der Wundheilung zu initiieren. Aber fir den normalen Ablauf der Gewebere-
paration scheint eine intakte zellulére Immunantwort wichtig zu sein. T-Lymphozyten sind
dabel an der Regulierung des Wundheilungsprozesses beteiligt (Schaffer et al., 1998; Park et
al., 2004). Weitere Untersuchungen haben ergeben, dass eine zwar eingeschrankte Wundhei-
lung trotz fehlender T-Lymphozyten stattfand (Davis et a., 2001).

Im normalen Verlauf der Wundheilung treten T-Lymphozyten in der spéten Entziindungspha-
seumden 7. Tag auf (Barbul et al., 1990). Aktivierte Lymphozyten sezernieren Lymphokine
wie fibroblast activation factor, macrophage chemotactic factor, macrophage activation factor,
IFNy, TGFa, IL1, IL2 (Davis et a., 2001) welche die Chemotaxis, Proliferation und Kolla-
genproduktion von Fibroblasten und die Funktion der Makrophagen beeinflussen. Diese bei-
den Zelltypen spielen eine wichtige Rolle in der Wundheilung (Barbul et al., 1990; Davis et
al., 2001). Fibroblasten sind die eigentlich verbindenden Zellelemente und vor alem an der
Kollagensynthese wahrend der Wundheilung beteiligt. T-Lymphozyten regulieren die Aktivi-
tét der Fibroblasten wahrend dieser Zeit (Peterson et al., 1987). Makrophagen sdubern die
Wunde von Debris (DiPietro, 1995) und sind essentiell fir die Aktivitdt der Fibroblasten
(Barbul et a., 1995). Aktivierte Makrophagen beeinflussen die Gewebereparation (Hunt et al.,
1984), die Angiogenese und die Kollagensynthese (DiPietro, 1995).

Eine Ubersicht iber das Zusammenspiel von T-Lymphozyten, Makrophagen und Fibroblasten
ist in Abbildung 5 zu sehen.
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Abb. 5: Darstellung der Interaktionen zwischen Immunzellen (T = T-Lymphozyten, M@ =
Makrophagen) und Fibroblasten (F) im Wundgebiet (nach Barbul et al., 1990).

Aktivierte T-Lymphozyten und Makrophagen im Wundgebiet schitten verschiedene Zytokine
aus, welche die Funktion der Fibroblasten beeinflussen. Die Fibroblasten im Wundgebiet
koénnen darauf hin proliferieren, an der Kollagensynthese beteiligt sein und Enzyme produzie-
ren. Lymphozyten im Wundgebiet produzieren viele Lymphokine, welche die Chemotaxis,
Proliferation und Kollagenproduktion der Wundfibroblasten beeinflussen.

bFGF = bacic Fibroblast Growth Factor, FAF = Fibroblast Activator Factor, IFNy = Interferon

y, IL 1 =Interleukin 1, TGFq, = Transforming Growth Factor a, 3
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Es wurde gezeigt, dass eine verminderte Zellzahl beider Subpopulationen, der CD4- und
CD8-positiven T-Lymphozyten, in vivo zu einer beeintrachtigten Wundheilung fuhren kann,
die sich z.B. in einer verénderten Reif¥festigkeit der Wunde und einer beeintréchtigten Kolla-
gensynthese aul3ert (Barbul et al., 1990; Efron et al., 1990)

Eine fehlende regulatorische Wirkung der Lymphokine beeinflufe die Aktivitdt der
Fibroblasten und Makrophagen. Dies beeinfluf3te den Kollagen- und Proteoglycangehalt der
Extrazelluléarmatrix der Wunde und resultierte in veranderten biomechanischen Eigenschaften
(Davis et a., 2001). Wunden in Mausen mit verminderter Zahl aller T-Lymphozyten zeigten
sich in ihrer Reil¥festigkeit vermindert und in ihrem Hydroxyprolingehalt, einem Index der
reparativen Kollagensynthese, beeintréchtigt (Efron et al., 1990; Schaffer et al., 1998; Davis et
al., 2001). T-Lymphozyten haben die Fahigkeit, die Gewebereparation zu erleichtern. Studien
zeigten, dass T-Lymphozyten angiogene und fibrogene Wachstumsfaktoren produzieren kon-

nen, was die Gewebereparation férdern kann (DiPietro, 1995; Mor et al., 2004)

Patienten mit einer HIV-Infektion wiesen eine verminderte Anzahl an CD4-positiven Lym-
phozyten auf (Davis et al., 2000). Man stellte bei diesen Patienten eine beeintréchtigte und
verzogerte Wundheilung fest. Dabei hing der Grad der V erzégerung und Beeintrachtigung von
der Anzahl der CD4-positiven Lymphozyten ab (Burns et a., 2000).

Davis stellte in einer Studie fest, dass sich die Entwicklung der Wunde und biomechanische
Kennwerte des Narbengewebes von HIV Patienten von den Werten einer Kontrollgruppe un-
terschieden. Wunden von Patienten mit HIV Infektion heilten mit einer Verzégerung von 3 bis
4 Wochen und das Narbengewebe hatte eine verminderte Spannkraft und Stérke (Burns et al.,
2000; Davis et d., 2000). Bei HIV-Patienten resultierte diese Schwachung des Narbengewe-
bes aus einer beeintrachtigten Bildung und Vernetzung von Kollagen wahrend der Wundhei-
lung. Grund dafUr scheint die verminderte Anzahl von CD4 Lymphozyten und deren regul ato-
rischen Einfluss auf Kollagenbildungsprozesse wahrend der Wundheilung zu sein (Davis et

al., 2000).
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3.2.2. Biomaterialien und Allergie Typ 1V

Ein Wirkungsmechanismus der T-Lymphozyten, der zu einer ungentigenden Akzeptanz und
Integration eines Biomaterials fihren kann, ist die Hypersensibilitatsreaktion auf Bestandteile
des eingesetzten Materials. Es kommt zu einer verzogerten Allergie vom Typ IV und damit zu
einer zellularen, T-Lymphozyten-spezifischen Reaktion. Solche Unvertréglichkeitsreaktionen
wurden beispielsweise im Zusammenhang mit Nickel-Verbindungen (Thomas et al., 2000)
oder zementierten Prothesen mit Polyethylen-Bestandteilen (Farber et a., 2001) im orthopédi-
schen Bereich beobachtet.

Die Aktivierung der T-Lymphozyten kann nach der Antigenprasentation durch Makrophagen
mit Hilfe des MHC II-Komplexes, der nach der Prozessierung des Fremdantigens exprimiert
wird, erfolgen (van Luyn et al., 1998) (Abb. 4, 1l Literaturtbersicht, Kapitel 3.2.).

Die Hypersensibilitatsreaktion Typ IV basiert auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion. Anti-
genprasentierende Zellen (APZ) phagozytieren Fremdmaterial und prasentieren es mit Hilfe
des MHC II-Komplexes den T-Lymphozyten as Antigen. Die T-Lymphozyten bilden darauf
hin einen Komplex mit den APZ. Die Lymphozytenaktivierung erfolgt durch ein Signal vom
Antigen-MHC 1I-Komplex und durch ein costimulierendes Signal der APZ (Janeway et al.,
1997).

Bel einer Unvertraglichkeitsreaktion auf Biomaterialien geht man von einem identischen Re-
aktionsweg aus. Die Expression des MHC I[I-Komplexes wurde bel Materialien wie Poly (I-
lactid), Polymethylsiloxan, mit Hydroxylapatit beschichteten Prothesen und Titan beobachtet
(van Luyn et a., 1998). Man geht davon aus, dass Materiafragmente mittels MHC I1-
Komplex so présentiert werden wie Fremdantigene (Petillo et al., 1994; van Luyn et a.,
1998). Lodliche Metallionen, die von einem Implantat freigesetzt werden, wie beispielsweise
Nickel, Cobalt und Chrom (Budinger et al., 2000) oder kleine Prothesenfragmente (Thomas et
al., 2000) fungieren als unvollsténdige Antigene, al's Haptene. Ein Hapten kann sich mit endo-
genem Protein zu einem Vollantigen verbinden und Uber den Kontakt mit dem MHC II-
Komplex kann es zur Aktivierung der T-Lymphozyten und der zellvermittelten Immunantwort
kommen (Granchi et a., 2000; Budinger et al., 2001; Goodman, 2007). Neben der Interaktion

mit den proteindren Wirtsprodukten kann freigesetztes Materia auch direkt mit den Oberfl&
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chenmolekilen der Zellen interagieren und so als Neuantigen eine immunologische Antwort
hervorrufen (Weyand et a., 1998).

Die Folgen sind chronische Entziindungen im periimplantéaren Gewebe, Lockerung der Pro-
thesen oder Abstof3ungen des Biomatrials (Thomas et al., 2000; Bainbridge et a., 2001; Far-
ber et al., 2001).

3.2.3. T-Lymphozyten und aseptische L ockerung sowie Osteolyse

Auch die aseptische Lockerung kann im Zusammenhang mit einer chronischen
Entziindungsreaktion auf ein Biomaterial unter Beteiligung von T-Lymphozyten stehen. Die
aseptische Lockerung und der Abbau von Knochen sind haufige Komplikationen bei
Prothesen im Knochenkontakt (Farber et al., 2001). Sie wird z.B. beobachtet bel der
Verwendung metallischer und polymerer Implantate im Knochen (Gil-Albarova et al., 1992;
Weyand et al., 1998). Der Abrieb von Polyethylen aus Huftgelenkspfannen stellte danach
einen Hauptgrund fur das Versagen von Implantaten dar (Tang et al., 1995; Wooley et al.,
1996). So sind bei gelockerten, zementierten Prothesen und osteolytischem Knochen hohe
Anzahlen an T-Lymphozyten und Makrophagen beschrieben worden (Goodman et al., 1998).
Die Abriebpartikel konnen zur Aktivierung von Makrophagen mit nachfolgender Zytokin-
sekretion fuhren. Zusétzlich kann es zur partikelinduzierten Aktivierung von Zellen des Im-
munsystems kommen (Gil-Albarova et a., 1992). Durch Polyethylenpartikel wurde das Ge-
webe angeregt, Zytokine und Entzindungsmediatoren wie IL1, IL6, TNFa, PGE2 zu bilden,
welche die Knochenresorption vermitteln und zu einer Lockerung des Implantates fuhren
konnen (al Saffar et al., 1994; Tang et a., 1995; Haynes et al., 2001; Ingham et a ., 2005)
T-Lymphozyten sind beteiligt am Bone remodelling und an der Aktivierung von Osteoklasten
z.B. bel chronischen Entziindungen wie Rheumatischer Arthritis (Weitzmann et a., 2000) und
anderen Autoimmunerkrankungen. Sie konnen direkt Uber die Expression von RANKL oder
indirekt durch die Ausschittung von speziellen Zytokinen wie IL1 und IL7 die Aktivierung
von Osteoklasten und moglicherweise einen Knochenverlust induzieren (Theill et a., 2002;
Toraldo et al., 2003). RANKL ist ein Mitglied der TNFa-Familie und Schllsselregulator des

Knochenremodelling und ist rezeptorvermittelt essentiell fur die Entwicklung und Aktivierung
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von Osteoklasten. Die Produktion von RANKL steigt durch IL1, IL6, TNFa und PGE2. Ge-
bildet wird RANKL durch aktivierte T-Lymphozyten (Saidenberg Kermanach et a., 2002).
Zusétzlich sind T-Lymphozyten essentielle Vermittler des IL7-induzierten Knochenverlustes
in vivo. Durch IL7 konnte kein Knochenverlust in vivo in Abwesenheit von T-Lymphozyten
induziert werden.

Im Zuge chronischer Entztindungen und einer zelluldren Immunantwort auf Degradations- und
Abriebpartikel von Prothesenmaterial kann es zur aseptischen Lockerung der Prothesen und
zur Osteolyse kommen. In einer Studien wurde ein erhdhter Nachweis von RANKL im pe-
riimplantéren Gewebe bel gescheiterten Implantaten gefthrt (Crotti et a., 2004). Chronische
systemische Aktivierung von T-Lymphozyten oder lokale Entziindungen innerhalb der
Knochen bei Metastasen, Infektionen, Frakturen oder Gelenkentzindung ziehen
wahrscheinlich T-Lymphozyten an, die dann aktiv durch die Produktion von RANKL am

Bone Remodelling teilnehmen.

3.3. Biomaterialien: fremdkor perassoziierte Tumorbildung

Auch wenn implantierte Biomaterialien biokompatibel sind, stellen sie Fremdkorper im Orga-
nismus dar (Morehead et al., 1994). Sie kdnnen unerwinschte Reaktionen wie chronische
Entziindungen hervorrufen und sogar tumorférdernd sein (Brand et a., 1973, 1976; Tsuchiya
et a., 1995, 1996; van Luyn et al., 1998; Moizhess, 2008). In der Literatur sind Tumorbildun-
gen im Tiermodell und beim Menschen beschrieben, die im Zusammenhang mit Fremdkaor-
pern verursacht wurden.

So beschreibt Pistner et al. (1993) eine fremdkdrperinduzierte Tumorbildung nach Langzeit-
implantation von Poly(l-lactid) im Rattenmodell. Im Rattenmodell entwickelte sich auch bei
der Untersuchung verschiedener Plastikmaterialien ein fibroses Histiozytom (Maekawa et al.,
1984). Beim Menschen werden Brustimplantate aus Silikon daftr verantwortlich gemacht,
Brustkrebs zu erzeugen (Kasamaki et al., 2000). Jennings (Jennings et al., 1988) beschreibt in
einzelnen Féllen die Entwicklung eines Angiosarkoms in Verbindung mit implantiertem Ma-

terial.
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4. Lichtmikroskopische Dar stellung von Kollagen

Es gibt verschiedene Methoden, Kollagen auf Grund seiner Eigenschaften lichtmikroskopisch
darzustellen. Kollagene Fasern stellen sich mittels H.E. Férbung rot dar. Mit einer Trichrom-
farbung lassen sie sich selektiv anféarben und im polarisierten Licht leuchten sie aufgrund ihrer

Doppel brechung auf.

4.1. Doppelbrechung von Kollagen

Die Wundheilung beinhaltet die Bildung von Granulationsgewebe, welches durch die Anwe-
senheit von diinnen unorganisierten Kollagenfibrillen charakterisiert ist (Williams, 1970). Die
Proliferationsphase, die in den 10-14 Tagen nach Wundsetzung abl&uft, ist bestimmt von der
Proliferation von Fibroblasten und der anschlief3enden Synthese von Kollagenen. In Haut-
wunden gibt es eine progressive Zunahme des Kollagengehalts wahrend der Proliferati-
onsphase und es kommt zur Bildung von Kollagenfibrillen mit kleinem Durchmesser. Der
vorherrschende Typ an Kollagen, der friih in der Wunde gebildet wird, ist Kollagen 111 (Bailey
et a., 1975). Kollagen Ill, das ein lockeres retikuléres Netzwerk bilden kann (Jozsa et al.,
1984) erscheint um den 2. bis 3. Tag der Wundheilung und wird zwischen Tag 5 und 7 maxi-
mal synthetisiert (Kanzler et al., 1986).

Wahrend der Remodellingphase wird Kollagen 111 durch Kollagen | ersetzt (Kanzler et al.,
1986). Es kommt in dieser Zeit zu einer Zunahme des Durchmessers der Kollagenfibrillen
(Williams, 1970). Erst viel spéter, um den 180. Tag nach Wundsetzung, haben sich die Ver-

haltnisse denen der normalen Haut angepasst.

Mittels polarsiertem Licht kann man im Lichtmikroskop die Doppel brechung von Kollagen-
strukturen darstellen (Wolman, 1975). Untersuchungen der Kollagenstruktur mit polarisiertem

Licht wurden seit dem frihen 19. Jahrhundert durchgefihrt.

Erstmals wurde die Doppelbrechung von Kollagen 1815 von Sir David Brewster, einem
schottischen Naturwissenschaftler und Geistlichen beschrieben und 1847 durch Muller wei-

tergehend betrachtet. Anfang des 20. Jahrhunderts wurden einige Kriterien fur typisches Seh-
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nenkollagen (Kollagen 1) etabliert. Ein Kriterium ist seine doppelbrechende Eigenschaft.
(Schmidt, 1934; Wolman, 1975).

Kollagen | soll aufgrund der Lange seiner Fibrillen intensiv positiv doppelbrechend sein. Kol-
lagen 111 hingegen soll nicht doppelbrechend sein aufgrund der langen Seitenketten und der
Anwesenheit von unterschiedlichen Mengen interstitieller Proteoglycane und anderer Mol ekii-
le (Wolman et al., 1986)

Aufgrund dieser unterschiedlich doppelbrechenden Eigenschaften der Kollagene soll man
mittels polarisiertem Licht das Alter einer Entzindung bzw. der Wundheilung bestimmen
konnen. Allerdings beschreibt Messow das Auftreten der Doppelbrechung kollagener Fasern
bei der Altersbestimmung von Granulationsgewebe vom Menschen erst nach zwei Monaten
(Messow, 1960), wahrend Doillon et al. (1985) ein Auftreten der Doppel brechung im Wund-
gebiet bereits ab dem 6. Tag angibt im Zusammenhang mit der Implantation von Kollagenge-
rusten. Dagegen beschreiben Wolman und Gillman keine Doppelbrechung in Wunden mit
einem Alter von einer bis 4 Wochen (Wolman et a., 1972).

