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I Zusammenfassung

I Zusammenfassung

Implantatinfektionen spielen insbesondere bei immunsupprimierten Patienten sowie bei
Reimplantationen eine grofle Rolle, da sie nur schwer in den Griff zu bekommen sind und
meist schwerwiegende Folgen fiir den Patienten haben. Aus diesem Grund steigt die
Wichtigkeit von antimikrobiellen Oberflichenbeschichtungen der Implantate in der
Pravention von Infektionen. Eine mogliche und vielversprechende antimikrobielle Substanz
ist Silber (Ag), welches nicht nur aktuell Anwendung findet, sondern auch eine lange Historie
in der medizinischen Nutzung hat.

Die vorliegende  Arbeit untersucht die Biokompatibilitit einer neuartigen
Implantatbeschichtung mit TiAg auf konventionellem Titan. Dabei wurde diese neuartige
TiAg-Verbundbeschichtung mittels physikalischer Gasphasenabscheidung (PVD = engl.
physical vapor deposition) unter Vakuumbedingungen auf die Ti-Folien aufgebracht, welche
im Modell der Riickenhautkammer auf den quergestreiften Skelettmuskel der Riickenhaut (M.
panniculus carnosus) implantiert wurden. Die Analyse der lokalen kapilliren und der
venuldren Perfusion, der Gefillpermeabilitit und der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion
erfolgte mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie (IVM) direkt und eine Stunde sowie
einen, drei und sieben Tage nach Implantation. Des Weiteren wurden Blutparameter als auch
die Histologie des Skelettmuskels im Bereich der Implantate nach Ende des
Versuchszeitraums untersucht.

Die mit der neuartigen TiAg-Beschichtung ausgestatteten Implantate wurden gut toleriert. Im
Vergleich zur Kontroll- sowie zur reinen Ti-Implantatgruppe zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der funktionellen Kapillardichte und der endothelialen
Farbstoff-Extravasation. Weiterhin konnte mittels IVM weder eine erhohte Anzahl an
rollenden noch an adhédrenten Leukozyten analysiert werden. Anzeichen einer vermehrten
Inflammation wurden bei der Untersuchung der histologischen Priparate ebenso nicht
gesehen.

Die neuartige TiAg-Verbundbeschichtung zeigte eine gute Biokompatibilitdit und keine
Hinweise auf eine erhohte Inflammation im Mausmodell und bietet somit gute
Voraussetzungen fiir eine weitere Testung zur zukiinftigen Verwendung in der

Humanmedizin.



I Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit wurde unter Anleitung von Frau Prof. Dr. med. Brigitte Vollmar am
Rudolf-Zenker-Institut fiir Experimentelle Chirurgie der Universitdtsmedizin Rostock in
Kooperation mit der Chirurgischen Klinik und Poliklinik, Abteilung fiir Unfall-, Hand- und
Wiederherstellungschirurgie der Universititsmedizin Rostock unter Leitung von Herrn Prof.
Dr. med. Thomas Mittlmeier sowie mit der Firma CGS Medical GmbH (Jakob Huber,
Thorsten Zufral3) durchgefiihrt und von Frau Dr. rer. nat. Ann-Kathrin Behrendt betreut. Die
Ergebnisse der Studie wurden bereits erfolgreich im Journal of Material Science: Materials in

Medicine (PMID: 25589204) verdffentlicht:

Behrendt AK, Beythien M, Huber J, Zufrall T, Butschkau A, Mittlmeier T, Vollmar B. New
TiAg composite coating for bone prosthesis engineering shows promising microvascular
compatibility in the murine dorsal skinfold chamber model. ] Mater Sci Mater Med 2015;
26 (1): 5373



II Glossar

11 Glossar

Abb. Abbildung

Ag Silber

BMI Body Mass Index

BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit
bzw. beziehungsweise

C Celsius

CAE Chloracetat-Esterase

CCD charge-coupled device = dt. ladungsgekoppeltes Bauteil
cm Zentimeter

cm’ Quadratzentimeter

CRP C-reaktives Protein

d Tag

dc direct current = dt. Gleichspannung
EDA energiedispersive Rontgenanalyse
FITC Fluoreszeinisothiozyanat

g Gramm

Gew% Gewichtsprozent

Giean mittlerer Grauwert

h Stunde

HE Hématoxylin-Eosin

Hz Hertz

Impl Implantation

IVM intravitale Fluoreszenzmikroskopie
kDa Kilodalton

kg Kilogramm

KG Korpergewicht

kHz Kilohertz

Kon Kontrolle

kW Kilowatt
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M. Musculus

mbar Millibar

mg Milligramm

min Minuten

ml Milliliter

mm?® Quadratmillimeter

mol Mol

MW Mittelwert

n Anzahl

n.Chr. nach Christus

nm Nanometer

nM Nanomolar

nmol Nanomol

NO Stickstoffmonoxid

pL Pikoliter

ppb parts per billion = dt. Teile pro Milliarde
PVD physical vapor deposition = dt. physikalische Gasphasenabscheidung
RKP Riickenhautkammer-Prédparation

ROI region of interest = dt. Beobachtungsfeld
s Sekunden

S Sprengring

SEM Standardfehler des Mittelwerts

Tab. Tabelle

Ti Titan

TiAg Titan-Silber

TiNi Titan-Nickel

u.a. unter anderem

u.U. unter Umstdnden

UBM unbalancierte-Magnetron-Kathodenzerstiubung
v velocity = dt. Geschwindigkeit
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v Volt

v.Chr. vor Christus

VQ Blutvolumenfluss
W Watt

z.B. zum Beispiel

um Mikrometer

uM Mikromolar
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Thema der Dissertation:

Analyse der mikrovaskulidren Antwort der Skelettmuskulatur auf die Implantation von

TiAg-Implantaten im dorsalen Riickenhautkammer-Modell

Implantatmaterialien spielen insbesondere in der Therapie der Orthopddie und der
Unfallchirurgie eine wesentliche Rolle.

Die Verwendung und Bedeutung von Implantaten wie z.B. Hiift- und Kniegelenks-
Totalendoprothesen ist in den letzten Jahren gestiegen und steigt weiterhin.

Bei jeder Operation bestehen Risiken, wobei die Infektion eine der schwersten
Komplikationen darstellt, durch die weitere Behandlungsschritte, wie u.U. eine
Reoperation notwendig werden und weitere schwerwiegende Komplikationen
auftreten konnen.

Silber ist ein vielversprechendes Material fiir den Einsatz bei Implantatmaterialien
aufgrund seiner antimikrobiellen Eigenschaften.

Eine gute Biokompatibilitit und gute vaskuldre Bedingungen sind essentiell fiir eine
optimale Gewebeintegration und somit fiir optimale funktionelle Ergebnisse.
Vaskulidre und inflammatorische Parameter zur Bewertung der Biokompatibilitdt
wurden mithilfe der Riickenhautkammer und der intravitalen Mikroskopie untersucht.
Wihrend eine antimikrobielle Wirkung von Silber auch in Verbindung mit anderen
Materialien schon untersucht und bestatigt wurde, ist die Biokompatibilitit der TiAg-
Legierung noch nicht ausreichend analysiert worden.

Die TiAg-Verbundbeschichtung zeigte sowohl in zentralen als auch peripheren
Bereichen um das Implantat herum intakte vaskuldre Verhéltnisse und keine
Anzeichen einer vermehrten endothelialen Schadigung.

Eine erhohte inflammatorische Reaktion wurde durch die TiAg-Verbundbeschichtung
nicht ausgelost.

Der Vergleich der reinen Ti-Implantate mit den TiAg-Implantaten zeigte eine gleich

gute Biokompatibilitdt und eine dhnlich geringe Inflammation.
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Histologisch konnten eine gute Biokompatibilitdit und eine geringe Inflammation
bestdtigt werden.

Die EDA-Analyse zeigte eine addquate Silberfreisetzung der TiAg-Legierung.

Die TiAg-Verbundbeschichtung bietet durch die Kombination der Festigkeit der
Ti-Komponente mit der antibakteriellen Wirkung von Silber gute Voraussetzungen fiir
weitere Testungen mit dem Ziel der zukiinftigen Anwendung im menschlichen

Organismus.
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1 Einleitung

1.1  Implantate und Fixationsmaterialien in der Chirurgie

1.1.1 Knochenersatzmaterialien und Endoprothesen

Die vorliegende Arbeit untersucht eine neuartige Silberlegierung als Beschichtung von
Implantatmaterialien hinsichtlich ihrer Biokompatibilitdt und ihrer Auswirkungen auf die
lokale korpereigene Immunantwort. Implantatmaterialien jeglicher Art haben einen hohen
Stellenwert insbesondere in der orthopadischen sowie in der Unfallchirurgie. Dabei kommen
u.a. Schrauben, Marknégel oder Plattenmaterial zur Versorgung von Frakturen zum Einsatz
sowie Totalendoprothesen im Rahmen eines Knie- oder Hiiftgelenksersatzes. Der totale
Hiiftgelenksersatz mittels Endoprothese ist ein sehr erfolgreiches operatives Verfahren fiir
Patienten mit einer endgradigen Hiiftgelenkserkrankung und wird seit iiber 40 Jahren mit
guten funktionellen Ergebnissen durchgefiihrt [Jassim et al 2012, Field et al 2005, Berry et al
2002]. Die Bedeutung dieses Verfahrens hat in der Vergangenheit aufgrund verschiedener
Faktoren zugenommen. Ein Grund hierfiir ist die Bevdlkerungsentwicklung der letzten
Jahrzehnte in den Industrienationen. In Deutschland kam es im Zuge des demographischen
Wandels zu einer fortlaufenden Alterung der Gesellschaft mit zunehmendem Anteil der

alteren Bevolkerung und gleichzeitiger Abnahme der Anzahl der jungen Menschen (Abb. 1).

A Altersaufbau B Altersaufbau Altersaufbau
1970 2015 2050

F3A

100 0 0 100 100 0 0 100 100 0 0 100 300 600

Minner (in Tausend) Frauen (in Tausend) Minner (in Tausend) Frauen (in Tausend) Minner (in Tausend) Frauen (in Tausend)

Abb. 1: Demographische Entwicklung Deutschlands in den Jahren 1970 (A) und 2015 (B)
und voraussichtliche Bevolkerungspyramide fiir das Jahr 2050 (C). Zahlen innerhalb der
Grafik entsprechen dem Lebensalter, aufgetragen als Anzahl der Ménner (blau) gegen Frauen
(pink) in Tausend [Statistisches Bundesamt 2015].
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Betrug der Anteil der Einwohner in einem Alter von 80 Jahren oder élter 1970 noch etwa 2%,
stieg der Anteil dieser Altersgruppe bis zum Jahr 2015 auf ca. 7% an. Hochrechnungen fiir
das Jahr 2050 erwarten sogar einen Anstieg auf etwa 13% der Gesamtbevolkerung, einerseits
bedingt durch eine steigende Lebenserwartung und andererseits durch sinkende Geburtenraten
[Statistisches Bundesamt 2015, Peters et al 2010]. Neben diesem demographischen Wandel
zeigt sich ebenso ein Wandel der Erndhrungsgewohnheiten und der sportlichen Betitigung
der Menschen. In Deutschland sind aktuell etwa 44% der Frauen und 60% der ménnlichen
Bevolkerung iibergewichtig oder adipds. Mit zunehmendem Alter nimmt die Haufigkeit
aullerdem weiter zu [Robert Koch Institut 2012]. Studien belegen eine klare Assoziation
zwischen der Hohe des Body Mass Index (BMI) und der spiteren Notwendigkeit der
Implantation eines totalendoprothetischen Hiiftgelenks-Ersatzes. Das relative Risiko fiir
Minner mit einem BMI von 32kg/m* oder mehr im Vergleich zu einem BMI von 20,5 bis
21,9kg/rn2 betrdgt dabei 3,4, bei Frauen steigt das relative Risiko um den Faktor 2,3 [Flugsrud
et al 2006]. Als normal angesehen wird dabei ein BMI von 18,5 bis 24,9kg/m2, eine
Adipositas ersten Grades ist ab einem Wert von 30kg/m” definiert.

Aufgrund dieser Entwicklungen hat die Anzahl der totalendoprothetischen Eingriffe in den
letzten Jahren zugenommen. In Deutschland wurden im Jahr 2005 insgesamt 209.292
endoprothetische Operationen des Hiiftgelenks durchgefiihrt, drei Jahre spéter waren es
226.736. Bis zum Jahr 2011 erhohte sich die Anzahl weiterhin auf 232.320 Félle, was einen
Anstieg von 2005 bis 2011 von etwa 11% bedeutet (Abb. 2) [Wengler et al 2014].

235000 -

‘= 230000
g /

§ 225000
on
% 220000 /
= 215000
=
D
% 210000 /
X 205000
S 200000
195000 . . . : : :
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Jahr

Abb. 2: Endoprothetische Eingriffe des Hiiftgelenks in Deutschland von 2005 bis 2011
[Abbildung modifiziert nach Wengler et al 2014].
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Auch in anderen Industrienationen wie den USA war dieser Trend zu beobachten: Hier
erhohten sich die absoluten Fallzahlen im oben angegebenen Zeitraum sogar um circa 22%.
Hinsichtlich der Altersverteilung der Hiiftprothesen-Implantation zeigt sich, dass etwa 74%
der Eingriffe an Patienten in einem Alter von 65 oder dlter vorgenommen werden (Stand
2011). Dabei stellen 70-79 jéhrige Patienten den groBten Anteil dar [Wengler et al 2014].
Damit zdhlt heutzutage an deutschen Krankenhdusern die Implantation eines kiinstlichen
Hiiftgelenks zu den Routineoperationen und rangiert innerhalb der 20 héufigsten operativen
Eingriffe in der Statistik an sechster Stelle bei vollstationdr aufgenommenen Patienten

[Schnabel & Borelli 2011].

1.1.2 Implantat-Materialanforderungen

In den menschlichen Korper eingebrachtes Fremdmaterial jeglicher Art fiihrt sowohl zu
lokalen als auch zu systemischen reaktiven Prozessen. Dies geschieht unabhingig davon, ob
es inerte oder nicht inerte Eigenschaften besitzt [Saenz de Viteri & Fuentes 2013]. Ein
Implantat sollte daher Charakteristika aufweisen, welche das Ausmal} dieser Prozesse
begrenzen und eine moglichst lange Verweildauer im menschlichen Organismus
gewihrleisten. Hierzu gehort neben einer hohen Widerstandsfahigkeit gegeniiber Korrosion
und Abrieb eine starke Belastbarkeit, um Kriften, die auf das Implantat ausgelibt werden,
entgegenwirken zu konnen. Eine grofle Rolle spielt die chemische Zusammensetzung des
Biomaterials, um eine gute Biokompatibilitit zu gewihrleisten und damit unerwiinschte
Gewebereaktionen zu vermindern [Long & Rack 1998]. Die Biokompatibilitit beschreibt
hierbei die Wirkung des implantierten Materials auf den menschlichen Koérper und
umgekehrt. Als gut biokompatibel gilt ein Material, welches nicht toxisch wirkt und weder
eine inflammatorische noch eine allergische Reaktion auslost [Sdenz de Viteri & Fuentes
2013]. Sind diese optimalen Voraussetzungen jedoch nicht gegeben, kann es bei Kontakt mit
Korperfliissigkeiten und Korpergeweben zu einer Adhédsion von Thrombozyten auf der
Implantatoberfliche mit Ausbildung von Thromben kommen [Gorbet & Sefton 2004]. Ein
weiteres Problem ist die Besiedlung des Biomaterials mit Fibroblasten, welche zusammen mit
anderen inflammatorischen Zellen eine Implantatlockerung verursachen kdnnen [Santavirta et

al 1992]. Wie stark ein Implantat in einem Knochen verankert wird, ist auBerdem von seiner

10
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Féhigkeit zur Osseointegration abhingig. Das Ausmal} dieser Osseointegration ist dabei
abhingig vom FEinfluss eines Biomaterials auf die quergestreifte Muskulatur. Wird die
Mikrozirkulation des Skelettmuskels verschlechtert, hat dies einen sehr ausgepriagten Effekt
auf den angrenzenden Knochen und seinen Stoffwechsel: Es konnen Osteonekrosen
begilinstigt und eine ossére Integration verschlechtert oder sogar verhindert werden [Kraft et al

2003].

1.2 Titan als Prothesenmaterial

Titan ist ein chemisches Element mit dem Symbol Ti und der Ordnungszahl 22. Im
Periodensystem steht es in der vierten Nebengruppe und gehdrt zu den Ubergangsmetallen.
Zu seinen Merkmalen zdhlen neben einer geringen Dichte eine hohe Festigkeit bei geringem
Gewicht sowie gute plastische und mechanische Charakteristika. Auferdem ist es gut
biokompatibel und besitzt eine hohe Korrosionswiderstandsfdhigkeit [Sdenz de Viteri &
Fuentes 2013]. Aufgrund dieser Eigenschaften findet Titan u.a. in der Luftfahrt-, Automobil-
und Schifffahrtsindustrie breite Anwendung und spielt dariiber hinaus eine grof3e Rolle in der
Medizin. Hier kommt es wu.a. als Bestandteil von Zahnersatzprothesen, als
Knochenersatzmaterial, in Form von ausdehnbaren Kéfigen zur intrakorporalen Versorgung
von Wirbelkorperfrakturen sowie als Platten- und Schraubenmaterial in der operativen
Therapie von z.B. Blow-Out-Frakturen zum Einsatz und ist auflerdem ein wesentlicher
Bestandteil in kiinstlichen Gelenksersatzmaterialien [Saenz de Viteri & Fuentes 2013, Eschler

et al 2014, Lee KM et al 2014].

