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Abkiirzungsverzeichnis

pm = Mikrometer

“-Rohr-Pl. = Drittelrohrplatte

A = Angstriim

AEC = 3-Amino-9-ethylearbazol

Ag = Silber

Al = Aluminium

AQ = Arbeitsgemeinschaft fiir Osteosynihese
Aqua dest. = destilliertes Wasser

ASTM = American Society for Testing and Materials
Au = Gold

BHN = Brinell Hardness Number

bzw = beziehungsweise

C = Kohlenstoff

Ca= Caleium

CD = cluster of differentiation

Cy = konstante Doméine der schweren Kette
Cr = konstante Domiine der leichten Kette
CN = 4-Chlor-1-Naphtol

Co = Kobalt

Cr = Chrom

Cu = Kupfer

d = Durchmesser

DARB = 3,3"-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
DCP = Dynamic Compression Plate

DDk = DEnemark

e = Elekiron

EDX = energy dipersive x-ray

Fa = Firma

Fan = fragment antigen binding

Fe = fragment crystalline

Fe = Eisen

£ = Gramm

GN = Giganewton

H = schwere Kette

h = Stunde

H" = WasserstofTion

H: = Wasserstoffmolekiil

H:0O = Wasser

H20: = Wasserstoffperoxid

HLA = human leucocyte antigen

IgA = Immunglobulin A



[gE = Immunglobulin E

IgG = Immunglobulin G

IL. = Interleukin

1= Jahre

kDa = KiloDalton

Kondylenpl. = Kondylenplatie

L = leichte Kette

LCDCP = Low Contact Dynamic Compression Plate
m = miinnlich

M = Maolar

MCP = monocyte chemoattractant protein
Me = Metall

Mg = Magnesium

MHC = major histocompatibility complex
Min = Minute

MIP = monocyte inflammatory protein
m] = Mililiter

Mm = Milimeter

mM = millimolar

Mo = Molvbdiin

Mon = Monate

MPa = Megapascal

mRNA = messanger ribonuclein acid
N = Newton

Na = MNatrium

NaCl = Natriumchlorid

Nb = Niob

Ni = Nickel

Nm = Nanometer

Nr. = Nummer

OH = Hydroxidion

OSG = oberes Sprunggelenk

Pb = Blei

PBS = Phosphat gepufferte Kochsalzldsung
PDGF = platelet derived growth factor
PMMA = Polymethylmetacrylat

ppm = parts per million

Pt = Platin

Reko.Pl = Rekonstruktionsplatte

RT = Raumtemperatur

Rundlochpl. = Rundlochplatte

Si = Silizium

TGF = tissue growth factor

Ti = Titan

TNF = Tumomekrosefaktor



UTN = unreamed tibia nail

V = Vanadium

Vu = vanable Domiine der schweren Kette
¥ = variable Domiine der leichien Keite
w = weiblich

Zi=Fink



1. Einleitung

1.1 Geschichtlicher Uberblick iiber die Entwicklung
von Implantatwerkstoffen

Die Geschichte der Osteosynthese ist schon immer mit der Suche nach dem idealen
[mplantatmaterial verbunden. Dabei wurden im Laufe der Zeit zahlreiche Metalle implantiert
und pgetestet, wobei in der vorantiseptischen Zeit nur Einzelversuche moglich waren.
Aullerhalb der Frakturversorgung fanden Metalle schon bei den Rémem vor allem zur
Wundversorgung Verwendung. Die erste dokumentierte Metallimplantation fiihrie 1665
erstmalig Petronius durch, indem er eine angeborene Gaumenspalte mit einer Goldplatte
versorgte. Der erste Einsatz von Metallen im Rahmen der Osteosynthese erfolgte 1775 durch
Lapavode und Sicre in Toulouse, die eine Humerusfraktur mittels eines Metalldrahles
fixierten (Schuster 1975).

Untersuchungen zur Vertriiglichkeit von Metallimplantaten wurden erstmals im 19,
Jahrhundert durchgefihrt (Schuster 1975). Von den im Laufe der Zeit untersuchten Metallen,
wiesen dic Edelmetalle, wie Gold, Silber und Platin dic geringsten Reizungen im
menschlichen Kérper auf, waren aber in ihrer praktischen Anwendung wegen der hohen
Kosten und der vergleichbar schlechten mechanischen Eigenschaften nur bedingt cinsetzbar
{Schuster 1975). Andere Metalle, wic zum Beispiel Messing. Kupfer oder Eisen eigneten sich,
bei guten mechanischen Eigenschafien, wegen der schlechien Biokompatibilitit nicht filr die
Klinik (Schuster 1975). Seit den 20er Jahren des vorherigen Jahrhunderts setzte sich rostfreier
Stahl zunichst vor allem in der Endoprothetik als wichtiger ImplantatwerkstofT durch
(Schuster 1975, Arens und Hansis 1998). Dancben gewannen seit 1936 eisenfreie,
molybdinhaltige Gusslegierungen aul Kobalt- und Chrombasis  besonders in  der
Dentalmedizin an Bedeutung. Vitallium wurde seit 1943 vor allem in den USA fiir Nigel,
Schrauben und Platten verwendet (Schuster] 975). Titan gewann nach seiner kommerziellen
Herstellung 1946 besonders in den 50er Jahren als Implantatwerkstoff an Bedeutung und wird
bis heute stindig weiterentwickelt (Schuster 1975). Andere Metalle wie Tantal und Niob
haben hingegen bis jetzt nur wenige Einsatzm&glichkeiten gefunden (Miiller 1991).



Einige weitere bedeutsame peschichtliche Daten seien im folgenden tabellarisch genannt
(Schuster1975):

1827: Vearny-Rodgers (New York) filhrt den Silberdraht zur Zerklage wvon
Humerusfrakiuren ein

1828: Somme (Antwerpen) verwendet Silberdriihte zur Vereinigung von
Femurfrakiuren

1829: Leveri testet Gewebevertriiglichkeit von Metallen im Kdrper — Platin zeigt dic
geringsten Imitationen, Blei erweist sich als toxisch

1830: Mo weist aul die Bedeutung von ,gut geglithtem* Eisendraht hin.

1858: von Langenbeck versorgt die erste Schenkelhalsfrakiur mit einem Silberbolzen
1875: F. Kdnig stabilisiert eine Schenkelhalsfraktur mit einer Stahlschraube

1877: Lister fuhn die Patellanaht mit Silberdraht ein

1886: Hansmann entwickelt die erste Osteosyntheseplatte. Sie bestand aus
nickeliiberzogenem Stahl mit eingebohrten Lichern

1893: Boath und Curtis verwenden Aluminiumplatien am Schideldach

1893: WA Lane entwickelt Stahlschrauben und —platten fiir die Frakturversorgung,
1904: Bayer stellt fest, dass die Gewebereizung durch Metalle in der Reihenfolge
Silber, Aluminium, Eisen, Messing und Kupfer zunimmt

1909: Entwicklung vom Platten aus Al, Ag und Cu durch 4. Lamborre

1910: Kirschner setzt sich fiir die Verwendung von Klavierseiten-Draht aus Chrom-
Nickel-Stahl fiir Knochenniihte ein

1912: W.O'Neil Sherman konstruiert eine Osteosyntheseplatte aus mit Vanadium
legiertem Stahl mit hoher Festigkeit und Zihigkeit

1920: Krupp beginnt mit der Herstellung von CrNi-Stiihlen (CrNil188) und CrNi-Mo-
Stihlen (CrNiMol810); der V2A-Stahl wird der dominierende Werkstoff fiir
Allenthesen

1924: Zierold testet im Tierversuch die Reaktion des Knochens auf Au, Ag, Al, Zi,
Pb, Cu, Ni, Mg, Fe, Stellit, Al-Legierungen und Stahl. Au, Ag, Stellit, Pb und Al
werden im Korper gut vertragen, wihrend Cu und andere Metalle vom Knochen
umwucheri werden

1925: Orsos konstatiert, dass ungleiche Metalle fiir die Osteosynthese ungeeignet sind
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1929: Singer und Hoder stellen in vitro die Zellwachstumshemmung durch Cu, Ag
und Hg fizst. Au, Pt und Pb zeigen diese Reaktion nichi

1930: Erdle entwickelt eine Gussprothese aus einer CoCr-Legierung

1936: Vemable und Sruck entdecken elektrolytische Aktivititen bei  allen
Osteosynthesemetallen

1938: P. Wiles stellt die erste Prothese fiir den totalen Hiifigelenksersatz her

um 1940: Vitallium findet breite Anwendung vor allem in den USA

1940: Bothe testet in Hunden alle gingigen Metalle und sicht neben Stahl und
Vitallium Titan als alternatives Implantatmetall

1940- 1950: Leventhal untersucht Tantal, Titan sowie kaltverformbare wolfram- und
nickelhaltige Kobaltlegicrungen als Implantatwerkstoffe

1946: J. und R. Juder konzipieren erstmals ¢ine Hiiftprothese unter biomechanischen
Gesichtspunkten

ab 1946: J.Cotton fihrt die kommerzielle Herstellung von Titan und Titanlegierungen
ein