Junges, neu geformtes Kollagen ist weniger oder gar nicht anisotrop und schwach doppel bre-
chend (Wolman et al., 1972). Zunehmende Doppelbrechung, wie sie bei Streckung beobachtet
wird, wird durch intermolekulare Verénderungen verursacht. Das Gleiche gilt wahrscheinlich
fur die Anderungen im Kollagen wahrend seiner Alterung (Wolman et al., 1986). Tonna and
Hatzel beschreiben, dass die Intensitét der Doppel brechung mit zunehmendem Alter des Kol-
lagens steigt (Tonna et a., 1967).

Josza (1983) beschreibt eine starke Doppelbrechung von Sehnen, die charakteristisch ist fir
Kollagen I, wahrend Kollagen Il durch diinne Fasern charakterisiert ist, die nur schwach dop-

pelbrechend sind (Jozsa et al., 1984).

Pol arisations-Lichtmikroskopie kann selektiv anisotrope Komponenten oder Strukturen sicht-
bar machen, und mit einer guten Optik und exakter Anordnung erscheinen diese Objekte hell
und leuchtend auf dunklem Untergrund und stellen sich somit doppelbrechend dar (Wolman

etal., 1972)
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4.2. Selektive Anfarbung: Trichromfarbung nach Masson-Goldner

Ein charakteristisches Merkmal von Kollagen ist seine Azidophilie, fir die man die Anwesen-
heit von basischen Aminosduren fir ursachlich héalt. Kollagen lasst sich lichtmikroskopisch
durch diese Azidophilie, aso die Anfarbarkeit mit sauren Farbstoffen darstellen. Sie wird
auch veranwortlich gemacht fur die selektive Anfarbung bel der Trichrom-Methode (Wolman
et a., 1972). Kollagen wird durch die Anwendung von beispielsweise der Trichromférbung
nach Masson-Goldner selektiv griin dargestellt (Romeis, 1989).
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5. pH-Wert im Implantatlager

Bel der Implantation eines Biomaterials kommt es haufig zu einer Verletzung des Gewebes.
Darauf folgend treten primére Reaktionen wie Entzindung mit anschlief3ender Wundheilung
en.

Die Wundheilung ist ein sehr komplexer Prozess, in deren Verlauf es auch zu Verdnderungen
des pH-Wertes im Wundgebiet kommt (Struck, 1987).

Die Wundsetzung fuhrt zu Schadigung und Absterben von Zellen. Als unmittelbare Folge der
Wundsetzung wurde eine primére Gewebsazidose beschrieben. Sie gilt als Folge des lokalen
Sauerstoffmangels und Erhéhung des CO2-Partialdruckes im Wundgebiet. Als Folge der an-
aeroben Glykolyse und durch eine lokale Konzentrationserhéhung von beispielsweise Milch-
saure kommt es zur sekundéren Azidose. In Folge erscheint eine Storung der gesamten des
Saure-Basen-Gleichgewichtes und der gesamten pH-Wert-Regelung, die sich in Form einer
pH-Wert-Senkung darstellt (Lindner, 1987; Lardner, 2001).

Ab dem zweiten Tag der Wundheilung kommt es zu einer Normalisierung des pH-Wertes.

Bel zunehmender Blut- und Sauerstoffversorgung des Wundfeldes wird die posttraumatische
pH-Absenkung des Wundfeldes normalisiert (Lindner, 1987). Dabel wurden in der Prolifera-
tionsphase pH-Werte im akalischen Bereich gemessen. Die pH-Wertanderung kénnte auch
eine Bedeutung fur den in dieser Zeit stattfindenden Kollagenaufbau und —abbau haben. Wéh-
rend der Reparationsphase wird zunéchst Kollagen 111 und dann Kollagen | gebildet.

Eine pH-Wertverschiebung im Implantatlager in den sauren Bereich hat nicht nur Einflul? auf
die Kollagensynthese. Ein saurer Uberstand aus niedermolekularen Degradationsprodukten

oder Monomeren eines Polymers kann toxisch sein (Hoffmann et al., 1997).
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6. Endotoxin-Nachweis (L AL -Test)

Die Konzentration von Endotoxin Gram-negativer Bakterien 183t sich mit Hilfe des Limulus-
Amaobozyten-Lysats (LAL) bestimmen. Diese Untersuchung ist praktisch wichtig fur den Ein-
satz eines Biomaterials als Medical Device. Grundsétzlich missen Implantate frei von Bakte-
rien und anderen Mikroorganismen sein.

Der Gebrauch von Limulus-Amdbozyten-Lysat zum Nachwels von Endotoxin entwickelte
sich aus der Beobachtung von Bang (1956), dass eine Infektion mit gram-negativen Bakterien
von Limulus polyphemus, dem Pfeil schwanzkrebs, zu todlicher intravaskul&rer Blutgerinnung
fuhrt. Spater wurde gezeigt, dass die Gerinnung das Resultat der Interaktion von Endotoxin
mit einem gerinnungsfahigen Protein der zirkulierenden Amdbozyten im Blut von L. po-
lyphemus darstellte (Levin et al., 1964a, 1964b). Nach der Entwicklung eines geeigneten An-
tikoagulans wurde ein Lysat aus ausgewaschenen Amobozyten derart behandelt, dass es sich
als extrem empfindlicher Indikator fir die Gegenwart von Endotoxin erwies (Levin et al.,
1968), der auf der Basis einer enzymatischen Reaktion funktioniert (Solum, 1970; Young et
al., 1972). Diese Aktivierung des Lysats |&f% sich photometrisch Uberwachen (Teller et al.,
1979).
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Il Material

1. Versuchstiere

1.1. Maus

Bel der Maus as Versuchstier wurden zwei Linien eingesetzt. Zum einen wurden NMRI-
Mause verwendet. Es handelt sich um Auszuchttiere, d.h. es wird eine Zucht betrieben, die
Verwandschaftspaarung vermeidet. Damit wird eine gute genetische Heterogenitét erreicht.
Der NMRI Auszuchtstamm wurde gewahlt, da es zu diesem Stamm ein Inzuchtmodell gibt.
Bel dem Inzuchtstamm handelt es sich um NMRI nu/nu-Mause. Die Tiere sind athymisch,
d.h. sie haben keinen vollstdndigen Thymus, sondern nur ein Thymusrudiment. Im Zusam-
menhang damit bilden sie keine oder nur wenige T-Zellen aus. Auch haben sie kein oder
kaum Fellwachstum, so dass es sich hier um Nacktméuse handelt. Da diese Tiere durch ihr
eingeschranktes Immunsystem und ihr fehlendes Fell sehr empfindlich auf ihre Umgebung
reagieren, missen sie unter besonderen Bedingungen gehalten werden.

Zu den weiteren Haltungsbedingungen siehe Tabellen 3 und 4 (Anhang).

Fur den Versuch wurden 72 Nackt- und 72 Auszuchtmause eingesetzt. Zichter und Lieferant
war M&B Breeding aus Danemark. Die Auszuchttiere wurden am Tierforschungszentrum der
Universitdt Ulm (Bereich Safranberg, Leiter Prof. Dr. B. Jilge) unter konventionellen Bedin-
gungen gehalten, die Nacktmause im Uberdruckisolator. In den Tierraumen herrscht Klima-
konstanz, d.h. eine bestimmte vorgegebene Raumtemperatur wird mit einer Regeltoleranz von
+/- 1 °C ganzjahrig eingehalten. Die Luft wird, bel 100% gefilterter Frischluft, ca. 20 mal pro
Stunde ausgetauscht. Die Luftflhrung ist zugfrei.

Die Raumbeleuchtung erfolgt ausschliefdlich Uber tageslichtfarbene Beleuchtungskorper. Der
Licht-/Dunkelwechsel ist Uber eine Zeitschaltuhr geregelt. Die Lichtintensitét ist niedrig ge-
nug, um zu gewahrleisten, dass die dunkelaktiven Ratten und Mause keine phototoxische Re-

tinopathie (Degeneration der Photorezeptoren durch zuviel Licht) erleiden.

Verwendet wurden mannliche Mause, die zum Zeitpunkt des Experiments ein Alter von ca. 10

Wochen hatten. Die Tiere wurden nach ihrer Lieferung in beschriebener Gruppenzahl in die
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jeweiligen K&fige verteilt. Die K&fige sind zuvor einschliefdlich Einstreu autoklaviert worden.
Bis zum Einsatz im Versuch hatten die Tiere eine Adaptationszeit von zwel Wochen. Dabei

wurden der Gesundheitszustand und das Verhalten der Tiere regelmaidig kontrolliert.

2. Polymer

Bel dem verwendeten Material handelte es sich um ein Polymernetzwerk auf der Basis von
Oligo(e-hydoxycaproat)-dimethacrylaten und Butylacrylat. Das Polymer bestand zu 40% aus
Polycaprolacton, dessen Ausgangsmonomer g-Caprolacton ist, und zu 60% aus Butylacrylat.
Es bestand aus semikristallinen und amorphen Anteilen, die dem Material eine Netzstruktur
verlethen (Schmidt, 2002)

Das Polymer wurde im Deutschen Wollforschungsinstitut (DWI) der RWTH Aachen von
Frau S. Steuer im Rahmen ihrer Dissertation (Steuer, 2003) hergestellt. Das aus den einzelnen
Bestandteilen produzierte Polymernetzwerk wurde zu einem 0,4 mm dinnen Polymerfilm
gegossen, aus dem runde Polymerscheiben mit einem Durchmesser von 4 mm ausgestanzt
wurden (Abb. 7 Anhang). Die ausgestanzten Polymerscheiben wurden mit Ethylenoxid bei 45
oC sterilisiert und danach mittels der Headspace-GC/MS-Analyse auf flichtige Bestandteile
wie beispielsweise Losungsmittel untersucht. Es wurden keine Lésungsmittelreste oder andere
flUchtige, organische Bestandteile nachgewiesen (Steuer, 2003).

In in vitro-Versuchen hat sich das Polymer als hydrolytisch abbaubar und biokompatibel er-
wiesen (Lendlein, 1999; Lendlein et al., 2001). Der Abbau erfolgten dabei sehr langsam
(Lendlein et al., 2001; Steuer, 2003). Beziglich seiner Biokompatibilitdt wurde das Polymer
im HET-CAM-Test an der Chorioallantoismembran von befruchteten Huhnereiern und im
Agarose-Overlay-Test an der von Mausfibroblasten abgel eiteten Zelllinie L929 untersucht und
als zellkompatibel und nicht-toxisch eingestuft (Lendlein et a., 2001; Schmidt, 2002; Rickert
et al., 2003). Bis zum Einsatz im Tierversuch wurde das Polymer steril verpackt im Gefrier-

schrank bei — 80 °© C aufbewahrt.

Eine detaillierte Auflistung aller verwandten Materialien und Geréte befindet sich im Anhang.
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V Methoden

1. Subkutane Implantation der Polymer proben

1.1. OP-Vorbereitung

Ein Tier wurde aus dem Ké&fig genommen und gewogen. Anhand des Gewichtes wurde die
Pramedikation mit Atropin (0,05 mg/kg) und die Narkose mit Ketamin (100 mg/kg) und
Rompun 2% (5 mg/kg) berechnet. Ketamin und Rompun wurden zu 1 ml Ketamin und 0,25
ml Rompun in einer Spritze gemischt, davon wurden 0,02-0,03 ml/10 g Maus verabreicht. 1
ml Atropin wurde als 1:10 Verdinnung mit 9 ml 0,9 %iger NaCl-Lésung in einer Dosierung
von 0,01 ml/10 g Maus subkutan in eine Hautfalte am Nacken gespritzt. Etwas spater wurden
Ketamin und Rompun in oben genannter Dosierung intraperitoneal verabreicht.

Sobald das Tier narkotisiert war, erfolgte zunachst eine Ohrmarkierung zur eindeutigen post-
operativen Identifikation. Um ein Austrocknen der Augen zu verhindern wurde eine Augen-
salbe verabreicht.

Fur die subkutane Implantation am Hals wurde das Tier mit dem Ricken auf das OP-Brett
gelegt und die Vorderbeine wurden mit Tapeband am Brett fixiert. Der Halsbereich wurde
grof3ziigig geschoren (auRer NMRI nu/nu Maus) und desinfiziert.

1.2. OP-Durchfiihrung

Im mittleren ventralen Halsbereich erfolgte mit dem Skalpell ein ca. 0,6 cm grof3er Haut-
schnitt. Mit einer Irisschere wurde die Haut vollstéandig durchtrennt. Die Pinzette wurde einge-
fahrt und durch Spreizen der Pinzettenschenkel eine subkutane Tasche gebildet. Dort hinein
wurde das Implantat gelegt. Die Inzision wurde mit zwei Nahtheften verschlossen. Atemfre-

guenz und Reflexe wurden wahrend der OP Uberprift.
Die Polymerproben wurden fir jeweils 1, 2, 5 und 9 Wochen im Tier belassen. Jedes Tier

erhielt eine fortlaufende Nummer, die zusammen mit den Gewichten des Tieres und des Imp-

lantates, der Kennzeichnung des Tieres und der Implantationsdauer protokolliert wurde.
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1.3. OP-Nachsorge
An den ersten drel Tagen wurden die Tiere einmal téglich kontrolliert und Haltung, Verhaten
sowie Zustand der Operationsnaht protokolliert. Danach erfolgte die Kontrolle einmal pro

Woche.

2. Explantation:

Das Tier wurde wie bereits oben beschrieben narkotisiert und fur die Explantation des Poly-
mers vorbereitet.

Die Inzision erfolgte im Halsbereich seitlich der ersten Schnittfihrung. Die Haut wurde ange-
hoben. Bei Erkennen des Implantates wurde dieses vorsichtig mit der Pinzette gegriffen. Es
erfolgte die pH-Wertmessung mit pH-Indikatorpapier, indem das Indikatorpapier in den direk-
ten Bereich zwischen Gewebe und Implantat eingebracht wurde. Der gemessene pH-Wert
wurde notiert, dann wurde das Polymer aus dem umgebenden Gewebe herausgezogen. Das
periimplantédre Gewebe und das Polymer wurden fir die verschiedenen Untersuchungsmetho-

den aufgearbeitet.

Zur Messung des pH-Wertes:

Der pH-Wert sollte urspringlich mit einer feinen pH-Sonde gemessen werden. Vorherige
Vergleiche der pH-Sonde mit pH-Indikatorpapier in Kochsalz ergaben gleiche pH-Werte. Im
Laufe der Untersuchungen der ersten beiden Mausgruppen (NMRI Maus, Implantationszeit-
punkt 1 und 2 Wochen) zeigte sich jedoch durch Bruch der feinen Glassondenspitzen und
Verschmutzungen durch Proteinablagerung eine hohe Stérungsanfalligkeit der Sonden und
grofRe Ungenauigkeit in den Messergebnissen. Die folgenden pH-Werte wurden daraufhin

mittels pH-Indikatorpapier ermittelt (Tabellen 15 und 16 im Anhang).
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Definition des Grades der Integration:

Bel der Explantation des Polymers wurde das Polymer mit einer Pinzette gefaldt und aus dem
umgebenden Gewebe der Maus herausgezogen. Dabei wurde nach dem Kraftaufwand beim
Herausziehen des Polymers aus dem umliegenden Gewebe die Integration definiert und nach

folgenden Kriterien ein Score aufgestellt:

+ leichte Integration
Durch leichten Zug schnelles Ablésen und Herausziehen des Polymers aus dem umgebenden

Gewebe

++ mittlere Integration

Durch kréftigen Zug am Polymer &3t sich das Polymer noch vom Gewebe | 6sen.

+++ starke Integration
Das Polymer |&3%t sich durch starken Zug mit der Pinzette schwer aus dem umgebenden Ge-

webe |6sen. Es liegt eine hthere Integration des Polymers mit dem umgebenden Gewebe vor.

++++ sehr starke Integration
Das Polymer 1813 sich durch Zug mit der Pinzette nicht mehr aus dem umliegenden Gewebe

|6sen. Es liegt eine sehr feste Integration des Polymers in das Gewebe vor.

Der Grad der Abldsbarkeit und damit der Integration wurde immer durch den gleichen Expe-

rimentator festgel egt.

Zur Darstellung des zeitlichen Verlaufes der Integration des Polymers in das periimplantére
Gewebe der Méause wurde der Score in die Zahlen 1 bis 4 Gbertragen und pro Gruppe der Mi-
nimal- und Maximalwert sowie der Median ermittelt und gegen die Implantationszeit aufge-

tragen (Tab. 8, 8a; Abb. 6, 6a, Anhang)
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2.1. Probenbearbeitung
2.1.1. Periimplantares Gewebe
Das periimplantdre Gewebe wurde mit einem Skalpell in kleine Bldcke geschnitten, in flUssi-

gem Stickstoff tiefgefroren und im Gefrierschrank bel —80 C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

2.1.2. Polymer
Entnommene Polymerproben wurden mit 2%igem Paraformaldehyd fur 3 Minuten fixiert.
Danach wurden sie 3x5 Minuten in PBS gewaschen und anschlief3end in PBS bei 4° C bis zur

weiteren Verwendung gel agert.

2.1.3. LichtmikroskopischeUnter suchung der Polymer proben

Die entnommenen und mit 2%igem Paraformaldehyd fixierten Polymerproben wurden bei
200facher Vergrof3erung lichtmikroskopich betrachtet und Bilder der Oberflache der Poly-
merproben mittels einer Kamera aufgenommen.