1.3 Implantatinfektionen

1.3.1 Epidemiologie und klinische Problematik

Bei der Prothesenimplantation besteht - wie auch bei jeder anderen Operation - die Gefahr
verschiedener Komplikationen, wobei in ca. 11% die Notwendigkeit eines erneuten Eingriffes
mit Prothesenwechsel besteht [Militz & Biihren 2010]. Die haufigste Ursache hierfiir stellt die
aseptische Lockerung dar, gefolgt von einer Instabilitdit des Implantates und der
Protheseninfektion [Ulrich et al 2008]. Die periprothetische Infektion stellt dabei eine der

schwersten Komplikationen in der Endoprothetik und bei Implantaten allgemein dar. Die

11
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Infektionsrate bei Gelenksersatzoperationen liegt zwischen 0,5 und 2%, wobei ihre Inzidenz
bei Patienten mit Vorerkrankungen und nach Revisionseingriffen auf bis zu 5% steigt. Bei
Patienten, bei denen eine Reimplantation aufgrund einer Infektion vorgenommen wurde, liegt
die Wahrscheinlichkeit einer erneuten Infektion sogar bei 15-20% [Militz & Biihren 2010,
Tiemann et al 2007, Frommelt 2004, Haaker et al 2004, Gaine et al 2000, Berbari et al 1998].
Ursdchlich fiir die Infektion sind einerseits das FEintragen von Erregern iiber das
Operationsteam wihrend der Operation und andererseits eine hdmatogene oder lymphogene
Streuung. Zu den gesicherten Risikofaktoren gehdren weiterhin der Endoprothesenwechsel
sowie eine vorbestehende maligne Erkrankung. Als wahrscheinliche Risikofaktoren gelten
u.a. Vorerkrankungen wie die rheumatoide Arthritis und der Diabetes mellitus sowie ein
erhohtes Korpergewicht und ein hohes Lebensalter [Militz & Biihren 2010, Friesecke &
Wodtke 2008]. Zu den héufigsten Erregern bei Implantatinfektionen zdhlen
koagulase-negative Staphylokokken (30-40%), gefolgt von Staphylococcus aureus (12-25%)
sowie Streptokokken (10%) und Enterokokken (3-7%). Polymikrobielle Infektionen treten in
etwa zehn Prozent der Fille auf [Zimmerli & Moser 2012, Sendi et al 2011, Del Pozo & Patel
2009, Pandey et al 2000].

Eine periprothetische Infektion ist nicht immer leicht zu diagnostizieren, da es kein
eindeutiges Leitsymptom gibt. Sie kann asymptomatisch verlaufen, nur gelegentlich Schmerz
verursachen oder aber auch zu einer Fistelbildung und zu grof3flaichigen Wunddehiszenzen
fiihren, in seltenen Fillen sogar zu einem hochakuten, septischen und lebensbedrohlichen
Krankheitsbild [Friesecke & Wodtke 2008]. Hinweise in der Anamnese sind
Wundheilungsstérungen und eine verldngerte Antibiotikagabe postoperativ sowie haufige
Revisionseingriffe. Auch Informationen iiber vorausgegangene, von der Endoprothese
unabhingige Operationen, Zahnbehandlungen oder Fieberschiibbe konnen zu der
Diagnosefindung beitragen. Zu den diagnostischen Mitteln zdhlen die Gelenkspunktion zum
Erregernachweis oder als Ausschlussdiagnostikum sowie der Nachweis erhohter CRP- und
Leukozyten-Werte im Blut und eine erhohte BSG. Ein Nativrontgenbild ist diagnostisch und
zur Operationsplanung unerldsslich, zeigt jedoch nur in sehr wenigen Féllen
typische, Infekt-bedingte, heterotope Ossifikationen [Militz & Biihren 2010, Friesecke &
Wodtke 2008].
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Eine Implantatinfektion hat zumeist einen Revisionseingriff mit einem zweizeitigen
Implantat-Wechsel sowie ein radikales Wunddebridement zur Folge. Eine erneute Operation
ist flir die Patienten jedoch im Vergleich zu einer primédren Endoprothesenimplantation mit
hiufiger auftretenden Komplikationen verbunden. Dazu zihlen neben einem erhohten
Blutverlust wéhrend der Operation auch postoperativ vermehrte Komplikationen wie
haufigere Infektionen, ldngere Krankenhausaufenthalte und hohere Kosten sowie eine langere
Bewegungseinschrinkung und insgesamt ein schlechteres Outcome [Pulido et al 2008, Bozic
et al 2005, Gaine et al 2000, Segawa et al 1999]. Dies konnte insbesondere bei é&lteren
Patienten gezeigt werden, bei denen dariiber hinaus eine héhere Mortalitéts-Inzidenz bestand

[McGarry et al 2004].

1.3.2 Biofilm - Entstehung und Aufbau

Die Therapie von Implantatinfektionen stellt sich héufig als sehr problematisch dar. Dies
beruht u.a. auf der FEigenschaft vieler Bakterien einen Biofilm auszubilden,
welcher komplexe Ansammlungen von mikrobiellen Zellen auf Fremdkoérpern und
natiirlichen Oberfldchen darstellt, umgeben von einer extrazelluliren Matrix [Sawhney &
Berry 2009]. Der Biofilm entsteht, wenn sich Proteine an einer Implantatoberfliche anheften
(Abb. 3A) und die Voraussetzung dafiir schaffen, dass sich daraufhin Bakterien auf dem
Implantat ablagern konnen (Abb. 3B). Diese adhdrenten Bakterien proliferieren und
rekrutieren weitere Mikroorganismen aus ihrer Umgebung (Abb. 3C). Essentiell fiir die
Entstehung eines Biofilms ist die Ausbildung einer extrazelluliren Matrix, welche gebildet
wird, wenn die Bakterienkolonie eine bestimmte Grof3e erreicht und durch Verdnderung ihres
Genexpressionsmusters Gene aktiviert und exprimiert, die Informationen iiber die Produktion
dieser extrazelluldren, polymeren Substanz beinhalten (Abb. 3D). Reguliert wird dieser
Vorgang iiber das sogenannte ,,Quorum Sensing“, der Fahigkeit von Bakterien mittels
chemischer Kommunikation die Zelldichte ihrer Population zu messen. Die Matrix besteht
vor allem aus Polysacchariden, Proteinen und DNA und besitzt viele kleine Kanile, iiber die
Bakterien Signalmolekiile und Genmaterial austauschen konnen, wobei durch
Genrekombination Antibiotikaresistenzen entstehen konnen. Durch einen behinderten

Sauerstoff- und Nahrstofftransport innerhalb der Matrix verdndert sich auBerdem der
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Stoffwechsel der Bakterien. Aus der Gesamtheit dieser Vorgidnge resultiert eine wesentlich
geringere Sensibilitdt des Biofilms gegeniiber korpereigenen Abwehrmechanismen oder
antibiotischen Substanzen, die mit dem normalen Stoffwechsel der Bakterien interferieren.
Mit GroBenzunahme des Biofilms ist zudem eine Absiedlung einzelner Bakterien und
Bakterienkolonien moglich (Abb. 3E), welche sich nun im Korper verteilen sowie zu einer
Chronifizierung der Infektion mit immer wiederkehrenden Bakteridmien fiihren konnen

[Knetsch & Koole 2011, Haiby et al 2010, Hall-Stoodley & Stoodley 2009].

A B C D E
= B
m“c‘? . v&
% N el ; w
= freie Bakterien <% adhirente Bakterien
& Proteine % Bakterien in extrazellulirer Substanz

Abb. 3: Phasen der Biofilmbildung: Nachdem sich korpereigene Proteine an der Oberflidche
eines Implantates abgesiedelt haben (A), bieten sie frei schwimmenden Bakterien eine gute
Grundlage um sich dort abzulagern (B). Die Bakterienkolonie wéchst (C) und produziert eine
extrazelluldre, polymere Matrix, welche den Hauptbestandteil des Biofilms ausmacht (D).
Nun konnen sich einzelne Bakterien aus dem Verbund l6sen und sich anderorts erneut
ablagern (E) [Abbildung modifiziert nach Knetsch & Koole 2011].

1.3.3 Korpereigene Imnmunabwehr-Mechanismen
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Bei einer Infektion und ebenso als Reaktion auf einen Fremdkorper reagiert der menschliche
Korper mithilfe eigener physiologischer Abwehrmechanismen, u.a. der Aktivierung von
Leukozyten und dessen Interaktion mit dem GefdBendothel. Leukozyten zirkulieren im
inaktiven Status ununterbrochen im Blutkreislauf (Abb. 4A). Sie werden auf bestimmte Reize
hin, wie z.B. im Rahmen eines Gewebetraumas, einer Entziindung oder einer Infektion,
aktiviert und konnen in das betroffene Interstitium eindringen [Kiefel & Miiller-Eckhardt
2010]. Dieser Vorgang wird als Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bezeichnet und verlauft
in drei Phasen. Dabei erfolgt zundchst eine Aktivierung der angrenzenden Endothelzellen,

vermittelt {iber inflammatorische Zytokine [Frenette 2002]. Die Leukozyten binden nun iiber
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Adhésionsmolekiile, den sogenannten Selektinen, an den Endothelzellen, wobei Leukozyten
vorwiegend L-Selektine, die Endothelzellen P- und E-Selektine auf ihrer Oberflache
exprimieren [Hoffmann et al 1997]. Durch diese temporire Interaktion, mit noch geringer
Affinitdt zueinander, beginnen die Leukozyten am Endothel entlang zu rollen (Abb. 4B).
Durch Uberwindung von Scherkriften und eine permanente Bindung an Integrinen kann ein
sogenanntes ,,Sticking* erfolgen, d.h. ein festes Anhaften der Leukozyten an das
Gefallendothel (Abb. 4C). Dieser Vorgang der Transduktion vom Rollen zur Adhdrenz wird
tiber eine starke Bindung zwischen B,-Integrinen auf Seiten der Leukozyten und den
endothelialen, intrazelluliren Adhédsionsmolekiillen ICAM-1 und -2 aus der Familie der
Immunglobine vermittelt [ Anbarasan et al 2015, Hoffmann et al 1997]. Durch die Fahigkeit
der Endothelzellen, ihre Verbindung zur Basalmembran zu trennen, kdnnen die Leukozyten
nun den Intravasalraum verlassen und mithilfe von Pseudopodien in das Gewebe einwandern
(Abb. 4D). Diese letzte Phase der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion wird als Diapedese
oder Transmigration bezeichnet [Kiefel & Miiller-Eckhardt 2010, Hoffmann et al 1997].

A B C
>

@

(efe]e e e e e]e | (e]e]jeo]e e]e]e]e]/(e]e o]

@ Endothelzelle @ Leukozyt ~++  Adhdsionsmolekiile

Abb. 4: Ablauf der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion: A: Frei flieBende Leukozyten; B:
Rollende Leukozyten; C: Adhédrente Leukozyten; D: Transmigrierende Leukozyten
[Abbildung modifiziert nach Panés et al 1999].

Extravasation und Mikrozirkulation

Transmigrierende Leukozyten bekdmpfen jedoch nicht nur eine Infektion, sondern konnen
ebenso iiber die Freisetzung von proteolytischen Enzymen wie z.B. Elastasen, Kollagenasen
und Gelatinasen die extrazelluldre Matrix angreifen und zur Schidigung der mikrovaskuldren
Struktur und des Gewebes fiihren [Di Paola & Cuzzocrea 2007]. Diese enzymatische
Schadigung sowie die feste Verbindung zwischen Leukozyten und Endothelzellen fiihren zu

einem Verlust der endothelialen Integritit, wodurch Makromolekiile von intravasal nach
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extravasal austreten und den osmotischen Druck verdndern. Aus dieser erhohten
mikrovaskuldren Permeabilitit resultiert nun eine erhohte Fliissigkeits-Extravasation mit der
Ausbildung eines Odems, wodurch die Gewebe-Perfusion und somit ebenso seine
Oxygenierung abnehmen [Hoffmann et al 1997].

Die lokale Mikrozirkulation der arteriellen, vendsen und lymphatischen Kapillaren spielt eine
wesentliche Rolle in der Versorgung und Entsorgung des Zellstoffwechsels und sorgt somit
fiir eine intakte Zellerndhrung. Ist die mikrozirkulatorische Situation durch korpereigene
Abwehrmechanismen jedoch gestort, ergibt sich daraus ein verminderter Stoffwechsel und
eine ungeniigende ATP-Bildung. Durch die dadurch aktivierte anaerobe Glykolyse fillt im
Gewebe vermehrt Milchsdure an, was zu einer lokalen Azidose u.a. mit Reizung der
Nozizeptoren und somit zur Schmerzempfindung fiihrt [Ostermeier & Dickreiter 2014].

Die beschriebenen Mechanismen der korpereigenen Immunantwort dienen somit einerseits
der Abwehr von z.B. Implantat assoziierten Erregern, andererseits konnen sie im
Zusammenhang mit Implantatmaterialien mit schlechter = Biokompatibilitit zu
Wundheilungsstorungen sowie zu einer erhdhten lokalen Infektanfalligkeit fiihren und sich

auBerdem negativ auf die Implantat Integration auswirken.

1.3.4 Therapie und Privention

Da periprothetische Infektionen zu einer Sepsis oder Desintegration des Implantates fithren
konnen, ist eine schnelle und priazise Diagnostik mit anschlieBender effektiver Therapie von
essentieller Bedeutung. Dabei stehen in Abhingigkeit des allgemeinen Gesundheitszustandes
und des Immunstatus des Patienten, der bisherigen Dauer der Symptomatik und des
infizierenden Mikroorganismus sowie abhdngig von mdglicherweise vorherigen
Implantatinfektionen mehrere Therapieoptionen zur Verfligung [Parvizi et al 2012, Song et al
2013]. Hierbei stellt die alleinige intravendse Antibiotikatherapie eine Moglichkeit dar,
insbesondere bei inoperablen Patienten und bei einem sehr hohen OP-Risiko. Die Auswahl
des antibiotischen Therapieregimes ist dabei von vielen Faktoren, wie u.a. der Dauer und der
Pathogenese der Infektion und von den Erregertypen abhingig. Dem gegeniiber stehen
reoperative Mallnahmen, wie einerseits die Spiilung der Wundfldche zusammen mit einem

radikalen Debridement und Belassen der implantierten Prothese intrakorporal sowie
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andererseits ein Prothesenwechsel. Der Prothesenaustausch kann dabei entweder einzeitig
oder zweizeitig mit tempordrer Einlage eines antibiotisch beschichteten Materials
durchgefiihrt werden. Als ultima ratio konnen eine Arthrodese oder sogar eine Amputation
erwogen werden [Parvizi et al 2012, Trampuz & Widmer 2006].

Um einer Infektion jedoch schon initial vorzubeugen, werden heutzutage verschiedene
praventive MaBnahmen in der Praxis durchgefiihrt. Aufgrund der Annahme, dass etwa 60%
der periprothetischen Infektionen intraoperativ infolge mangelnder Hautdesinfektion und
kontaminierter chirurgischer Instrumente erfolgen, spielt ein streng steriles Arbeiten eine
entscheidende Rolle [Dancer et al 2012, Song et al 2013]. Einen ebenso effektiven Baustein
der Pravention stellt die antimikrobielle Prophylaxe dar, welche schon intraoperativ begonnen
werden sollte. Als Mittel der Wahl gelten dabei Cephalosporine der 1. oder 2. Generation
[Song et al 2013, Marculescu & Osmon 2005, Rodriguez-Merchan 2012]. Antibiotisch
wirksamer Zement sowie speziell beschichtetes Implantatmaterial konnen ebenfalls zu einer
Reduktion der Implantat-Infektionsrate fiihren [Song et al 2013, Schmidmaier et al 2006,
Langlais et al 2006]. Sogenannte ,,active release strategies®, also die Freisetzung antibakteriell
wirksamer Substanzen von der Implantatoberfliche spielen dabei eine wesentliche Rolle, da
sie die Inzidenz von Implantatinfektionen senken konnen, indem sie die mikrobielle
Besiedlung von Fremdmaterialien schon initial verhindern. Ist es ndmlich schon zu der
Ausbildung eines bakteriellen Biofilms gekommen, ist eine konservative Therapie mittels
intravendser Antibiose meist nicht mehr vielversprechend [Hetrick & Schoenfisch 2006]. Als
Beschichtung kommen dabei einerseits indirekt antimikrobiell wirksame Substanzen wie
Antikdrper zum Einsatz, welche iiber den Vorgang der Opsonierung Bakterien fiir das
korpereigene Immunsystem markieren und so zu deren Phagozytose fiihren. Auf der anderen
Seite  werden direkt antimikrobiell wirksame Substanzen verwendet, zu denen
Stickstoffmonoxid (NO) gehort, welches als starkes Oxidationsmittel bakterielle DNA
irreversibel schiadigen kann. Ebenfalls direkt wirksam sind Antibiotika wie z.B. Gentamicin,
Vancomycin oder Cephalothin, welche den Vorteil besitzen, nur lokal in hohen Dosen
freigesetzt zu werden, ohne dabei ihr systemisches Toxizitétslevel zu iibersteigen. Thr Nachteil
liegt jedoch in ihren oft sehr spezifisch wirksamen Eigenschaften mit limitierter Wirksamkeit

gegeniiber  bestimmten  bakteriellen  Stimmen [Harrasser &  Harnoss 2012,
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Hetrick & Schoenfisch 2006]. Daher kommen auch antimikrobiell wirkende Metalle wie z.B.
Kupfer, Zink oder Gold sowie aulerdem Silber als bakterizide Oberfliche von Prothesen und

Implantatmaterialien allgemein zur Anwendung [Harrasser & Harnoss 2012, Arciola et al

2011, Hetrick & Schoenfisch 2006].

14 Silber als antimikrobielles Agens

1.4.1 Silber als chemisches Element

Silber ist ein Edelmetall mit dem chemischen Symbol Ag, abgeleitet aus dem lateinischen
Wort argentum fiir ,,Silber*. Es besitzt die Ordnungszahl 47 und steht im Periodensystem in
der 5. Periode und der 1. Nebengruppe und gehdrt somit zu den Ubergangsmetallen.

Silber besitzt unter den Metallen die grof3te elektrische und auch thermische Leitfahigkeit und
ist auBerdem weich und so gut verformbar, dass es sich zu feinsten Folien mit einer Dicke von
nur wenigen Millimetern aushdmmern lisst. Es gibt vier Oxidationszustinde, Ag’, Ag”, Ag™
sowie Ag", wobei die beiden letzteren im Vergleich zu Ag” und Ag" weniger 15slich und

weniger antimikrobiell wirksam sind [Edwards-Jones 2009].

1.4.2 Geschichte der medizinischen Anwendung von Silber

Silber war schon in der Antike nicht nur als edles Metall sehr beliebt, sondern fand ebenso in
der Medizin, u.a. in der Behandlung von Infektionen, insbesondere chirurgischer Infektionen,
Anwendung. Obwohl seine Bedeutung mit der Einfiihrung der Antibiotika abgenommen hat,
spielt es dennoch bis heute eine groB3e Rolle [Alexander 2009, Edwards-Jones 2009].