1951: Leventhal sieht in Titan ein ideales Metall fiir die Frakturversorgung, besonders,
da er es als ..inert™ betrachiet

1958: die Arbeitsgemeinschall fiir Osteosynthesefragen (AO) wird gegriindet und
verwendet V4A-Suprastiihle fir thre Implantate

Bedeutung der Implantatwerkstoffe in der
Unfallchirurgie

In der Behandlung von Knochenbriichen wird seit dem Beginn der 60er Jahre der offenen
Reposition und internen Fixation mit Metallimplantaten der Vorrang gegeniiber der
konservativen Behandlung mit Gips und Extension gegeben. Die fiir diese Zwecke
verwendeten Implantatmetalle miissen dafiir eine voriibergehende Fixation der Fraktur
ermdplichen, damit eine funktionelle Behandlung durchgefilhrt werden kann {(Arens und
Hansis 1998). Fiir cinen lingeren Zeitraum sind die Allenthesen die alleinigen Triiger der



Kérperlast und damit Teilhebelarme vieler Bewegungen. Durch die stindige Muskeltitighkeit
werden ungezihlte Schwingungen, aber auch maximale Kraftwirkungen tbertragen. Die
mechanischen und dynamischen Gesetze haben hier ihre besondere Gilltigkeit. Wesentliche
Implantatformen filr die Frakwurbehandlung sind dabei die extramedulliire Platte sowie der
intramedulliire Nagel. Fiir diese Implantate ist bereits seit langem rostfreicr Stahl (V4A-Stahl)
nach 150 5832-1 im Gebrauch. Alternativ steht kommerzielles Reintitan nach 1SO 5832-2 zur
Verflgung (Arens und Hansis 1998). Dabei sind an Materialien fir die operative
Stabilisierung von Frakturen besonders hohe Materialanforderungen zu stellen.
Dies gilt wunichst einmal fiir die physikalischen und mechanischen Eigenschafien des
Materials. Eine filr die Klinik besonders wichtige Eigenschaft ist dabei das Elastizititsmodul.
Darunter versteht man die Fiihigkeit eines Materials nach dem Ende einer deformierenden
Kraft wieder in die urspringliche Form zuriickzukehren. Dieser Parameter betriigt beim
Knochen 10 GN/m® und sollte beim verwendeten Implantatmaterial moglichst dhnlich sein,
um die mechanische Belastung des Implantates zu minimieren, AuBerdem muss das Material
ermildungsresistent und die Strell-Relaxation minimal sein, damit die Kompression der
Fraktur nicht nachlisst (Schuster 1975). Gute Duktilitit ist unentbehrlich, damit die Festigkeit
auch nach Anpassung an den Knochen crhalten bleibt (Milller 1991). Das verwendete
Material sollte giinstige Eigenschaften in Bezug auf die Verarbeitung withrend der Produktion
und withrend der chirurgischen Implantation (Verbiegung) aufweisen.
Chemisch gesehen ist die Korrosion von Implantatmetallen von besonderer Bedeutung. Die
chemische Wechselwirkung zwischen ImplantatwerkstofT und Empfingergewebe setzt einen
Austausch von lonen zwischen der Metalloberfliiche und dem biologischen Gewebe voraus.
Die Korperflissigkeit wirkt dabei als komplexer Elektrolyt, was zur Bildung eines
galvanischen Elementes fithrt. Dabei ldufi prinzipiell die folgende Reaktion ab (Schuster
1975%
Anodische Teilreaktion :  Me — Me" +¢
Kathodische Teilreaktion: 2H' + 2¢° — H: (Wasserstoffreduktion)

(h + 2 HyO+ 4¢° — 4OH (Saverstoffreduktion)
Dic anodische Teilreaktion entspricht der Metallaufldsung, wodurch lonen in den Kérper
freigesetzt werden kiinnen und der Korrosionsvorgang siaitfindet. Die Geschwindigkeit der
Korrosion stellt ein dircktes MaB fiir den Grad der Interaktion zwischen Implantat und
Empfiingergewebe dar. Bei hoher Korrosionsbestiindigkeit kommt es wegen der langsamen
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Freisetzung von lonen nur zu einer schwachen Wechselwirkung mit dem biologischen
Gewebe. Schutz vor der Korrosion bietet die sogenannte Passivierung. Dabei bilden die bei
der anodischen Metallauflésung entstehenden schwerltslichen Reaktionsprodukte wie
Metallhydroxide und —oxide eine auf der Metalloberfliche festhaftende, undurchliissige
Schutzschicht (Ruedi 1975, Schuster 1975).

Die Korrosion von metallischen Implantaten kann das umliegende Gewebe prinzipiell auf drei
Arten beeinflussen (Ruedi 1975, Schuster 1975):

1. elektrische Strime kéinnen das Verhalten von Zellen beeinflussen:

2. pH und Sauverstoffpartialdruck kéinnen withrend des Korrosionsprozesses variieren,
was zu einer Anderung der chemischen Umgebung Rihrt:

3. die Freisetzung metallischer Ionen kann eine Verlinderung des Zellmetabolismus zur
Folge haben.

Die Komosion von metallischen Implantaien wird in verschiedenen Formen beobachtet
(Ruedi 1975, Schuster 1975):

1. Spalt- und LochfraBkorrosion: hiufigste Form der Korrosion. Es handelt sich um eine
lokale Zerstbrung der Passivschicht zum Beispiel durch mechanische
Oberflichenzersttrung, Strukturfehler oder Verunreinigungen. An  schwer
zuglinglichen Stellen, wie Lochem und Spalten, kann durch Mangel an Sauerstoff eine
Repassivierung nicht erfolgen, so dass sic gegeniiber dem iibrigen passiven Bereich
anodisch werden und zu korrodieren beginnen

2. Spannungsrisskorrosion: Bildung und Ausbreitung von Rissen infolge gleichzeitiger
Wirkung von statischer, mechanischer Zugbeanspruchung und Korrosionsangriff

3. galvanische Korrosion

Hiufig jedoch lisst sich eine beobachtete Korrosion nicht eindeutip einer der oben genannten
Korrosionsarten zuordnen.

Wichtig fiir den postoperativen Verlaul ist des weiteren eine miglichst geringe
Empfinglichkeit fiir Infektionen, da diese die bedeutendste Komplikation darstellen { Arens
und Hansis 1998).

Neben einer ausreichenden mechanischen Festigkeit muss das verwendete Material aber auch
cine optimale Biokempatibilitit besitzen, da es einen bestimmten Zeitraum, zum Teil sogar
fiir den Rest des Lebens, im Kérper des zu versorgenden Patienten verbleibt. In diesem
Zusammenhang ist eine miglichst geringe Irritation des lokalen oder ortsfremden Gewebes



und emne gennge allergene Potenz zu fordem. Natilrlich muss das Material in unbeschriinkten
Mengen zu einem giinstigen Preis vorhanden sein und ein konstant giinstige Qualitit
aufweisen (Miiller 1991).

1.3 Titan als Implantatwerkstoff

Titan wurde 1791 entdeckt und 1887 von Nilson und Petterson zum ersten Mal in unreiner
Form hergestellt (Ellerbe und Frodel 1995). Erst 1919 gelang es Hunter geniigend reines Titan
herzustellen, und seine Eigenschaften zu charakterisieren (Brown 1997), Machdem 1946 nun
durch Cotton ein Verfahren zur kommerziellen Herstellung von Titan entwickelt wurde,
schlug es 1951 Leventhal als Implantatwerkstofl fiir die Chirurgie vor (Leventhal 1951).
Seitdem wurden zwanzig verschiede Legierungen hergestelli und getestet, von denen
besonders drei Formen in der Klinik Anwendung finden: Reintitan, die Ti-Al6-V4Legierung
mit 6% Aluminium und 4% Vanadium und Ti-Al6-Nb7 {Arens und Hansis 1998).

Beim Reinfitan handelt es sich um ein unlegiertes Titan mit geringen Verunreinigungen von
Kohlenstoff, Eisen oder Sauverstoff. Titan hat cinen hohen Schmelzpunkt und nimmt im
geschmolzenen Zustand zusfitzliche Verunreinigungen auf, weshalb es in einem Vakuumofen
geschmolzen wird. Dhas’ reine Titan weist im Vergleich zu den Titanlegierungen eine geringe
Festigkeit jedoch eine hohe Zihigkeit auf. Durch Zulegieren von Aluminium und Vanadium
und durch eine nachtriigliche Wirmebehandlung resultiert eine Zweiphasenlegierung mit
gleichmifliger Verteilung der Mischkristallphasen. Diese Legierungen zeichnen sich durch
eine erhihte Festigheit und verbesserte Ermildungserscheinungen aus, Im gegossenen Zustand
weist das Geflige nach der Abkithlung eine lamelliire Duplexstruktur auf. Dieser Zustand wind
anschliefend einer Homogenisierung unterzogen. Im warmverformten Zustand besteht die
TiAl6V4- Legierung aus feinen o-Kdmem und einer sehr feinen Verleilung von
interkristallinen f-Teilchen {Williams 1981).