Dabel wurde auf das Auftreten von Gewebe, Blutgefd3en oder Zellen geachtet. Ein positiver
Effekt wurde mit 1 fur ja, kein Auftreten mit O flr nein codiert, die Haufigkeit pro Gruppe und

Zeit ermittelt und im Balkendiagramm aufgetragen (Abb. 11 — 13, Anhang).
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3. Anfertigung histologischer Praparate
3.1. Periimplantéares Gewebe

3.1.1. Objekttragerbeschichtung

Zur besseren Haftung der histologischen Schnitte auf den Objekttrégern wurden diese mit
Poly-L-Lysin beschichtet. Dazu wurden die Objektrager fir 15 Minuten in einer 0,1% Poly-
L-Lysin-Ldsung gebadet. Anschlief3end erfolgt die Trocknung der Objekttrager bel Raumtem-

peratur Uber Nacht.

3.1.2. Erstellung von Kryostatschnitten

Das tiefgefrorene periimplantéare Gewebe wurde mit Tissue Tek Gewebekleber auf dem Pro-
benteller fixiert. An einem Kryostat wurden Gefrierschnitte von 5 um Dicke angefertigt, die
auf die mit Poly-L-Lysin beschichteten Objekttrager (Raumtemperatur) gezogen wurden. An-

schlieffend wurden die Schnitte bel Raumtemperatur getrocknet.

3.2. Polymer proben

3.2.1. Paraffineinbettung

Die explantierten Polymere wurden zur histologischen Untersuchung in Paraffin eingebettet.
Dazu wurden die Polymere mit PBS gespilt, entwéssert und eingebettet. Das Protokoll der

Paraffineinbettung ist im Anhang aufgefhrt.

3.2.2. Schneiden der Paraffinbldcke
Die Paraffinblocke wurden an einem Schlittenmikrotom geschnitten und im Wasserbad bei
zirka 37 °C gestreckt und auf den Objekttrager gezogen. Die Schnittdicke betrug 5 um. An-

schlieffend wurden die Schnitte bel Raumtemperatur getrocknet.
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4. Immunhistologische Farbungen

4.1. Gefrierschnitte

Die Gefrierschnitte des periimplantéren Gewebes wurden immunhistologisch geférbt. Dabei
werden Antigene im Gewebe mit Hilfe spezifischer Antikérper nachgewiesen und lokalisiert.
Durch das Enzym Alkalische Phosphatase kann der sich bildende Immunkomplex sichtbar
gemacht werden. Dies erfolgt durch eine Substratumsetzung mit Hilfe von Chromogenen.
Durch eine chemische Reaktion werden diese Chromogene in unldsliche und farbige Produkte
umgewandelt. Sie prazipitieren am Ort ihrer Entstehung und markieren so die Lage des ge-
suchten Antigens. In diesem Fall wurde die Alkalische Phosphatase mit Hilfe von Neu Fuch-
sin in einen roten Farbstoff umgesetzt. Zum Blocken der endogenen Alkalischen Phosphatase

im Gewebe wird der Farbl6sung Levamisol zugegeben.

4.1.1. Neu Fuchsin Farbel6sung

0,5 g Neu Fuchsin werden in 10 ml 2 molarer Salzsaure gel6st. 20 ul dieser Neu Fuchsin L6-
sung werden mit 50 pl 4%igem Natriumnitrit gut vermischt und in 10 ml 0,05 molaren TRIS-
Puffer (pH 8,7) gegeben. Dazu werden 50 pl 1 molares Levamisol (0,24 g/ml) gegeben. 5 mg
Naphtol-AS-Bl-Phosphat werden mit 60 pl N, N -Dimetylformamid vermischt und zur restli-
chen Lsung gegeben. Die fertige Losung wird filtriert und auf die Préparate gegeben.

Das Protokoll der Antikorperféarbung ist im Anhang aufgefihrt.

4.1.2. Kontrollschnitte

Die Positivkontrollen fir den Antikdrper gegen den MHC [1-Komplex wurden mit Thymus-
gewebe aus der immunkompetenten Maus nach oben angegebenem Protokoll angefertigt. Der
Antikorper fur die Makrophagen wurde an Lebergewebe aus der immunkompetenten Maus
ausgetestet. Bei der Negativkontrolle wurde der Primérantikorper weggel assen und durch TBS

ersetzt.
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4.2. Polymer

4.2.1. Entparaffinierung und Hamatoxylin-Eosin (H.E.)-Férbung

Die H.E.-Farbung ist eine Ubersichtsfarbung und das Prinzip beruht auf der Verwendung
zweier Farbstoffe, Hamatoxylin und Eosin. Hamatoxylin féarbt den Kern und andere sauren
Strukturen blau. Eosin farbt das Zytoplasmarot.

Die Protokolle der Entparaffinierung und der H.E.-Farbung sind im Anhang aufgefihrt.

4.2.2. Entparaffinierung und Trichromfarbung nach M asson-Goldner

Die Masson-Goldner-Farbung ist eine Trichromférbung und das Prinzip beruht auf der Ver-
wendung mehrerer Farbstoffe. Bel dieser Farbemethode wird das Bindegewebe kontrastreich
dargestellt. Das Bindegewebe féarbt sich griin an. Die Muskulatur erscheint blal3rot, der Zell-
kern blauschwarz, das Zytoplasma rot und Erythrozyten werden leuchtend rot-orange darge-
stellt (Romeis, 1989).

Das Protokoll der Trichromférbung nach Masson-Goldner ist im Anhang aufgefihrt.
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5. Histologische/lmmunhistologische Auswertung
5.1. Auswahl der Préparate

5.1.1. Gefrierschnitte

Pro Implantationszeitpunkt und Mausstamm wurde das Gewebe von 6 M&usen untersucht. Bei
der Gruppe der NMRI nu/nu Mé&use zum Implantationsalter von 5 Wochen sind es aufgrund
des Verlustes eines Tieres nur funf Mause.

Dabel wurden pro Maus jeweils 2 Schnitte mit den jeweiligen Antikorpern inkubiert. 2
Schnitte dienten as Negativkontrolle und wurden an Stelle des Priméarkorpers mit TBS inku-
biert.

Von den zwel Positivschnitten wurde in der Auswertung jeweils nur ein Schnitt beurteilt. Da

bei wurde der von seiner Histologie her besser erhaltene Schnitt ausgewahit.

5.1.2. Polymer
Pro Implantationszeitpunkt wurden die Polymere von drei Mausen ausgewahlt. Jeweils zwei
Schnitte pro Paraffinblock wurden H.E. und mittels Trichromférbung nach Masson-Goldner

geféarbt. Auch hier wurde nur der bessere Schnitt in die Auswertung genommen.

5.2. Aufnahmeder Bilder
Die histologischen Untersuchungen wurden mit einem Leitz DMRX betrachtet und mit einer
Sony 3CCD Color Video Camera aufgenommen. Als Software fur die Aufnahme und das

Speichern der Bilddateien wurde das Programm Optimas 6.5. benutzt.

5.2.1. Gefrierschnitte

Von den histologischen Schnitten wurden jeweils bei einer 200fachen Vergrofierung sechs
Gesichtsfelder im Mikroskop eingestellt, so dass der gesamte periimplantdre Rand untersucht
und als Bilddatei gespeichert wurde. Die Gesichtfelder lagen dabei am implantatnahen Gewe-
berand (Interface). Dabei wurden pro Gesichtsfeld die positiv gefarbten Zellen und die abge-
|6sten Polymerpartikel ausgezahlt.
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5.2.2. Polymer/Par affinschnitte
Die geféarbten Paraffinschnitte wurden lichtmikroskopisch untersucht. Dabei wurden folgende

Kriterien beachtet:

Polymerrand (H.E.-Férbung):
Der Polymerrand wurde bei Auflicht mit einer 500fachen Vergrél3erung betrachtet und auf
Unregelmal3igkeiten sowie Aufrauhungen speziell an der dem Gewebe anliegenden Seite hin

untersucht. Der Grad der Aufrauhung wurde in einem vom Untersucher festgelegten Score

beschrieben.

+ leichte Aufrauhung: am Polymerrand sind wenig Unebenheiten zu erkennen
++ mittlere Aufrauhung: der Polymerrand ist unregelmafdig

+++  starke Aufrauhung: der Polymerrand weist deutliche Unebenheiten auf

++++ sehr starke Aufrauhung: der Polymerrand ist stark zerkl Uftet, Polymerstiicke sind

herausgebrochen

Periimplantéres Gewebe am Polymer (H.E.-Farbung):

Die Paraffinschnitte des periimplantdren Gewebes, welches direkt am Polymer lag, wurden
mit Durchlicht bei einer 500fachen Vergotl3erung betrachtet und hinsichtlich auftretender Zel-
len, besonders Entziindungszellen, und Art des Gewebes untersucht.

Zusétzlich wurde mittels polarisiertem Licht auf doppel brechende Strukturen im periimplanté-
ren Gewebe geachtet. Die Einteilung der Doppel brechung im periimplantdren Gewebe wurde

durch einen vom Untersucher festgel egten Score beschrieben.

Keine Doppelbrechung: 0O keine doppel brechenden Strukturen feststellbar

Geringe Doppelbrechung: + vereinzelt doppel brechende Strukturen feststellbar

Mittlere Doppelbrechung: ++ mindestens die Héflte des Gewebes zeigt Doppel-
brechung

Starke Doppelbrechung:  +++ mehr als die Héfte des Gewebes weist

doppel brechende Strukturen auf
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Zusétzlich wurde das periimplantédre Gewebe mittels Trichromfarbung nach Masson-Goldner
auf Bindegewebe und Kollagen hin untersucht.

Die histologischen Bilder der H.E.- und der Antikorperfarbung wurden in den Computer ein-
gescannt, die Bilder der Trichromfarbung nach Masson-Goldner mit einer Photokamera auf-

genommen.
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6. Optical Coherence Tomography (OCT) Messung

OCT steht fur Optical Coherence Tomography.

Das Grundprinzip dieser Methode besteht in der Uberlagerung von Lichtstrahlen, die eine
kurze Kohérenz aufweisen. Das ermdglicht die sehr genaue Messung von Absténden durch
eine Selektion von Photonen nach der von ihnen zurlickgel egten Wegléange. Da die Streuung
und Absorption der Photonen in unterschiedlichen Gewebetypen verschieden ist, kann man
diese Eigenschaft des Gewebes bei der Erzeugung tomographischer Schnittbilder ausnutzen.
Mit einem fokussierten Lichtstrahl einer Superlumineszenzdiode wurde die Gewebe- oberflé
che beleuchtet. Die aus der Tiefe des Gewebes zur Oberflache zuriickgestreuten Photonen
wurden durch kohérente Uberlagerung selektiv detektiert. Dabei wurde durch die Verande-
rung der Referenzlange die von den Photonen zuriickgel egte Weglénge abgescannt. Durch das
Zusammensetzen einer Folge von Tiefenscans in lateraler Richtung enstand ein tomographi-
sches Schnittbild. Das tomographische Bild der Polymere wurde untersucht beziglich Vor-
handensein von Gewebe an der Polymeroberflache und Einwachsen des Gewebes in das Po-
lymer. Dabel wurden von NMRI und NMRI nu/nu Mausen jeweils drei Polymerproben der
Implantationszeiten von 1, 3 und 9 Wochen untersucht. Pro Polymer wurden drei Stellen aus-

gewadhit.
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7. Endotoxin-Nachweis (L AL -Test)

Die Untersuchung der Polymere auf Endotoxine wurde mit einem quantitativen, chromoge-
nen Endpunkttest fir gram negative Bakterien durchgefihrt. In dieser Methode wurden ein
modifiziertes Limulus-Amobozyten-Lysat (LAL) und ein synthetisches, chromogenes Substrat
zur Endotoxinbestimmung eingesetzt. Die beschriebene Methode wurde gemald den FDA-
Richtlinien (1987) durchgefihrt.

Durch die einmalige Waschung der Polymere mit 1ml pyrogenfreiem LAL-Wasser wurde eine
flissige Testlosung hergestellt. Diese Probe wurde mit dem LAL-Reagenz gemischt und 10
Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe des chromogenen Substrates wurde die Probe wei-
tere 6 Minuten bel 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mittel s Stop-Reagenz beendet.

Bel Vorhandensein von Endotoxin in der Probe entsteht eine gelbe Farbung. Dabei wird ein
Enzym aktiviert, das p-Nitroanilin aus dem synthetischen Substrat freisetzt und das Reakti-
onsgemisch gelb farbt. Die Absorption der Probe kann spektrophotometrisch bei 405 nm ge-
messen werden. Da diese Absorption direkt proportional zu der vorhandenen Endotoxinmenge

ist, kann die Endotoxinkonzentration mittels einer Standardkurve berechnet werden.

8. Statistik

Nach Ricksprache mit der Abteilung Biometrie und Medizinische Dokumentation der Uni-
versitét Ulm wurden die Ergebnisse in deskriptiver Form dargestellt. Die ermittelten Zellzah-
len und Abriebpartikel im Gefrierschnitt wurden mittels Rangsummentest nach Wilcoxon,

Mann und Whitney ausgewertet.
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V Ergebnisse

1. Klinische Ergebnisse und Einheilung des Polymers

1.1. Allgemeine klinische Beobachtungen:

Wahrend der gesamten Implantationszeit von bis zu 9 Wochen waren an keinem Tier klini-
sche Veranderungen zu beobachten. Postoperativ sind keine Tiere verstorben, eine NMRI
nu/nu Maus verstarb intraoperativ. Haltung und Verhalten der Tiere waren bereits drei Stun-
den postoperativ normal und tierartspezifisch. Innerhalb einer Woche nach Implantation war
die Operationsnaht bei beiden Tiergruppen (NMRI Maus, NMRI nu/nu Maus) vollstandig und

komplikationslos verheilt.

1.2. Makroskopische Beschreibung des I mplantatlagers:

Nach dem Offnen der Haut lag das Implantat gut sichtbar im Gewebe. Es wurde von einer
feinen Gewebeschicht bedeckt. Eine typische Kapselbildung im Sinne einer Fremdkorperreak-
tion war zu keinem Zeitpunkt zu beobachten. Anzeichen von Entziindung oder Nekrose im
periimplantdren Gewebe waren makroskopisch wahrend der gesamten Untersuchungszeit von

maximal 9 Wochen nicht zu beobachten.

1.3. Festigkeit des Polymersim Implantatlager:

Die implantierten Polymerproben lief3en sich bei der NMRI Maus nach einer Implantationszeit
von einer Woche mit Hilfe einer Pinzette nur mit kraftigem Zug (++) aus dem Gewebe entfer-
nen. Die Integration der Polymerproben mit dem umliegenden Gewebe nahm mit steigender
Implantationszeit zu und war nach funf Wochen nur mit kraftigerem bis starkem Zug aus dem
Gewebe zu ziehen (++-+++). Bel einer Implantationszeit von sieben Wochen war im Ver-
gleich zu 5 Wochen eine geringere Festigkeit des Polymers im Implantatlager zu bemerken.
Nach 9 Wochen lief3 sich das Polymer nicht mehr durch starken Zug mit der Pinzette am Imp-
lantat aus dem Implantatlager entfernen. Die Basalseite des Implantates war dabei sehr fest
(++++) mit dem darunterliegenden Gewebe der Maus verbunden.

Bel der NMRI nu/nu Maus war die Integration des Polymers in das Gewebe nach einer Im-

plantationszeit von einer und zwei Wochen nur leicht ausgepragt (+ bis ++). Das Polymer lief3
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sich leicht aus dem umgebenden Gewebe mit Hilfe einer Pinzette herausziehen. Wahrend der
Implantationszeit nahm der Grad der Integration zu, war ebenfalls bei finf Wochen am stérks-
ten und ging in der siebten Woche auch leicht zurtick. Bei einer Implantationszeit von 9 Wo-
chen war die Integration des Polymers in das Gewebe nahezu vollstéandig. Die Polymerprobe
konnte mit der Pinzette entweder gar nicht oder nur mit starkem Zug aus dem Gewebe he-

rausgezogen werden.

Um Verluste des periimplantaren Gewebes zu vermeiden, wurden die Polymerproben bei sehr

starker Festigkeit im Implantatlager mittels Skalpell herausprépariert.

Im Vergleich der beiden Mauspopulationen lief3 sich beobachten, dass der Grad der Integrati-
on unterschiedlich stark ausgepragt war. Er war bel der NMRI nu/nu Maus im Vergleich zur
NMRI Maus nach Implantationszeiten von 1, 2 und 3 Wochen geringer ausgeprégt. Erst ab
einer Implantationszeit von finf Wochen naherten sich die Werte an und waren bei einer Im-

plantationszeit von neun Wochen praktisch gleich (Tabelle 8, Abb. 6, 6.1, Anhang).
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2. Polymer

2.1 Makroskopische Beobachtung

Wahrend der gesamten Implantationszeit zeigte das Polymer makroskopisch keine Verande-
rungen in Grole, Form und Beschaffenheit.

Eine zusammenfassende Ubersicht der makroskopischen Ergebnisseist in Tabelle 9 (Anhang)

dargestellt.

2.2. Lichtmikroskopische Beobachtung
Bel der Betrachtung der Proben unter dem Lichtmikroskop bei 200facher Vergrof3erung konn-

ten folgende Beobachtungen gemacht werden.