Schon in den alten Kulturen der Agypter, Griechen und Rémer in den Jahrhunderten vor
Christus wurden Silbergefiale genutzt, um Lebensmittel und Wasser zu konservieren. Die
Makedonier verwendeten Silber dariiberhinaus zur Verbesserung der Wundheilung und
Hippokrates (460v.Chr. - 370v.Chr.) auflerdem zur Behandlung von Ulzera. Die ersten
sicheren Erwdhnungen der medizinischen Anwendung von Silber-Nitrat stammen aus den
Jahren 702 - 705n.Chr. von Gabor sowie 980n.Chr. von dem persischen Arzt Avicenna,
welche es u.a. in der Vorbeugung von Palpitationen und zur Behandlung von Mundgeruch
einsetzten [Alexander 2009]. Anfang des 17ten Jahrhunderts therapierte Angelo Sola die

Epilepsie und Cholera mithilfe der systemischen Anwendung von Silber-Nitrat

18



1 Einleitung

[Edwards-Jones 2009].

Im Laufe der Zeit erweiterten sich die medizinischen Anwendungsgebiete des Edelmetalls
immer weiter. Im Jahre 1852 beispielsweise behandelte der Amerikaner Dr. J. Marion Sims
vesiko-vaginale Fisteln, indem er diese mit feinen Silber-Drihten als Nahtmaterial verschloss.
Zur Harnableitung wihrend des Heilungsprozesses benutzte er Harnblasen-Katheter, welche
ebenfalls aus Silber gefertigt waren. Eine der wohl bekanntesten Anwendungen von Silber
stammt von dem deutschen Gyndkologen Dr. Carl Siegmund Franz Crede aus den 1880er
Jahren, welcher Silber-Nitrat erfolgreich als Augentropfen zur Pravention der Ophthalmia
neonatorum einsetzte, was bis zur Einfithrung der Antibiotika das praventive Mittel der Wahl
darstellte [Alexander 2009, Schneider 1984, Klasen 2000]. Auch andere ophthalmologische
Erkrankungen wie Kornealulzera, Dakryozystitiden oder Blepharitiden wurden mithilfe von

Silber therapiert [Roe 1915].

1.4.3 Silber-Anwendungsformen

Es gibt verschiedene Verwendungsformen von Silber, welche unterschiedlich gut
antibakteriell wirksam sind. Metallisches Silber ist inert und ionisiert erst in Verbindung mit
Fliissigkeiten von Wunden oder der Feuchtigkeit der Haut, wodurch es iiber Bindung von
Gewebeproteinen und Interaktion mit Zellbestandteilen von Bakterien wirkt. Silber-Salze
hingegen sind Verbindungen von positiv-geladenen Ag'-lonen mit negativ-geladenen Ionen,
wodurch eine stabilere Applikationsform entsteht. Die meist gebrauchte Silber-Salz-Losung
ist dabei eine 0,5%ige Ag-Nitrat-Losung, welche vor allem topisch zur Therapie von
Verbrennungen eingesetzt wird. Dariiber hinaus gibt es Verbindungen von Silber mit anderen,
selbst antibiotisch wirkenden Substanzen wie dem Sulfadiazin, einem Antibiotikum aus der
Gruppe der Sulfonamide. Diese Silber-Verbindung besitzt ein breites antibiotisches Spektrum
und bietet ein Ag-Reservoir aus dem kontinuierlich Ag'-Ionen freigesetzt werden [Rai et al
2009, Atiyeh et al 2007]. Eine weitere Form von Silber ist das Nanosilber. Dies sind
Nanopartikel mit einer Grof3e von unter 100nm, welche aus 20-15.000 Silberatomen bestehen

[You et al 2012].

19



1 Einleitung

1.4.4 Wirkmechanismus von Ag'-Ionen

Die bakterizide Wirkung von Silber wird vorrangig iiber hoch reaktive Silber-Ionen (Ag")
vermittelt, die zelluldre Prozesse innerhalb der Bakterien storen bzw. unterbrechen [Morones-
Ramirez et al 2013, Atiyeh et al 2007]. Entscheidend ist der Anteil der freigesetzten
Ag'-Tonen, welcher abhingig von der Oberfliche des Silbers und direkt proportional zur

antibakteriellen Wirkung ist [Danscher & Locht 2010, Schierholz et al 1998].
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Ag"-Ton-Freisetzung Ag'-Ton-Bindung
<= Bakterium TiAg-Verbundbeschichtung
=t lysiertes Bakterium - Ag'-Ionen

Abb. 5: Antibakterieller Wirkmechanismus von Silber [Abbildung modifiziert nach Knetsch
& Koole 2011].

Von einer Silberoberfliche freigesetzte Ag'-Ionen binden u.a. an der bakteriellen DNA und
RNA, wodurch Translations- und Transkriptionsprozesse von Enzymen gestort werden.
Auflerdem binden sie an Sulfhydryl- und Phosphoryl-Gruppen von Membranproteinen der
Bakterien, wobei sie diese inaktivieren und zu einer Aggregation der Proteine fiihren (Abb. 5
A&B). Die Kumulation der Ionen an negativ geladenen Proteinen der Zellmembran fiihrt zu
einer erhohten Permeabilitit der Zellmembran bis hin zur Perforation dieser und zu einem
Austritt von Zellkomponenten. Infolge dieser Vorginge sowie durch vermehrt anfallende
reaktive Sauerstoffspezies werden der Zellstoffwechsel und die Zellfunktion gestort, was
schlussendlich zum Zelltod der Bakterien fiihrt. Der genaue Wirkmechanismus ist jedoch
bisher noch nicht vollstindig gekldrt und bedarf weiterer Untersuchungen [Lee et al 2014,

Morones-Ramirez et al 2013, Gordon et al 2010, Knetsch & Koole 2011, Li et al 2010,
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Atiyeh et al 2007, Lansdown 2006]. Der optimale antibiotische Effekt liegt dabei bei einer
Ag'-Ionen Konzentration zwischen 10nM und 10uM [Knetsch & Koole 2011, Kim et al

2007].
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Die vorliegende Studie untersucht die Gewebekompatibilitit einer neuartigen TiAg-
Verbundbeschichtung. Dabei wurden im Riickenhautkammer-Modell spezielle Folien auf den
Skelettmuskel der Maus implantiert. Um mdgliche Auswirkungen und insbesondere auch
Unterschiede der TiAg-Verbundbeschichtung zu reinem Titan festzustellen, wurden sowohl
reine Ti- als auch TiAg-Implantate mittels IVM hinsichtlich folgender Fragestellungen

untersucht:

1. Welchen Einfluss hat die TiAg-Beschichtung auf die Mikrozirkulation der
Skelettmuskulatur?

a) Wie werden mikrozirkulatorische Parameter beeinflusst?

b) Verursacht die TiAg-Beschichtung Endothelschiaden?

2. Bewirkt die TiAg-Beschichtung eine mogliche inflammatorische Reaktion?

a) Welches AusmaR hat die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion?
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3.1 Versuchstiere

In der vorliegenden Studie wurden sowohl gesunde méannliche
als auch weibliche C57BL/6J sowie
C57BL/6J Tyr-Méuse im Alter von zwei bis fiinf Monaten und

einem Korpergewicht von 25-35g verwendet. Die Tiere

wurden einzeln, mit freiem Zugang zu Wasser und Futter im  Apb. 6: C57BL/6J Tyr Maus

Rudolf-Zenker-Institut fiir Experimentelle Chirurgie der Universitdtsmedizin Rostock
gehalten. Dabei herrschte in einem klimatisierten Raum ein zwdlf Stunden
Tag/Nachtrhythmus. Die Versuche waren gemif des Tierschutzgesetzes §8 genehmigt und

standen unter Aufsicht des zustidndigen Tierschutzbeauftragten.

3.2  Implantatmaterial

3.2.1 CGS Medical GmbH

In dieser Studie wurde eine neuartige TiAg-Verbundbeschichtung getestet, deren
Wirkmechanismus auf der ,,active release strategy* (s. Einleitung) beruht und bei Implantaten
jeglicher Art zum Einsatz kommen soll. Die bei den Versuchen verwendeten Test-Folien
(Implantate) wurden durch die Firma CGS Medical GmbH (Karlstadt, Deutschland,
www.cgsmedical.de, T. Zufra3, J. Huber) hergestellt, mit der die vorliegende Studie in

Kooperation durchgefiihrt wurde.

3.2.2 Herstellung der Implantate

Im Modell der Riickenhautkammer wurden zwei verschiedene Implantate verglichen: Zum
einen ein reines kommerzielles Ti-Implantat und zum anderen ein identisches Ti-Implantat
mit einer zusétzlichen TiAg-Verbundbeschichtung, welche mittels physikalischer
Gasphasenabscheidung (PVD = engl. physical vapor deposition) aufgebracht wurde (Abb. 7).
Bei diesem Verfahren wurden zunichst kreisformige Proben (3 mm Durchmesser x 0,Imm
Dicke) aus einer kommerziellen Titan-Folie (99,995% Ti) gestanzt. Die Pldttchen wurden nun
mithilfe einer Ultraschall-Reinigungs-Anlage mit einer alkalischen Reinigungslosung

gereinigt, mit reinem deionisierten Wasser gespiilt und durch einen Vakuum-Trockner
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getrocknet. Im direkten Anschluss wurden die Proben mittels einem PVD-System Typ Z700
(SVS, Deutschland; Abb. 7 A) mithilfe zweier UBM-Quellen (UBM = unbalancierte-
Magnetron-Kathodenzerstdubung) beschichtet, einer Ti- und einer Ag-Quelle (Abb. 7 B). Die

Proben rotierten dabei zwischen diesen beiden Quellen mit einer Frequenz von 0,33Hz.

A B  Ti-Quelle Ag-Quelle

Kathode 3

und 4 (

rotierender C
Substrat-Halter
E

rotierende
Plattform

Abb. 7: Herstellung der Implantate mittels physikalischer Gasphasenabscheidung (A & B)
und GroBenverhéltnis eines fertigen Implantates im Vergleich zu einer ein Euro Cent Miinze
(C) [CGS Medical GmbH, Thorsten Zufraf3].

Die Vorsduberung wurde mittels eines dc-gepulsten (1000V/60kHz) Argon Plasma
(1 E-2mbar) durchgefiihrt. Nach dem Reinigungsschritt folgte der Beschichtungsvorgang mit
Argon als Zerstdubungsgas bei einem Druck von 4,2 E-3mbar mit einer Leistung an der
Ti-Quelle von 4kW, welche im Verlauf auf 2kW gesenkt wurde sowie einer ansteigenden
Leistung an der TiAg-Quelle von 0kW auf 4kW. Die finale TiAg-Verbundbeschichtung besal3
einen Ag-Gehalt von etwa 70Gew%. Dieser Wert wurde an der Oberfliche der Implantate
mittels energiedispersiver Rontgenanalyse (EDA) analysiert. Jedes Implantat wurde

schlussendlich einzeln steril verpackt.
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3.3  Experimentelles Protokoll

Die Versuchstiere wurden in dieser Studie randomisiert in drei Gruppen aufgeteilt: In der
Kontrollgruppe (Kon, n=7) erhielten die Mause kein Implantat, in der Titangruppe (Ti, n= 6)
hingegen ein reines Ti-Implantat. Versuchstieren der Titan-Silber-Gruppe (TiAg, n=7)

wurden Ti-Implantate mit der zu untersuchenden TiAg-Verbundbeschichtung implantiert.

RKP Impl — IVM —

>

Abb. 8: Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs. Zundchst wurde die
Riickenhautkammer prépariert (RKP). Dies erfolgte drei Tage (d-3) vor der Implantation
(Impl) der Ti- und TiAg-Implantate am Tag Null (d0). Die IVM-Aufnahmen (IVM) erfolgten
im direkten Anschluss an die Implantation (d0) und eine Stunde danach (1h) sowie an den
Tagen eins (d1), drei (d3) und sieben (d7) nach Implantation.

T
d-3 do lh dl d3 d7

Der Versuch erstreckte sich {iber einen Zeitraum von insgesamt elf Tagen und begann mit der
Riickenhautkammer-Praparation (RKP) am Tag d-3 (Abb. 8), wobei an diesen Tagen
randomisiert Méuse aller drei Versuchsgruppen prépariert wurden. Nach einer dreitigigen
Erholungspause erfolgte an dO die Implantation (Impl) der Implantate, woraufhin sich im
direkten Anschluss die erste und nach einer Stunde (1h) die zweite intravitalmikroskopische
Aufnahme (IVM) mehrerer Beobachtungsareale der Riickenhautkammer sowie eine
makroskopische Ubersichtsaufnahme des Beobachtungsfensters der Riickenhautkammer
anschloss. Beide Untersuchungen wurden an den Tagen eins (d1), drei (d3) und sieben (d7)
nach Implantation wiederholt. Am Ende des Versuchszeitraums wurde den Tieren unter
Narkose Blut entnommen, daraufhin erfolgte die Tétung mithilfe einer Uberdosis der
Narkotika Ketamin und Xylazin. Die Implantate wurden entnommen, in Isopropanol gelagert
und hinsichtlich der Intaktheit ihrer Oberfliche mithilfe eines EDA Detektors (EDAX mit
Iridium Ultra Software) durch die Firma CGS Medical GmbH analysiert. Im letzten

Arbeitsschritt erfolgte eine histologische Asservierung des Riickenhautkammer-Gewebes.
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3.4  Modell der Riickenhautkammer

3.4.1 Das Riickenhautkammer-Modell

In dieser Studie wurde das Modell der Riickenhautkammer verwendet, welches ein
Standardverfahren fiir in vivo Studien zur Analyse mikrozirkulatorischer sowie
inflammatorischer Parameter darstellt. Erste Erfahrungen und Versuche mit einem derartigen
Verfahren konnte Sandison 1924 sammeln, indem er eine transparente Beobachtungskammer
in Ohren von Ratten implantierte [Sandison 1924, Sandison 1928]. Algire wiederum wandte
eine weiterentwickelte Methode 1943 das erste Mal erfolgreich an der Riickenhaut von
Maiusen an [Algire 1943]. Bis heute hat sich diese mikrochirurgische Priparationstechnik
weiter verbessert und kommt mittlerweile bei Ratten [Papenfuss et al 1979],
immunkompetenten Méusen [Cardon et al 1970], Nacktmiusen [Lehr et al 1993] sowie
Hamstern [Endrich et al 1980] zum Einsatz. Mithilfe der Riickenhautkammer ist es iiber
intravitalmikroskopische Aufnahmen moglich, mikrozirkulatorische und inflammatorische
Verdnderungen iiber einen kontinuierlichen Zeitraum von einigen Wochen an lebenden,

wachen Tieren zu beobachten [Menger et al 2002].

Kammer-Gestell
Cutis

M. panniculus carnosus
Retraktormuskel N
Retraktormuskel
M. panniculus carnosus

Deckglas

Cutis

Kammer-Gestell

Abb. 9: Schema der verschiedenen Schichten der Riickenhautkammer. Dargestellt sind das
Kammer-Gestell, Cutis und Subcutis, Musculus panniculus carnosus sowie der
Retraktormuskel. Das Deckglas wurde mithilfe eines Sprengringes (S) fixiert [Abbildung
modifiziert nach Laschke et al 2011].

Die Riickenhautkammer ist wihrend des gesamten Versuchszeitraumes iiber ein abnehmbares
Deckglas zuginglich, wodurch Implantate oder Transplantate zu jeder Zeit platziert oder

entfernt werden konnen. Aufgebaut ist die Riickenhautkammer aus Cutis, Subcutis mit
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Musculus panniculus carnosus sowie Retraktormuskel (Abb. 9) zweier aufeinander platzierter
Hautfalten. Ein Teil einer Hautfalte wird in einer Grof3e, die dem spiteren Beobachtungsfeld
entspricht, mit all seinen drei Schichten inklusive Retraktormuskel der gegeniiberliegenden
Hautfalte entfernt. Die Intravitalmikroskopie beinhaltet somit Aufnahmen von Gefdlen des

quergestreiften Musculus panniculus carnosus.

3.4.2 Anisthesie

Zur Anisthesie der Versuchstiere wurden Ketamin (90mg/kg KG) und Xylazin (25mg/kg
KG) verwendet. Die Narkoselosung bestand aus einer 10%igen Stammldsung Ketamin
(100mg/ml, Bela-pharm®) und einer 2%igen Stammldsung Xylazin (20mg/ml, Rompun®,
Bayer), welche in einer 1ml Spritze im Mischverhéltnis 3:1 (0,6ml Ketamin, 0,2ml Xylazin)
hergestellt wurde. Sie diente sowohl zur Initialnarkose als auch zur Aufrechterhaltung der
Anisthesie. Nach Ermittlung des Korpergewichts der Versuchstiere erfolgte die Anisthesie
mittels einer intraperitonealen Injektion der Narkoseldosung in einer dem Korpergewicht
angepassten Dosierung (0,1ml/10kg KG). AnschlieBend wurden die Tiere mit einem
elektrischen Rasierer und zusitzlich mit einem Enthaarungsmittel an der Stelle der

Priparation enthaart.
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3.4.3 Priparation der Riickenhautkammer

Die Riickenhautkammer besteht aus einer Vorder- und Hinterseite, welche beide aus Titan
gefertigt und ca. 4g schwer sind (Abb. 10B). Die Hinterseite der Riickenhautkammer verfiigt
iiber drei Gewinde, iiber die beide Kammerteile mithilfe von drei Muttern fixiert werden. Zur
Préparation der Hautschichten wurde mikrochirurgisches Operationsbesteck verwendet (Abb.

10A).

7.0 2

(2Ph.

Abb. 10: Instrumente sowie Bestandteile und Utensilien zur Prédparation der dorsalen
Riickenhautkammer:

A: Nadelhalter (1) und anatomische Klemme (2) zur Fixation der Schrauben der Hinterseite
des Riickenhautkammer-Gestells, Schere (3) und Pinzette (4) zur Préparation des
Hautdeckels, Mikropinzette (5) und Mikrofederschere (6) zur Prédparation der
Riickenhautkammer, Zange (7) zur Platzierung des Sprengringes sowie Schraubenzieher (8)
zum Anziehen der Schrauben.

B: Die Riickenhautkammer besteht aus einer Vorder- (1) und einer Riickseite (2), welche
miteinander iiber insgesamt drei Schrauben (3) verbunden werden. Lediglich die Riickseite
des Riickenhautkammer-Gestells wird mithilfe einer chirurgischen Nadel (6) und einem 3-0
Prolenefaden (4) an der Riickenhaut der Maus angendht. Nach dem Verschluss der
préiparierten Fliche mit einem Deckglas (7) wird dieses iiber einen Sprengring (5) fixiert.