Die mechanischen Eigenschaften des Titans sind abhingig vom Reinheitsgrad. Reintitan ist in
vier verschiedenen Reinheitsgraden erhiiltlich, Die reinste Form, Grad 1, enthiilt einen
miaximalen Gewichtsanteil von 0,18% Sauerstoff und 0,2% Eisen und stellt dic weichste Form
dar. Die Brinell Hardness Number (BHN) betriigt 120 und die Bruchdehnung ist als MaB fiir
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die Duktilitiit am hichsten. Grad 2 darf maximal 0,25% Saverstoff und 0,3% Fisen beinhalten
und hat demnach eine BHN von 160 bei einer Bruchdehnung von 28%. Reintitan des Grades
3 darf maximal 0,35% Sauverstoff und 0.3% Eisen beinhalien und hat cine BHN von 200 bei
einer Bruchdehnung von 25%. Die hineste Form vom Grad 4 enthilt maximal 0,4%
Sauerstoff und 0,5% Eisen. Seine Hirte liegt bei 250 (BHN) und seine Bruchdehnung bei
23%. Allen Graden gemeinsam sind maximale Verunreinigungen von: 0,03% Stickstoff,
0,015% Wasserstoff und 0,1% Kohlenstoff (Williams 1981).

Die Zugfestigkeit des Reintitans liegt entsprechend der vier erhiltlichen Stufen zwischen 240
MPa (Grad 1) und 300MPa (Grad 4) (Disegi und Wyss 1989). Sein Elastizitfitsmodul betriigt
ungeflihr 100 GN/m” und ist damit im Vergleich zu anderen Materialien wie Vitallium oder
Stahl ungefiihr halb so groll. Diese Eigenschaft erscheint positiv im Bezug auf eine optimale
Konturicrung und Anpassung an die anatomischen Gegebenheiten des Knochens, Dies wird
aber durch den doch immensen Unterschied zum Elastizititsmoduls des Knochens (10
GN/m®) relativiert (Williams 1976).

Neben den mechanischen Eigenschaften ist, wie bereits erwiihnt, die Infektanfiilligkeit des
Implantatwerkstoffes im Bezug auf den postoperativen Verlauf von groBer Bedeutung. In
diesem Zusammenhang konnten Arens et al 1996 in einem Kaninchenmodell cine fiir
Titanimplantate im Vergleich zu Stahl héhere Infektresistenz nachweisen (Arens et al.
1996). Die Infektrate betrug dabei fiir Stahiplatien 75% und fiir Titanplatten 25% und war
damit signifikant niedriger. Klinisch konnte dies aber bis heute nicht belegt werden.

Da die Herstellung und Werarbeitung von Titan vergleichsweise aufwendig ist, sind
Titanimplantate im Vergleich zu Stahlimplantaten um ungefiihr 20%-40% teurer { Arens und
Hansis 1998).

Enischeidende Bedeutung erlangte das Titan besonders aufgrund der hiiufig beschriebenen
herausragenden Biokompatibilitit. Wesentliche Vomaussetzung fiir diese ist seine gute
Korrosionsbestiindigkeit. Grundlage dieser Korrosionsbestindigkeit ist die sich ausbildende
Onidschicht, die beim Reintitan d = 32+8A und bei der TiAl6V4- Legierung d = 83£12A
betriigt und sich nach Zerstdrung innerhalb von Millisekunden nachbildet (Brown 1997). Die
Korrosionsrate in einer krperanalogen Flilssigkeit betriigt dabei nach Williams et al rund
30pg pro em und Jahr {Williams 1981). Betrachtet man die einzelnen Komrosionsarten, so sind
in Beaug aufl dic Spannungsrisskorrosion bisher keine Berichte iiber das Versagen von
Titanimplantaten  infolge von  Spannungsrisskorrosion  bekannt  (Ruedi  1975).
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Lochfralkorrosion tritt in der Regel an Verunreinigungen oder Fehlstellen in der Oxidschicht
auf. Daher ist bei der Herstellung von Titanbauteilen darauf zu achten, dass durch den
Verarbeitungsprozess keine Verunreinigungen in die Oxidschicht ecingelagert werden.
Cegenilber galvanischer Korrosion zeigt sich Titan sehr bestiindig, so dass prinzipicll eine
Kombination mit anderen Metallen méiglich ist. Bei Kontakt zu rostfreiem Stahl tritt jedoch
am Stahl eine anodische Reaktion verbunden mit starker Auflésung auf (Ruedi 1975).

Im Bezug auf die Biokompatibilitit wird Titan in der Literatur im Allgemeinen als biologisch
inert angesehen. Zu diesem Schluss kam schon Leventhal 1951 und bezeichnete Titan als
idealen Implantatwerkstoff zur Fixierung von Frakturen (Leventhal 1951), Auch Perren und
Gautier sprechen bei der Vorstellung des Konzeptes der low contact dynamic compression
plate (LC-DCP) 1990 vom ,biologisch idealen Implantatmaterial® und vom ,Material der
Wahl .., da es eine .ausgezeichnete Gewebevertriiglichkeit® zeige und Allergien auf
Reintitan kaum bekannt scien (Perren et al. 1990). Diese Ansicht vertreten awch andere
Autoren und dies hat dazu pefiihrt, dass die Arbeitsgemeinschaft Osteosynthese (AO) in
threm . Manual der Osteosynthese” Titan als ,extrem unlslich und damit inert™ beschreibt
(Miiller M.E. 1991). Als Konsequenz daraus leitet sich die in der neusten Aullage der
wLeitlinien der Unfallchirurgie™ (Blauth 2000) dic Empfehlung ab, Implantate aus Reintitan
im Kdrper des Patienten belassen zu kiinnen.

1.4 Rostfreier Stahl als Implantatwerkstoff

Wissenschafiler der Krupp-Werke und der englische Forscher Brearly machten Anfang dieses
Jahrhunderts die Entdeckung, dass hochlegierte Chrom- und Chrom-Nickelstihle sehr
korrosionsresistent sind. 1919 erhielt die Firma Krupp mehrere Patente fiir medizinische
Zwecke und so wurde der V2A-Stahl das beherrschende Metall fiir Allenthesen. Spiiter wurde
der von Krupp mit VZA bezeichnete Stahl durch die Suprastihle V4A und V44A abgeltst
{Schuster 1975).

Stahl ist im einfachsten Sinn eine Losung von Eisen und KohlenstofT (Laing 1959). Nach
Krupp sind nichtrostende Stihle , Stahllegicrungen, die der Zerstérung von der Oberfliiche her
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unter bestimmien Bedingungen hohen Widerstand entgegensetzen oder sie gar vermeidbar
machen, Sie sind rosttrige oder sogar rost- und siurebestindig.” (Schuster 1975) Fir die
Korrosionsresistenz sorgen dabei Zusiitze von verschiedenen Elementen, von denen jedes
einzelne bestimmte Eigenschaften auf das Eisen Obertriigt. Die fir die Eigenschafien des
Stahls wichtigsten Legierungszusiize sind Chrom, Nickel, Molybdin und Kohlenstoff
(Schuster 1975). Dabei ist der in der Medizin hauptsdchlich verwendete Stahl ein
hochlegierter Stahl mit 17-20% Chrom, 12-14% Nickel und 2-4% Molybdiin (ASTM-
Bezeichnung: 316L) (Ellerbe 1995).

Der Kohlenstoffgehalt darf maximal 0,03% betragen. Kohlenstoff erhdht zwar die Festigkeit
des Chrom-Nickelstahls, verringert aber seine Widerstandsfihigkeit gegeniiber
interkristalliner Korrosion. Diese tritt bei kritischen Temperaturen von ea. 400-200 °C auf und
filhrt dazu, dass sich der Stahl schon in relativ schwachen korrosiven Medien in einzelne
Komer aufldst. Dabei scheidet sich der Kohlenstoff als Chrom Karbid an den Komgrenzen ab
(Schuster 1975).

Chrom behilt auch in Legierungen seine Eigenschaft von Wasser und Luft nicht angegriffen
zu werden. Als Legierungsanteil bewirkt es die Ausbildung eines Passiviilms und ist damit
fiir die Korrosionsresistenz verantwortlich. Um eine ausreichend hohe Passivierbarkeit zu
gewiihrleisten muss der Chromgehalt mindestens 12% betragen und das Chrom-Nickel
Verhiilinis genau abgestimmt sein. In geschmiedeten Zustand besitzt die Legierung eine rein
austenitische Kristallstruktur (Schuster 1975).

Mickel hat die Eigenschaft, den Bereich des Austeniten #u erweitern. Bei cinem
Legierungsanicil von iiber 10% zu Chromstihlen bleibt die austenitische Struktur auch bei
Raumtemperatur stabil. Durch Zulegieren von 2-4% Molybdiin wird die Bestindigkeit gegen
Lochkorrosion erhdht. Neben dem beschriebenen CriNiMo-Stahl (316L) sind in jiingerer Zeit
Duplexstihle (25Cr-TNi-4Mo-N) fiir medizinische Anwendungen erhiltlich, die einen
hitheren Molybdiin- und Stickstoffgehalt als die austenitischen Stihle aufweisen. Sie sind
damit bestiindiger gegen Lochfral und Spaltkorrosion (Schuster 1975).