NMRI Maus:

Ab der ersten Implantationswoche lag bei einigen Polymerproben eine diinne Gewebeschicht
auf der Polymerprobe auf (Abb. 8, Anhang). Die Ansammlung von Gewebe nahm wahrend
der gesamten Implantationszeit von 9 Wochen zu. Zusétzlich konnten mit zunehmender Im-
plantationszeit Zellen auf der Implantatoberflache beobachtet werden, die phanotypisch Fett-
zellen ghnlich waren. In der ersten und zweiten Woche waren diese runden Zellen sehr klein
und auf der Implantatoberflache verstreut. Ab der dritten Woche wurden diese Zellen grofier
und bildeten Cluster (Abb. 9, Anhang). Das Auftreten dieser Zellen nahm bis zur Implantati-
onszeit von 3 Wochen zu und ab der 5. Woche wieder leicht ab. Zusétzlich konnten wahrend
der gesamten Implantationszeit Gefél3e auf der Polymeroberflache beobachtet werden, die von
den fettzelldhnlichen Zellen umgeben waren. Bereits nach 1 Woche wurden Gefal3e im umge-
benden Gewebe beobachtet (Abb. 10, Anhang). Das Auftreten von Geféalien nahm bis zur 7.
Woche zu und war noch in der 9. Woche nachweisbar, aber in geringerem Ausmal? (Abb. 11-

13, Anhang).

NMRI nu/nu Maus:
Ab der ersten Implantationswoche konnte unter dem Lichtmikroskop auf einigen Implantaten
eine feine Gewebeschicht auf dem Polymer beobachtet werden (Abb. 8.1, Anhang). Auch bei

der Nacktmaus nahm das A uftreten von Gewebe mit zunehmender Implantationsdauer zu.
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Nach einer Implantationszeit von drei Wochen konnten auch hier auf der Implantatoberflache
kleine runde Zellen beobachtet werden, bei einem Implantat mit Clusterbildung. Das erste
massive Auftreten von runden fettzelldhnlichen Zellen trat nach einer Implantationszeit von 7
Wochen auf und war auch noch in Woche 9 gehauft zu beobachten. Nach einer Implantations-
zeit von 5 Wochen wurden Gefal3en beobachtet.

(Abb. 11-13, Anhang)
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3. Darstellung histologischer Ergebnisse
3.1. H.E. Farbung der Paraffinschnitte des Polymers

3.1.1. Periimplantares Gewebe

HE-geférbte Paraffinschnitte des Polymers und der direkt angrenzenden Gewebe wurden
lichtmikroskopisch auf Entziindungszellen, Fibroblasten und Kollagenbildung hin untersucht.
Nach einer Implantationszeit von einer Woche konnten bei beiden Mauspopulationen einige
Zellen (vom Aspekt her Histiozyten) beobachtet werden, die sich in den Polymerrand einge-
graben hatten. In der zweiten Woche konnte auf dem Polymer bereits Gewebe bei beiden
M auspopul ationen dargestellt werden, das aber sehr zellarm war.

In der finften Woche nach Implantation stellte sich das Gewebe bei der NMRI Maus direkt
angrenzend an das Polymer als dichtes, zellarmes kollagenreiches Band mit einer Dicke von
ca. 50 bis 70 um dar (Abb. 14, Anhang). Bel der NMRI nu/nu Maus war zu diesem Zeitpunkt
lockeres Bindegewebe mit einer Dicke von 20 bis 70 um zu beobachten. Zusétzlich enthielt
das angrenzende Gewebe bel der Nacktmaus eine grof3e Anzahl an Fibroblasten (Abb. 15,
Anhang). Neun Wochen nach der Implantation fand sich bel der NMRI Maus ein straffes zell-
armes kollagenreiches Band von ca. 5 bis 10 um direkt angrenzend an das Polymer. Ahnliches
wurde bei der NMRI nu/nu Maus gefunden. Die Dicke des Gewebes betrug ca. 10 bis 15 pm.

Daran angrenzend war |lockeres Bindegewebe zu beobachten.

Bel der Auswertung der Paraffinschnitte war lichtmikroskopisch zu keinem Zeitpunkt ein

Einwachsen von Gewebe in das Polymer festzustellen.

3.1.2. Doppelbrechende Kollagenfasern im periimplantaren Gewebe

NMRI Maus:

Nach Implantationszeiten von einer und von 2 Wochen war keine Doppelbrechung im pe-
riimplantéren Gewebe zu beobachten (0). Doppelbrechung im periimplantéaren Gewebe trat
bei der NMRI Maus zum ersten Ma nach einer Implantationszeit von fiinf Wochen auf (++).
Sie nahm danach mit fortlaufender Implantationszeit zu und war nach 9 Wochen am stérksten

(+++). Dabel war das unmittelbar an das Polymer angrenzende periimplantére Gewebe am
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stérksten doppelbrechend. Es stellte sich a's eine geordnete, langsgerichtete Struktur dar mit
einer Dickevon ca. 5-10 um (Abb. 17, 17.1, Anhang).

NMRI nu/nu Maus:

Doppelbrechung des periimplantdren Gewebes der NMRI nu/nu Maus war nach einer und
nach zwei Wochen Implantation ebenfalls nicht zu beobachten (0). Eine Doppelbrechung im
Gewebe trat erstmals nach 5 Wochen auf, war aber schwéacher als bel der NMRI Maus (+).
Die Doppelbrechung im periimplantdren Gewebes war nach einer Implantationszeit von 9
Wochen am stérksten ausgepréagt (++). Die doppel brechende Struktur hatte eine Dicke von ca.

10 pm.

Im Vergleich der beiden Mauspopulationen zum Zeitpunkt von 5 und 9 Wochen nach Implan-
tation war das periimplantére Gewebe der NMRI Maus stérker doppelbrechend als das der
NMRI nu/nu Maus zum gleichen Zeitpunkt (Abb. 18, 18.1, Anhang).

3.1.3 Aufrauhung des Polymerrandes

Bel der Untersuchung des Polymerrandes konnte beobachtet werden, dass sich die Randstruk-
tur im Laufe der Implantationszeit veranderte. Mit zunehmender Zeit nach Implantation konn-
te bel beiden Mauspopulationen eine zunehmende Aufrauhung des Polymerrandes beobachtet
werden. Diese Aufrauhung war nach neun Wochen so stark als wéaren kleine Polymersttick-
chen aus dem Polymerrand herausgebrochen (Abb. 16, Anhang). Bei der NMRI nu/nu Maus
trat diese Aufrauhung des Polymerrandes friher und stérker auf als bei der NMRI Maus (Ta
bellen 13, 14, Anhang).

Zusétzlich konnte lichtmikroskopisch mit zunehmender Untersuchungsdauer eine Verénde-
rung in der Oberflachenstruktur der Polymerproben beobachtet werden. Dabei stellten sich die
vorher glatte Oberflache zunehmend stérker strukturiert im Sinne von unebener dar. Dieses
Phanomen trat bei der NMRI nu/nu Maus friher auf als bei der NMRI Maus und nahm bel

beiden Mauspopul ationen bis zur Implantationszeit von neun Wochen zu.
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3.2. Trichromfarbung nach M asson-Goldner

NMRI Maus:

Die Paraffinschnitte des Polymers wiesen zu allen Untersuchungszeitpunkten eine deutliche
Grunfarbung des umliegenden Gewebes auf und liessen damit den Nachweis von Kollagen zu.
Dabel erschien das Kollagen mit zunehmender Implantationszeit straffer und stérker organi-
siert. Nach der ersten und neunten Implantationswoche waren zusétzlich Gefal3e, teilweise mit

Erythrozyten gefillt, im periimplantédren Gewebe darstellbar (Abb. 19, Anhang).

NMRI nu/nu Maus:

Die Paraffinschnitte des Polymers wiesen zu allen Untersuchungszeitpunkten eine deutliche
Grunfarbung des umliegenden Gewebes auf und liessen damit einen Nachweis von Kollagen
zu. Dabei erschien das Kollagen in den ersten Wochen nach der Implantation locker organi-
siert. Erst mit weiter zunehmender Implantationszeit erschien es am implantatnahen Rand
straffer und starker organisiert. Nach einer Implantationszeit von 5 Wochen waren viele

Fibrozyten zu beobachten. Geféf3e waren ebenfalls nachwei sbar.

3.3 Nachweisvon Makrophagen und MHC II-Komplex mittels Immunhistologie

Pro Implantationszeitraum und Tiergruppe wurden 6 Mause, auf Grund eines Verlustes in der
Gruppe der NMRI nu/nu Mause zum Implantationszeitraum von 5 Wochen 5 Mause, histo-
chemisch auf die Anwesenheit von Alkalischer Phosphatase untersucht. Je 6 Felder mit je-

weils 440 x 300 um wurden am implantatnahen Geweberand ausgewertet.

M akrophagen

In gesunder Haut gab es 1-2 Makrophagen pro mm2

. Gewebsmakrophagen wurden bei der
NMRI Maus nach einer Implantationszeit von 2 Wochen, bel der NMRI nu/nu Maus zu jedem

Zeitpunkt vereinzelt im periimplantéren Gewebe gefunden (Tabelle 10, Anhang).
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MHC II-Komplex

Zéllen, die MHC II-Komplex-positiv waren wurden im periimplantdren Gewebe bel beiden
Mauspopulationen bereits nach einer Implantationszeit von 1 Woche gefunden. Im Verlauf
der Implantationszeiten von 1, 2, 5 und 9 Wochen war bei beiden Mauspopulationen eine Zu-
nahme diessr MHC Il-positiven Zellen zu beobachten. Diese Zellen waren immer
unmittelbar in dem an das Implantat angrenzenden Geweberand (Interface) zu beobachten
(Abb. 20 Anhang). Beim Vergleich der beiden Mauspopul ationen konnte man feststellen, dass
die Anzahl der MHC Il-positiven Zellen bei der NMRI nu/nu Maus deutlich grofRer war als bei
der NMRI Maus (Tabelle 10, Anhang).

3.4. Isolierte Polymerpartikel im periimplantaren Gewebe

Bel der Untersuchung der Gefrierschnitte von periimplantdren Geweben konnten isolierte Po-
lymerpartikel im implantatrandnahen Gewebe bel beiden Mauspopulationen bereits ab der
ersten Woche beobachtet werden. Dabei konnten bei der NMRI nu/nu Maus grofiere Mengen
an isolierten Polymerpartikeln beobachtet werden as bel der NMRI Maus. Die Grof3e dieser
Partikel lag zwischen 5 und 45 pum bel der NMRI nu/nu Maus und zwischen 10 bis 50 pm bei
der NMRI Maus (Tabellen 13 und 14, Abb. 20, Anhang).
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4. Optical Coherence Tomography (OCT) Messung

Sieben Proben aus der Gruppe der NMRI Mause und acht Proben aus der Gruppe der NMRI
nu/nu Mause der insgesamt 18 untersuchten Polymerproben zeigten Gewebe unterschiedlicher
Dicke auf ihrer Oberflache. Die Dicke der Gewebe betrug 10 um bis 100 pm und hatte unmit-
telbar an das Implantat angrenzend straffe, mit zunehmender Implantationsdauer zum Tell
bandartige Struktur denen nach auf3en folgend teils lockere Strukturen angelagert waren (Abb.
25, Anhang). Alle Polymerproben mit Gewebe auf der Oberflache zeigten, dass das Gewebe
auf der Oberfléche auflag, aber nicht in die Probe eingewachsen war. Stellenweise war das
Gewebe vom Polymer gelést. Der Rand der Polymerproben schien teilweise unregelmalig
und durchbrochen (Abb. 23-25.1, Anhang).

5. pH-Wert im Implantationslager
Die pH-Werte, die bel der Explantation der Polymere ermittelt wurden, bewegten sich im Be-
reich zwischen 8 und 9. Die bel der Explantation mittels pH-Indikatorpapier gemessenen pH-

Werte sind in den Tabellen 15 und 16 (Anhang) dargestellt.

Zu Tabelle 15: Die pH-Werte der NMRI Maus zu den Implantationszeiten von 1 und 2 Wo-
chen wurden mit einer anderen Messmethode ermittelt, die sich als nicht mit ausreichender
Konstanz durchfiihrbar erwies. Die Werte sind aber zur Vollstandigkeit in der Tabelle mit

aufgefihrt.

6. Endotoxin-Nachweis (L AL -Test)
Die Bestimmung der Endotoxinkonzentrationen mittels quantitativem, chromogenen LAL-

Test war negativ. In keinem Fall wurden damit oberfl&chenassoziierte Endotoxine gefunden.
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VI Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Einwachsverhaltens und der Biokompa-
tibilitdt eines neuen Polymers in Abhangigkeit vom T-Lymphozyten-spezifischen Immun-
system. T-Lymphozyten sind an Prozessen wie Hypersensibilitétsreaktion (Thomas, 2003),
Wundheilung (Schaffer et al., 1998; Park et al., 2004) Autoimmunerkrankungen, Angiogenese
und aseptischer Lockerung von Implantaten und Knochenumbau beteiligt (Blotnick et al.,
1994; Farber et al., 2001; Goodman, 2007).

Unsere Untersuchungen wurden am Mausmodell durchgefiihrt. Zur Untersuchung des Ein-
flusses des T-Lymphozyten-spezifischen Immunsystems wurde ein congenitales athymisches
Mausmodell (NMRI nu/nu) ausgewdahlt, das durch eine T-Lymphozyten-Defizienz charakteri-
siert ist. Als Vergleichsgruppe wurde die entsprechende immunkompetente Auszuchtpopul a-
tion (NMRI) verwendet. Runde Proben eines glatten, hydrophoben Polymers, das zuvor in
vitro auf seine Biokompatibilitét getestet wurde, wurden subkutan in den Halsbereich der bei-
den Mauspopulationen implantiert. Das neue Polymer zeichnet sich zusétzlich dadurch aus,
dass sich seine Eigenschaften wie z.B. die Degradationsgeschwindigkeit in wassrigen Systemen
polymer-chemisch variieren lassen (Lendlein et a., 2001; Schmidt, 2002; Steuer, 2003).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Einheilung und die Integration bei der NMRI nu/nu-
Population verzogert, der degradative Prozess am Polymer und das Aufttreten von MHC I1-
positiven Zellen aber verstarkt waren. Die vorliegende Untersuchung weist darauf hin, dass
das spezifische Immunsystem vermutlich Einflu3 hatte auf das Einwachsverhalten eines Po-

lymers im Weichgewebe der Maus.
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1. Tiermodell und Implantationsmethode

Tiermodelle spielen in der Untersuchung der Biokompatibilitdt neuer Implantatmaterialien
eine wichtige Rolle. An ihnen 183 sich die Gesamtreaktion des Organismus auf ein implan-
tiertes Material untersuchen.

In der Biomaterialforschung ist die Maus ein etabliertes Tiermodell. Bel der Untersuchung der
Biokompatibilitét und zellbiologischer Fragestellungen stellt sie ein reprasentatives Ver-
suchstier fir den menschlichen Organismus dar (van Luyn et al., 1998; Kidd et a., 2002).

Das Versuchsprojekt untersucht den Einfluss des spezifischen Immunsystems unter besonde-
rer Berticksichtigung von T-Lymphozyten beim Einsatz von einem Copolymer bestehend aus
Poly-g-caprolacton und Butylacrylat als Biomaterial.

T-Lymphozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Unvertréglich-
keitsreaktionen wie der Allergie Typ IV auf Implantatmaterialien (Thomas, 2003) sowie bei
der aseptischen Lockerung und Osteolyse von Implantaten im Knochenkontakt (Arora et al.,
2003). Zusétzlich haben T-Lymphozyten durch die Expression von Zytokinen die Fahigkeit,
andere Zellen des Immunsystems, die an einer Fremdkorperreaktion beteiligt sind, wie bei-
spielsweise Makrophagen, zu aktivieren (Ingham et al., 2005). Schliefdlich haben sie eine re-
gulierenden Funktion bei der Wundheilung (Peterson et al., 1987; Schaffer et al., 1998; Park
et al., 2004).

Zur Uberprifung des Einflusses der T-Lymphozyten und des spezifischen Immunsystems
wurden congenital athymische NMRInu/nu Méause eingesetzt. Dieses Mausmodell ist ein etab-
liertes Tiermodell zur Untersuchung der spezifischen Immunantwort (Rasik et al., 2000; Chir-
cop et a., 2002). Congenital athymische Mause bilden durch das Fehlen des Thymus keine
funktionellen T-Lymphozyten aus, weisen aber sogenannte Progenitor-T-Lymphozyten,
Makrophagen und MHC Il-positive Zellen auf (Fortemeyer, 1981; Kindred, 1979). Ab einem
Alter von 7 Monaten bis zu einem Jahr kénnen athymische Mause T-Lymphozyten mit typi-
schen Oberflachenmarkern ausbilden, die jedoch nicht funktionell sind (Fortmeyer, 1981;
MacDonald et al., 1981). Die Tiere unserer Untersuchung waren zum letzten Untersuchungs-
zeitpunkt maximal 6 Monate at, so dass ein Auftreten dieser extrathymischen T-

Lymphozyten unwahrscheinlich war.
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Bereits in friheren Versuchen wurde dieses Mausmodell zur Untersuchung der Bedeutung der
T-Zellen im Biomaterialeinsatz in unserem Institut verwendet. Als Kontrollgruppe wurde der
immunkompetente Auszuchtstamm dieser Mauslinie (NMRI Maus) verwendet. An diesem
Modell war es méglich, den normalen Ablauf der Wundheilung und der Gewebereaktionen
auf ein Polymer bei normalem Immunsystem zu untersuchen.