Nach der Vorbereitung des Operationsplatzes und des Versuchstieres wurde die Maus zur
Erhaltung einer konstanten Korpertemperatur auf einer auf 37°C vorgeheizten Warmeplatte
platziert (Abb. 11A). Zum Schutz vor Austrocknung der Augen wurde Augensalbe
aufgetragen (Bepanthen®, Bayer) und es folgte eine Desinfektion der enthaarten Haut
(Octeniderm®, Schiilke&Mayr). Danach wurde die Riickenhaut mittels zweier Haltefaden
(Dermatfil 4/0, Smi Ag) an einem Haltegestell so aufgespannt, dass die grofen dermalen

Gefidlle beider Hautfalten nahezu parallel {ibereinander lagen. Dadurch wurde gewdhrleistet,
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dass die Riickenhautkammer mittig platziert wurde, um im weiteren Verlauf des Versuches
nicht nach lateral zu verrutschen. Uberpriift wurde die Lage durch ein von hinten auf die
Riickenhaut einfallendes Licht einer Schwanenhalslampe (KL 200, Leica), wodurch die

Gefille sichtbar wurden (Abb. 11B).

Abb. 11: Arbeitsschritte der Priparation der dorsalen Riickenhautkammer: Zunéchst wurde
die Maus an den Stellen der Prédparation und der Anlageflichen der Riickenhautkammer
enthaart (A). Die Riickenhaut wurde nun mithilfe von zwei Haltefiden nach dorsal
aufgespannt (B). Nach Anlage der Riickenhautkammer-Hinterseite erfolgte eine Fixation der
durch die Haut préparierten Schrauben iiber jeweils eine anatomische Klemme (C). Im
niachsten Schritt wurde das zu entfernende Hautareal markiert (D), dessen Priparation
kreisrund erfolgte (E). Im finalen Priparationsschritt wurde das Bindegewebe bis zum M.
panniculus carnosus entfernt (F).
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Die Hinterseite der Riickenhautkammer wurde nun ebenfalls unter Gegenlichtkontrolle leicht
kranial des Beckenkammes platziert, um wéhrend des Versuchszeitraumes Abschiirfungen der
Haut zu verhindern. Die Kammer-Riickseite wurde an ihrem Oberrand mit einem 3-0
Prolenefaden mittels vierer Einzelknopfndhte so an der Haut fixiert, dass die oberste Schraube
oberhalb der Riickenhaut der Maus verlief. Nachdem mit einer Préparierschere zwei
Inzisionen in einem Sicherheitsabstand zu den Hauptstimmen der Gefdlle geschaffen wurden,
um diese nicht zu verletzen, konnten die beiden unteren Schrauben mit jeweils einer
anatomischen Klemme fixiert werden (Abb. 11C). Der sich unter Gegenlicht nun
abzeichnende Kreis entsprach dem zukiinftigen Beobachtungsfenster und wurde mit einem
Stift durch Punkte markiert (Abb. 11D). Nun konnten die Haltefiden geldst werden und das
Versuchstier wurde auf die Seite umpositioniert, sodass die zu préparierende Riickenhaut
nach oben zeigte. Unter einem Stereomikroskop (M 651 MSD, Leica) erfolgte die Entfernung
der Cutis, Subcutis sowie des oberen Musculus panniculus carnosus und beider
Retraktormuskeln (Abb. 11E). Der untere Musculus panniculus carnosus wurde zur besseren
Sicht bei den im Versuch folgenden intravitalmikroskopischen Aufnahmen vom iibrig
gebliebenen Bindegewebe befreit. Beide Arbeitsschritte erfolgten mithilfe von sterilem
Mikrooperationsbesteck. Das final priparierte Beobachtungsfeld wurde mit einem
Durchmesser von ca. 15mm bewusst etwas grofler gewihlt als das spiter tatsdchliche
Beobachtungsfeld von etwa 11mm Durchmesser (Abb. 11F). Dadurch wurden einerseits
Kompressionen der Riickenhautkammer auf das darunter liegende Gewebe und somit einer
schlechteren Durchblutung vorgebeugt und andererseits limitierte dies das Einwachsen von
Granulationsgewebe in das Beobachtungsfenster, wodurch sonst im Verlauf die Sicht unter
dem Intravitalmikroskop hétte behindert werden konnen. Wahrend der gesamten Priparation
wurde die Riickenhautkammer regelmifBig mit einer 0,9%igen NaCl-Losung benetzt, um ein
Austrocknen zu verhindern. Mikroblutungen wurden mittels feuchter Wattestdbchen und
Kompressen gestillt. Im néchsten Schritt wurde die Vorderseite der Riickenhautkammer mit
insgesamt drei Schrauben mit der Hinterseite fest verbunden. Es war sehr wichtig beim
Anziehen der Schrauben mit dem Schraubenzieher darauf zu achten, dass diese nicht zu fest
angezogen wurden, da ansonsten die Blutzufuhr in der Riickenhautkammer unterbrochen

worden und das dortige Gewebe nekrotisiert wére. Das Beobachtungsfenster wurde

30



3 Material und Methodik

schlieBlich nach erneuter Befeuchtung mit einem Deckglas lufteinschlussfrei verschlossen
und mittels Sprengring fixiert. Sowohl Deckglas als auch Sprengring konnten wihrend des
gesamten Versuchszeitraums jederzeit abgenommen und gewechselt werden, wodurch ein
Zugang zur Riickenhautkammer immer gewihrleistet war. Die Dauer der Préparation betrug
insgesamt in etwa 50 Minuten, danach erwachten die Tiere aus ihrer Narkose. Den Méusen
wurde nach der Riickenhautkammer-Préparation eine Erholungsphase von drei Tagen
gegodnnt, in der sie - wie auch iiber den gesamten Versuchszeitraum - ein normales Fress- und
Orientierungsverhalten zeigten, was auf eine gute Vertriglichkeit der Riickenhautkammer

riickschlieB3en 1asst.

3.4.4 Implantation der Ti- & TiAg-Implantate

Die Implantation der einzeln steril verpackten Implantate erfolgte am Tag null, wobei diese
mit einer Dicke von 0,Imm so gewihlt waren, dass sie zu keiner mechanischen Behinderung
der Mikrozirkulation fiihrten. Nach Entfernung des Deckglases erfolgte die Platzierung des
Implantates mittig in der Riickenhautkammer (Abb. 12) und es folgte der Verschluss mithilfe
eines frischen Deckglases und Sprengring. Im direkten Anschluss wurde mit den IVM-
Aufnahmen begonnen. Von weiteren Eingriffen wund Manipulationen an der

Riickenhautkammer wurde im gesamten restlichen Versuchszeitraum abgesehen.

Abb. 12: Final priparierte Riickenhautkammer vor (A) und nach (B) Platzierung eines
Implantates.
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Die Implantation der Pléttchen erfolgte dabei verblindet, es war iiber den gesamten
Versuchszeitraum also nicht moglich zwischen Ti- und TiAg-Gruppe zu unterscheiden. Erst
nach Analyse der Werte fand eine Entblindung und somit eine konkrete Zuordnung der

einzelnen Versuchstiere zu der jeweiligen Gruppe statt.

3.5 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

3.5.1 Aufbau des IVM Systems

Zur Analyse der Mikrozirkulation kam in dieser Studie die intravitale
Fluoreszenzmikroskopie zum Einsatz. Dazu wurden die Versuchstiere narkotisiert und
seitlich, mit dem Beobachtungsfeld der Riickenhautkammer nach oben auf einer speziellen
Biihne fixiert (Abb. 13 B & C). Es herrschte wihrend der gesamten Versuchszeit eine

konstante Raumtemperatur von 21-23°C.

[V, IS SR US I )

Abb. 13: Aufbau des IVM-Systems (A) mit Mikroskop und CCD-Kamera (1),
Filtersystem (2), Objektivrevolver (3), Belichtungssteuerungs-Einheit (4) und Tragertisch (5).
Das zu untersuchende Tier wurde auf einer speziellen Biihne fiir die IVM-Aufnahmen
fixiert (B & C).

Der Arbeitsplatz bestand aus einem Intravitalmikroskop (Axiotech® vario 100, Zeiss,
Gottingen, Deutschland) mit CCD-Videokamera (FK 6990 IQ-S, Piper, Schwerte,
Deutschland), Tragertisch, Filtersystem, Objektivrevolver und Belichtungssteuerung (Abb. 13
A). Zur Anregung der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe wurden sowohl ein blauer

Filterblock (Exzitation: 450-490nm; Emission: >510nm) als auch ein griiner Filterblock

32



3 Material und Methodik

(Exzitation: 534-558nm; Emission: >580nm) verwendet. Als Lichtquelle diente eine
Quecksilberdampf-Lampe (HBO 100W, Osram GmbH, Miinchen, Deutschland), deren
Intensitdt sich mithilfe einer Belichtungssteuerung stufenlos einstellen lie. Die Aufnahmen
erfolgten bei einer 20-fachen VergroBerung des Objektivs (LUC Plan FL x 20/0,45W,
Olympus GmbH). Die Einzelmessungen wurden in Videosequenzen von jeweils etwa 30
Sekunden aufgezeichnet. Zu diesem Zweck diente eine schwarz-weill CCD-Videokamera
(CCD = engl. charge-coupled device, dt. ladungsgekoppeltes Bauelement), welche die
Sequenzen auf einen Monitor iibertrug, iiber den live die Positionen verschiedener
Beobachtungsfelder (ROI = region of interest) innerhalb der Riickenhautkammer festgelegt
und verfolgt werden konnten. Ein Echtzeitgenerator (AG-7350, Panasonic, Deutschland)
leitete diese Bildinformation weiter an einen DVD-Recorder, auf dem die Aufnahmen

schlussendlich auf DVDs gesichert wurden.

3.5.2 Fluoreszenzfarbstoffe

Zur Analyse der Blutzirkulation wurden 0,1ml Fluoreszeinisothiozyanat-Dextran (FITC-
Dextran, 2%, Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) und 0,1ml Rhodamin 6 G (1%, Sigma-
Aldrich, Miinchen, Deutschland) verabreicht. Die Applikation dieser Fluoreszenzfarbstoffe
erfolgte retrobulbdr, da dort durch gute Vaskularisation eine schnelle Aufnahme der
Farbstoffe gewihrleistet ist.

Der physikalische Vorgang, bei dem ein Korper zuvor zugefiihrte Energie als Strahlung in
Form von Licht wieder abgibt, wird als Lumineszenz bezeichnet. Dabei werden in
Abhéngigkeit der Dauer der Lichtemission nach Beenden der energetischen Anregung zwei
Unterformen unterschieden: Bei der Phosphoreszenz bleibt die Lichtemission iiber einen
bestimmten Zeitraum bestehen, wohingegen diese bei der Fluoreszenz zeitgleich mit Beenden
der Anregung, genauer innerhalb von 10® Sekunden endet. Es werden je nach Energiequelle
u.a. Rontgen-, Kathoden- oder wie in dieser Studie Photolumineszenz voneinander
abgegrenzt, bei der ein Elektron durch Absorption eines Lichtphotons Energie aufnimmt.
Dadurch wird das entsprechende Elektron aus seinem Grundzustand auf ein hoheres
Energieniveau angehoben und damit in einen angeregten Zustand versetzt. Dieser Zustand ist

aus energetischen Griinden instabil, weshalb das Elektron die Mehrenergie wieder in Form
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eines Photons emittiert und dabei in seinen Grundzustand zuriickkehrt [Damjanovich et al
2008]. Dieser Mechanismus liegt den Fluoreszenzfarbstoffen zugrunde, welche verschiedene
Strukturen des Organismus binden und diese dadurch unter dem Fluoreszenzmikroskop
sichtbar machen konnen. AuBlerdem besitzen sie die Eigenschaft, dass sie nur durch einen
bestimmten Wellenldngenbereich des Lichtes angeregt werden und daraufhin ebenfalls in fiir
sie charakteristischen Wellenldngen Licht emittieren. Die Fluoreszenzmikroskopie hat einen
hohen Stellenwert in der Biowissenschaft, da sie eine quantitative Analyse biologischer
Prozesse mit einer hohen Sensitivitidt und Spezifitdt ermoglicht [Eggeling et al 2005]. Die in

dieser Arbeit benutzten Fluoreszenzfarbstoffe werden im Folgenden néher erldutert:

FITC-Dextran

FITC-Dextran ist ein Fluoreszenzfarbstoff, mit dessen Hilfe eine erhohte Kontrastierung
zwischen Intra- und Extravasalraum gelingt. Dadurch wird die Analyse mikrozirkulatorischer
Parameter wie u.a. der funktionellen Kapillardichte, des GefdBdurchmessers und der
intravasalen FlieBgeschwindigkeit mdglich [Svensjo et al 2012, Schroder et al 1976]. Die
Exzitation dieses Fluoreszenzfarbstoffes erfolgt durch blaues Licht mit einer Wellenldnge
zwischen 450 und 490nm bei einem Exzitationsmaximum von 490nm. Das daraufhin
emittierte gelb-griine Licht hat ein Emissionsmaximum von 520nm.

FITC-Dextran besteht aus dem eigentlichen Fluoreszenzfarbstoff FITC sowie dem Polymer
Dextran. Diese beiden Molekiile sind irreversibel iiber eine Thiocarbamoyl-Bindung
miteinander verkniipft, wodurch FITC-Dextran im Gegensatz zu reinem FITC, welches
schneller iiber die Niere ausgeschieden wird, eine ldngere intravasale Verweildauer besitzt
[Schroder et al 1976]. Diese Eigenschaft beruht auf dem relativ groBen Molekulargewicht des
Dextrans von 150kDa, wodurch eine Extravasation unter physiologischen Bedingungen nicht
stattfindet und FITC-Dextran etwa vier Stunden intravasal verbleibt. Dort bindet es weder an
Endothelzellen noch an individuelle Blutzellen, sondern férbt lediglich das Blutplasma an. Es

wird hepatisch metabolisiert und renal eliminiert [Kubulus et al 2004].
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Rhodamin 6G

Der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 6G ist ein nicht selektiver Leukozyten-Marker. Er farbt
Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten an und wurde erstmals 1941 durch Johannes als
ein spezifischer, vitaler Farbstoff fiir Mitochondrien beschrieben [Finkenauer et al 1999,
Johannes 1941, Bereiter-Hahn et al 1983]. Er wird mit einer Wellenldnge von 515-560nm bei
einem Exzitationsmaximum von 525nm (griines Licht) angeregt und besitzt ein
Emissionsmaximum von 555nm (rot-gelbes Licht).

Bei physiologischem pH-Wert besitzt Rhodamin 6G lipophile Eigenschaften [Finkenauer et al
1999, Johannes 1941] und firbt bei einer Konzentration von bis zu 10 mmol
Mitochondrienmembranen und dariiber hinaus zusétzlich das endoplasmatische Retikulum der
Leukozyten an [Bereiter-Hahn et al 1983]. Durch die Applikation einer Konzentration von
0,06-0,2mg/kg KG konnen praktisch alle Granulozyten und Monozyten {iber einen Zeitraum

von 60 Minuten markiert werden [Baatz et al 1995].

3.5.3 IVM-Beobachtungsfelder

Die intravitalmikroskopischen Aufnahmen mit entsprechender Dokumentation erfolgten an
den fiinf bereits erlduterten Untersuchungszeitpunkten (dO, 1h, d1, d3, d7). Die Auswahl der
Beobachtungsfelder, der sogenannten ROIs (region of interest), erfolgte aus vier Quadranten
innerhalb der Riickenhautkammer, um eine reprisentative Beurteilung zu gewihrleisten.
Zuerst wurden zur Untersuchung der Kapillardichte vier reprisentative, zufillig ausgewaihlte
Kapillarfelder aufgenommen. Zur Analyse aller weiteren Parameter wurden zentrale und
periphere Beobachtungsfelder verwendet. Zentral bedeutete dabei, dass der zu untersuchende
Bereich in direkter Lagebeziehung zum mittig in der Riickenhautkammer positionierten
Implantat gelegen war. Periphere ROIs waren hingegen ndher am Rande der
Riickenhautkammer lokalisiert. Es wurden ebenfalls sowohl zentral als auch peripher jeweils
vier Beobachtungsfelder untersucht, somit pro Parameter insgesamt acht Aufnahmen. Es
wurden Venolen mit einem Durchmesser von 30 - 90um analysiert, welcher senkrecht zum
GefaBverlauf gemessen wurde. Zusitzlich war ein nahezu geradliniger Verlauf der Venolen
fiir die Messung der FlieBgeschwindigkeit und zur Leukozyten Zdhlung von Vorteil. Die

Verldufe der Venolen, inklusive ihrer Zu- und Abfliisse sowie der FlieBrichtung wurden
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skizziert und ihre Position in der Riickenhautkammer auf Dokumentationsblittern markiert.
Dies diente dazu, an jedem IVM-Untersuchungszeitpunkt die Venolen wiederzufinden und
erneut zu analysieren. Sdmtliche ROIs wurden iiber einen Zeitraum von mindestens 20
Sekunden aufgenommen. Zusitzlich zu diesen eben erlduterten Aufnahmen wurden mit einem
Stereomikroskop ~ Ubersichtsaufnahmen der  Riickenhautkammer angefertigt, um

makroskopische Verdnderungen der Riickenhautkammer feststellen zu konnen.