Die mechanischen Eigenschaften der rostfreien Stihle sind stark von den unterschiedlichen
Herstellungsverfahren abhingig. Rostfreie Stihle weisen eine niedrige Dehngrenze (0,2%-
Dehngrenze) auf, ihre Bruchdehnung ist jedoch sehr hoch. Deshalb kdnnen Chrom-Nickel
Stithle #u den unterschiedlichsten Profilen warm- oder kaltverformt werden (Schuster 1975,
Gotman 1996).
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[Mie von der jeweiligen Herstellungsart abhfingigen Eigenschaften seien im folgenden
tabellarisch dargestellt (Gotman 1996):

Tabelle |: Mechanische Eigenschafien von 316L Stahl (aus: Gotman 1996)

Werkstoffzustand  Dichte,  Elastizititsmodul, Daucrfestigkeit, Zugfestigheit,

P E oy Ll
(g/em’) (GPa) (Mpa) (MPa)
Gegliiht 79 200 170 430
30%ig kaltverformt 7,9 200 840 910
80%ig kaltverformt 7,9 200 1100 1350

Im Vergleich zu Titan hat der rostfreie Stahl somit cine hohere Steifigkeit und gerinpere
Verformbarkeit. Dies hat in der chirurgischen Anwendung dic Konsequenz, dass
Stahlimplantate bei Extrembelastungen eher brechen, wihrend Titanimplantate sich eher
verbiegen {Arens und Hansis 1998).

Die Komosionsbestindigkeit der Chrom-Nickel Stihle beruht im Wesentlichen auf der
Aushildung eines diinpen Passivfilms (1-5 nm) auf der Werkstoffoberfliche, der eine
allgemeine Korrosion in der Regel verhindert. Bei Vorliegen von lokalen mechanischen
OberflichenzerstBrungen, Heterogenitiiten oder Verunreinigungen kann dieser Passiviilm
durchbrochen werden. Unter spezifischen Umgebungshedingungen, wie zum Beispiel einer
erhihten Chloridkonsentration, kéinnen sich die Korrosionsbedingungen drastisch findern und
durch cine stark erhéhie Passivierungsstromdichte eine spontane Repassivierung der lokal
zerstorten Werkstoffoberfliche unmiiglich machen (Ruedi 1975, Hierholzer 1991, Gotman
1996). Durch die beschrinkte Repassivierbarkeit weisen rostfreie Stiihle eine im Vergleich zu
Kobal-Chrom- oder Titanlegierungen geringere Bestindigkeit gegen LochfraB- oder
Spaltkorrosion auf, obwohl durch Zulegieren von Molybdiin die LochfraBbestindigkeit stark
crhht wird (Schuster 1975). Spaltkorrosion wurde bei Osteosynthesematerialien an der
Grenzfliche zwischen Platte und Schraube fesigestelli, an der auch Reibekorrosion nicht
auszuschlieBen ist (Hierholzer 1991), Neben diesen Korrosionserscheinungen ist zusiitzlich
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die bereits erwiihnte interkristalline Korrosion hinzuzufiigen, die als besonders kritisch
einzustufen ist, da sie, sobald einmal gestartet, rasch zum Versagen filhren kann und relativ
grofle Korrosionsprodukte in Form von Partikeln im Kérpergewche freigesetzt werden
(Schuster 1975).

Die beobachteten Korrosionsphiinomene des rostfreien Stahls haben natiirlich besonderen
Einfluss auf dessen Biokompatibilitit, die im allgemeinen als unproblematisch gilt. Trotzdem
berichten Ferguson et al. 1962, nach Untersuchungen an 316L Siahlimplantaten am
Kaninchen dber Chrom, Nickel und Eisen-lonen im lokalen Gewebe und iiber Nickel-lonen in
der Lunge (Ferguson 1962). Seitdem sind viele Publikationen bekannt, die (ber
lonenfreisetzung und Gewebereaktionen berichten. So spricht Bessho (Bessho et al. 1995)
von schwerer Korrosion auf der Oberfliiche von Osteosyntheseplatten aus rostfreiem Stahl,
die er elektronenmikroskopisch untersuchte. Auch er fand Eisen, Chrom und Nickel im
Plattenkontakigewebe, wobei er bei manchen Patienten eine klinisch manifeste Dermatose im
Rahmen ciner Typ 4 Hypersensitivithl feststellie.

Die wohl umfangreichsten Untersuchungen zur Biokompatibilitit von rostfreiem Stahl
verbffentlichte 1991 Hierholzer (Hierholzer 1991). Er konnmte die Anreicherung der
implantatspezifischen Metalle Nickel, Chrom, Molybdiin und auch Kobalt im Kontakigewebe
#u Stahlplatten in Abhfngigkeit von der Implantatliegezeit nachweisen. Darilber hinaus
konnte er zeigen, dass im Vergleich hierzu dic Konzentrationen der oben genannten Metalle
in der Umgebung von infizierten Osteosynthesen und Osteosynthesen mit verziigertem
Heilungsverlauf erhfht ist.  Histologisch fand er eine immunologische Reaktion auf
lichtmikroskopisch sichtbare Metallpartikel. Dieses bestitigten auch andere Autoren wie zum
Beispiel in immunhistochemischen Untersuchungen aus der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie
{Torgersen et al. 1995; Katou et al. 1996).

An Organkulturen konnte Gerber den toxischen und wachstumshemmenden Effekt von
verschiedenen Metallen, darunter Eisen, Chrom und Nickel zeigen (Gerber et al. 1975).

Eine bekannte Gewebereaktion auf rostfreien Stahl ist die Ausbildung einer bindegewebigen
Kapsel (Ruedi 1975). Dies ist Ausdruck einer geringen Gewebeadhiirenz, die zu mechanischer
Irmitation durch Gleitbewegungen im Implantat-Gewebe-Interface filhrt. Im Totraum #wischen
Kapsel und Implantat entsteht so ein flissigkeitsgefiillter Hohlraum, in dem sich unter
Umstinden Bakierien ausbreiten und vernmehren kinnen.
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Im Bezug auf die Biokompatibilitit des rostfreien Stahls steht natiirlich auch die Frage der
Allergisicrung  besonders auf die Legierungskomponenten Nickel und Chrom im
Vordergrund. Die Priivalenzraten liegen dabei ungefiihr bei vier bis sechs Prozent (Hierholzer
1991). Bei Osteosynthesen mit septischen oder aseptischen Komplikationen ist diese Rate
statistisch auf etwa zchn Prozent erhdht. Vergleicht man hierbei die einzelnen
Legierungskomponenten im Bezug auf ihre Allergieraten, so steht Nickel deutlich an der
Spitze, gefolgt von Chrom, wohingegen Kobalt und Molybdiin nur eine untergeordnete Rolle
spielen. Trotz dieser recht hohen Hypersensitivititsraten gegeniiber Nickel und Chrom, sind
solche allergische Reaktionen vom zelluliiren Typ (4) auf Stahlimplantate sehr selten. So
spricht Lee 1995 von sieben berichteten Fiillen. Diese Patienien entwickelten dabei ein
chronisches Ekzem, welches am stirksten im Hautareal Giber dem Implantat aufirat und sich
nach Entfernung des Implantates rasch zuriickbildete (Lee et al. 1997).

1.5 Grundriss des Immunsystems

Um die in Kapitel 3 beschriebene immunologische Reaktion besser einschiitzen zu kisnnen,
soll im Folgenden ein kurzer Uberblick tiber das Immunsystem und seine Funktion gegeben
werden,

Das humane Immunsystem besteht aus drei sich cinander erglinzenden Systemen: 1. dem
unspezifischen zelluliren System, 2. dem unspezifischen humoralen System und 3. dem
spezifischen Immunsystem (Roitt 1991).