Zur Untersuchung der Reaktion auf das Polymer im Weichgewebe wurden die Proben subku-
tan am Hals der Méause implantiert. Die Implantationsstelle am Hals wurde unter dem Aspekt
ausgesucht, da sie hier das Einzugsgebiet der Halslymphknoten mit dem Lymphocentrum
mandibulare und den Lymphknoten Ln. cervicale superficiale befindet (Vollmershaus, 1984).
Die subkutane Implantation ist eine oft benutzte Methode, um die Gewebereaktion auf ein
Biomaterial zu untersuchen. Die subkutane Implantation gibt dabei einen guten Hinweis auf

die Integration der Biomateriaien in den Korper (Kidd et al., 2002)
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2. Integration des Polymers (Wechselwirkung zwischen Gewebe und I mplantat)

Fur den Einsatz und den Erfolg eines Biomaterials ist eine funktionelle Integration in das um-
liegenden Gewebe besonders wichtig (Vogel et a., 2003). Die erfolgreiche Integration eines
synthetischen Materials wird durch seine chemische Zusammensetzung, Oberfléchentopogra-
phie, Poren und Porengréf3e, Grofde und Form des Materials (Morehead et al., 1994; Dalu et
al., 2000; Tang et a., 2005), aber auch durch die Tierart, in die implantiert wird, Implantati-
onstechnik und Implantationststelle bestimmt (Bakker et al., 1988, 1990). Die zellulére Inter-
aktion am Gewebe-Biomaterial-Interface ist ein wichtiger Faktor, der die Biokompatibilitét
eines Biomaterials in vivo bestimmt. Diese Interaktion ist komplex und beinhaltet die Zell-
Polymer- und Zell-Zell-Interaktion.

Die Fixierung eines Polymers im Gewebe basiert auf einer chemischen Bindung oder einer
Bindung durch physikalische Kréfte (Hench et a., 1971; Bakker et a., 1990). Weitere Kom-
ponenten, welche die Integration eines Polymers beeinflussen, sind die GrofRe und die relative
Verschieblichkeit im Gewebe. Zu vermeiden ist zu grof3er Druck auf das umgebende Gewebe,
da es sonst zu Ischdmie, Nekrose und chronischer Entziindung kommt (Morehead et al.,
1994). Bewegung des Polymers im Implantatlager verursacht u.a. eine anhaltende Gewebever-
letzung, die wiederum zu einer chronischen Entziindung oder Stérung des Gewebewachstums
und damit zu ungentigender Einheilung und Akzeptanz fiihren (Morehead et al., 1994; Ro-
sengren et a., 1997). Auch hochbewegliche Bereiche als Implantationsorte prédisponieren zu
solch einem Verhalten (Costantino et al., 1994).

Da es sich um en glattes, nicht poréses Polymer handelt, war eine feste Integration in der
NMRI Maus bereits nach einer Implantationszeit von einer Woche nicht zu erwarten.

Im Laufe der Implantationszeit nahm der Grad der Integration zu, so dass das Polymer nach 9
Wochen kaum noch aus dem umliegenden Gewebe zu |6sen war.

Neben Materialien wie Bioglas (Hench et al., 1971), Glaskeramic (Brémer, 1973), gesintertem
Hydroxylapatit (Jarcho et al., 1977) und Titan (Yan et al., 1997) zeigte beispielsweise ein Co-
polymer aus Polyethylen und Polybutylenterephtal at eine starke Gewebeintegration (Radder et
al., 1995)

Eine feste Integration mit zellul&rem Einwachsen in das Polymer wurde bisher fir pordse

59



Oberfléchen beschrieben. Die Integration pordoser Materialien entspricht einer mechanischen
Bindung und resultiert aus dem Wachstum von fibrésem Gewebe in die Poren des Materials
(Bakker et al., 1990). Fir Polymere mit glatter Oberfléache hingegen, wie beispielsweise Sili-
kon, ist beschrieben, dass sie eine fibrose Kapsel entwickeln, die nicht adharent ist (Campbell
et al., 1989; Bakker et al., 1990). In unseren Untersuchungen konnten wir trotz der Verwen-
dung eines glatten Materials eine feste Zelladh&sion an die Oberflache des Polymers feststel-
len. Es hatte sich eine diinne fibrose Kapsel um die Polymere bel beiden Mauspopulationen
gebildet, die adhdrent war. Eine optimale Gewebekompatibilitét ist durch eine diinne fibrose
Einkapselung charakterisiert (Morehead et al., 1994) und wird als normae Antwort auf ein
Biomaterial betrachtet (Tang et al., 1995, 1999). Abkapsel ungsreaktionen und Uberschief3ende
Fibrosierung sollen aber vermieden werden (Thomas, 2003). Ein Durchwachsen von Gewebe
und Zellen durch das Material hindurch konnten wir wahrend der Implantationszeit von ma-

ximal neun Wochen aber nicht beobachten.

Fur die Wechselwirkung zwischen Polymer und Gewebe ist die Reaktion an der Implantat-
oberflache entscheidend (Tang et al., 1993; Thomas, 2003). Die erste Interaktion, die ein Po-
lymer mit dem Organismus hat, geschieht an Implantatoberflachen Uber die Anlagerung einer
Proteinschicht unmittelbar nach dem initialen Gewebe- oder Blutkontakt (Tang et al., 1999,
2005). Besonders Fibrinogen lagert sich schnell z.B. an hydrophobe Oberfléchen von Polyme-
ren an (Tang et al., 1995, 1999). Erwiinscht sind eine dichte Oberflachenbenetzung sowie eine
Oberfléachenstruktur, die Zelladhésion und Gewebeintegration fordert (Thomas, 2003). Die
Oberflécheneigenschaften eines Implantates regulieren in hohem Mal3e die Proteinadsorption
(von Recum et al., 1995; Dalu et a., 2000). Die Proteinadsorption erleichtert die Adhésion der
Zellen (von Recum et a., 1995) und kann die Reaktion der Entziindungszellen und der
Fibroblasten und damit auch die fibrése Antwort auf ein Polymer beeinflussen (Tang et al.,
1993, 1995; Dalu et a., 2000)

Auch bel der athymischen Maus konnte eine Integration des Polymers in das umgebende Ge-
webe beobachtet werden. Sie trat im Vergleich zur Normalmaus jedoch zeitlich verzogert ein.

Sie nahm ebenfalls mit der Implantationzeit zu, der Grad war aber zum vergleichbaren Zeit-
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punkt etwas geringer als bel der NMRI Maus. Erst nach 9 Wochen war der Grad der Integrati-

on bei beiden Mauspopulationen vergleichbar.

Die Verzogerung im Grad der Integration konnte durch das Fehlen der T-Lymphozyten bei der
athymischen NMRI nu/nu Maus bedingt sein. Die zelluléren Reaktionen nach der Implantati-
on eines Biomaterials zeigen Ahnlichkeit zu denen bei Wundheilung. Bei jeder Implantation
kommt es zu einer Zerstérung des Gewebes und anschliefRend zur Wundheilung. Der Ablauf
der Wundheilung beeinflufdt auch die Integration und das Einwachsen eines Implantates.

Unter bestimmten Umstdnden wie beispielsweise Immunsuppression ist die Heilung
beintrachtigt und verzogert (Rasik et al., 2000; Chircop et al., 2002). Auch die Wundheilung
bei athymischen Méausen ist gestért und verzogert und durch eine verminderte Wundstérke
charakterisiert (Barbul et a., 1990; Efron et al., 1990).

T-Lymphozyten sind mdglicherweise nicht nétig, um Wundheilung zu initiieren, aber sie ha-
ben v.a. in der spéten Proliferationsphase mindestens eine regulatorische Wirkung (DiPietro,
1995). T-Lymphozyten haben u.a. eine regulatorische Funktion auf Fibroblasten (Barbul et al.,
1990). Fibroblasten innerhalb der Wunde sind die Hauptelemente fir die Produktion und Re-
organisation der Strukturproteine, die fir die Wundreparation bendtigt werden. Die vorherr-
schenden Zellen, die sich an die Proteinschicht an der Polymeroberflache anlagern, sind
Fibroblasten. Sie bilden unreifes Kollagen auf der Polymeroberflache und eine fibrose Kapsel
oder verursachen das Eindringen von Kollagenfasern, und sichern damit das Polymer an der
Implantationstelle (Morehead et al., 1994). Fibroblasten ersetzten Fibrin und produzieren Kol-
lagen als Basis fur das Wachstum von anderen Zellen wie beispielsweise Endothelzellen
(Beahan et al., 1982). Dabei wird das zuvor neu gebildete Kollagen reorganisiert, was in einer
zunehmenden Wundstérke resultiert (Barbul et al., 1990, 1995).

Diese Umbildung des Wundgewebes und die Zunahme der Festigkeit der Wunde ist bei der
NMRI nu/nu Maus beeintréchtigt.

Kollagen | zeichnet sich optisch dadurch aus, dass es doppelbrechend ist, im Gegensatz zu
Kollagen Ill. Zusétzlich nimmt aufgrund der Strukturénderung die Doppelbrechung mit zu-

nehmendem Alter des Kollagens zu. Die Stérke der Doppel brechung des Reparationsgewebes
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korreliert mit der Menge des Kollagens. Aufgrund der Anderungen der Doppelbrechung des
Kollagens 1813t sich eine Altersbestimmung des Wundgewebes durchfihren.

Untersuchungen im Lichtmikroskop unter polarsiertem Licht ergaben, dass nach 3 Wochen
bei beiden Mauspopulationen keine Doppelbrechung im Gewebe zu beobachten war. Erst
nach 5 Wochen zeigte sich bei der NMRI Maus eine Doppelbrechung, die bis zur Implantati-
onszeit von 9 Wochen zunahm. Die Doppelbrechung bei der NMRI nu/nu Maus war geringer
as bel der NMRI Maus, nahm aber ebenfalls zu. Erklé&ren 183t sich dies mit dem unterschied-
lichen Kollagenalter des periimplantaren Gewebes, das bei der NMRI nu/nu Maus jinger war
als bei der NMRI Maus. Zusétzlich erschien das periimplantére doppelbrechende Gewebe
straffer und kollagenfaserreicher als bei der NMRI nu/nu Maus zum vergleichbaren Zeitpunkt.
Dass es sich bei beiden um Kollagen handelte, hat die selektive Grinfarbung mittels Trich-
romfarbung nach Masson-Goldner und die H.E. Farbung der Gewebeschnitte gezeigt. Dass es
sich um Kollagen | handelte, zeigte die Doppelbrechung. Zusétzlich wurden bei der NMRI
nu/nu Maus zum Zeitpunkt von 5 Wochen im periimplantéren Gewebe zahlreiche
Fibroblasten beobachtet.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass bel beiden Mauspopulationen eine Integration des Polymers
ins Gewebe stattfand. Die verzogerte und anfangs weniger starke Integration bei der athymi-
schen NMRI nu/nu Maus kdnnte dabei durch das Fehlen der T-Lymphozyten verursacht sein,

dadiese u.a. die Bildung und Alterung des Kollagen regulieren.
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3. Periimplantére Mikrovaskularisation

Fur die funktionelle Integration eines Biomaterials in das Gewebe sind Gefél3e sehr wichtig.
Ein ungentigender Transport zwischen der Mikrovaskularisation und dem implantierten Po-
lymer setzt der biomedizinischen Anwendungen von Polymeren wie beispielsweise beim Tis-
sue Engineering haufig Grenzen (Sieminski et al., 2000). Die Integration eines Biomaterials
in das umgebende Gebwebe wird wahrscheinlich gefordert, wenn Gefél3e in der periimplanté
ren Umgebung sind (Sanders et al., 2002). Gefélle sind wichtig fur die Versorgung des neu
gebildeten Gewebes mit Nahrstoffen, Signalstoffen und Atemgasen (Sieminski et al., 2000;
Kidd et a., 2002) und fur den Abtransport von Degradationsprodukten. Zudem kénnen
Blutgefal3e im periimplantéaren Gewebe die Integration eines Biomaterials erleichtern, in dem
Degradationsprodukte des Biomaterials effektiv aus dem Implantatlager entfernt werden kon-
nen und damit das physiologische Milieu im Implantatlager reguliert wird (Kidd et a., 2002;
Binzen et a., 2003).

Angiogenese ist ein komplexer Prozess, der ein Zusammenspiel zwischen Zellen und Wach-
tumsfaktoren beinhaltet und der durch die Neubildung von Gefal3en aus bestehenden Gefél3en
charakterisiert ist (Liekens et al., 2001; van Amerongen et al., 2002). Pathophysiologisch ge-
schieht dies beispielsweise bei der Wundheilung und bei einer Fremdkorperreaktion. Die Re-
vaskularisation erfolgt im Rahmen der Wundheilung parallel zur Fibroplasie. Die Mediatoren
fur endothelidles Zellwachstum und zur Chemotaxis sind u.a. Zytokine, die z.B. durch
Thrombozyten, Makrophagen und Lymphozyten in der Wunde sezerniert wurden. Potentielle
Mediatoren der Angiogenese sind beispielsweise bFGF, IL1 und VEGF (Barbul et al., 1995).
Das Eindringen von neuen Gefal3en in ein Biomaterial und ins periimplantére Gewebe ist ein
wichtiges Kriterium der Fremdkdrperreaktion (Padera et a., 1996; Pieper et al., 2000). Kom-
ponenten, die die Fremdkdrperreaktion, die Struktur und Funktion der Mikrovaskularisation
beeinflussen, sind die Mikroarchitektur des Biomaterias, die physiko-chemischen Eigenschaf-
ten sowie der Implantationsort (Sieminski et al., 2000).

Besonders die Mikroarchitektur der Oberflache eines Implantates beeinflufdt das Ausmal3 der
Gewebereaktion. Die Porengrof3e beeinflufdt die Bildung einer vaskuléren Kapsel, deren Blut-

gefd3e in direktem Kontakt mit der Materialoberflache stehen. Untersuchungen zeigten, dass
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nicht-pordse Materialien dichte Gewebekapseln mit einer geringen Gefél3anzahl induzierten
(Sharkawy, 1998).

Materialien, die zuvor untersucht worden sind, zeigten nur Blutgefél3e in der Nahe der Ober-
flache eines Biomaterials, wenn dieses Material porés (Florey, 1962; Clowes et al., 1986) und
degradierbar war (Greisler et a., 1986). Die physiko-chemischen Eigenschaften des Biomate-
rials beeinflussen die Proteinadsorption an die Implantatoberfléache und damit die weitere O-
berflachenanlagerung von Zellen wie Makrophagen und Fibroblasten, die durch eine Aus-
schittung angiogener Wachstumsfaktoren die Neubildung von Gefal3en fordern (Tang et al.,
1998b; Sieminski et al., 2000). Unterschiede in der Fremdkdrper- und Entziindungsreaktion
koénnen in einer unterschiedlichen GeféRantwort auf das Biomaterial resultieren (Kidd et al.,
2002). Entztindungszellen produzieren chemotaktische und angiogene Faktoren, die beide die
Langzeitfunktion eines Biomaterials beeinflussen kdnnen (Kidd et al., 2002). Neben Entzin-
dungszellen wie Makrophagen und neutrophilen Granulozyten beeinflussen auch T-
Lymphozyten die Angiogenese. Diese wird vermittelt durch spezifische Wachstumsfaktoren,
wie VEGF, bFGF und HB-EGF, die die Wanderung und Proliferation von Gefél3zellen stimu-
lieren (Blotnick et a., 1994; Chircop et al., 2002). Durch die Ausschittung von Zytokinen
regulieren T-Lymphozyten die Proliferation und Migration der Endothelzellen (Lutty et al.,
1983; Naldini et a., 2003). Zytokine der T-Lymphozyten konnen die Angiogenese direkt oder
indirekt beinflussen (Liekens et a., 2001; Naldini et al., 2003). Lymphozyten spielen eine
Rolle as Effektorzellen fur die Angiogenese und sind verantwortlich fr die lymphozytenin-
duzierte Angiogenese (Kaminski et al., 1988; Mor et a., 2004). CD4- und CD8-positive Lym-
phozyten produzieren VEGF (Freeman et al., 1995) und bFGF (Blotnick et a., 1994), wah-
rend HB-EGF nur von CD4-positiven Lymphozyten ausgeschittet wird (Blotnick et al., 1994).
Von T-Lymphozyten abstammendes HB-EGF stimuliert u.a. die Proliferation der glatten
Muskelzellen wéhrend bFGF die Proliferation der Endothelzellen férdert (Blotnick et a.,
1994).

In unserer Untersuchung konnten bereits nach einer Woche in der Gruppe der NMRI-Mause

Gefal3e auf der glatten, nicht-pordsen Polymeroberfléache beobachtet werden. Zusétzlich konn-
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ten Cluster von runden, durchsichtigen Zellen um und entlang der Gefél3e beobachtet werden.
In Gebieten ohne diese Zellen, die phanotypisch Fettzellen sehr dhnlich sind (Jung et a.,
1995), waren auch keine Geféf3e zu beobachten. Das Auftreten von Zellclustern und Gefélien
nahm mit steigender Implantationszeit zu. Im Gegensatz dazu konnten bel der T-
Lymphozyten-defizienten NMRI nu/nu Maus erst zu einem spéteren Zeitpunkt Gefél3e und
auch Zellcluster auf der Polymeroberflache beobachtet werden. Die Gefél3e bei beiden Maus-
populationen wiesen teilweise Erythrozyten auf, ein Hinweis darauf, dass sie perfundiert wa-

ren.