3.5.4 Auswertung mittels CapImage®-Analyse-Software

Die an den Untersuchungstagen aufgenommenen IVM-Aufnahmen wurden off-line mithilfe
der Computer-assistierten Analyse-Software CapImage® (Version 8.0, Dr. Zeintl Software,
Heidelberg, Deutschland) ausgewertet. Hierbei wurden fiir alle Parameter
zusammenhdngende Videosequenzen von 20 Sekunden untersucht. Insgesamt wurden dabei
fiir jeden Untersuchungstag zur Auswertung der funktionellen Kapillardichte vier Aufnahmen
analysiert, flir die Parameter Durchmesser, Extravasation, ErythrozytenflieBgeschwindigkeit
sowie zur Analyse der Leukozyten jeweils acht (vier zentrale und vier periphere) Aufnahmen.
Dabei wurde darauf geachtet, dass an jedem Analysetag dieselben Venolen zur Auswertung
der Parameter gewdhlt wurden. Die untersuchten Parameter werden im Folgenden nédher

erldutert:

Funktionelle Kapillardichte

Die funktionelle Kapillardichte beschreibt das Ausmal3 der mikrozirkulatorischen Perfusion
eines Gewebes. Zur Berechnung wurden in einem zuvor platzierten Rechteck bei laufender
Videoaufnahme alle perfundierten Kapillaren nachgezeichnet (Abb. 14A). Die
CapImage®-Software errechnete nun die funktionelle Kapillardichte, definiert als Lénge aller

perfundierten Kapillaren im markierten Beobachtungsfeld in cm/cm®.
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Durchmesser

In der vorliegenden Studie wurden u.a. zur besseren Vergleichbarkeit der Venolen zu Beginn
und im Verlauf nur Gefifle mit einem Durchmesser zwischen 30 und 90um ausgewéhlt.
Aufgrund der beschriebenen Eigenschaften des Fluoreszenzfarbstoffes FITC-Dextran war
eine genaue Abgrenzung der GefiBwand zur Umgebung gewdhrleistet, wodurch der
Durchmesser eindeutig bestimmt werden konnte. Hierzu wurden fiinf zum Geféverlauf

senkrechte Linien eingezeichnet, aus deren Mittelwert sich der Durchmesser in pm ergab

(Abb. 14B).

Extravasation

Die Extravasation ist ein Mal} fiir Endothelschidden, durch die Blutplasma nach extravasal
austreten kann. Dargestellt werden konnte dieser Parameter ebenfalls mithilfe von FITC-
Dextran, wodurch bei vorhandener GefdBBwandschidigung eine verminderte Kontrastierung
des Intra- und Extravasalraumes resultierte. Zur Analyse wurden mittlere Grauwerte eines
direkt an das Gefdll angrenzenden extravasalen Areals (Gupean1) und eines intravasalen Areals
(Gmean2) verwendet. Die entsprechenden Areale wurden in der CapImage®-Software als Kreise
festgelegt (Abb. 14C). Errechnet wurde die Extravasation (E1/E2) iiber den Quotienten aus
Gmean1/Gmean2-

Abb. 14: Intravitalmikroskopische Darstellung der Gefa3e und Auswertung der zu messenden
Parameter mittels CapImage®-Software: Funktionelle Kapillardichte (A), Durchmesser (B)
sowie Extravasation (C).
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ErythrozytenflieBgeschwindigkeit

Die Line-Shift-Methode diente der Berechnung der ErythrozytenflieBgeschwindigkeit. Dazu
wurde mithilfe der CapImage®-Software in FlieBrichtung, parallel zum GeféBverlauf eine
Gerade in die Venole eingezeichnet (Abb. 15A). Anhand dieser Messlinie berechnete die
Software iiber eine vorgegebene Zeitspanne von zehn Sekunden ein Grauwerte-Muster, in
dem vorbeiflieBende Erythrozyten als dunkelgraue schrige Linien und das Blutplasma als
hellgraue schrdge Linien dargestellt wurden (Abb. 15B). Die Steigung dieser dunkelgrauen
Linien spiegelte die Geschwindigkeit der Erythrozyten wieder, welche durch die
CaplImage®-Software anhand von zehn durch den Untersucher markierten Linien errechnet

wurde [De Vriese et al 2000]. Die ErythrozytenflieBgeschwindigkeit ergab sich nun in pm/s.

Abb. 15: Intravitalmikroskopische Darstellung der Gefile und Auswertung der
ErythrozytenflieBgeschwindigkeit mittels CapImage®-Software. In die Mitte des GefiBes
wurde in FlieBrichtung eine Messlinie gelegt (A) und anschlieBend die gemessenen Daten in
einem Line-Shift-Diagramm dargestellt (B).

Rollende Leukozyten

Alle Leukozyten wurden mit Rhodamin 6G angefirbt, wobei anhand ihrer Interaktion mit
dem Gefdlendothel zwischen rollenden, adhédrenten sowie frei flieBenden Leukozyten
differenziert wurde. Als rollende Leukozyten wurden die Zellen definiert, die sich im Rahmen
der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion am Endothel mit einer FlieBgeschwindigkeit von
weniger als zwei-fiinftel der mittleren Geschwindigkeit entlang bewegten und dies auch
innerhalb des gesamten Untersuchungszeitraumes von 20 Sekunden durchgingig taten

(Abb. 16). Ihr Anteil wurde in Prozent von der Gesamtzahl der Leukozyten angegeben.
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Adhirente Leukozyten

Es folgte die Auszdhlung der adhédrenten Leukozyten. Als solche wurden nur die Leukozyten
bezeichnet, die iiber den gesamten Zeitraum der vorgegebenen analysierten 20 Sekunden am
Endothel hafteten und sich weder bewegten noch von diesem abldsten (Abb. 16). Der in
Anzahl pro Quadrat-Millimeter der Endotheloberfliche (n/mm?) angegebene Wert wurde aus
dem Durchmesser und der Linge des untersuchten Gefdl3segmentes unter der Annahme einer

zylindrischen Gefa3-Geometrie errechnet.

Abb. 16: Intravitalmikroskopische Darstellung der Gefdlle und Auswertung der rollenden
sowie adhdrenten Leukozyten mittels CapImage “-Software.

Die nun folgenden drei Parameter wurden aus den zuvor mittels CapImage®—Software

ausgewerteten Daten errechnet:

Blutvolumenfluss
Der Blutvolumenfluss (VQ) gibt die Menge an Blut an, die pro Zeiteinheit einen bestimmten
GefdBabschnitt passiert. Berechnet wurde sie mithilfe der folgenden Formel:

VQ (pL/s) = (n (d/2)* (v/1,6)) / 1000
Hierbei bezeichnet d den GefiBdurchmesser und v die FlieBgeschwindigkeit. 1,6 ist der
Baker-Wayland-Faktor zur Korrektur eines parabolen Geschwindigkeitsprofils in Blutgefia3en
mit einem Durchmesser von iiber 20pum. Parabol bedeutet hier, dass die FlieBgeschwindigkeit

im Randbereich des Gefidlles geringer ist als in seinem Zentrum.
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Wandscherrate
Die Wandscherrate ist assoziiert mit einer gestorten Endothelfunktion und wurde berechnet,
da an den inneren GefaBwinden auftretende Scherkrifte die Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion beeinflussen konnen [Woo Park et al 2013]. Die zur Berechnung verwendete
Formel lautet:

vy =8 (v/d)

Der errechnete Wert wurde in s™' angegeben.

Zellfluss
Der Zellfluss innerhalb der Venolen wurde ebenfalls in einem Zeitraum von 20 Sekunden
untersucht. Dieser umfasste die gesamte Anzahl an rollenden sowie an frei flieBenden

Leukozyten pro Minute (n/min).

3.6 Blutentnahme und Implantatasservierung

Am Ende eines jeden Versuches fand zunichst eine Blutentnahme an der narkotisierten Maus
statt. Diese erfolgte retrobulbdar und wurde mithilfe eines automatischen Himatologie-
Analysators (Sysmex, KX-21) untersucht. Es folgte die Toétung der Maus und eine
anschlieBende Gewebeentnahme. Daflir wurde das Implantat vorsichtig aus der
Riickenhautkammer entfernt und in Isopropanol gelagert. Die entnommenen Implantate
wurden zur weiteren Analyse ihrer moglicherweise veranderten Oberflichenbeschaffenheit

mithilfe eines EDA Detektors (EDAX mit Iridium Ultra Software) untersucht.

3.7  Histologische Analyse

Himatoxylin-Eosin-Fiarbung

Zur histologischen Analyse wurden Trapez-formige Gewebeausschnitte aus dem Bereich der
Riickenhautkammer so entnommen, dass sie in Bezug auf das zuvor entfernte Implantat
reprisentative Anteile sowohl zentral als auch peripher enthielten.

Das Gewebe wurde zunidchst in einer 4%igen Formaldehydlosung fixiert. Anschliefend
erfolge die Entwisserung in der Histokinette (TP 1020, Leica, Benzheim) iiber eine

aufsteigende Alkoholreihe und die Einbettung durch eine Einbettmaschine (EG 1160, Leica,
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Benzheim) in Paraffin. Aus den so entstandenen Paraffinblocken wurden nun mithilfe eines
Rotationsmikrotoms (RM 2145, Leica, Benzheim) 4um dicke Serienschnitte angefertigt.
Gefarbt wurden diese histologischen Schnitte zunédchst mit Hadmatoxylin und Eosin, um eine
Ubersicht iiber das entnommene Gewebe zu erlangen. Unter dem Licht-Mikroskop (BX 51,
Olympus, Hamburg, Deutschland) konnten Cutis, Subcutis sowie Musculus panniculus

carnosus untersucht werden (Abb. 17).
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Abb. 17: Reprisentative Aufnahme eines HE gefarbten Praparates der Riickenhautkammer.

CAE-Firbung

Um eine moglicherweise abgelaufene inflammatorische Reaktion besser beurteilen zu
konnen, wurden auBlerdem zwei weitere Féarbungen durchgefiihrt. Dabei diente die
Chloracetat-Esterase-Fiarbung (CAE) als Ubersichtsfirbung, indem sie alle in das Gewebe
infiltrierenden Leukozyten iiber den Nachweis der Naphthol-AS-D-Chlorazetatesterase

markierte.

F4/80-Firbung

Zur ndheren Differenzierung der Zellen wurden infiltrierende Makrophagen
immunhistochemisch iiber Markierung des F4/80-Antigens gefdarbt. Dazu erfolgte eine
Inkubation der Gewebsschnitte mit einem priméren Antikdrper (Ratte-anti-F4/80-Maus, MCA
497, 1:10, Serotek, Miinchen, Deutschland) bei 4°C iiber Nacht und anschliefend eine

Inkubation des sekundédren, alkalische Phosphatase (AP) gekoppelten Anti-Ratten-Antikorper
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(Ziege, SC 2011, 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland). Die AP-
Bindungsstellen wurden mittels Permanent Rot (Dako, Hamburg, Deutschland)

nachgewiesen.

3.8  Statistische Analyse

Die zur statistischen Analyse erhobenen Werte wurden in das Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft Excel® eingegeben. Alle Daten wurden als Mittelwert mit Standardfehler des
Mittelwertes (MW + SEM) angegeben und mit der SigmaPlot® Software (Version 10.0,
Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA) in Sdulendiagrammen dargestellt. Zur Erfassung
von moglichen Unterschieden zwischen den drei untersuchten Versuchsgruppen sowie
zwischen den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten wurde mithilfe der statistischen
Analyse-Software SigmaStat® (Version 3.5, Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA) ein
Varianzhomogenititstest mittels Two-Way repeated measure ANOVA und multiplen Holm-
Sidak Post Test angewandt. In den Abbildungen wurden nur statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen sowie zwischen den
Untersuchungszeitpunkten angegeben (a, b, *, #). Definiert als signifikant waren dabei

errechnete Werte ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1  Allgemeine und makroskopische Beobachtungen

Die Riickenhautkammer-Priparation im Allgemeinen sowie die Implantation der reinen Ti-
als auch der TiAg-Folien wurden von den Versuchstieren gut toleriert. Sie zeigten ein
normales Orientierungs- sowie Fress- und Trinkverhalten und waren in ihrer korperlichen
Verfassung nicht beeintrichtigt. Makroskopisch zeigte die Riickenhautkammer aller drei
Versuchsgruppen iiber den gesamten Versuchszeitraum keine Verdnderungen hinsichtlich
einer Inflammation oder der Ausbildung eines Odems, keine Blutungen innerhalb der

Beobachtungsfelder sowie aulerdem keine Anzeichen einer gestorten Perfusion (Abb. 18).

Kon <

Ti «

TiAg<

Abb. 18: Gegeniiberstellung der makroskopischen Befunde der Kontrollgruppe (Kon), der Ti-
Gruppe (T1) und der TiAg-Gruppe (TiAg) am Implantationstag (d0), am Tag eins (d1) sowie
an den Tagen drei (d3) und sieben (d7) nach Implantation.
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4.2  Mikrohimodynamik

4.2.1 Gefalldurchmesser, Zellfluss, ErythrozytenflieBgeschwindigkeit,
Blutvolumenfluss, Wandscherrate

Die  Auswertung der  mikrohdmodynamischen = Parameter  Gefdf8durchmesser,

FlieBgeschwindigkeit, Zellfluss, Blutvolumenfluss sowie Wandscherrate der postkapilldren

Venen und der Sammelvenen zeigten nur leichte Schwankungen bzw. nahezu konstante

Werte iiber den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg sowie in allen drei

Versuchsgruppen im Vergleich (Tab. 1 & 2).

Untersuchungs-Zeitpunkte

Zentral
do 1h d1 d3 d7

Ly _ Kon 61+2 61 +2 60+ 3 59+3 59+3
£ E Ti 59 +3 60 +2 62+2 61+4 63 £5
S EY TiAg 57+1 58+ 1 59 +£2 59 +3 55+4
a3 S ~| Kon 698 +48 | 620+23 | 685+50 | 652+23 | 654+13
25 g Ti 645+42 | 603+30 | 683+31 | 701+16 | 646=+12
=~ 823 Tiag 681+23 | 697+29 | 662+21 | 706+20 | 646=+23
. § . =| Kon 1449+ 174 | 1214+95 | 1352+ 194 | 1233+ 128 | 1217 + 125
Egéi Ti 1193 £126 | 1169+ 116 | 1374+ 147 | 1440 + 185 | 1534 +256

S | TiAg 112850 | 1188+82 | 1186+ 111 | 1282+ 130 | 1070 = 172

2z Kon 158420 | 151+17 | 119+19 | 164+22 | 13612

E E Ti 135418 | 142416 | 134+17 | 147+10 | 147+7

N < TiAg 195+8 | 199+10 | 152+17 | 157+13 | 128+11
- Kon 100+ 5 86 + 4 96 + 8 96 + 6 95+ 6
S 5% Ti 93+9 82+5 89 + 4 98 + 5 95+ 7
=5 TiAg 9744 | 98+4 | 93+4 | 99+5 | 101<10

Tab. 1: GefdBdurchmesser, FlieBgeschwindigkeit, Zellfluss, Blutvolumenfluss und
Wandscherrate der Kontrollgruppe, Ti-Gruppe sowie der TiAg-Gruppe im Vergleich. Gezeigt
sind die Ergebnisse innerhalb der zentralen Untersuchungsfelder an den Zeitpunkten Tag null
(d0), eine Stunde (1h) sowie Tag eins (dl), Tag drei (d3) und Tag sieben (d7) nach
Implantation dargestellt als MW + SEM.
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Untersuchungs-Zeitpunkte
Peripher
do 1h d1 d3 d7
R Kon 62+2 61+2 60 + 3 60 + 3 56+3
£ E Ti 61+3 61+3 64 +3 61+4 59+5
aEY TiAg 62 +3 63 +3 63 +3 62 + 4 60 + 6
o3 5~ Kon 720+ 61 | 61645 | 739+52 | 635+13 | 690+23
23 g Ti 653+39 | 591+39 | 710+51 | 693+18 | 621+15
~ 222 Tiag 684+43 | 676+41 | 696+29 | 683+30 | 688+13
L E = Kon 1491 + 196 | 1198 + 151 | 1401 + 163 | 1050 + 105 | 1132 + 138
é E é EQ_ Ti 1243 +£37 | 1139435 | 1525+ 133 [ 1390+ 179 | 1352 + 214
S = | TiAg | 1341+142| 1360+ 142 | 1443 + 169 | 1333 + 144 | 1414 + 334
z22 Kon 147+16 | 158+15 | 129+17 | 141+16 | 135+9
= E Ti 159419 | 162+15 | 126417 | 132+£9 | 132+11
N < TiAg 193411 | 182+10 | 174+25 | 169+16 | 131+10
- Kon 97 +7 84+5 101+ 8 96 + 5 99 + 6
S 5% Ti 93+9 83+ 8 94 +9 9746 | 101+12
=3 TiAg 91 %7 98 + 7 92+ 4 97+ 6 99 = 9
Tab. 2: Gefildurchmesser, FlieBgeschwindigkeit, Zellfluss, Blutvolumenfluss und

Wandscherrate der Kontrollgruppe, Ti-Gruppe sowie der TiAg-Gruppe im Vergleich. Gezeigt
sind die Ergebnisse innerhalb der peripheren Untersuchungsfelder an den Zeitpunkten Tag
null (d0), eine Stunde (1h) sowie Tag eins (d1), Tag drei (d3) und Tag sieben (d7) nach
Implantation dargestellt als MW + SEM.

Insgesamt wurden in den drei Gruppen Gefdlle mit minimal 30pm und maximal 90um
Durchmesser vermessen. Die analysierten Werte des venoldren GefaBBdurchmessers lagen
dabei in zentralen Untersuchungsfeldern im Durchschnitt bei 55 - 62um und in peripheren bei
56 - 64pm. Innerhalb der einzelnen Gruppen im zeitlichen Verlauf und ebenso im Vergleich
zueinander blieben die ermittelten GefaBdurchmesser dabei sehr konstant und ohne
signifikante Unterschiede.

Die ErythrozytenflieBgeschwindigkeit lag im Durchschnitt bei 669um/s und zeigte sich in
allen Versuchsgruppen iiber den gesamten Versuchszeitraum hinweg nahezu konstant. Es
wurden lediglich nur einzelne, nicht signifikante Unterschiede mit teilweisen Spitzenwerten
innerhalb der Kontrollgruppe von etwa 1100um/s in der Peripherie gemessen, verglichen mit

400pum/s minimal in der Peripherie der Ti-Gruppe. Insgesamt konnten jedoch keine

Unterschiede zwischen peripheren und zentralen Untersuchungsfeldern festgestellt werden.
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Auch die Analyse des Blutvolumenflusses ergab dhnliche Ergebnisse: Lediglich initial nach
Implantation (d0) sowohl der Ti- als auch der TiAg-Folien wurde eine leichte Abnahme des
Volumenflusses im Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen. Aulerdem fand sich in der Ti-
Gruppe in den zentralen Untersuchungsfeldern ein leichter Anstieg der Werte von Tag eins
bis Tag sieben, dabei waren jedoch alle Schwankungen nicht signifikant ausgepragt.
Insgesamt wurde in allen drei Gruppen iiber den gesamten Zeitraum im Durchschnitt ein
Volumenfluss von etwa 1290pL/s gemessen.