Grundlage des in unserem Zusammenhang besonders wichtigen unspezifischen zelluliiren
Abwehrsystems stellt die Fihigkeit der weiBien Blutkéirperchen zur Phagozytose dar. Sie ist
bei den Monozyten und den neutrophilen Granulozyten besonders ausgepriigt, Diese Zellen
sind reichlich mit lysosomalen Enzymen ausgestattet, mit deren Hilfe sie das phagozytierte
Material abbauen (Mikroorganismen, Zelltrimmer, Antigen-Antikirper-Komplexe).
Neutrophile Granulozyten werden durch chemotaktische Stoffe an die Entriindungsorte
pelockt. Die angelockten Phagozyien bilden Pscudopodien, welche die Fremdkérper
blischenartig einschlicBen (Phagosombildung). Der Abbau der Fremdkdrper setzt ein, wenn
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das Phagosom mit intrazelluliren Lysosomen 2zum Phagolysosom  verschmilzt.
Blutmonozyien und Gewebemakrophagen spiclen zudem eine wichtige Rolle bei der initialen
Erkennung und Prisentation von Antigenen. Makrophagen besitzen in der Zellmembran Fe-
Rezeptoren. An diese hefien sich Immunglobuline, mit deren Hilfe sie Antigene binden, die
sie anschlichend durch lysosomale Enzyme in kleine Bruchstiicke zerlegen (so genannte
Antigenprozessierung). Hierbei werden unter Umstlinden zusiitzliche antigene Strukturen
freipelegt und fiir Lymphozyten zugiinglich. Mittels der HLA-DP/DOQ/DR- Molekiile werden
diese Bruchstiicke dann auf der Zelloberfliche prisentiert und fiir die T-Lymphozyten .mittels
ihres T-Zellrezeptors erkennbar. Uberdies produzieren Makrophagen Zytokine, die das
Wachstum von Lymphozyten anrcgen, wie zB. das Interleukin-1. Es gibt somit funktionell
wichtige Verbindungen #wischen den spezifischen wund den unspezifischen
Abwehrmechanismen (Roitt 1991).

Das spezifische Abwehrsystem besitzt eine zellulre sowie eine humorale Komponente.

Die zellullire Komponente wird durch die T-Lymphozyten repriisentiert. Diese befinden sich
nicht andauernd in Blut und Lymphe auf Wanderschaft, sondern halten sich zwischenzeitlich
in den sekundiren lymphatischen Organen auf. Nach antigener Stimulation vermehren sie
sich und differenzieren sich entweder zw so genannten T-Effektor- oder wu T-
Gedichtniszellen. Die langlebigen Gedichiniszellen kreisen im Blut und erkennen ein
Antigen bei erneuter Exposition wieder, um dann im Rahmen einer Sekundiirmeaktion rasch
eine grole Zshl von Effektorzellen zu bilden. Diese lassen sich anhand ihrer
Oberflichenstruktur in die CD4 positiven T-Helferzellen und die CD8 positiven T-Killer- und
T-Suppressorzellen differenzieren. Dabei sollen die T-Suppressorzellen eine iiberschicBende
Immunreaktion verhindem, indem sie die Aktivitit von B- sowie T-Lymphozyten hemmen.
T-Killerzellen haben die Aufgabe antigentragende Zellen enzymatisch zu zerstbren. T-
Helferzellen schlielilich sind wesentlich filr die Abwehr kirperfremder Substanzen, indem sie
nach Stimulation durch Makrophagen zahlreiche Lymphokine freisetzen, die wiederum
andere Korperzellen wie etwa die himopoictischen Stammzellen oder Makrophagen
aktivieren. Zu dieser Aktivierung ist es jedoch notwendig, das kfrperfremde Antigen mittels
des spezifischen T-Zellrezeptors #u binden. T-Zellen kdnnen dies aber nur, wenn diese mit
bestimmten antigenen  Strukturen  assoziiert  sind, die aul der Oberfliche
antigenpriisenticrender  Zellen  vorhanden  sind. Diese  Strukturen, die man
Histokompatibilititsantigene (HLA) nennt, existieren in zwei Formen: die Klasse 1, die auf
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allen kembhaltigen Zellen des Organismus vorkommen und von den CD8 positiven
Lymphozyten erkannt werden und die Klasse 2. Diese sind in der Membran von
mononuklefiren Phagozyten und B-Lymphozyten vorhanden. Sie werden von T-Helferzellen
erkannt, die daraufhin beginnen, Interleukine zu sezernieren (Roitt 1991),

B-Lymphozyten verireten die humomale Komponente des spezifischen Abwehrsystems. In
threr Zelloberfliche sind Immunglobuline verankert, die die spezifischen Rezeptoren fiir
Antigene darstellen. Bei Kontakt des Rezeptors mit der zugehfrigen antigenen Struktur
wandelt sich der GroBteil der B-Lymphozyten in Plasmazellen um, welche beginnen
Immunglobuline zu produzieren, wenn sie gleichzeitig durch T-Lymphozyten und
Makrophagen mittels Zytokinen stimuliert werden. Die Antikrper binden dann an ihr Epitop
und beschleunigen so den Abbau (Roitt 1991).

Bei der immunologischen Abwehr sind im allgemeinen sowohl die humoralen als auch die
Zelluliren Mechanismen beteiligt. Jedoch fiberwiegt bei manchen Erkrankungen die humaorale
Immunantwort, dagegen bei anderen die zelluliire Reaktion. Zu dieser Gruppe gehiiren viele
der so genannten Kontakiallergien (Hierholzer 1991),

1.6 Fragestellung

Das Bild von Titan als biclogisch inertem Implantatwerkstoff hat dazu pefilhrt, dass
entsprechend der Emplehlungen der Arbeitsgemeinschaft fiir Osteosynthese Titanimplantaie
immer hiufiger nicht mehr entfernt werden. Da somit Implantate eventuell Jahrzehnte im
Kérper des Patienten verbleiben, sind strenge Anforderungen an den Implantatwerkstoff zu
stellen, Dies umfasst vor allem eine geringe [rritation des lokalen und ortsfremden Gewebes
bei geringer allergener Potenz und geringer immunologischer Reaktion auf das Implantat,

Im Rahmen von Metallentfernungen von Osteosynthesematerial aus Reintitan konnte jedoch
wiederholt die auch in der Literatur schon beschrichene schwarze Verfirbung des
Implantatkontakigewebes beobachtet werden (Meachim und Williams 1973; Williams 1974).
Da diese Verfirbung des Gewebes in unmittelbarem Zusammenhang mit den jeweiligen
Titanimplantaten stehen musste und als Zeichen einer makroskopisch sichtbaren Metallose
gelten konnte, erschien die bisherige Charakterisierung des Titans diberpriifungswiirdig.
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Dabei ist von Miniimplantaten aus der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie bekannt, dass die dort
verwendeten Titanimplantate zu einer nicht unbetriichtlichen Gewebereaktion filhren
(Torgersen et al. 1995; Katou et al. 1996). Es ergab sich also die Fragestellung, wie sich die
Gewebereaktion des periimplantiiren Gewebes auf Osteosynthesematerial aus Titan
histologisch charakterisieren lisst. Unser besonderes Interesse galt dabei der Frage einer
eventuellen immunologischen Antwort des Implantatkontaktgewebes, deren Charakteristik
wir durch den Nachweis immunkompetenter Zellen, wie Makrophagen oder Lymphozyten
zeigen wollten.

Unseres Wissens sind Gewebercaktionen auf Titanimplantate nach Osteosynthesen von
Frakturen langer Rishrenknochen bisher nicht beschrieben worden. In diesem Zusammenhang
galt es des Weiteren zu {iberprilfen, ob qualitative und semigquantitative Unterschiede in der
Reaktion auf Osteosyntheseplatien aus Reintitan im Vergleich mit denen aus rostfreiem Stahl
bestehen.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv mit Titanimplantat

Das von uns untersuchte Patientenkontingent umfasste 20 konsekutive Patienten im
Untersuchungszeitraum von Januar 1999 bis Oktober 2000, die zur Versorgung von Frakturen
langer Réhrenknochen mit einem Implantat aus Titan versorgt waren. Vorrausetzung fiir die
Einbeziehung in die Untersuchung war, dass die jeweiligen Patienten sowohl klinisch als auch
laborchemisch keinerlei Infektzeichen aufwiesen. Den einbezogenen Patienten wurden nun im
Rahmen elektiver Metallentfernungen Gewebeproben des  Implantatkontakigewebes
entnommen. Das Durchschnitisalter lag im Kollektiv bei 24 Jahren und 8 Monaten, wobei der
jlingste Patiemt 2 Jahre und der lteste 83 Jahre alt waren. 7 waren weiblichen und 13
minnlichen Geschlechies. Die Patienten waren insgesamt mit 15 LC-DCPs (low contact
dynamic gompression plate) und 7 Drittelrohrplatten versorgt, wobei zwei Patienten jeweils
zwel Implantaten erhalten hatten. Die Osteosyntheseplatien bestanden dabei aus Reintitan,
Dvie Verweildauer der Implantate lag im Durchschnitt bei 12,2 Monaten mit einer Spanne von
4 Monaten bis zu 31 Monaten. Die Daten der cinzelnen Patienten sind im folgenden
tabellarisch aufgelistet:
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Tabelle 2: Patientenkollektiv mit Titanimplantat

Fall Nr. Geschlecht Alter  Implantat Verweildauer Frakturort
| m 81 LCDCP 8 Mon Femurschaft
2 w 39J ¥i-Rohr-Pl. 12 Mon 058G
3 w 481 ¥-Rohr-PL. 11 Mon distale Fibula
4 w 701 Vi-Rohr-Pl. 7 Mon 038G
5 W B3] Y4-Rohr-PL, 14 Mon 0S5G
6 m 141 LCDCP 12 Mon Femurschaft