Die Unterschiede zwischen den beiden Mauspopulationen beztglich der Neubildung der Ge-
falde im Implantatlager weisen darauf hin, dass die Angiogenese im Rahmen der Einheilung
und Integration eines Polymers durch T-Lympozyten beeinflufd wird. Neben den von den T-
Lymphozyten direkt produzierten angiogenen Wachstumsfaktoren kann die Angiogenese auch
indirekt beeintrachtigt sein. T-Lymphozyten regulieren die Aktivitét der Endothelzellen und
haben u.a. auch eine regulierende Funktion auf Makrophagen, die ebenfalls angiogene Fakto-
ren wie bFGF und IGF-1 produzieren (Chircop et a., 2002). Daher kann bei athymischen Tie-
ren die Produktion angiogener Wachstumsfaktoren und die Aktivitdt anderer Zellen, wie bei-
spielsweise der Endothelzellen und Makrophagen, reduziert sein, so dass, wie in unserem Fall,

auch en zeitlich verzogertes Auftreten von Gefdllen zu beobachten st
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4. Zdlulére Reaktionen auf das Polymer

Ein Polymer als Biomaterial ist ein Fremdkdrper und 16st je nach Grof3e, Gestalt und Beschaf-
fenheit verschiedene Abwehrreaktionen wie Phagozytose und Entziindung aus (Anderson et
al., 2008). Ausgel 0st werden die Reaktionen zum einen durch das Biomaterial selber und zum
anderen durch Substanzen, die aus dem Fremdkorper herausgel 6st werden oder durch Abrieb
bzw. Abbau entstehen.

Biodegradierbare Polymere kénnen, wie das von uns verwendete Polymer, hydrolytisch oder
enzymatisch abgebaut werden (Kelch et al., 2007). Abriebpartikel kdnnen aber auch durch
mechanischen Stref’ entstehen (Tang et a., 1995) . Das Verhaten im Interface kann zu
morphologischen Anderungen an der Oberflache des Materials filhren. Die Vorgange kénnen
zu einer Aufrauhung glatter Oberflachen flhren (Bakker et al., 1990). In unserer Untersu-
chung konnten wir ebenfalls einen degradativen Prozess am Polymer beobachten, der bei der
NMRI nu/nu Maus stérker war als bei der NMRI Maus.

Die durch solche degradativen Prozesse entstandenen Abriebpartikel eines Biomaterials for-
dern die Aktivierung von Entziindungszellen wie Makrophagen (Hoffmann et a., 1997;
Bainbridge et al., 2001). In unserer Untersuchung haben wir einen stérkeren degradativen Pro-
zess bei den athymischen Méausen beobachtet, der vermutlich auf einer verstarkten Aktivie-
rung der Makrophagen beruht. Gleichzeitig konnte eine erhdhte Anzahl von MHC I1-positiven
Zellen im periimplantéren Gewebe der athymischen Mause beobachtet werden. MHC 1I-
Expression und Antigenprasentation sind Charakteristika von aktivierten Makrophagen.

Ein weiterer Mechanismus der MHC I1-Expression lauft Uber die an das Polymer angel agerten
Proteine. Der Mechanismus der Entziindungsantwort beginnt mit der sehr frihen Interaktion
zwischen Biomaterial und den umgebenden Wirtsproteinen. Beim Einsetzen eines Materials
wird dessen Oberflache direkt mit einer Schicht von Proteinen wie Fibrinogen, Albumin und
Immunglobulin G bedeckt (Tang et al., 1995, 1998b). Diese Proteinschicht beeinflufd die
Antwort des Organismus auf ein Biomaterial. Fibrin adsorbiert leicht an hydrophoben Ober-
flachen. (Tang et al., 1995, 1999). Die Interaktion von Fibrin mit der hydrophoben Oberflache
fUhrt zu einer Freisetzung vorher versteckter Epitope. Es kann zur Bildung von Neuantigenen
durch die Interaktion des Materials mit Wirtsproteinen kommen. Materia partikel, die sich

durch Abbau aus dem Biomaterial gel6st haben oder durch Abrieb entstanden sind, werden
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mittels MHC I1-Komplex so prasentiert wie Fremdantigene (Petillo et al., 1994; van Luyn et
al., 1998). Dies wurde auch schon bei anderen Materialien beobachtet (Bainbridge et al.,
2001; Thomas, 2003).

Die zellspezifische Immunantwort beinhaltet das Zusammenspiel verschiederner Zellarten.
Neben den Makrophagen sind dies B-Lymphozyten, Natural Killer Cells und die spezifischen
T-Lymphozyten (Sharp et a., 1984; Underhill et al., 1999). Aktivierte T- Lymphozyten kon-
nen durch die Ausschittung von Zytokinen wie Interferon y die Expression von MHC [1 ver-
stérken (Bancroft et a., 1986).

In vorherigen Versuchen mit immuninkompetenten Mausen konnte eine MHC Il-Expression
beobachtet werden, und man geht davon aus, dass athymische Mause fur die MHC II-
Induktion keine Anwesenheit von reifen T-Lymphozyten bendtigen (Lu et al., 1981; Sharp et
al., 1984), sondern dass ein T-Lymphozyten unabhéngiger Mechanismus in der athymischen
Maus vorliegt (Sharp et a., 1984; Bancroft et al., 1986). Zudem scheint die Aktivitét und
Funktion der Makrophagen verstéarkt (Sharp et a., 1984) und die Antigen prasentierende Ka-
pazitdt der Makrophagen bei athymischen Mause identisch mit derjeniger immunkompetenter
Tierezusein (Lu et al., 1981; Miyazaki et al., 1983).

Es gibt Hinweise auf einen suppressiven Effekt der T-Lymphozyten auf die Phagozytoseakti-
vitét der Makrophagen (Zinkernagel et al., 1975; Sharp et al., 1984). Dies konnte die verstark-

te Polymerdegradation der athymischen T-Lymphozyten-defizienten Maus erkléren.

Die MHC II-Expression ist abhangig von der Art der Entziindung und kann somit auch durch
das Biomaterial bestimmt sein (Lu et al., 1981). Im Falle von Fremd- bzw. Biomaterialien gibt
es einige Materialien, die eine MHC |I-Expression induzieren. Dazu gehtren beispielsweise
Bariumsulfat und synthetische Blockpolymere, wie z.B Copolymere aus Polyoxypropylen und
Polyoxyethylen (Howerton et a., 1990). AulRerdem wurde eine MHC Il-Expression oft nach
der Applikation von Materialien wie Poly(l-lactid-acid), mit Hydroxylapatit beschichteten
Materialien, Polymethylsiloxanen und Titan beschrieben (Santavirtaet al., 1991; Petillo et al.,
1994; Torgersen et a., 1995; van Luyn et al., 1998).
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Normalerweise benétigt die Zunahme von MHC Il-positiven Zellen an der Infektionsstelle
eine T-Lymphozytenaktivitét, v.a. die Produktion eines T-Lymphozyten-abhéngigen |6slichen
Proteins, MIRF, dem Makrophagen-la-recruiting-faktor (Lu et al., 1981).

Jiranek (Jiranek et al., 1995) und Khouw (Khouw et al., 2000c) zeigten, dass Mause mit ver-
schiedenen Immundefiziten auf partikulares PMMA in @hnlicher Weise reagierten wie im-
munkompetente Mause und die Makrophagen beider Mauspopulationen IL1 produzierten. Sie
schlossen daraus, dass die Fremdkorperreaktion durch Makrophagen initiiert ist und dass T-
Lymphozyten und von T-Lymphozyten produzierte Zytokine fur diese Antwort nicht

notwendig sind.
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4.1. Polymer und isolierte Polymer partikel

Kleine Partikel werden von Phagozyten aufgenommen. Sind diese Substanzen nicht chemisch
aktiv und geht von diesen Substanzen keine schadigende Wirkung aus, dann werden sie ohne
weitere Gewebereaktion im Zytoplasma der Phagozyten abgelagert und schliefdlich mit der
Lymphe abtransportiert. Feindisperse, unldsliche, anorganische Stoffe werden in Phagolyso-
somen gespeichert. Unlésliche Materialien werden von Makrophagen und Fremdkorperrie-
senzellen phagozytiert oder umgeben und in Fremdkorpergranul ationsgewebe eingebettet und
schliefdlich durch ein Narbengewebe von der Umgebung abgekapselt. Eine solche Abkapse-
lung findet auch bei groferen Partikeln chemisch inaktiver Materialien statt. Die Fremdkor-
perreaktion wird dann nur durch den mechanischen Reiz unterhalten und lauft weniger stark
ab. GroRRere Fremdkorper, die nicht phagozytiert werden kénnen, kénnen einerseits durch die
Freisetzung von Abrieb- oder Abbauprodukten, andererseits rein mechanisch das umgebende
Gewebe schadigen.

Isolierte Polymerpartikel kdnnen unterschiedliche Reaktionen im Gewebe hervorrufen. So
koénnen Abbauprodukte auftreten, die durch Akkumulation im Implantatlager zur Entztindung
fUhren (Hoffmann et al., 1997). Neben lokaen, potentiell toxischen oder karzinogenen Wir-
kungen konnen isolierte Polymerpartikel auch zu Allergenen werden, die zu Wundheilungs-
stérung, Implantatlockerung und T-lymphozytenvermittelter Hypersensibilitétsreaktion fihren
(Bainbridge et al., 2001; Thomas, 2003; Goodman, 2007).

Im Rahmen der biodegradativen Prozesse, in deren Verlauf die polymere Matrix angegriffen
wird, kénnen polymere Partikel phagozytiert werden. Die Oberfl&cheneigenschaft der Partikel
kann dabei die Phagozytose deutlich beeinflussen. Studien zeigen, dass die chemische Zu-
sammensetzung der Partikel die biologische Antwort beeinflusst, und Makrophagen auf
PMMA anders reagieren a's auf Polystyrol (Tomazic-Jezic et al., 2001).

Ob Partikel von Biomaterialien phagozytiert werden, hangt, wie schon beschrieben, auch von
ihrer Grofde ab (Morehead et al., 1994; Khouw et a., 2001; Tomazic-Jezic et a., 2001). To-
mazic-Jezic beobachtete, dass Biomatrialpartikel, die kleiner waren als 6 um, von residenten
Mausmakrophagen phagozytiert wurden, wahrend sich die Makrophagen an grofiere Partikel
nur anlagerten. Khouw hingegen beobachtete Phagozytose von Partikeln bel einer Grofe unter

20 pum. Zusétzlich hat die GroRe der Partikel eine Bedeutung hinsichtlich der Aktivierung der
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Makrophagen. Nicht-phagozytierbare Partikel sollen nicht in der Lage sein, Makrophagen zu
stimulieren (Tomazic-Jezic et a., 2001). Green et a. (1998) beschrieb eine Aktivierung der
M akrophagen nur bei Partikelgrofien zwischen 3 und 10 pm.

In unserem Falle wurden polymere Partikel in unterschiedlicher GrofRe von 5 um bis 50 um
im periimplantdren Gewebe beider Mauspopulationen gefunden. Die Partikel waren z.T. von
MHC Il-positiven Zellen umgeben oder lagen frei im Gewebe. Phagozytose konnte zu keiner
Zeit in keiner Mauspopualtion beobachtet werden. Auch andere Untersucher berichten von
fehlender oder kaum stattfindender Phagozytose im Rahmen der Testung verschiedener Bio-
materialien bel Mausen (Khouw et a., 2000a; van Amerongen et a., 2002), so dass es mog-
lich ist, dass Mausmakrophagen nicht in der Lage sind, jedes Fremdmaterial zu phagozytieren
oder die Makrophagen im Falle der NMRI nu/nu Méause nicht vollstandig funktionell aktiviert
waren.

Dieses Phanomen beschrieb Bancroft et al. (1986). Er fand zwar bel seinen Versuchen ein
verstarktes Auftreten von MHC I1-positiven Zellen bel der Nacktmaus, aber keine funktionelle

Aktivierung, die zur Eliminierung von Bakterien flhrte.
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5. pH-Wert im Implantatlager

Die Wundheilung nach einer Implantation ist ein sehr komplexer Prozess, in dessen Verlauf
es auch zu Veranderungen des pH-Wertes im Wundgebiet kommt. Die Wundheilung l&uft in
verschiedenen Phasen ab. In der exsudativen Phase kommt es zu einer akuten Entziindung.
Messungen des pH-Wertes der Extrazellularflissigkeit im Entzindungsgebiet ergaben fir
akute Entziindungen pH-Werte um 6,0 (Lardner, 2001). In der proliferativen und regenerati-
ven Phase kommt es zu einer Normalisierung des pH-Wertes. Bei zunehmender Blut- und
Sauerstoffversorgung des Wundfeldes wird die posttraumatische pH-Absenkung des Wund-
feldes normalisiert. Dabel werden in der Proliferationsphase pH-Werte im akalischen Bereich
gemessen. Die pH-Wertdnderung hat auch eine Bedeutung fur den in dieser Zeit der Wundhei-
lung stattfindenden Kollagenaufbau und —abbau. Wahrend der Reparationsphase wird dabei
zunéchst Kollagen 111 und dann Kollagen | gebildet. Spezifische Kollagenasen, die am Kolla-
genabbau und —aufbau beteiligt sind, haben ein Wirkungsoptimum bei einem pH-Wert zwi-
schen 7 und 8 (Lindner, 1987).

Das Gewebe ist ein gepuffertes System, aber nicht so stark gepuffert wie das Blut. Bel einer
Verschiebung des pH-Wertes in den sauren oder basischen Bereich, kann der Kérper diese
Verschiebung abpuffern und regulieren. Wird die wahrend der Wundheilung auftretende pH-
Wert-V erschiebung nicht mehr ins physiologische Milieu reguliert, hat dies Auswirkungen auf
die Heilung und Regeneration des Gewebes und somit auf das Einwachsen des Implantates.
Dies wiederum kann den Erfolg bzw. MiRRerfolg eines Materias bedeuten. So hat ein zu saurer
pH-Wert auf Zellen und Gewebe einen toxischen Effekt (Hoffmann et al., 1997). Zum ande-
ren kann die pH-Wert Verschiebung auch Auswirkungen auf das Implantat haben, in dem es
seine chemischen Eigenschaften verandern kann.

Bel dem verwendeten Polymer handelte es sich um ein elastisches, langzeitresorbierbares Po-
lymer auf der Basis von Poly-¢-caprolacton und Butylacrylat. Bei der pH-Wert-Messung di-
rekt im Implantatlager der NMRI und NMRI nu/nu Méause wurde ein basischer pH-Wert von
durchschnittlich 8 bis maximal 9 gemessen Bel dem Abbau speziell dieser Polymerverbin-
dungen erwartet man jedoch leicht saure Abbauprodukte (Chen et al., 1997), so dass man ein
leicht saures Milieu an der Implantatoberflache vermuten wirde. Auch bei zementfixierten

Huftprothesen wurde ein gleichzeitiges Auftreten von Korrosionsphéanomenen und niedrigen
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lokalen pH-Werten beschrieben (Thomas et al., 2000). In friheren Untersuchungen eines Po-
lymers im Rattenmodell wurden allerdings ebenfalls basische pH-Werte im Implantatlager
gemessen (Lendlein, 1996). Bei der Herstellung des Materials wurde jedoch mit Trimetylamin
eine starke Base verwendet, die sich aus dem Material in vivo herausgel 6st haben kann und so
die hohen pH-Werte verursacht haben kdnnte. Die genaue Ursache und der genaue Mecha-
nismus des Auftretens der basischen pH-Werte ist jedoch nicht vollstandig geklért.

Da eine zunehmende und feste Integration des Polymers in das umgebende Gewebe beobach-
tet wurde, ist ein negativer Einfluf3 dieser pH-Werte auszuschlief3en. Inwieweit die basischen
pH-Werte im Implantatlager einen positiven oder forderlichen Einfluss auf die Integration des
Polymers in das umgebende Gewebe haben ist jedoch unklar und muss durch weitere Unter-

suchungen geklart werden.
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6. Polymere Biomaterialien: Nutzen und Risiken

Polymere finden heute in der Medizin eine weit verbreitete Verwendung (Suh 1998; Lendlein,
1999; Langer, 2000; Neffe et al., 2007). Das von uns verwendete glatte Polymer zeigte sich in
den Untersuchungen als sterilisierbar, biovertréglich und Gber den untersuchten Zeitraum von
neun Wochen als schwach abbaubar. Die Fremdkoérperreaktion war gering und die Integration
ins Bindegewebe der Maus fest. Eine mégliche Anwendung des Polymers wére bei spielsweise
als Matrix zum Gewebeersatz oder Gefdllersatz, da es eine starke Anlagerung der Zel-
len/Zelladh&sion an das Implantat zeigte, was fir diesen Einsatz wichtig ist (Sieminski et al.,
2000).

Von anderen Polymeren, wie Silikon, ist bekannt, dass sie Uber lange Zeit zu Entziindungen
und Unvertraglichkeiten fuhrten. Man vermutet eine immunol ogische Reaktion, aber der Me-
chanismus der Silikon- induzierten Entziindung ist unklar (Tang et al., 1995, 1999). Ein wei-
teres Problem bei glatten Polymeren, wie Silikon, ist die Kontraktion der implantatumgeben-
den Kapsel, wie sie haufig bei Brustimplantaten beschrieben wird (Campbell et al., 1989).