Hinsichtlich des Zellflusses war die Anzahl der flieBenden Leukozyten der TiAg-Gruppe an
den friihen Zeitpunkten nach Implantation sowohl zentral als auch peripher hoher als im
Vergleich zur Ti- und Kontrollgruppe. Dabei fand sich jedoch eine Abnahme der Zellzahl im
Verlauf, sodass bis zum Tag sieben die analysierten Werte in etwa dhnlich mit denen der
beiden  Vergleichsgruppen  waren. Beim  separaten Vergleich der einzelnen
Untersuchungszeitpunkte innerhalb einer Versuchsgruppe zueinander wurden folgende
signifikante Unterschiede in Bezug auf den Zellfluss in den zentralen Gesichtsfeldern
nachgewiesen: Innerhalb der Kontrollgruppe beim Vergleich der Untersuchungstage eins und
drei, innerhalb der TiAg-Gruppe beim Vergleich der Zeitpunkte direkt nach Implantation mit
Tag sieben sowie eine Stunde nach Implantation ebenfalls mit Tag sieben. Die Analyse der
Wandscherrate war hingegen wieder unauffallig und zeigte nur marginale Schwankungen. Es
wurden zentral durchschnittlich zwischen 93 und 101s™ in der TiAg-Gruppe verglichen mit
89 - 98s™ in der Ti- und 86 - 100s™ in der Kontrollgruppe gemessen. In der Peripherie wurden
dhnliche Daten nachgewiesen.

Zusammenfassend hatten sowohl der Einflussfaktor Zeit als auch die Implantation keine
bedeutsamen Auswirkungen auf die gemessenen mikrovaskuldren Parameter. Die
Mikrozirkulation verdnderte sich tiber den gesamten Untersuchungszeitraum nicht merklich,
sodass Unterschiede zwischen unbeschichtetem Titan und beschichtetem Titan mit der

untersuchten TiAg-Verbundbeschichtung nicht festgestellt wurden.
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4.2.2 Funktionelle Kapillardichte

Am Tag der Implantation (d0) zeigte sich in allen drei untersuchten Gruppen eine anndhernd
gleiche funktionelle kapillare Dichte von etwa durchschnittlich 310cm/cm?, wodurch eine
gute, suffiziente Blutversorgung der Muskulatur gewdhrleistet war (Abb. 19). Nach der
Implantation konnte insbesondere in der Ti-Gruppe ein geringer Anstieg der gemessenen
Werte beobachtet werden, welcher sich jedoch im Verlauf wieder in Richtung der
Ausgangswerte normalisierte. Hinweise auf eine mechanische Beeintrachtigung der
muskuldren Perfusion sowohl durch die Ti- als auch durch die TiAg-Implantate ergaben sich
nicht, da es zu keiner Abnahme der funktionellen Kapillardichte innerhalb der frithen
Untersuchungszeitpunkte kam. Durchschnittlich wurden iiber den gesamten Zeitraum in allen
Gruppen Werte zwischen 305 und 320cm/cm? gemessen, in der Ti-Gruppe 3 17cm/cm?” und in
der TiAg-Gruppe 310cm/cm’. Dies weist darauf hin, dass die getestete Silber-
Verbundbeschichtung offensichtlich keinen schadigenden Effekt auf die kapilldre Perfusion

ausibt.
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Abb. 19: Quantitative Analyse der funktionellen Kapillardichte mittels der IVM-Aufnahmen
am Implantationstag (d0), nach einer Stunde (1h) und 24 Stunden (d1) sowie am dritten (d3)
und siebten Tag (d7). Dargestellt sind die drei Versuchsgruppen: Die Kontrollgruppe (weille
Balken) erhielt nach der Riickenhautkammer-Priparation kein Implantat, wobei die Ti-
Gruppe (hellgraue Balken) ein reines Titan-Implantat und die TiAg-Gruppe (dunkelgraue
Balken) ein TiAg-beschichtetes Implantat erhielt. MW + SEM, Two-way RM ANOVA mit
Holm-Sidak Post Test.
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4.2.3 Extravasation

Die am Tag null gemessene Gefallpermeabilitit zeigte in allen drei Gruppen eine
makromolekulare Extravasation von durchschnittlich 0,5. Im zeitlichen Verlauf steigerten
sich die Werte sowohl zentral als auch peripher in allen Versuchsgruppen graduell auf

durchschnittlich 0,6 - 0,7 am Tag sieben (Abb. 20).
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Abb. 20: Quantitative Analyse der Extravasation mittels der IVM-Aufnahmen in zentralen
(A) und peripheren (B) Untersuchungsfeldern am Implantationstag (d0), nach einer Stunde
(1h) und 24 Stunden (d1) sowie am dritten (d3) und siebten Tag (d7). Dargestellt sind die drei
Versuchsgruppen: Die Kontrollgruppe (weille Balken) erhielt nach der Riickenhautkammer-
Priparation kein Implantat, wobei die Ti-Gruppe (hellgraue Balken) ein reines Titan-
Implantat und die TiAg-Gruppe (dunkelgraue Balken) ein TiAg-beschichtetes Implantat
erhielt. MW + SEM, Two-way RM ANOVA mit Holm-Sidak Post Test. * p<0,05 vs. dO, b
p<0,05 vs. 1h.

Es konnten dabei signifikante Unterschiede der Messungen innerhalb der einzelnen Gruppen
im zeitlichen Verlauf, jedoch nicht im Vergleich der Versuchsgruppen zueinander gemessen
werden. So zeigten sich in zentralen Untersuchungsfeldern der Kontrollgruppe ein deutlicher
Anstieg am Tag sieben (d7), verglichen mit dem Ausgangszeitpunkt der IVM-Aufnahmen
(d0) sowie eine Stunde danach (1h). In der Peripherie wurden dhnliche Verldufe beobachtet:
Hier wurde innerhalb der Kontrollgruppe eine signifikante Zunahme der Extravasation eine
Stunde nach IVM-Start (1h) verglichen mit dem darauffolgenden Tag (dl) beobachtet.
AuBerdem fand sich eine Signifikanz beim Vergleich der Zeitpunkte d3 und d7 mit jeweils
dem Ausgangspunkt (d0) sowie einer Stunde danach (1h). Auch innerhalb der TiAg-Gruppe
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stiegen die Werte bis zum Tag sieben (d7) in Bezug zum Implantationszeitpunkt (d0) sowie
einer Stunde (1h) danach signifikant an.

Insgesamt konnte jedoch eine durchschnittliche GefdB3permeabilitit aller Versuchsgruppen
von 0,6 berechnet werden. Die analysierten Daten tiberschritten zu keinem Zeitpunkt Werte
von tiber 0,8 - 1,0. Daher kann davon ausgegangen werden, dass trotz der Metallimplantation
das GefdBlendothel iiber den gesamten Versuchszeitraum hinweg intakt blieb. AuBerdem
zeigte ein Vergleich der Ti- mit der TiAg-Gruppe sehr dhnliche, nicht signifikant

unterschiedliche Werte mit einer maximalen Extravasation am Tag sieben.

4.3  Inflammation
Bei der Analyse der inflammatorischen Parameter zeigte sich iiber den gesamten
Versuchszeitraum hinweg in allen drei Gruppen ein sehr dhnlicher und gleichméBig verteilter

Anteil der rollenden Leukozyten an der Gesamtzahl der Leukozyten (Abb. 21).
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Abb. 21: Quantitative Analyse der rollenden Leukozyten mittels der IVM-Aufnahmen in
zentralen (A) und peripheren (B) Untersuchungsfeldern am Implantationstag (d0), nach einer
Stunde (1h) und 24 Stunden (d1) sowie am dritten (d3) und siebten Tag (d7). Dargestellt sind
die drei Versuchsgruppen: Die Kontrollgruppe (weile Balken) erhielt nach der
Riickenhautkammer-Praparation kein Implantat, wobei die Ti-Gruppe (hellgraue Balken) ein
reines Titan-Implantat und die TiAg-Gruppe (dunkelgraue Balken) ein TiAg-beschichtetes
Implantat erhielt. MW + SEM, Two-way RM ANOVA mit Holm-Sidak Post Test.



4 Ergebnisse

Am Tag null betrug der mittlere Anteil der rollenden Leukozyten in zentralen und peripheren
Untersuchungsfeldern in allen drei Versuchsgruppen zusammen etwa 30%. Dies dnderte sich
bis zum Ende des Versuches am Tag sieben mit 27% nicht signifikant und nahm tendenziell
in allen drei Gruppen eher ab. Beim Vergleich der Versuchsgruppen untereinander zeigte sich
in der Ti-Gruppe in zentralen Felder an allen Untersuchungstagen ein Anteil der sogenannten
»Roller* von durchschnittlich 28%, verglichen mit 30% in der TiAg-Gruppe. Auch peripher
lagen die errechneten Werte bei 28% (T1) und 30% (TiAg). Innerhalb der Kontrollgruppe
zeigten sich dhnliche Durchschnittswerte von 30% zentral und 32% peripher, wodurch keine
Unterschiede zu den beiden Implantatgruppen nachgewiesen wurden.

Die Auswertung der adhidrenten Leukozyten zeigte in der Ti-Gruppe einen voriibergehenden
Anstieg der zentral und peripher gemessenen Werte zusammen auf durchschnittlich
258n/mm” direkt nach Implantation (d0), bei einem Maximalwert einzelner Versuchstiere von
zentral 410n/mm” und peripher 466n/mm?* (Abb. 22). Nach diesem initialen Anstieg fiel die
Anzahl der sogenannten ,,Sticker* insgesamt jedoch sukzessiv auf 124n/mm? am Tag drei und
127n/mm* bis zum Tag sieben ab und zeigte damit wieder ein vergleichbares Level zur
Kontrollgruppe. Die Messungen innerhalb der TiAg-Gruppe waren hingegen zu jedem
Zeitpunkt vergleichbar mit der Kontrollgruppe. Die statistische Auswertung erbrachte
signifikante Unterschiede sowohl hinsichtlich des Faktors Implantation als auch in Bezug auf
den zeitlichen Verlauf. In den zentralen Beobachtungsfeldern zeigten sich innerhalb der Ti-
Gruppe Signifikanzen beim Vergleich des Zeitpunktes direkt (d0) sowie eine Stunde (1h)
nach Implantation mit jeweils den Tagen drei (d3) und sieben (d7). Hier nahmen die Werte,
wie oben bereits beschrieben, deutlich ab. Beim Vergleich der Ti- mit der Kontrollgruppe
zeigte sich ein deutlicher Unterschied am Tag null (d0): Die adhidrenten Leukozyten betrugen
hier zentral durchschnittlich 149n/mm? in der Kontrollgruppe im Vergleich zu 286n/mm? in
der Ti-Gruppe. Eine Stunde nach Implantation (1h) bestand dariiberhinaus ein signifikanter
Unterschied beim Vergleich der Ti- mit der TiAg-Gruppe. Auch in den peripheren
Gesichtsfeldern waren die Werte der gemessenen ,,Sticker* in der Ti-Gruppe insbesondere am
Tag null signifikant hoher als in der TiAg-Gruppe. Innerhalb der Ti-Gruppe zeigte sich
zusitzlich ein signifikanter Unterschied zwischen Tag null (d0) und drei (d3). Hier nahm die

Anzahl der Zellen von initial 230n/mm? auf 126n/mm? ab (Abb. 22).
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Abb. 22: Quantitative Analyse der adhédrenten Leukozyten mittels der IVM-Aufnahmen in
zentralen (A) und peripheren (B) Untersuchungsfeldern am Implantationstag (d0), nach einer
Stunde (1h) und 24 Stunden (d1) sowie am dritten (d3) und siebten Tag (d7). Dargestellt sind
die drei Versuchsgruppen: Die Kontrollgruppe (weile Balken) erhielt nach der
Riickenhautkammer-Préparation kein Implantat, wobei die Ti-Gruppe (hellgraue Balken) ein
reines Titan-Implantat und die TiAg-Gruppe (dunkelgraue Balken) ein TiAg-beschichtetes
Implantat erhielt. MW + SEM, Two-way RM ANOVA mit Holm-Sidak Post Test. * p<0,05
vs. do, ° p<0,05 vs. 1h, ) p<0,05 TiAg- vs. Ti-Gruppe am entsprechenden Zeitpunkt, * p<0,05
vs. Kon-Gruppe am entsprechenden Zeitpunkt.

Generell wurde innerhalb des gesamten Versuchszeitraumes eine tendenzielle Abnahme der
adhérenten Leukozyten in der Ti- als auch in der TiAg-Gruppe beobachtet. Da dieser Trend
ebenso in der Kontrollgruppe zu sehen war, kann auch von einer physischen Erholung der
Maiuse von der Riickenhautkammer-Préparation ausgegangen werden. Auch systemisch blieb
die Anzahl der Leukozyten in allen drei Untersuchungsgruppen nahezu konstant auf
physiologischem Niveau. Zusammenfassend kann somit gesagt werden, dass die untersuchte
Silberlegierung keinen negativen Effekt auf die Leukozyten-Aktivierung ausgeiibt hat und

damit eine gute Biokompatibilitdt aufwies.
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4.4  Histologie

In den histologischen Schnitten zeigte sich nach H&E-Farbung sowohl in der Kontrollgruppe
als auch in den beiden Implantatgruppen eine nur sehr geringe zelluldre Infiltration des
Muskelgewebes (Abb. 23). Sehr dhnliche Ergebnisse konnten nach CAE-Firbung festgestellt
werden: Auch hier war eine inflammatorische Reaktion im Bereich der Implantationsstelle
kaum vorhanden und es zeigte sich kein Unterschied der Implantate mit der TiAg-
Verbundbeschichtung im Vergleich zu den reinen Ti-Implantaten. Eine Infiltration F4/80-
immunhistochemisch markierter Zellen war insbesondere in der Dermis und Subkutis nur
gering ausgepriagt. Der Vergleich der Kontrollgruppe mit den Implantatgruppen zeigte
aullerdem eine dhnlich geringe Inflammation wie die Analyse der Ti- und TiAg-Implantate

zueinander.

Abb. 23: Histologische Bilder der Kontroll-, Ti- und TiAg-Gruppe nach Firbung mit HE
(obere Reihe) und CAE (mittlere Reihe) sowie Immunhistochemie gegen F4/80 (untere
Reihe).
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4.5 EDA-Analyse der Implantat-Oberfliche

Eine EDA-Analyse der Ti- und TiAg-beschichteten Implantate erfolgte durch die Firma CGS
Medical GmbH vor und nach der Implantation, um einerseits die Silberfreisetzung der TiAg-
Pléttchen zu quantifizieren und andererseits die Integritit der Beschichtung zu beurteilen. Die
reinen Ti-Pléttchen zeigten vor und nach dem Versuch einen Ti-Gehalt von 100%. Die mittels
PVD beschichteten TiAg-Implantate zeigten vor Implantation direkt an der Oberfliche einen
Silberanteil von etwa 72Gew% sowie nur geringere Anteile von Titan (~23Gew%) und
Aluminium (~5Gew%) (Abb. 24A). Nach Explantation betrug der Silbergehalt noch 36,5 +
16,3Gew%, bei relativer Zunahme des Titan- und Aluminiumgehaltes. Dies zeigt eine
moderate, aber suffiziente Silberfreisetzung iiber den gesamten Versuchszeitraum hinweg.
Diese Oberflichenverdnderung der TiAg-Implantate im Vergleich zu den reinen Ti-Pléttchen

wurden ebenso rasterelektronenmikroskopisch bestétigt (Abb. 24B).
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Abb. 24: Zusammensetzung der Ti- und TiAg-Implantate vor (prd) Implantation und nach
(post) Explantation (A) sowie deren Oberflichenbeschaffenheit im
rasterelektronenmikroskopischen Bild (B; CGS Medical GmbH, Thorsten Zufra}). MW =+
SEM, * p<0,05 pra vs. post Ag Gew% der TiAg-Gruppe.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion von Material und Methode

5.1.1 Modell der Riickenhautkammer

Die Implantation von Biomaterialien jeglicher Art in den menschlichen Korper spielt in der
modernen Medizin eine groe Rolle. Um neuartige Implantatmaterialien zu testen, bedarf es
einer Untersuchungsmethode, die eine direkte Analyse der Interaktion zwischen einem
Implantat mit dem umgebenden Gewebe ermoglicht. Hierbei ist das Modell der
Riickenhautkammer ein hédufig angewandtes, etabliertes Modell zur Untersuchung einer
frithen inflammatorischen Reaktion sowie der Mikrozirkulation und Angiogenese des
Organismus als Reaktion auf einen Fremdkdrper im Tiermodell z.B. der Ratte, des Hamsters
oder der Maus [Laschke et al 2011]. Dieses Verfahren wird u.a. zur Testung von
GefaBprothesen [Menger et al 1990a & b, Jeanmonod et al 2013, Jeanmonod et al 2014], von
Kunststoffnetzen zur operativen Versorgung von z.B. Hernien [Roller et al 2008, Laschke et
al 2009], zur Analyse von Knochenersatzmaterialien im Rahmen einer Therapie von
Frakturen, benignen Knochentumoren oder Knochenzysten [Laschke et al 2007, Abshagen et
al 2009, Roetman et al 2010, Laschke et al 2011] sowie auBerdem - wie auch in der
vorliegenden Arbeit - zur Untersuchung neuartiger Metallimplantate verwendet [Kraft et al
2000, Kraft et al 2005, Pennekamp et al 2006]. Die Préparation sowie das Tragen der
Riickenhautkammer selbst werden von den Tieren gut toleriert, was sich in einem normalen
Orientierungs- und Fressverhalten widerspiegelt. Durch jede Operation wird jedoch eine
traumatisch bedingte proinflammatorische Reaktion mit sekundidrer Beeinflussung der
Mikrozirkulation induziert, was zu einer Verfdlschung der zu untersuchenden Parameter
flihren kann. Der Vorteil des Riickenhautkammer-Modells liegt darin, dass die
mikroskopischen Untersuchungen erst einige Tage nach der Préparation erfolgen, wodurch
eine Regeneration des betroffenen Gewebes gewihrleistet und eine Untersuchung unter
nahezu physiologischen Bedingungen moglich ist [Laschke et al 2011]. Das Modell der
Riickenhautkammer ist dariiberhinaus ein in vivo Modell, welches ermdglicht,
mikroskopische Analysen am lebenden Tier durchzufiihren und somit funktionelle Parameter
wie die Mikrozirkulation und Zell-Zell-Interaktionen zu untersuchen. Die Erhebung dieser

Parameter erfolgt im Gegenteil zu Verfahren, die sich auf die histologische und
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immunhistochemische Auswertung und somit auf einen einzigen Zeitpunkt beschrinken,
kontinuierlich und erméglicht dadurch eine Beurteilung im Verlauf. Durch ein abnehmbares
Deckglas ist die Riickenhautkammer auBlerdem jederzeit zuginglich, wodurch die
Implantation zu untersuchender Materialien ohne eine weitere Operation geschehen kann. Der
Versuchszeitraum beschrénkt sich dabei auf 2 - 3 Wochen, da nach lédngerer Zeit die
Elastizitdt der Haut durch das Gewicht der Kammer abnimmt, wodurch es zu einem Abkippen
der Kammer mit Beeinflussung der Perfusion kommen kann. Aus diesem Grund sind
Langzeitstudien mit diesem Modell nicht mdglich.