LCDCP 12 Mon Femurschaft
7 w 341 Y-Rohr-PL. 12 Mon 056G
m 8J LCDCP 8 Mon Femurschaft
9 m 9] LCDCP 9 Mon Femurschaft
10 m 157 Y4-Rohr-PL. 9 Mon distale Fibula
11 m 441 LCDCP 31 Mon Tibiaschaft
¥.Rohr-Pl. 31 Mon distale Fibula
12 m 91 LCDCFP 11 Mon Tibiaschaft
13 m 4] LCDCP 9 Mon Femurschafl
14 w 2] LCDCP 4 Mon Femurschaft
15 m 201 LCDCP 18 Mon Tibiaschaft
16 m 23] LCDCP 24 Mon Femurschaft
17 m 1817 LCDCP 18 Mon Femurschafi
18 m 101 LCDCP 15 Mon Femurschaft
19 w 8J LCDCP 12 Mon Femurschaft
20 m 171 LCDCP 22 Mon Tibiaschaft

Legende: m = miinnlich; w = weiblich; J = Jahr; Mon = Monate; LCDCP = dynamic
compression plate; Y-Rohr-PL. = Drittelrohrplatte; OSG = oberes Sprunggelenk
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2.2 Patientenkollektiv mit Stahlimplantat

Zur Frage nach eventuellen Unterschieden in der Gewebereaktion aufl Implantate aus
rostfreiem Stahl untersuchten wir Gewebeproben von zwanzig konsekutiven Patienten im
Untersuchungszeitraum von Januar 1999 bis April 2000, dic mit Osteosyntheseplatten aus
Stahl versorgt waren. Auch hier wurden nur solche Patienten beriicksichtigt, die eine
ungestorte Frakturheilung aufwiesen, Die Patienten waren bei Metallentfernung im
arithmetischen Mittel 52 Jahre und 2 Monate alt, wobei der jlingsie Patient 27 Jahre und 7
Monate und die Slteste Patientin 69 Jahre und 2 Monate alt waren, Von den 20 Patienten
waren 1l minnlichen und 9 weiblichen Geschlechtes. Das Implantatmaterial umfassie
insgesamt 21 Osteosyntheseplatten, wobei eine Patientin mit zwei Platten versorgt war.
Genauer handelte es sich bei den Platten um 11 Drittelrohrplatten, 4 DCPs ({dynamic
compression  plate), 3 Rekonstuktionsplatten, | T-Platte, 1 Kondylenplatte und |
Rundlochplatte. Die Verweildauern der einzelnen Platten lagen zwischen 7 Monaten und 20
Jahren, wobei die durchschnittliche Verweildaver 18,5 Monate betrug (in dic Berechnung
wurde die Platie mit der ungewdhnlich hohen Verweildauer von 20 Jahren nicht mit
einbezogen). Die individuellen Daten der untersuchten Patienten sollen im folgenden
tabellarisch aufgefilhrt werden.
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Tabelle 3: Patientenkollektiv mit Stahlimplantat

Fall Nr. Geschlecht  Alter Implantat  Verweildaver  Frakturort
1 w 481 Y-Rohr-PL 12 Mon OSG
2 m 451 ¥i-Rohr-P1L. 21 Mon OSG
3 m 491 Kondylenpl. 63 Mon distales Femur
4 w 52) Reko.PL 16 Mon QS8G
5 w 66 ] Y4-Rohr-Pl, 12 Mon 056G
] W 50 DCP 12 Mon distaler Radius
7 w 561 DCP 12 Mon distaler Radius
8 m 60 ] Reko.-PlL. 21 Mon distale Ulna
9 w 63 ] DCp 19 Mon Tibia
Reko.PL 19 Mon Clavicula
10 m 271 T-Platte 21 Mon Tibiakopf
1 m 471 Y-Rohr-PL. 17 Mon 050
12 w 421 ¥-Rohr-Pl. T Mon 0O5G
13 m 64 J ¥-Rohr-PL. 12 Mon 036G
14 m 60 ] Yr-Rohr-PL. 13 Mon 086G
15 w 45] Dce 22 Mon  Radius mediales %
16 w 341 Y-Rolhir-Pl. B Mon OSG
17 m 411 Y-Rohr-Pl. 12 Mon 08G
18 m 48] Y-Rohr-Pl. 19 Mon 085G
19 m 691 ¥i-Rohr-Pl. 19 Mon 0SG
20 m 45 Rundlochpl. 240 Mon Tibiaschaft
Legende : m = ménnlich; w = weiblich; J] = Jahr; Mon = Monate; 4-Rohr-Pl. =

Drittelrohrplatte; Kondylenpl. = Kondylenplatte; DCP = dynamic compression plate; Reko.-
Pl. = Rekonstruktionsplatte; Rundlochpl, = Rundlochplatte; OSG = oberes Sprunggelenk
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2.3 Gewinnung der Proben

Zur Untersuchung der Frage der Gewebereaktion des periimplantiiren Gewebes zu Titan- und
Stahlimplantaten wurden bei den Patienten im Rahmen von elektiven Metallentfernungen
Proben des dem Implantat anliegenden lokalen Gewebes entnommen. Die Indikation zu den
jeweiligen Metallentfernungen erfolgte nach den Richtlinien der Arbeitsgemeinschafl
Osteosynthese (Blauth M und Tscheme H 2000). In einem Fall empfand der Patient das
Implantat als stdrend, wober aber auch hier keinerlei Infektzeichen vorlagen. Das #u
eninehmende Gewebe enisiammie im Falle der Osteosyntheseplatien 2wei Lokalisationen.
Zum einen handelte es sich um solches, das sekundiir iber die Plattenoberfliche im Laufe der
Zeit gewachsen war und unmittelbar auf der Platte auflag. Die zweite Entnahmestelle war das
Plattenlager nach Entfernung der Platte, wobei das Gewebe auch aus den Schraubenléchern
mittels eines scharfen Liffels entnommen wurde. Dabei wurden nicht nur Proben des schwarz
verfirblen Gewebes, dem natiitlich im Rahmen der Fragestellung die besondere
Aufmerksamkeit galt, gewonnen, sondern auch der makroskopisch unauffiilligen Bereiche.
Zwei iniraoperative Abbildungen zeigen Ostensyntheseplatten vor der Entfernung in sitw
Dabei ist die jeweilige Probe der Plattenoberflliche zur Darstellung der Platte bereiis
cninommen. Dic Titanimplantate besitzen aufgrund der Titandioxidschicht, die spontan im
Rahmen der Passivierung enisteht, in diesem Fall eine poldene Farbe, withrend
Stahlimplantate silberfarben erscheinen.
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Abbildung |: LCDCP aus Reintitan in situ bei der Metallentfernung
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Abbildung 2. Drittelrohrplatie aus rostfreiem Stahl ber der Metallentfernung




der oben intraoperativ
photographierten LC-DCP zur
Yersorgung einer Tibiafraktur

Abbildung 4; Riéntgenaulnahme ¢iner Rekonstruktionsplatic zur Versorgung einer

Clavikulafrakiur
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2.4 Verarbeitung der Proben

2.4.1. Fixierung und Einbettung

Das entnommene Gewebe wurde sofort nach Entnahme in 40%igem Ethanol fixiert und in
diesem fiir einen Tag belassen. Zur Dehydrierung der Proben wurden diese in einer
aufsteigenden Ethanolreihe mit den Stwfen 40%, 70%, 80%, 90% fir jeweils 24h und
abschlieBend in 100% Ethanol fir 72h bei tiglichem Wechsel des Alkohols inkubiert. Dabei
war wie auch bei den folgenden Lésungen filr eine ausreichende Durchsetrung des Gewebes
darauf zu achten, dass mindestens das finffache Volumen der Probe an Lésung verwendet
wurde. Es folgte die Entfettung des Gewebes in Xylol fiir weitere 24h, bevor mit der
Einbettung begonnen werden konnte.

Diese erfolgte in Technovit® 9100 NEU (Firma Heraeus Kulzer, Wehrheim), einem
Polymerisationssystem auf der Basis wvon  Methylmethacrylat, das fiir  alle
immunhistochemischen  Untersuchungen  Ergebnisse analog der PamiTinhistologie
garantierten soll. Darilber hinaus bietet dic Einbettung in einem Kunststoff gegeniiber der
Pamaffineinbettung den Vorteil der gréBeren Hiirte des zu schneidenden Materials, das sich
somil cinfacher am Mikrotom verarbeiten lisst. Dies gilt besonders fiir die von uns
untersuchten Gewebeproben, die unterschiedliche Gewebearten wie auch Metall und zum Teil
auch Knochen enthielten, die sich nach Paraffineinbettung nicht in filr die Immunhistochemie
notwendigen Schnittdicken schneiden lassen,

Die chemische Polymerisation von Technovit® 9100 NEU erfolgt unter Sauerstoffausschluss
mit Hilfe eines Katalysatorsystems aus Peroxid und Amin, Zusfitzliche Komponenten wie
PMMA-Pulver und Regler (enthiilt 1-Decanthiol) ermdglichen eine gesteuerte Polymerisation
bei Kilte (-8°C bis -20°C), die eine vollstiindige Ableitung der Polymerisationswiirme
garantiert. Die Polymerisationsdaver beirfigt bei oben genannien Temperaturbereich und
einem Volumen von insgesamt 3-15 ml ca. 18-24h.