An pordsen Materialien wurden oft mehr Makrophagen mit erhéhter Aktivitat und das Vorlie-
gen einer chronischen granulomatésen Entzindung festgestellt. Glatte Materialien werden
dagegen mit einer besseren Gewebekompatibilitét verbunden (Tang et al., 1998a).

Die Risiken bei der Verwendung von Polymeren a's Biomaterial kénnen in der Langzeitan-
wendung liegen. Es kann zu materialbedingten Komplikationen kommen. So sind beispiels-
weise fremdkoérperinduzierte Tumorbildungen beschrieben worden (Dalu et a., 2000; Moiz-
hess 2008). Der Mechanismus der Tumorentstehung ist nicht ganz klar, aber vermutlich liegt
die Ursache in der chronischen Irritation des Gewebes durch den Fremdkorper.

Die Entwicklung von Sarkomen nach der Implantation von Polymeren bei Ratte und Maus
wurde bereits in den 50er Jahren beschrieben (Oppenheimer et al., 1955). Dabei scheint auch
die Oberflache der Materialien eine Rolle zu spielen. Glatte Formen unterschiedlicher Poly-
mere wie Polyvinylchlorid oder Polyethylen scheinen nach subkutaner Implantation bei Ratten
mehr Tumore zu induzieren als eine rauhe oder textile Form (Oppenheimer et al., 1955).
Brand et al. (1973) und Dalu et a. (2000) berichten von Sarkomentwicklung, die bel Nagern
durch glatte Materialien wie Polydimethylsiloxan induziert wurde. Maekawa et al. (1984) und

Pistner et a. (1993) berichten von Tumorbildung bei Nagern durch glatte Biomaterialien aus
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Poly-I-lactid. Auch Korrosionspartikel haben das Potential, Verénderungen an den Immunzel-

len zu induzieren, verbunden mit einem Anstieg der Karzinogenitét (Bainbridge et al., 2001).

Fremdkorperassoziierte Tumore sind beim Mensch selten (Moore, 1991) und es dauert lange,
bis sich ein Tumor entwickelt. Kasamaki et a. (2000) beschreibt bei spielsweise einen Fall von
Brustkrebs nach einer Silikonimplantation in die Brust und Brinkley et a. (1980) stellte den
Fall einer Tumorbildung um eine Kontaktlinse vor.

Das untersuchte Polymer zeigte ein gutes Einwachsverhaten und eine milde Fremdkorperre-
aktion. Das Auftreten der Korrosionspartikel im periimplantéren Gewebe konnte moglicher-
weise ein Risikopotential darstellen. Auch der Untersuchungszeitraum von in unserem Fall
maximal 9 Wochen ist verhdtnismaliig kurz, da das Auftreten von Tumoren nach subkutaner
Implantation von polymeren Biomaterialien in Nager erst nach langerer Implantationszeit ein-
trat (Oppenheimer et al., 1955). Daher misste das Potential einer tumorférdernden Wirkung
des Polymers, seiner glatten Oberfl&che und das seiner Abbauprodukte und K orrosionspartikel

Uber einen langeren Zeitraum hin untersucht werden.
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VIl Zusammenfassung

Polymere Biomaterialien finden in der Human- und Tiermedizin eine breite Anwendung bei-
spielsweise in Form von Nahtmaterialien, als Bestandteile kinstlicher Gelenke, im Rahmen
des Tissue Engineering und in der Pharmakotherapie (Controlled Drug Delivery).

Ein Biomaterial, das as Implantat in den Organismus eingesetzt werden soll, muf3 biokompa-
tibel sein. Biokompatibilitét berticksichtigt chemische und physikalische Wechselwirkungen
des Biomaterials mit dem umgebenden Gewebe sowie die biologischen Reaktionen auf das
Implantat. Sie charaktersiert ein Biomateria bezlglich der Gewebereaktionen nach einer Im-
plantation z.B. als nicht pyrogen, zytotoxisch, antigen, mutagen, karzinogen oder teratogen.
Die Wechselwirkungen eines Biomaterials mit dem Gewebe sind abhangig von der Mikroar-
chitektur, den physiko-chemischen Eigenschaften und der lokalen Umgebung des Polymers.
Die Reaktion des Organismus auf ein Biomaterial hangt auf der einen Seite vom Biomaterial
und auf der anderen Seite vom Wirt ab. Dabei spielen T-Lymphozyten als Teil der spezifische
Immunantwort eine wichtige Rolle. T-Lymphozyten sind an Prozessen wie Wundheilung,
Autoimmunerkrankungen, Bone remodelling, Transplantatabstof3ung und Allergie beteiligt.
Beim Einsatz von Biomaterialien sind sie wahrscheinlich an der alergischen Unvertraglich-
keitsreaktion auf Implantatmaterialien und an der periimplantaren Osteolyse um und der asep-
tische Lockerung von Knochenimplantaten beteiligt.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Biokompatibilitdt und Gewebeintegration eines
neuen elastischen, glatten und langzeitstabilen Polymers im Tiermodell unter dem Aspekt der
T-Lymphozyten-Defizienz. Bei dem Biomaterial handelt es sich um ein Polymernetzwerk aus
Butylacrylat und Poly-¢-caprolacton, dessen Eigenschaften beztiglich Degradationskinetik und
mechanischer Festigkeit wahrend der Synthese beeinflufbar sind.

Runde Polymerscheiben wurden subkutan in die congenital athymische NMRI nu/nu Maus
und den entsprechenden Auszuchtstamm fir Implantationszeitraume von bis zu 9 Wochen
eingesetzt. Danach wurden die Polymerproben und das periimplantére Gewebe explantiert
und histologisch aufgearbeitet. Es wurden Unterschiede bezlglich des Integrations- und Ab-
bauverhaltens und der zelluléren Reaktionen auf das Polymer zwischen der immunkompeten-

ten NMRI Maus und der T-Lymphozyten-defizienten NMRI nu/nu Maus festgestellt. Die In-
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tegration des Polymers war angesichts der glatten Oberflachen Uberraschend gut, erfolgte in
der NMRI nu/nu Maus im Vergleich zur immunkompetenten Maus aber zeitlich verzogert.

Bel beiden Mauspopulationen wurden eine milde Fremdkorperreaktion und das Auftreten von
isolierten Polymerpartikeln im umgebenden Gewebe beobachtet. Der degradative Prozess war
bei der NMRI nu/nu Maus jedoch deutlich stérker. Ebenso deutlich war das Auftreten von
MHC lI-positiven Zellen, die meist um isolierte Polymerpartikel zu finden waren. Subtile Un-
terschiede wurden zwischen beiden Mauspopulationen beziiglich des Heranwachsens von
Gewebe und der ermittelten pH-Werte im periimplantéren Gewebe festgestellt.

Die verzogerte Integration, das verstérkte Auftreten der MHC 1l-positiven Zellen und die ho-
here Degradationsrate des Polymers im T-Lymphozyten-defizienten Mausmodell koénnte T-
Lymphozyten abhangig sein. Dies miisste aber noch genauer untersucht werden.

Unsere Untersuchungen weisen darauf hin, dass das Polymer biokompatibel und auf Grund

seiner Eigenschaften fir den Einsatz in der Medizin geeignet ist.
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VIl Summary

Polymer biomaterials are of increasing importance in human and veterinary medicine. They
are used as sutures, part of joint prostheses, tissue engineering and as materials for controlled
drug delivery.

The primary requirement of implantable materials in medicine is to be biocompatible with the
bodily system. Biocompatibility includes the chemica and physical interaction between bio-
material and periimplant tissue as well as the biological reaction to the biomaterial. Biocom-
patibility characterizes a biomateria relating to tissue reaction after an implantation as e.g. not
having pyrogenic, cytotoxic, mutagenic, oncogenic or teratogenic characteristics. Factors that
influence the extent of the host reaction are the microarchitecture, the physico-chemical prop-
erties and the local environment of the biomaterial. The host reaction to an implantable bio-
material is determined by the material itself and the host. In this interaction T-lymphocytes
play an important role in the specific immune system. They are involved in wound healing,
autoimmune diseases, bone remodelling, transplant rejection and hypersensibility reactions.
Concerning the use of biomaterials as medical devices, T-lymphocytes probably participate in
allergic reactions to the biomaterial substance and aseptic prosthetic loosening, accompanied
by bone destruction adjectent to the prosthesis-bone interface.

The aim of this study was the investigation of the biocompatibility and the integration in the
periimplant tissue of a new, elastic, non-porous polymer in an athymic mouse model with T-
lymphocyte deficency. The biomateria is a polymer network composed of butylacrylat and
poly-¢-caprolacton. The degradation kinetics and the mechanical stability of this new material
during synthesis are susceptible.

Round polymer samples were implanted subcutaneously in congenitally athymic NMRI nu/nu
mice and the immunocompetent NMRI mice for up to nine weeks. After implantation time,
polymer samples and the periimplant tissue were explanted and examined histologicaly.
There were differences between the two mouse populations concerning integration and degra-
dation of the polymer and the cellular reaction to the polymer. The integration of the polymer
into the periimplantational tissue was surprisingly very strong, but was delayed in the NMRI
nu/nu mice. In both mouse populations a mild foreign body reaction and the appearance of

isolated polymer particles in the surrounding tissue could be observed. In the NMRI nu/nu
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mice, the process of degradation of the polymer was stronger and the number of MHC I1-
positive cells was significantly higher. These cells were observed near isolated polymer parti-
cles. There were only subtile differences between the two mouse populations concerning the
tissue ingrowth into the polymer samples and the pH in the periimplantational tissue.

The delayed integration, the increased appearance of MHC I1-positive cells and the higher rate
of degradation of the polymer in the T-lymphocyte deficient mouse model could be T-
lymphocyte dependend. This needs further investigation.

Our studies demonstrate out the biocompatibility of the polymer and the applicability for

medical use.
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X1 Anhang

Material:

1. Operationsmaterial:

Besteck:

Irisschere, kantig, gerade, 9 cm

Gréfe Pinzetten, gerade, 10 cm
Semken chirurgische Pinzette, 12,5 cm
Halsey Nadelhalter, gerieft, 13 cm

Nahtmaterial:
Prolene monofil, 6-0, C1-Nadel 75 cm

Kanulen:

Einmalkanilen Sterican Grofe 20, 18 und 14

Spritzen:

Einmal spritzen Omnifix 1 ml, 2 ml und 10 ml
CUTFIX-Skalpelle, Grofie 22, steril

Einmal-Gesichtsschutzmaske griin

Handschuhe:
Sempermed DermaPlus, hell, gepudert

Gazin Tupfer, steril, pflaumengrol3
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Fa. Hermann Butsch GmbH, Tuttlingen
Fa. Hermann Butsch GmbH, Tuttlingen
Fa. Hermann Butsch GmbH, Tuttlingen

Fa. Hermann Butsch GmbH, Tuttlingen

Fa. Ethicon, Norderstedt

B.Braun, Melsungen

B.Braun, Melsungen
B. Braun, Melsungen

Merck Qualilab, Darmstadt

Lohmann-Rauscher, Neuwied

Lohmann-Rauscher, Neuwied



2.Verbrauchsmaterialien Antikor perfarbung:

Poly-L-Lysin Hydrobromid, 0,1%
Neu-Fuchsin

Levamisole Hydrochlorid
Natriumnitrit reinst, 4%

N, N-Dimethylformamid

Naphtol-A S-Bl-Phosphat Sodium Salt

Goat Serum

TBS-Puffer 0,05 M, pH 8,7, eigene Herstellung:

TRIS(hydroxymethyl)-aminomethan z.A.
6,06g TRIS(hydroxymethyl)-aminomethan
auf 1 Liter destilliertes Wasser

pH-Wert eingestellt mit NaOH

SIGMA, Steinheim
SIGMA, Steinheim
SIGMA, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmsatdt
SIGMA, Steinheim

SIGMA, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

3. Paraffineinbettung der Polymer e und histologische Farbung:

Alkohol, 50 %, 75 %, 96 %, 100% Isopropanol
Xylol

Xylolersatzmedium XEM-200
Mayer’s Hdmatoxylin

Eosin

Welgerts Eisenhdmatoxylin
Ponceau 2R )
Saurefuchsin

Phosphorwolframsaure

Orange G D,

Lichtgrin SF
Essigsdure 100% (Eisessig)
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Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Vogel, Giessen

SIGMA Diagnostics, Steinheim
SIGMA Diagnostics, Steinheim
SIGMA Diagnostics, Steinheim

Waldeck GmbH & Co KG

DivisionChroma®, Minster

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt



Paraplast Plus
Rotil abo® Einbettkassetten
Microtome Blade S35

DePex Einschlussmedium

4. pH-Wert-Messung

pH-Sonden:

Micro-needle combination pH-Elektrode:

MI 413 E Tipl8 gauge
MI 4142E Tipl6 gauge

pH-Meter:

Microprozessor pH-Meter ,, pH 95"

pH-Pufferl6sung:

Sherwood Medical, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe
Feather, Osaka, Japan

Serva, Heidelberg

Fa. Microelectrodes Inc., Bedford, USA
Fa. Microelectrodes Inc., Bedford, USA

Wissenschaftlich-Technische
Werkstatten GmbH & Co.KG
(WTW), Weilheim

WTW Technische Pufferlésung TPL 4, TPL 7 und TPL 10 WTW, Weilheim

WTW Standard (DIN/NBS) Pufferlésung PL 4 und PL 7 WTW, Weilheim

pH-Indikatorpapier “Neutralit” pH 5-10

5. Sonstiges
12-, 24- und 96-Wellplatten
Formalin 37% fur Histologie

Trockeneis
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Merck, Darmstadt

Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Merck, Darmstadt

Merck, Ulm



FlUssigstickstoff
Tissue-Tek Gewebekleber
Sterilium Desinfektion

I sotonische K ochsal zl 6sung 0,9%

PBS-Puffer, eigene Herstellung:

PBS-Pulver: Instamed, PBS Dulbecco

MIT, Ulm
Sakura, Torrance, USA

Merck, Ulm

Fresenius Kabi, Bad Homburg

Biochrom, Berlin

9,559 PBS-Pulver auf 1 Liter destilliertes Wasser

2% Paraformadehyd (PFA), eigene Herstellung:

PFA-Pulver: Paraformaldehyd zur Synthese
Herstellung einer 20%igen PFA-LAsung:

20g PFA-Pulver/100mg destilliertes Wasser

verdinnen mit TBS bzw. PBS zur Herstellung einer 2%igen PFA-L6sung

Analysewaage der AG-Lini
Menzel Superfrost®Plus

Marienfeld Objekttrager

6. Mikroskope

6.1. Olympus IMT-2

Objektive:
SPlan 10PL 0,30 160/0,17
LWD CDPlan 20PL 0,40 160/0-2

Kamera:
Olympus OM-2N

Mettler-Toledo, Gieften
VWR International, Ulm

VWR International, Ulm

Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg

Olympus, Hamburg
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6.2. LEITZ DMRX/DMRD (Mikrophotosystem) Leica, Wetzlar

Objektive:

PL Fluotar 10x/ 0,25 Leica, Wetzlar
PL Fluotar 20x/0,45 Leica, Wetzlar
Kamera:

Sony 3CCD Color Video Camera Sony, KéIn

7. Bildverarbeitung

Softwareprogramm Optimas 6.5 Media Cybernetics, Silver Spring, USA

8. LAL-Endotoxintest

QCL-1000® Biowhittaker Europe, Vervier, Belgien
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M ethoden

1. Entwasserung und Einbettung der Polymerproben in Paraffin

Reagenz Temperatur Zeit

50% Alkohol Raumtemperatur (RT) 10 min
75% Alkohol RT 10 min
75% Alkohol RT 10 min
96 % Alkohol RT 10 min
96 % Alkohol RT 10 min
100 % Alkohol RT 15 min
100 % Alkohol RT 15 min
Xylol 60° C 10 min
Xylol 60° C 10 min

Ausgief3en in Paraffin und Lagerung der Paraffinbl6cke bei 4° C im Khlschrank.