In der vorliegenden Studie lag der Fokus jedoch auf der Untersuchung frith auftretender
Gewebereaktionen nach Implantation der Metallpléttchen, wie z.B. der Beeinflussung der
mikrovaskuldren Durchblutung, da diese einen entscheidenden Faktor fiir eine erfolgreiche
Implantat-Integration darstellt [Laschke et al 2006, Naik et al 2007]. Da die
Riickenhautkammer nur eine begrenzte Fliche zur Untersuchung bietet, diirfen die zu
untersuchenden Implantate lediglich eine maximale Dicke von 1mm bei einem maximalen
Durchmesser von 3mm aufweisen, damit einerseits einer GefdBkomprimierung mit
konsekutiver Beeinflussung der Mikrozirkulation vorgebeugt wird und andererseits eine
ausreichend groBe Flache zur mikroskopischen Analyse vorhanden ist [Laschke et al 2011].
Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Studie runde Plittchen mit einem
Durchmesser von 3mm und einer Dicke von 0,1mm verwendet. Insgesamt bietet das Modell
der Riickenhautkammer damit sehr gute Voraussetzungen, um neue medizinische

Implantatmaterialien hinsichtlich ihrer Gewebe- und GefaBkompatibilitéit zu testen.
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5.1.2 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung biologischer zelluldrer Vorgénge ist essentiell, um die Pathophysiologie
von Krankheitsprozessen ndher verstehen und somit auch neuartige medizinische
Therapiemoglichkeiten entwickeln zu konnen. Obwohl viele Erkenntnisse mithilfe von ex
vivo und in vitro Experimenten erbracht werden, konnen sie komplexe Prozesse auf zelluldrer
Ebene, wie z.B. den Ablauf einer inflammatorischen Reaktion nicht ausreichend darstellen
[Weigert et al 2010, Gravins 2012]. Hier liegt der Vorteil klar bei in vivo Modellen, bei denen
mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie physiologische zelluldre Abldufe sowie Zell-Zell-
Interaktionen quantitativ, qualitativ und dynamisch untersucht werden kdnnen [Gravins 2012,
Masedunskas et al 2012, Cao et al 2012]. Dabei ist es moglich, einerseits Prozesse innerhalb
eines Gewebes und einzelne Zellen zu untersuchen [Weigert et al 2010, Pittet & Weissleder
2011] und andererseits auch intrazelluldre Organelle [Weigert et al 2010, Cao et al 2012] in
verschiedenen Organen wie u.a. der Leber [Chadi et al 2015, Khandoga et al 2014], der Niere
[Dunn et al 2002, Sandoval et al 2004], des Pankreas [Vollmar et al 1994], des Herzens
[Vollmar et al 1995], des Gehirns [Tang et al 2015, Li et al 2015] oder des Skelettmuskels
[Menger et al 1990a & b, Butschkau et al 2013] sowie in Tumorgeweben [Alexander et al
2008, Orth et al 2011] darzustellen. Durch die retrobulbidre Injektion von
Fluoreszenzfarbstoffen gelingt die Darstellung der zu untersuchenden Strukturen. Dabei
ermoglicht FITC-Dextran eine Anfiarbung des GefdBnetzwerkes mit Arteriolen, Venolen,
Sammelvenolen und Kapillaren und somit die Erhebung funktioneller Parameter wie der
kapillaren Dichte oder der Extravasation. Rhodamin 6G hingegen markiert zirkulierende
Leukozyten und dient somit u.a. einer quantitativen Bewertung einer Inflammation. Neben
den Vorteilen und Moglichkeiten, die Fluoreszenzfarbstoffe mit sich bringen, weisen sie
jedoch auch negative Eigenschaften wie die Induktion einer phototoxischen Reaktion auf.
Diese kann einerseits durch eine hohe Licht-Intensitdt und lange Belichtungsdauer eines
Untersuchungsfeldes hervorgerufen werden und andererseits durch die Fluoreszenzfarbstoffe
selbst [Saetzler et al 1997]. Durch den dabei ausgeldsten oxidativen Stress kommt es zur
Bildung von freien Sauerstoffradikalen, welche zu strukturellen und funktionellen
Verdnderungen des GefidBBnetzes mit konsekutiver Beeinflussung der Mikrozirkulation fithren

konnen [Steinbauer et al 2000, Penning & Dubbelman 1994]. Dariiber hinaus konnten
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weitere, durch die phototoxische Reaktion hervorgerufene Effekte wie eine Thrombozyten-
Aktivierung [Herrmann 1983] mit Thrombusbildung [Sato & Ohshima 1984, Schuschke et al
1989], eine Schidigung des Endothels [Povlishock et al 1983] mit sekundérer Extravasation
von Makromolekiilen [Reed & Miller 1988] sowie Vasospasmen [Saetzler et al 1997] und
eine vermehrte Leukozyten-Endothelzell-Interaktion [Saetzler et al 1997] beobachtet werden.
Diese negativen Auswirkungen der Fluoreszenzfarbstoffe bendtigen jedoch eine weit hohere
Lichtdosis als wihrend einer IVM-Standardmessung iiblich [Steinbauer et al 2000]. Um das
Risiko dennoch zu minimieren, wurde in der vorliegenden Arbeit die Belichtungszeit eines
einzelnen Untersuchungsfeldes auf 20-30 Sekunden sowie die gesamte Untersuchungsdauer

auf ein Minimum beschrankt.

5.1.3 Silberanwendung in der Medizin

Silber wurde schon in der Antike von den Menschen nicht nur aufgrund seiner physikalischen
und mechanischen Eigenschaften, sondern ebenso bereits aus medizinischen Griinden genutzt.
Dabei kam es u.a. zur Prévention von Infektionen, zur Konservierung von Nahrungsmitteln
und Wasser und spéter auch in der Therapie verschiedener Krankheitsbilder zum Einsatz
[Alexander 2009, Edwards-Jones 2009]. Die Verwendung von Silber in der Medizin hat auch
bis heute nicht an Bedeutung verloren. Das Edelmetall wird aufgrund seiner antimikrobiellen
Eigenschaften u.a. als Bestandteil intravendser Katheter oder Herzschrittmacher verwendet
sowie in der Chirurgie als Implantatmaterial, um eine Besiedlung mit Mikroorganismen wie
z.B. Bakterien und somit eine Infektion zu verhindern. Dies ist deshalb von grof3er
Bedeutung, da eine Implantatinfektion in der Regel einen erneuten operativen Eingriff mit
hoheren Komplikationsraten und einen Implantatwechsel zur Folge hat sowie insgesamt ein
schlechteres klinisches Outcome aufweist [Pulido et al 2008, Bozic et al 2005, Gaine et al
2000, Segawa et al 1999]. Ist es ndmlich bereits zu einer Infektion gekommen, ist deren
Therapie dulert schwierig. Dies liegt einerseits an der Ineffektivitdt der Antibiotika gegeniiber
bakteriellen Biofilmen. Dartiber hinaus ist eine antibiotische Therapie aufgrund zunehmender
Antibiotikaresistenzen durch eine hiufige und ansteigende Gabe der Antibiotika vermehrt
schwierig [Knetsch & Koole 2011, Chen & Schluesener 2008]. Der kompetitive Prozess

zwischen korpereigenen und korperfremden Zellen um die Implantatoberfliche wird als
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,race for the surface* bezeichnet [Subbiahdoss et al 2009, Gristina 1987, Gristina et al 1988].
Bei diesem Prozess kann durch verschiedene Modifizierungen der Implantatoberfliche eine
bakterielle Besiedlung verhindert werden. Eine Moglichkeit dabei ist der Einsatz
antimikrobiell wirksamer Substanzen wie Silber, welche auf die Implantatoberfliche
aufgebracht werden und tiber den Mechanismus der ,,active release™ Strategie antimikrobiell
wirken [Knetsch & Koole 2011, Hetrick & Schoenfisch 2006]. Bei diesem Mechanismus
besitzt Silber im Gegensatz zu Antibiotika den Vorteil, dass es aufgrund seiner
oligodynamischen Eigenschaften iiber einen langen Zeitraum kontinuierlich Ag'-Ionen
freisetzt und dariiber hinaus bisher noch keine Resistenzen gegeniiber Silber beschrieben
wurden [Lansdown 2006, Gosheger et al 2004, Jansen et al 1994]. Die dadurch schon initiale
Moglichkeit einer Infektionspriavention ermoglicht eine gute Wundheilung und
Osseointegration des Implantates.

Neben dieser positiven Wirkung von Silber besitzt es jedoch auch einige negative
Eigenschaften. Zu diesen zdhlt u.a. das Krankheitsbild der Argyrie, das nach einer
Silberaufnahme {iber einen ldngeren Zeitraum auftritt. Dabei kommt es einerseits zu einer
generalisierten, irreversiblen Ablagerung von Silber in der Haut, den Schleimhduten und
anderen Organen sowie andererseits zu einer lokalen Ablagerung wie z.B. am Auge
[Alexander 2009]. Neben diesen beiden nicht lebensbedrohlichen Krankheitsbildern besitzt
Silber jedoch auch seltener auftretende Komplikationen wie z.B. eine toxische Schidigung
der Leber und der Nieren, iiber die Silber vorwiegend ausgeschieden wird. Dariiber hinaus
konnen allergische Reaktionen auftreten, was bei Vorkenntnis eine klare Kontraindikation fiir
die Anwendung von silberhaltigen Materialien darstellt [Alexander 2009, Lansdown 2006].
Bei der Therapie von Brandwunden bei Kindern mit Silber gibt es aulerdem Berichte iiber
das Auftreten einer Neutropenie sowie eines Erythema multiforme, welche aber beide
selbstlimitierend und ohne toxische Konsequenzen verliefen [Lansdown 2006]. Diese
Nebenwirkungen wurden auBerdem vorwiegend bei der Nutzung von reinem metallischen
Silber, Silber-Sulfid-Partikeln und Silber-Nitrat-Losungen sowie bei hohen Dosen und bei der
Anwendung iiber einen langen Zeitraum beobachtet [Alexander 2009, Lansdown 2006].
Negative systemische Effekte werden in der Literatur dabei erst ab hohen Dosen von >4 - 6g

totalem Silbergehalt beschrieben, welche jedoch von den in der Medizin gebrauchten
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Materialien in der Regel nicht erreicht wird [Hussmann et al 2013, Gosheger et al 2004].
Negative lokale Effekte beobachteten Kraft et al. im Riickenhautkammer-Modell des
Hamsters nach Implantation von purem Silber um das Implantat herum, was sich durch die
Ausbildung eines Odems und einer erhdhten inflammatorischen Reaktion zeigte [Kraft et al
2000]. Andere Studien bestitigen diese Beobachtungen allerdings nicht. Gosheger et al.
testeten im Rattenmodell mit Silber beschichtete Endoprothesen im Vergleich zu nicht
beschichteten, nachdem diese jeweils mit Staphylococcus aureus infiziert worden waren.
Dabei werteten sie die jeweiligen Infektionsraten sowie die Silberkonzentrationen im Blut
und in den Organen aus. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Hinzunahme von Silber
eine signifikant geringere Infektionsrate (7%) im Vergleich zu der Titangruppe (47%) erreicht
wurde. Aulerdem zeigten die Tiere der Silbergruppe eine signifikant geringere Inflammation
gemessen an der Anzahl der Leukozyten sowie am CRP-Wert. Im Blut und in den
untersuchten Organen wurden erhohte Silberkonzentrationen festgestellt, jedoch fiihrten diese
weder zu einer Verdnderung der Blutparameter noch der Organhistologie [Gosheger et al
2004]. Auch die Implantation von Silber beschichteten Endoprothesen bei Patienten mit ossér
metastasierten Tumoren sowie primdr ossdren Tumorerkrankungen zeigte &hnliche
Ergebnisse: Die untersuchten Patienten wiesen weder lokale noch systemische Anzeichen
einer Argyrose auf. Die Silberkonzentrationen im Serum stiegen in den ersten zwei Jahren
postoperativ auf mittlere Werte zwischen 1,93 und 12,98ppb mit einem maximalen Wert von
56,4ppb. Die Laboruntersuchungen zeigten bei diesen Silber-Blutkonzentrationen keine
signifikanten Verdnderungen der Leber- und Nierenwerte. Auch histologisch konnten eine
chronische Inflammation und nekrotisches Gewebe ausgeschlossen werden [Hardes et al
2007a]. Die Silberkonzentration im Blut lag folglich deutlich unter dem toxischen Niveau von
300ppb, ab dem in der Literatur toxische Nebenwirkungen beschrieben werden [Hauschild et
al 2015, Hardes et al 2007a, Gosheger et al 2004]. In einer weiteren Studie wurde, wie in der
vorliegenden Arbeit, mittels PVD eine Silberbeschichtung auf Titan-Prothesen aufgebracht.
Dabei konnten ebenfalls nicht toxische Silberkonzentrationen im Serum von im Mittel
zwischen 0,2 und 1,82ppb gemessen werden, ohne dass lokale oder systemische
Nebenwirkungen auftraten [Hauschild et al 2015]. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden

weder negative lokale noch systemische Reaktionen auf die neuartigen
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TiAg-Implantate nachgewiesen. Hussmann et al. untersuchten dariiber hinaus das klinische
Outcome von Patienten nach Implantation von mit Silber beschichteten Prothesen im
Vergleich zu denen, die unbeschichtete Implantate erhalten hatten. Hier zeigte sich eine
signifikant  geringere = Reinfektionsrate und eine ebenso signifikant  geringere
Hospitalisationszeit nach der Versorgung mit Silber beschichteten Prothesen [Hussmann et al
2013].

Insgesamt weist Silber somit im Allgemeinen eine gute systemische und lokale
Vertraglichkeit auf. Wenn es in einer angemessenen Dosis und {iber einen begrenzten
Zeitraum hinweg angewandt wird, sind auflerdem keine toxischen Effekte im menschlichen
Organismus zu erwarten. Dariliber hinaus konnten experimentell positive Effekte einer
signifikant geringeren Infektionsrate nachgewiesen werden. Durch diese Voraussetzungen
wire somit eine adidquate Wundheilung und ossédre Integration nach Implantation von

Fremdmaterialien in den menschlichen Korper gegeben.

5.2  Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wurde die mikrovaskuldre Reaktion auf eine neuartige TiAg-
Verbundbeschichtung von Implantaten im Riickenhautkammer-Modell der Maus untersucht.
Silber dient in diesem Zusammenhang als antimikrobielle Substanz, um eine bakterielle
Besiedlung zu verhindern und damit eine verbesserte Gewebeintegration zu gewihrleisten.
Der antimikrobielle Effekt von Silber wird dabei {iber eine konstante Freisetzung von Silber-
Ionen vermittelt, welche an der bakteriellen Zellmembran mit Sulthydryl- und Phosphoryl-
Gruppen sowie mit der intrazelluliren RNA und DNA der Mikroorganismen interagieren.
Dadurch wird einerseits deren Zellmembran geschiddigt und andererseits die
Proteinbiosynthese und DNA-Replikation beeinflusst. Die Summation dieser Prozesse hat
schlussendlich den Zelltod der Bakterien zur Folge [Lee et al 2014, Morones-Ramirez et al
2013, Gordon et al 2010, Knetsch & Koole 2011, Li et al 2010, Atiyeh et al 2007, Lansdown
2006]. Titan hingegen wird v.a. aufgrund seiner guten Biokompatibilitdt, der hohen
Korrosionswiderstandsfdahigkeit und seiner mechanischen FEigenschaften héiufig und
bevorzugt in Biomaterialien in reiner Form oder in Verbindung mit anderen Materialien wie

Silber verwendet [Fiedler et al 2011, Zhao et al 2009, Strietzel et al 1998].
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Bei der hier untersuchten TiAg-Verbundbeschichtung wurden mittels rotierender Ti- und Ag-
Quellen des PVD-Systems abwechselnd Ti- und Ag-Schichten mit zur Oberfldche graduell
ansteigendem Ag-Anteil in einem Verbundsystem aufgebracht. Dies soll eine verldngerte
Silber-lonen Freisetzung ermoglichen, mit einer damit einhergehenden langeren
antimikrobiellen Wirksamkeit bei gleichzeitiger Verhinderung einer zu starken Delamination
iiber die Zeit. Durch die Kombination von Silber mit Titan soll dariiber hinaus eine lang
anhaltende Stabilitdt bei hohem Korrosionswiderstand erreicht werden.