Zur Vorbereitung der Einbettung musste zuniichst die Technovit® 9100 NEU Basiskisung
{enthélt Methimetacrylat) mit Hilfe einer Chromatographicsiiule mit 50g ALO; entstabilisiert
werden, wobei eine Siulenfilllung zur Entstabilisierung von 34 Litern der Basislésung reicht.
Mit Hilfe der so gewonnen L&sung wurde unter Hinzugabe von lg Hirter 1 (enthilt
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Dibenzoylperoxid) pro 200ml Basislisung die Priinfiltrationsldsung hergestellt und die
Proben darin fiir 3 h inkubiert. Danach wurde das Gewebe fiir 24 h in die Infiltrationsldsung
gegeben, die aus der entstabilisierten Basisldsung mit 20g PMMA-Pulver und 1g Hirter auf
250 ml Lésung bestand. Vor der Herstellung des cigentlichen Polymerisationsgemisches war
es zuniichst nitig zwei Stammldsungen (A und B) anzusetzen. Fiir die Stammlsung A wurde
PMMA-Pulver (80g Pulver auf 500ml L8sung) bei Raumtemperatur schrittweise in die
cnistabilisierte Basislosung gegeben und mit dem Magnetrilhrer bis zur vollstindigen Lisung
geriihrt, Anschliefend wurden 3g (bezogen aufl die oben genannten Mengenangaben)) Hirter 1
hinzugefiigt und so eine sich durch viskiise Konsistenz auszeichnende Lisung gewonnen.
Stammlitsung B bestand aus 4ml Hiirter 2 (enthilt NN 35-Tetramethylanilin) und 2ml
Regler, die zu 50 ml entstabilisierter Basisldsung gepeben wurden. Nun erfolgte die
Herstellung der eigentlichen Polymerisationsmischung aus 9 Volumenteilen Stammldsung A
und 1 Volumenteil Stammldsung B, in die dic Proben in orientierter Position gegeben
wurden. Das randvolle Probengefiil wurde anschlicBend im vorgekithlien Exsikkator mit
Hilfe einer Wasserstrahlpumpe fir ca. 15 min evakuiert. Danach wurde die Einbettform
luftdicht verschlossen und zum Polymerisieren auf —18°C gekilhlt. Die Polymerisationszeiten
sind dabei abhingig vom Polymerisationsvolumen sowie der Temperatur, wobei griiBere
Volumina bei niedriperen Temperaturen zu polymerisieren sind. Zur anschlieBenden
Temperierung der Proben verblieben diese fiir mindestens 1h im Kihlschrank bei 4°C, bevor
die Aufwiirmung auf Raumtemperatur erfolgte. Eine unzureichende Kdhlung stellt dabei
cinen Risikofaktor fiir das Aufschiumen durch unzureichende Wirmeableitung dar. Zur
weiteren Verarbeitung wurden die gewonnenen KunststofTzylinder aus den sie umgebenen
Einbettungsglischen (Rollrandgliser mit Schnappdeckel 100x30mm = 50ml oder 55%x27mm
= 20ml oder 45x22mm = 10ml; Laborbedarf P.Oehmen) geschlagen.
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2.4.2 Herstellen der Mikrotomschnitte

Das Schneiden der Proben erfolgte mit einem Rotationsmikrotom (K. Jung, Heidelberg) mit
einer Schmittdicke von Tpm. Dazu wurde der jeweilige Block in 907 Stellung zum
festsichenden Mikrotommesser cingespannt und in einer Rotationsbewegung am Moesser
vorbeigefilhrt. Wiihrend des Schneidens wurde der Block mit 40%-igem Ethanol befeuchtet.
Die gewonnen Schnitte wurden abgenommen und auf” Objekiiriigern mit 96%-igem Ethanol
gestreckl. Um eine ausreichende Adhision der Schnitte filr die weitere Firbebehandlung zu
gewidhrleisten, verwendeten wir dabei HistoBond™-Adhsionsobjekiriger der Grofe
75x25x1mm (Firma Marienfeld, Lauda-K&nigshofen), die ber elektrostatische Kriifle das
Gewebe binden. SchlieBlich wurden die Schnitte mit Polyethylen-Folie abgedeckt und iiber
Macht bei ca. 40°C gepresst.

2.5. Immunhistochemie

2.5.1 Vorbereitungen fiir die Inmunhistochemie

Bevor die eigentliche immunhistochemische Firbung der #zu untersuchenden Priiparate
begonnen werden konnte, mussten zunfichst die optimalen Verdiinnungen der einzelnen vom
Hersteller (DAKQ, Glostrup, Diinemark) gelieferten AntikSrper-Stammlésungen sowie die
Priparatvorbehandlung  anhand  einer  positiven Kontrolle petestet werden. Nach
Literaturrecherchen ist nmlich eine immunhistochemische Firbung alkoholfixierier und
kunststoffeingebeticter Pr3parate bisher nicht beschrieben worden. Zur Verdiinnung der
Stammldsung verwendeten wir ein speziell entwickeltes Antikérperverdiinnungsmedium mit
Komponenten, die eine unspezifische Hintergrundfirbung reduzieren (DAKO, Glostrup,
Dinemark). Genawere Informationen zur chemischen Zusammensetzung erieilic die
herstellende Firma leider nicht. Als positive Kontrolle diente uns humanes Tonsillengewebe,
das wir aus der Klinik filr Hals-Nasen-Ohrenheilkunde nach Tonsillektomien erhielten. Die
Tonsillen wurden wie die zu untersuchenden Gewebeproben der Metallentfernungen in einer
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aufsteigenden  Alkoholreihe fixiert und in Technovit™ 9100 NEU eingebettet. Die
Verdiinnungen der einzelnen Antikdrper lagen in Bereichen zwischen 1:100 und 1:1400
(siche Tabelle).

Tabelle 4; Ubersicht der verwendeten Antikérper

I

Antikirper Antikirperklon Isotyp Epitop tragende Verdiinnung

Zellen
Anti-CD68 PG-M1 IgG3 kappa Makrophagen 1:200
Anti-CIM5R0 UCHLI IgG2a kappa T-Lymphozyvten, 1:800
Thymozyten
Anti-CI3 polykonal T-Lymphozyten 1:100
Anti-CD8 C8/144B8 IgG1 kappa #ytotoxische 1:100
T-Lymphozyten
Anti-79a ICB 117 lgGl kappa B-Lymphozyten 1:200
Anti-HLA CR3/43 IgGil kappa aktivierte Makrophagen, 1:1404

B-Zellen, Langerhans®
Zellen, Retikulumzellen

Als fir die Immunhistochemic notwendige Vorbehandlung ergab sich folgendes Procedere.
Nach Anfertigen der Mikrotomschnitte und  Aufbringen  auf die  HistoBond®-
Adhidisionsobjekiriger wurde das Gewebe zuniichst entplastet, d.h. vom Kunststoff befreit.
Dazu wurden die Objektiriiger fiir 24h in ecine mit (2-Methoxyethyl)-acctat (Merck,
Darmstadt) gefiillte Kiivette gestellt. wobei nach Th zuerst die Polyethylenfolie entfemnt
werden musste. Anschlieliend erfolgte die Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe
fiir jeweils 5 min mit den Stufen 100%, 70%, 40% und destilliertem Wasser.

Die rehydrierten Schnitte wurden dann fiir 10 min in Phosphat-gepufferter Kochsalzldsung
(PBS), einem WVerdiinnungs- und Waschpuffer mit der Zusammensetzung 0,02M
Natriumphosphat, 0,15M NaCl bei cinem pH von 7,0 fiir 10 min aufbewahrt (DAKO,
Glostrup, Dinemark).




Da die von uns gewiihlte Immunperoxidasemethode auf der enzymatischen Umsetzung eines
chromogenen Substrates durch die an den Fe-Teil des Sckundiirantikrpers pebundenen
Peroxidase-Molekille beruht, war es im weiteren notwendig, dic im Gewcbe endogen
vorhandene Peroxidase zu blockieren, Die Peroxidaseaktivitit ist nfmlich cine generclle
Eigenschafi aller Himproteine, wie Himoglobin (Erythrozyten), Myoglobin (Muskelzellen),
Zytochrome (Granulozyten, Monozyten) und Katalasen (Leber und Nieren). Himoglobin
kann eine so starke endogene Peroxidaseaktivitit auslosen, dass diese auch interstitiell
nachweisbar ist. Zur Unterdriickung dieser unerwiinschten Aktivitiit nutzt man das Prinzip der
Enzymhemmung durch Substratiiberschuss. Dabei inkubiert man das Gewebe fiir 10 min in
I%iger Wasserstoffperoxidldsung. Der dabei entstehende Komplex aus Peroxidase und einem
Uberschuss an  Wasserstoffperoxid ist katalytisch inaktiv und bei Fehlen eines
Elektronendonors reversibel blockiert. Vor dem Aufiragen des Primiirantikirpers wurden die
Priiparate abschlieBend fiir weitere 10 min in den oben beschriebenen PBS-Puffer gestellt. Die
Tabelle 5 fasst die durchgefilhne Vorbehandlung zusammen.