2. Protokoll der Antikérperfarbung:

1. Fixierungin kaltem Azeton 10 min
2. Trocknen der Schnitte 5min
3. Rehydrieren mit TBS 5min
4. Inkubieren mit 0,5% Ziegenserum 20 min
5. Spulen mit TBS 5min
6. Inkubieren mit dem Priméar-Antikorper 60 min
7. Spulen mit TBS 3x 5min
8. Inkubieren mit Ziege anti Ratte AP-konjugiert 30 min
9. Spilen mit TBS 3x 5min
10. Neu-Fuchsin Farbel 6sung 5min
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11. Spulen mit Leitungswasser
12. Aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 96%, Isopropanol jeweils1 min

13. Eindecken mit Depex

3. Entparaffinierung

Xylolersatzmedium 5min
96 % Alkohol 5min
80 % Alkohol 5min
70 % Alkohol 5min
Aqua dest. 5min

4. Protokoll der HE-Farbung

Hamatoxylin (nach Mayer) 7 min
Leitungswasser 3x 5min
Eosin 5min
Aqua dest. kurz spulen
70 % Alkohol 10 sec
80 % Alkohol 30 sec
96 % Alkohol 1 min
Isopropylakohol 5min

Eindecken mit Depex
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5. Trichromfarbung nach M asson-Goldner
5.1 verwendete L 6sungen:

a) Welgerts Eisenhdmatoxylin

b) Ponceau-Saurefuchsin: 0,2 g Ponceau 2R
0,1 g Saurefuchsin
0,6 ml Essigséaure
in 300 ml agua dest. mischen
c) Phosphorwolframséure-Orange-G: 4 g Phosphorwolframsaure
29 Orange G
in 100 ml agua dest. mischen
d) Lichtgran: 0,5 g Lichtgriin SF
0,5 ml Essigsaure

in 250 ml agua dest. mischen

5.2. Protokoll der Trichromfarbung nach Masson-Goldner:
Weligerts Eisenhdmatoxylin 2min

kurz in Aquadest. spilen

in fliefRendem Leitungswasser bl&uen 15 min
Aquadest. 3min
Ponceau-Saurefuchsin 5min
in 1%iger Essigsaure auswaschen 5min
Phosphorwolframsaure-Orange-G 10 min
in 1%iger Essigsaure auswaschen 5min
Lichtgrin 5min
in 1%iger Essigsaure auswaschen 5min
Isopropylakohol 3x 3min
Xylolersatzmedium 3 min

Eindecken mit Depex
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Tabelle 1. Beispiele fir Anwendungsgebiete polymerer Biomaterialien

Anwendungsgebiet medizinisches Produkt
Herz — Kreislaufsystem Herzklappen
Gefal3prothesen
Dentalchirurgie Zahnimplantate
Rekonstruktive Medizin Brustimplantate

Nasen-, Kinnprothesen

Ophtalmologie Kontaktlinsen, Linsen

Orthopadie Huft-, Knieprothese
Schulter-, Fingerprothesen
Bandersatz

Material fiur Osteosynthese
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Tabelle 2. Beispiele fur Polymere und ihr medizinisches Anwendungsgebi et

Polymer Anwendungsgebiet ( Handelsnhame)

1. Langerfristig abbaubar (biostabil)

Polyethylen

Ultrahochmolekular (UHMWPE) Pfanne fur Hiftgel enksprothesen
K niegel enkimplantate
Katheterschlauche

Polyethylenterephtalat (PETP) Nahtmaterial (Dacron®©)
Gefdl3ersatz

Polyamid (PA) Nahtmaterial
Herzklappen

Polymethylmethacrylat (PMMA) Knochenzement
Zahnfullmaterial

Polytetrafluorethylen (PTFE) Gefaliimplantate

2. Kurzfristig abbaubar

Polyglycolid (PGA) Nahtmaterial (Dexon®©)

Poly(p-dioxanon) (PDSO)

Poly][(I-1actid)-coglycolid] Klemmen (Lactomer®©)
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Tabelle 3. Die Haltungsbedingungen der NMRI Maus

Kéfige

Einstreu

Futter

Tranke

Temperatur

Rel. Luftfeuchte

Hell/Dunkel-Rhythmus

Makrolonkafige Typ Il
6 Tiere pro Ké&fig
Weichholzspéne, autoklaviert
Pellets, Standard-Alleinfutter (Sniff GmbH, Soest),
autoklaviert, ad libitum
angesauertes Wasser
(eingestellt mit Salzsdure auf pH 3,5), autoklaviert
ad libitum
21°C
55 +/- 10%

12 h/12h
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Tabelle 4. Die Haltungsbedingungen der NMRI nu/nu Maus

Haltung im Uberdruck-1solator

Kéfige Makrolonkafige Typ Il
6 Tiere pro Ké&fig

Einstreu Weichholzspéane, autoklaviert

Futter Pellets, Standard-Alleinfutter (Sniff GmbH, Soest),
autoklaviert, ad libitum

Trénke angesauertes Wasser

(eingestellt mit Salzsdure auf pH 3,5), autoklaviert

ad libitum
Temperatur Isolator 24° C, Heizdecke
Rel. Luftfeuchte Isolator 55 +/- 10%
Hell/Dunkel-Rhythmus 12 h/12 h
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Tabdle5. Narkosemittel

M edikament Konzentration Dosierung Hersteller

Atropinsulfat 0,5 mg/m 0,05 mg/kg Braun

Injektionsldsung

Ketamin 100 mg/ml 100 mg/kg WDT, Garbsen

Xylazin 20 mg/m 5 mg/kg Bayer Vita GmbH
Leverkusen

Tabelle 6. Primare Antikorper Ratte anti Maus

Antikorper Spezifitéat V erdinnung Hersteller

CloneBM8 Murine Makrophagen, Pan* 1:100 DPC Biermann
Bad Nauheim

Clone ER-TR3 Maus MHC I1 1:100 DPC Biermann
Bad Nauheim

Tabelle 7. Sekundare Antikorper anti Ratte

Antikorper Konjugation Verdinnung Hersteller

Ziege anti Ratte IgG Alkalische Phosphatase 1:200 Biozol, Eching
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Tabelle 8. Grad der Festigkeit des Polymersim Gewebe der NMRI und NMRI nu/nu Maus

Implantationszeit Grad der Grad der
Festigkeit Festigkeit
NMRI Maus NMRI nu/nu Maus

1 Woche +++ ++
++ +
++ ++
+ ++
++ +
+++ ++

2 Wochen +++ ++
+++ ++
++ ++
+++ ++
++ +++
++ +++

3 Wochen +++ +++
+++ +++
+++ +++
++ ++
+++ ++
++ +++

5 Wochen ++++ ++
+++ +++
++ +++
+++ ++++
++++ +++
++++ -

7 Wochen ++++ ++
+++ ++
+++ ++++
+++ +++
+++ +++
+ -

9 Wochen ++++ +++
++++ ++++
++++ ++++
++++ ++++
+++ ++++
++++ +++

+ = leichte, ++ = mittlere, +++ = starke, ++++ = sehr starke Festigkeit im Gewebe

Zur Definition des Grades der Festigkeit sieche V Methoden, Kapitel 2.
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Tabelle 8a. Maximal- , Minimalwert- und Median des Grades der Festigkeit des Polymersim
Gewebe der NMRI Maus

Zeit(Wochen)|1 2 3 5 7 9
Maximawert |3 3 3 4 4 4
Minimalwert |1 2,5 2 2 1 3
Median 2 25 3 35 3 4

Tabelle 8b. Maximal-, Minimawert und Median des Grades der Festigkeit des Polymersim
Gewebe der NMRI nu/nu Maus

Zeit(Wochen)|1 2 3 5 7 9
Maximawert |2 3 3 4 4 4
Minimawert |1 2 3 2 2 3
Median 2 2 3 3 3 4
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Tabelle 10. Anzahl der positiven Zellen beim Nachweis des MHC I1-Komplexes und dem
Nachweis von Makrophagen (MJ@) mittels Immunhistologie bei der NMRI- und der NMRI

nu/nu Maus
| NMRI nu/nu Maus NMRI Maus
Anzahl positiver Zellen Anzahl positiver Zellen
Zeit Mausnr MHC I1-Komplex (M@ MHC I1-Komplex |M@
1 Woche 1 30 4 0 0
2 0 0 2 0
3 29 10 0 0
4 2 0 0 0
5 0 0 0 0
6 17 0 30 0
2 Wochen 1 37 0 0 0
2 57 0 4 5
3 0 3 10 0
4 24 0 15 1
5 68 2 9 0
6 0 0 2 0
5 Wochen 1 45 0 24 1
2 58 19 0 0
3 37 0 30 0
4 8 0 14 0
5 20 9 9 0
14 0
9 Wochen 1 56 0 50 0
2 12 0 7 0
3 100 0 14 0
4 60 4 20 0
5 9 3 26 0
6 27 0 11 0

Primarer Antikorper zum Nachweis des MHC 11-Komplexes: ER-TR3
Priméarer Antikorper zum Nachweis von Makrophagen: Clone BM8
Zéllzahlen ermittelt nach V Methoden, Kapitel 5.1.1.
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Tabelle 11. Aufrauhung des Randes von Polymerproben in der NMRI Maus

NMRI Maus (Nr.) |Score Rauhigkeit des Polymerrandes
1 Woche

19 ++

20 +

22 +

2 Wochen

43 +

46 + bis++
44 ++

5 Wochen

56 ++ bis +++
57 ++ bis +++
59 ++ bis +++
9 Wochen

7 +++

8 ++++

11 ++++

+ leichte Aufrauhung

++ mittlere Aufrauhung
+++  starke Aufrauhung

++++ sehr starke Aufrauhung

Zur Definition des Grades der Aufrauhung siehe V Methoden, Kapitel 5.2.2.
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Tabelle 12. Aufrauhung des Randes von Polymerproben in der NMRI nu/nu Maus

NMRI nu/nu Maus (Nr.)|Score Rauhigkeit des Polymerrandes
1 Woche

116 + bis++
118 ++

119 ++

2 Wochen

130 +

131 ++ bis+++
132 +++

5 Wochen

211 +++
214 +++
216 +++

9 Wochen

163 ++++
165 +++
167 ++++

+ leichte Aufrauhung

++ mittlere Aufrauhung

+++  starke Aufrauhung

++++ sehr starke Aufrauhung

Zur Definition des Grades der Aufrauhung siehe V Methoden, Kapitel 5.2.2.
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Tabelle 13. Anzahl und Gréf3e der isolierten Polymerpartikel im periimplantdren Gewebe der

NMRI Maus

Implantationszeit |Maus (Nr.) |Partikelanzahl/Gewebeschnitt |Partikelgro3ein pm
1 Woche 19 1 15
20 -
21 -
22 1 30
23 -
24 2 20, 25
2 Wochen 43 1 10
44 -
45 3 15, 15, 25
46 -
47 7 50, 30, 30, 25, 25, 50, 50
48 -
5 Wochen 55 2 40, 15
56 2 25,15
57 -
58 -
59 -
60 -
9 Wochen 7 3 10, 20, 40
8 -
9 3 25, 35, 20
10 -
11 -
12 -

- =keneisolierten Polymerpartikel im periimplantdren Gewebe beobachtet

Zur Ermittlung der Polymerpartikel siehe V Methoden, Kapitel 5.2.1.
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Tabelle 14. Anzahl und Gréf3e der isolierten Polymerpartikel im periimplantdren Gewebe der

NMRI nu/nu Maus

Implantationszeit |Maus (Nr.) |Partikelanzahl/Gewebeschnitt |[Partikelgrof3ein um
1 Woche 115 3 15, 10, 20
116 1 20
117 1 25
118 -
119 1 25
120 2 10, 20
2 Wochen 127 3 40, 25, 20
128 -
129 6 5,5, 15, 15, 20, 20
130 -
131 4 15, 10, 8, 15
132 3 20, 20, 30
5 Wochen 211 -
212 2 15, 25
214 1 25
215 2 10, 10
216 1 60
9 Wochen 163 5 30, 40, 25, 30, 45
164 7 20,7,5, 8,10, 10, 10
165 2 20, 20
166 2 20, 10
167 -
168 2 10, 20

- =keine isolierten Polymerpartikel im periimplantéren Gewebe beobachtet

Zur Ermittlung der Polymerpartikel siehe V Methoden, Kapitel 5.2.1.
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Abbildungen

1: Strukturformel von Oligo-(e-hydroxycaproat) (im Text, Kapitel 11, Punkt 1.2.)

2: Strukturformel von Oligobutylacrylat (im Text, Kapitel 11, Punkt 1.2.)

3: Darstellung der komplexen zelluldren und humoralen Reaktionen nach subkutaner Implan-
tation eines Biomaterials (im Text, Kapitel |1, Punkt 3.1.)

4. Darstellung der Reaktionen und Interaktionen von Antigen prasentierenden Zellen,
Makrophagen und T-Zellen auf ein Biomaterial (im Text, Kapitel 11, Punkt 3.2.)

5: Darstellung der Interaktionen zwischen Immunzellen und Fibroblasten im Wundgebiet (im
Text, Kapitel 11, Punkt 3.2.1)

6: Verlauf der Integration des Polymers in das periimplantdre Gewebe bei der NMRI Mausim
Verhéltnis zur Zeit

6.1: Verlauf der Integration des Polymers in das periimplantare Gewebe bei der NMRI nu/nu
Mausim Verhaltnis zur Zeit

7: Ausschnitt einer runden neuen Polymerscheibe (Objektivvergrofzerung 10x)

8: DUnne Gewebeschicht auf einem Polymer nach 1 Woche Implantationszeit (NMRI Maus,
ObjektivvergrofRerung 10x)

8.1: Dunne Gewebeschicht auf einem Polymer nach 1 Woche Implantationszeit (NMRI nu/nu
Maus, Objektivvergrofierung 10x)

9: Cluster von fettzellartigen Zellen auf einem Polymer nach 3 Wochen Implantationszeit
(Objektivvergrofierung 10x)

10: GefaRd auf der Oberflache eines Polymers nach 1 Woche Implantationszeit, (Objektivver-
grofRerung 20x)

11: Balkendiagramm zum Auftreten der Haufigkeit von fettzellartigen Zellen

12: Balkendiagramm zum Auftreten der Haufigkeit von Cluster von fettzellartigen Zellen

13: Balkendiagramm zum Auftreten der Haufigkeit von Gefal3e

14: Periimplantéres Gewebe um ein Polymer nach 5 Wochen Implantationszeit (NMRI Maus,
H.E. Objektivvergrofierung 50x)

15: Periimplantdres Gewebe um ein Polymer nach 5 Wochen Implantationszeit mit anheften-

dem Polymer-brocken (Pfeil) (NMRI nu/nu Maus, H.E., Objektivvergrofierung50x)
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16: Aufgerauhter Rand eines Polymers (Pfeil) nach 9 Wochen Implantationszeit der NMRI
Maus (H.E., mit Polarisation, Objektivvergrofierung 20x). Links periimplantéres Gewebe
(Blockpfeil).

17: H.E.-Darstellung ohne Polarisation zu 17.1. Periimplantéres Gewebe der NMRI Maus
nach 9 Wochen Implantationszeit (Objektivvergrofierung 50x)

17.1: Doppelbrechung im periimplantéren Gewebe der NMRI Maus nach 9 Wochen Implanta-
tionszeit (Objektivvergrofierung 50x)

18: H.E.-Darstellung ohne Polarisation zu 18.1. Periimplantdres Gewebe der NMRI nu/nu
Maus nach 9 Wochen Implantationszeit (ObjektivvergrofRerung 50x)

18.1: Doppelbrechung im periimplantdren Gewebe der NMRInu/nu Maus nach 9 Implantati-
onszeit (ObjektivvergrofZerung 50x)

19: Periimplantéres Gewebe um ein Polymer nach 9 Wochen Implantationszeit (NMRI Maus,
Trichromféarbung nach Masson-Goldner, Objektivvergroferung 50x)

20: Isolierter Polymerpartikel (Pfeil) und MHC Il-positive Zellen im periimplantéren Gewebe
(NMRI nu/nu Maus, akalische Phosphatase, Objektivvergrofierung 20x)

21: Kontrollschnitt zu Abb. 20, periimplantéres Gewebe ohne Primar-Antikorper (NMRI
nu/nu Maus, alkalische Phosphatase, Objektivvergroferung 40x)

22: OCT-Aufnahmen eines neuen Polymers. Darstellung eines tomographischen Schnittbildes
durch ein unbenutztes Polymer. Die zwei inneren weissen Linien (Pfeile) stellen die Oberfla
chen des Polymers dar.

23: OCT-Aufnahme eines Polymers nach 1 Woche (NMRI Maus)

Auf dem oberen Rand des Polymers ist aufliegend periimplantéres Gewebe dargestellt, der
untere Rand des Polymersist frei.

23.1: OCT-Aufnahme eines Polymers nach 1 Woche (NMRI nu/nu Maus)

An beiden Oberflachen des Polymersist diinn aufgel agrertes periimplantéres Gewebe zu se-
hen.

24 OCT-Aufnahme e nes Polymers nach 3 Wochen (NMRI Maus)

An beiden Oberflachen des Polymersist eine diinne Schicht periimplantéres Gewebe zu er-

kennen, das der Polymeroberflache aufliegt
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24.1: OCT-Aufnahme eines Polymers nach 3 Wochen (NMRI nu/nu Maus)

An der unteren Seite des Polymersist eine dicke Schicht periimplantéres Gewebe, teils losge-
|6st von der Polymeroberflache zu sehen.

25: OCT-Aufnahme eines Polymers nach 9 Wochen (NMRI Maus)

Auf beiden Seiten des Polymersist dichtes periimplantéres Gewebe zu erkennen, z.T.von der
Polymeroberflache abgel 6st. Die hellen Kreise in dem der Unterseite des Polymers angel ager-
ten Gewebes sind Blutgefalie.

25.1: OCT-Aufnahme eines Polymers nach 9 Wochen (NMRI nu/nu Maus)

Auf beiden Seiten des Polymersist dichtes periimplantéres Gewebe, fest angelagert an die

Oberfléachen des Polymers, zu erkennen.
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Abb. 11 bis 13: Balkendiagramm zum Auftreten der Haufigkeit von fettzellartigen Zellen,
Clustern von fettzellartigen Zellen und von Gefalen
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Abb. 14

Abb. 15 Abb. 16

Abb. 17 Abb. 17.1
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Abb. 18 Abb. 18.1

Abb. 19

Abb. 20 Abb. 21
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Abb. 22
Abb. 23 Abb. 23.1
Abb. 24 Abb. 24.1

Abb. 25 Abb. 25.1
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