Diese Eigenschaften wurden bereits in anderen Studien zu TiAg-Verbindungen gezeigt. Oh et
al. konnten beispielsweise durch die Hinzunahme von Silber einen Anstieg der Festigkeit des
Materials um 33% sowie eine erhohte Korrosionswiderstandsfahigkeit im Vergleich zu purem
Titan erreichen [Oh et al 2005]. Diese Beobachtungen einer verbesserten
Korrosionswiderstandsfihigkeit und einer Verbesserung der mechanischen Eigenschaften
konnten auch in anderen Studien bestétigt werden [Zhang et al 2009, Oh et al 2006]. Es wurde
auBerdem gezeigt, dass von einer TiAg-Beschichtung nicht nur initial, sondern auch im
weiteren Verlauf kontinuierlich auf einem etwa gleichbleibendem Niveau Ag'-Ionen
freigesetzt werden [Gao et al 2014].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus v.a. auf die Fragestellung nach der
Biokompatibilitit der TiAg-Verbundbeschichtung gelegt. Die antimikrobielle Wirksamkeit
dieser neuartigen Verbundbeschichtung wurde hingegen nicht untersucht. Diese Eigenschaft
von Silber-Beschichtungen im Allgemeinen untersuchten jedoch schon einige vorherige
Studien, die deren antibakterielle Wirkung belegen konnten. Dabei sind Silber-Legierungen
effektiver als eine alleinige Silber-Beschichtung, da letztere iiber Protein-Anionen leicht in
threr Wirkung deaktiviert werden kann [Monteiro et al 2009, Stobie et al 2008, Furno et al
2004]. In einer Studie von Zheng et al. wurde eine TiNi-basierte Legierung mit Silber
untersucht und mit einer reinen TiNi-Verbindung hinsichtlich seiner antimikrobiellen
Wirkung verglichen. Dafiir wurden diese beiden Verbindungen gegeniiber drei verschiedenen
Bakterienstimmen getestet. Durch die Hinzunahme von Silber und die bakterizide Wirkung
der Ag'-Tonen konnte eine signifikante Verringerung der Bakterienanzahl auf der Oberfliche
erzielt werden, bei hoherer Materialfestigkeit sowie gleicher Korrosionswiderstandsfahigkeit

und Biokompatibilitit [Zheng et al 2011]. Auch der Vergleich von mit Silber beschichteten

61



5 Diskussion

Titan-Vanadium-Prothesen mit nicht beschichteten Titan-Prothesen zeigte einen klaren
antimikrobiellen Vorteil durch die Hinzunahme von Silber. Hierbei wurden Patienten
prospektiv liber fiinf Jahre hinsichtlich periprothetisch auftretender Infektionen untersucht.
Die Inzidenz der Infektion konnte durch die Silber-Beschichtung auf 5,9% im Vergleich zu
den Titan-Prothesen (17,6%) gesenkt werden. Patienten mit einer periprothetischen Infektion
der Ti-Prothese mussten in 38,5% der Fille schlussendlich amputiert oder mit einer
Rotationsplastik versorgt werden. Patienten, die eine mit Silber beschichtete Titan-Vanadium-
Prothese erhalten hatten, benétigten innerhalb des untersuchten Zeitraumes eine solche
radikale operative Mallnahme nicht. Hier reichten eine alleinige antibiotische Behandlung
(66,7%) oder kleinere Revisionsoperationen (33,3%) aus [Hardes et al 2010]. Auch die
Kombination von Silber mit einer TicAlVs-Verbindung zeigte eine vielversprechende
antibakterielle Wirkung [Fiedler et al 2011]. Ebenso gibt es Untersuchungen zu TiAg-
Legierungen, welche deren antimikrobielle Wirksamkeit belegen [Zhao et al 2009]: In einer in
vitro Studie zu einer solchen Verbindung wurde, ebenfalls wie in der vorliegenden Arbeit,
mittels physikalischer Gasphasenabscheidung (PVD) eine ca. 2pm dicke TiAg-Schicht auf
eine Titanoberfliche aufgebracht. Der Silbergehalt dieser Oberflichenbeschichtung betrug
dabei zwischen 0,7 und 9%. Im weiteren Verlauf wurden auf dieser TiAg-Oberfliche sowie
auf einer reinen Ti-Oberflidche als Kontrolle Bakterienkulturen (Staphylococcus epidermidis
& Klebsiella pneumoniae) angelegt. Von der TiAg-Legierung wurden dabei kontinuierlich
Ag'-Tonen in einer nicht toxischen Konzentration von 0,5 - 2.3ppb freigesetzt, wodurch in
vitro ein suffizienter antimikrobieller Effekt ausgeiibt wurde: Die bakterielle Besiedlung der
TiAg-Oberfliche konnte dadurch signifikant gegeniiber der Kontroll-Oberfliche (100%) um
43 - 52% (Staphylococcus epidermidis) sowie 32 - 64% (Klebsiella pneumoniae) gesenkt
werden [Ewald et al 2006]. Eine weitere in vitro Studie, bei der ein Titan-Tragermaterial mit
einer 2, 4 sowie 6 Gew% Silber dotierten Hydroxyapatit-Beschichtung analysiert wurde,
zeigte dhnliche Resultate: Hier wurde nach Testung der Schicht mit Pseudomonas aeroginosa
eine signifikante Reduktion der Oberflichenadhision dieser Bakterien beobachtet und somit
die antimikrobielle Wirkung von Silber bestitigt [Roy et al 2012]. Auch Gao et al. konnten in
der bereits erwihnten Studie eine ausreichende Ag'-Ionen-Freisetzung nachweisen und

gegeniiber Staphylococcus aureus und Escherichia coli eine suffiziente und lang anhaltende

62



5 Diskussion

antibakterielle Wirkung erreichen. Ebenso zeigte sich in dieser Studie nahezu keine
Zytotoxizitit, sondern eine positive Auswirkung auf die Zellproliferation und
Zelldifferenzierung insbesondere der Osteoblasten [Gao et al 2014]. Andere Studien konnten
diese Beobachtungen ebenfalls bestitigen [Hardes et al 2007b, Ewald et al 2006]. Eine
Untersuchung zu Ti-Hiiftprothesen, die mittels PVD mit Silber beschichtet wurden,
analysierte auBBerdem explizit die ossédre Integration dieser Implantate. Dabei konnte in vivo
sowie radiologisch, histologisch und biomechanisch eine stabile ossédre Integration gezeigt
werden [Hauschild et al 2015]. In einer angemessenen Konzentration zeigt Silber somit keine
zytotoxischen Nebenwirkungen auf Osteoblasten und behindert eine Osseointegration folglich
nicht.

Die antimikrobielle Wirksamkeit von TiAg-Legierungen sowie die positiven Auswirkungen
durch die Hinzunahme von Silber u.a. auf die Korrosionswiderstandsfiahigkeit und
Materialfestigkeit ist somit durch bisherige Studien bereits untersucht und gezeigt worden.
Der Einfluss einer solchen Oberflichenmodifikation auf das Muskelgewebe in vivo wurde
bisher hingegen weniger erforscht. Fiir die erfolgreiche Osseointegration eines Implantates ist
neben der Verhinderung einer Infektion jedoch ebenso eine gute Biokompatibilitidt der
eingebrachten Materialien mit dem umgebenden Gewebe bei gleichzeitiger minimaler, bis
ganzlich fehlender Zytotoxizitit von groBer Wichtigkeit. Essentiell sind dabei gute vaskulédre
Bedingungen mit Ausbildung eines neuen Gefdlnetzwerkes um das implantierte Material
herum. Durch eine solche Neovaskularisation ist eine Versorgung einerseits mit
korpereigenen Zellen zur Implantatintegration gewdhrleistet sowie andererseits mit
Immunzellen zur Bekdmpfung korperfremder Mikroorganismen. Eine insuffiziente
Blutversorgung bzw. eine durch Implantatmaterialien hervorgerufene negative Beeinflussung
der lokalen vaskuldren Situation kann zu einer nicht ausreichenden Integration und zum
Zelltod von umgebendem Gewebe fiihren [Rouwkema et al 2008]. Ein solcher Vorgang
wiirde im Weiteren eine Osseo- und Gewebeintegration erschweren oder im schlimmsten Fall
verhindern sowie eine Infektion begiinstigen.

Mikrozirkulatorische Parameter spielen dabei zur Bewertung der Biokompatibilitit eines
neuen Implantatmaterials eine entscheidende Rolle. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie

zeigten  sehr  konstante =~ Werte  hinsichtlich  des  GefiBdurchmessers,  der
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ErythrozytenflieBgeschwindigkeit, des Blutvolumenflusses und der Wandscherrate {iber den
Versuchszeitraum hinweg und damit eine gute GefdlBvertraglichkeit der getesteten TiAg-
Implantate. Die funktionelle kapillare Dichte als Ma3 der Gewebeperfusion wies ebenfalls
keine signifikanten Verdnderungen im Verlauf auf. Lediglich innerhalb der reinen Titan-
Versuchsgruppe fiel direkt nach Implantation ein transienter, leichter Anstieg der
funktionellen kapillaren Dichte auf, jedoch mit anschlieBender Normalisierung bis zum
Versuchsende. Wichtig war jedoch, dass es zu keiner Zeit zu einer Abnahme der funktionellen
kapillaren Dichte sowohl in der Ti- als auch der TiAg-Gruppe kam, wodurch eine
mechanische Beeinflussung des Gewebes und somit der untersuchten Parameter durch die
Implantate ausgeschlossen werden konnte.
Beim Vergleich der drei Versuchsgruppen gegeneinander konnten keine signifikanten
Unterschiede in Bezug auf die GefaBBpermeabilitit festgestellt werden. Jedoch wurde ein
signifikanter Anstieg vom Tag der Implantation (d0, 1h) bis zum letzten Untersuchungstag
(d7) sowohl innerhalb der Kontroll- als auch in der TiAg-Implantatgruppe beobachtet. Alle
drei Gruppen zeigten zum Ende des Versuchszeitraumes eine erhohte Extravasation. Dieses
Phanomen wurde auch in vorherigen Studien [Roetman et al 2010, Laschke et al 2007]
beobachtet und kann als Folge der Versuchsdauer sowie als Nebenwirkung der repetitiven
Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen und einer damit einhergehenden Endothelschiddigung
im Laufe der Zeit interpretiert werden [Povlishock et al 1983]. Die Tiere mit TiAg-
beschichteten Implantaten zeigten im Vergleich zur Ti- und Kontrollgruppe auflerdem sehr
dhnliche Werte der GefdBBpermeabilitit an den einzelnen Zeitpunkten und im zeitlichen
Verlauf. Die TiAg-beschichteten Implantate fithrten im Gegensatz zu einer Studie zu reinen
Ag-Implantaten nicht zu negativen Folgen einer venuldren Gefdf3dilatation oder dem Verlust
der endothelialen Integration [Kraft et al 2000]. Aufgrund der intakten kapilldren und
venuldren Perfusion kann deshalb davon ausgegangen werden, dass sowohl die Ti-Implantate
als auch die TiAg-Implantate hinsichtlich der eben erlduterten Parameter gut toleriert wurden.
Bei der Analyse einer inflammatorischen Reaktion berichteten Kraft et al. in der
bereits erwidhnten Studie im Riickenhautkammer-Modell des Hamsters initial nach
Implantation von sowohl reinen Ti- als auch reinen Ag-Implantaten im Vergleich zur

Kontrollgruppe iiber einen massiven Anstieg der rollenden und adhérenten Leukozyten [Kraft
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et al 2000]. In der vorliegenden Studie konnte lediglich initial ein erhdhter Zellfluss innerhalb
der TiAg-Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontroll- und Ti-Gruppe beobachtet werden,
welcher jedoch bis zum Versuchsende wieder auf vergleichbare Werte der Kontrolltiere
absank. Es zeigte sich jedoch zu keinem Zeitpunkt ein Anstieg der rollenden Leukozyten,
weder in der Ti- noch in der TiAg-Gruppe. Sowohl in zentralen als auch peripheren
Untersuchungsfeldern wurden Werte gemessen, die zu jedem Zeitpunkt mit denen der
Kontrollgruppe vergleichbar waren. Auch im zeitlichen Verlauf innerhalb der Gruppen
konnten keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die rollenden Leukozyten festgestellt
werden. Lediglich die Analyse der adhdrenten Leukozyten zeigte voriibergehende signifikante
Verdnderungen innerhalb der Ti-Gruppe und im Vergleich dieser mit der TiAg- und
Kontrollgruppe in zentralen und peripheren Untersuchungsfeldern: Hier fiel eine initial nach
der Implantation (dO, 1h) erhohte Anzahl dieser Zellen im Vergleich zur Kontroll- und TiAg-
Versuchsgruppe auf. Bereits am néchsten Untersuchungstag (d1) konnte jedoch schon eine
verminderte Anzahl der adhdrenten Zellen festgestellt werden mit weiterer Reduktion auf
vergleichbare Werte der Kontroll- und TiAg-Implantat-Tiere bis zum Ende des
Versuchszeitraumes (d7). Dieser initiale, aber nur transiente Anstieg der adhérenten
Leukozyten konnte bereits in anderen Studien beobachtet werden [Pennekamp et al 2007,
Pennekamp et al 2006, Kraft et al 2003, Kraft et al 2001, Kraft et al 2000]. Hervorzuheben ist
hingegen, dass Venolen in den zentralen und peripheren Untersuchungsfeldern der TiAg-
Implantate zu keiner Zeit eine signifikant erhohte Anzahl adhdrenter Leukozyten im
Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten. Sie wiesen lediglich einen leichten Anstieg initial mit
abnehmender Tendenz im zeitlichen Verlauf auf, dhnlich zu den Werten der Kontrollgruppe.
Es kann dabei allerdings angenommen werden, dass die Implantation von Fremdmaterialien
physiologischer Weise eine akute tempordre Entziindungsreaktion mit einer damit
einhergehenden leicht erhdhten Leukozyten-Endothelzell-Interaktion hervorruft und damit als
Teil eines normales Reparations- und Integrationsprozessen angesehen werden kann [Laschke
et al 2006]. Dariiber hinaus konnten makroskopisch weder eine Ausbildung von Odemen
noch Zeichen von Blutungen oder einer Inflammation beobachtet werden. Die Tiere zeigten
aullerdem ein normales Fress- und Orientierungsverhalten.

Die histologische Analyse des Riickenhautkammer-Gewebes im Bereich der Implantation
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zeigte in der Ti- und TiAg-Gruppe nur geringe Anzeichen einer Inflammation sowohl nach
H&E- als auch CAE-Fiarbung. Auch nach immunhistochemischer F4/80-Markierung konnte
nur eine geringe Infiltration mit Makrophagen nachgewiesen werden. Zur Interpretation dieser
Ergebnisse hilft das Verstidndnis {liber die physiologischen Prozesse der Wundheilung: Diese
wird in eine inflammatorische- und proliferative Phase sowie in eine Phase des
Gewebeumbaus unterteilt [Singer & Clark 1999]. Dabei aktivieren Thrombozyten nach einem
Gewebetrauma Zellen des Immunsystems, wobei dabei den Makrophagen eine entscheidende
Rolle zukommt. Sie wandern in das betroffene Gebiet ein und phagozytieren u.a. geschéadigtes
und apoptotisches Gewebe sowie infizierende Mikroorganismen und stimulieren auBBerdem
iiber die Freisetzung von Zytokinen weitere Zellen wie u.a. Fibroblasten und
GefdBendothelzellen und dadurch eine Neovaskularisation. Diese Prozesse fithren zu einer
Gewebeproliferation und einem Gewebeumbau und schlussendlich zu einer Regeneration des
geschiadigten Gewebes [Hergert et al 2013, Shapiro et al 2011, Kujath & Michelsen 2009].
Die in den histologischen Priparaten abgelaufene inflammatorische Reaktion kann somit als
eine physiologische Reaktion des Organismus auf die Implantation der Riickenhautkammer
und als normaler und positiver Prozess innerhalb der Wundheilung gewertet werden.

Die Oberfldche der TiAg-Implantate wies nach PVD-Beschichtung einen initialen Silberanteil
von 72Gew% mit geringeren Anteilen an Titan und Aluminium auf. Diese TiAg-
Verbundbeschichtung wurde vor und nach der Implantation mithilfe von EDA-Analysen
untersucht. Dabei zeigte sich durch eine prozentuale Abnahme des Silbergehaltes eine
suffiziente Freisetzung von Silber. AuBerdem konnte am Ende des Versuchszeitraumes eine
vorhandene Oberfldchen-Integritit der TiAg-Pléttchen festgestellt werden.

Insgesamt wurden makroskopisch keine Anzeichen einer gestorter Perfusion oder erhShten
Inflammation festgestellt. Auch mikroskopisch zeigte die Analyse der mikrovaskulidren
Parameter eine  gute  Vertrdglichkeit der  getesteten  Implantate. ~ Sowohl
intravitalmikroskopisch als auch histologisch konnte dariiber hinaus eine stark erhdhte
inflammatorische Reaktion ausgeschlossen werde.

Vorherige Studien bewiesen bereits die antimikrobielle Wirkung von TiAg-Verbindungen,

weshalb diese Eigenschaft der in dieser Arbeit getesteten TiAg-Verbundbeschichtung
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ebenfalls angenommen werden kann. Zur genaueren Einschédtzung bedarf es jedoch noch
weiterer Untersuchungen.

Auch die erfolgreiche ossire Integration mittels PVD mit Silber beschichteter Ti-Prothesen
wurde bereits beschrieben [Hauschild et al 2015]. Daher wire ebenso eine Untersuchung der
hier getesteten TiAg-Plattchen bei Kontakt mit Knochenmaterial mdglich, um das Ausmal3
dieser Verbindung zur Osseointegration zu testen.

In der Zusammenschau der gesamten Ergebnisse dieser Arbeit kann jedoch bereits jetzt
geschlussfolgert werden, dass die neuartige TiAg-Verbundbeschichtung im Mausmodell in
vivo eine sehr gute Biokompatibilitdt aufweist. Sie wurde vom Organismus gut toleriert und
bietet somit die Grundlage fiir weitere Untersuchungen mit dem moglichen Ziel einer Testung

im menschlichen Organismus.
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7.1 Abbildungen

Abb. 1: Demographische Entwicklung Deutschlands

Abb. 2: Hiift-Endoprothetische Eingriffe in Deutschland

Abb. 3: Phasen der Biofilmbildung

Abb. 4: Ablauf der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion

Abb. 5: Antibakterieller Wirkmechanismus von Silber

Abb. 6: C57BL/6J Tyr Maus

Abb. 7: Herstellung der Implantate

Abb. 8: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes

Abb. 9: Schema der Schichten der Riickenhautkammer

Abb. 10: Instrumente und Bestandteile der Riickenhautkammer-Préparation

Abb. 11: Préparation der Riickenhautkammer

Abb. 12: Final préparierte Riickenhautkammer

Abb. 13: Aufbau des IVM-Systems

AbD. 14: IVM-Darstellung der funktionellen Kapillardichte, Durchmesser, Extravasation
Abb. 15: IVM-Darstellung und Auswertung der ErythrozytenflieBgeschwindigkeit
Abb. 16: IVM-Darstellung und Auswertung der Leukozyten

Abb. 17: Histologische Darstellung der Riickenhautkammer

Abb. 18: Makroskopische Befunde der Riickenhautkammer

Abb. 19: Analyse der funktionellen Kapillardichte

Abb. 20: Analyse der Extravasation

Abb. 21: Analyse der rollenden Leukozyten

Abb. 22: Analyse der adhédrenten Leukozyten

Abb. 23: Histologische Analyse der Riickenhautkammer

Abb. 24: EDA-Analyse und rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Implantate
7.2 Tabellen

Tab. 1: Mikrohdmodynamische Parameter zentral

Tab. 2: Mikrohdmodynamische Parameter peripher
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