Tabelle 5: Ubersicht der Vorbehandlung

Substanz ) Hersteller Zeit Ziel

(2-Methoxyethyl}-acetat Merck, Darmstadt ~ 24h Entplasten der Schnitte

Ethanol 100% Hausapotheke Smin )

Ethanol 70% eigene Herstellung 5 min Rehydrieren der

Ethanol 40% eipene Herstellung 5 min '3 Schnitte

Aqua dest. eigene Herstellung 5 min

PBS DAKO, Glostrup, Dk 10 min = Waschpuffer

Hi(h 3% Hausapotheke 10 min Blockierung der endogenen
Peroxidase

PBS DAKO, Glostrup, Dk 10 min Waschpuffer

Legende: PBS = Phosphat-gepufferte Kochsalzléisung: Dk = Diinemark
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2.5.2 Durchfiihrung der immunhistochemischen Fiirbung

Nachdem die Objekttriiger fiir 10 min in Phosphat-gepuiferter Kochsalzlfsung standen,
wurden die Primdirantikfrper in der oben genannten Verdiinnung aufgetragen. Die Menge
richtete sich dabei nach der Gréfe der Gewebeprobe und lag meistens bei 25ul. Zusitzlich
wurde eine Negativkontrolle von jeder Probe angefertigt, indem statt der Antikérper nur das
Antikdrperverdiinnungsmedium auf die Schnitte gegeben wurde, die Schnitte aber sonst der
gleichen im Folgenden erliuterten Firbeprozedur unterzogen wurden. Die Inkubationszeit
eines Antikdrpers ist abhdingig von seiner Affinitfit zum Antigen, der Temperatur sowie vom
Antikdrpertiter. Je hiher der Titer und die Affinitiit des Antikorpers, desto geringer kann die
Inkubationsdauer sein. Diese kann prinzipiell zwischen 1,5 Minuten und 48 Stunden betragen.
Dabei ist auch die unspezifische Hintergrundfiirbung zu beriicksichtigen, die von der
Verdiinnung sowie der Inkubationszeit abhiingig sein kann. Nach Versuchen an der Tonsille
ergaben sich Inkubationszeiten von 16h bei 4°C oder 2h bei Raumtemperatur. Dies galt fir
die von uns verwendeten Antikérpertiter. Withrend der Inkubation befanden sich die Schnitte
zum Schutz vor Austrocknung in einer feuchten Kammer.

Die weiteren Schritte der Flirbung vollzogen wir nicht mehr wie bei der Vorbehandlung in
Kiivetten, sondem auf speziell angefertigten Firbebéinken, wobei die Reagenzien mit Hilfe
von Eppendorf® Pipetten (Eppendorf-Netheler Hinz GmbH, Hamburg) aufgetragen wurden.
Nach der Antikiirperinkubation wurden die Schnitte zuniichst mit Phosphat-gepufferter
Kochsalzlisung gespiilt und diese filr 10 min auf den Objekiirigern belassen. Im weiteren
erfolgte die Inkubation mit dem Sckundrantikdirper in Form des DAKO-Envision™, dem
Polymer aus Sekundiirantikérpern und Peroxidasemolekillen. Bei den Sekundirantikéirpem
handelie es sich um Ziege Anti-Maus Antikérper, da der PrimdrantikGrper aus der Maus
stammie und somit die Ziege gegen die Primfrantikirper immunisiert wurde, Wiihrend der
30miniitigen Inkubationszeit band nun das Polymer an die Fe-Teile der an den Zellen
hafienden Primérantikérper. Es folgte wiederum ein Spiilschritt mit Phosphat-gepufferter
Kochsalzlfsung, die wiederum fiir 10 min auf den Schnitten verblieh,

Der nichste Schritt war das Aufragen des chromogenen Substrates. Fiir die Peroxidase stehen
dabei prinzipiell 3,3"-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB), 4-Chlor-1-Maphtol (CN),
p-Phenylendiamin Dihydrochlorid und 3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC) zur Verfligung.
Wegen des besseren Kontrastes in der Lichtmikroskopie bei der am Schluss vorzunehmenden
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blaven Kemflirbung withlten wir das 3-Amino-9-ethylearbazol (AEC) (DAKO, Glostrup,
Diinemark). Dieses bildet unter Oxidation durch die Peroxidase ein rotes Farbprodukt, das
alkoholléslich ist. Proben, die mit AEC geflirht wurden, diirfen daher nicht mit Alkohol oder
alkoholhaltigen Losungen in Berlihrung kommen. Nachteil des AEC ist allerdings, dass der
Oxidationsprozess weiter fortschreiten, und es somit besonders unter Lichteinwirkung zu
einem Aushleichen des Reaktionsproduktes kommen kann. Nach Auftragen war eine
ausrcichende Firbung nach ungefihr 10 min erreicht. Uberschiissiges AEC wurde
anschlicBend mit destilliertem Wasser abgespillt.

Nun folgte zur besseren Detektion der Zellen eine Zellkemnflirbung mit Himatoxylin, Als
Himatoxylinlisung verwendeten wir Mayer’s saures Himatoxylin (Merck KgaA, Darmstadt),
das unter anderem 1g Zitronensiure enthilt und gebrauchsfertig zu kaufen ist. Dic Losung
blieb fiir 30 Sekunden auf den Gewebeschnitten bevor diese mit Leitungswasser gespiilt
wurden. Machdem dieses fir 10 min auf den Objekttriigern blich, wurden die Schnitte
abschlieBend nochmals mit destilliertem Wasser gespiilt.

Um die so geflirbten Priiparate lufidicht und obine Einfluss auf die Fiirbung langfristig haltbar
zu machen, wurden die Priparate nun eingedeckt und mit Deckglisemn bedeckt Als
Eindeckmedium verwendeten wir Faramount-Eindeckmedium (DAKO, Glostrup, Diinemark),
das bei Firbungen mit wasserlslichen Farbstoffen Anwendung findet. Dieses war notwendig,
da das AEC wic bercits erwilhnt alkoholldslich ist und mit alkcholhaltigen Substanzen nicht
in Berlthrung kommen darf. Als Deckgliser standen uns verschieden GriBen zur Verfiigung:
18 x 18 mm, 24 x 24 mm, 24 x 32 mm, 24 x 46 mm und 24 x 60 mm. Diese wurden nach
Auftragen des Eindeckmediums ohne Einschluss von Luftblasen aufgelegt. Die so fertig
gefiirbten Priparate mussten anschlieBend ungefiihr 24h trocknen, bevor die Auswertung am
Lichtmikroskop erfolgen konnte. Zur Aufbewahrung eigneten sich  handelsiibliche
Objekuiriigerkiisten, die auch Dunkelheit garantieren, damit der Oxidationsprozess des AEC
méglichst nicht weiter forischreitet. Die Tabelle 6 soll die einzelnen Schritte der Firbung

Fusammenfassen.
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Tabelle 6: Durchfithrung der immunhistochemischen Fiirbung

Substanz Hersteller Zeit Liel
Primdrantikiirper DAKO, Glostrup, Dk 16h bei 4°C oder Markieren der
2h bei RT Leukozylen
PBRS DAKO, Glostrup, Dk 10 min Entfernen der nicht -
bindenden Primdirak.
Envision ™ DAKO, Glostrup, Dk 30 min Detektion der
Primfirantikérper
PBS DAKO, Glostrup, Dk 10 min Entfernen des
iiberschiissigen Envisions
AEC DAKO, Glostrup, Dk 10 min chromogenes Substrat
fiir die Peroxidase
Aqua dest. eigene Herstellung kurz Entfernen
berschiissigen AECs
Mayer's Himalaunlsg. Merck, Darmstadt 30 sec
Kernfiirbung
H:0 Leitungswasser 10 min
Aqua dest. eigene Herstellung kurz Spiilen
Faramount DAKO, Glostrup, Dk langfristig Eindecken

Legende : RT = Raumtemperatur, Dk = Dinemark, PBS = Phosphat-gepufferte
Kochsalzliisung, AEC = 3-Amino-9-ethylcarbazol, Aqua dest. = destilliertes Wasser,
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2.6 Auswertung am Lichtmikroskop

Zur Betrachtung der wie oben beschrieben gefiirbten Priiparate verwendeten wir ein Leica
DM LB Stereolichimikroskop (Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar) unter
Anwendung der Durchlichtmikroskopie. Dabei dienten uns zur Betrachiung die folgenden
Objektive (VergriBerung/Apertur): 2,5x/0,07; 5x/0,15; 10x/0,30; 20x/0,50; 50x/0.75 und
100x/1,3 mit ImmersionsSl unter Verwendung cines 10x/22 (VergrbBerung/Sehfeldzahl)
Okulars. Somit ergaben sich nach der Formel GesamtvergriiBerung = ObjektivvergriBerung x
OkularvergriiBerung dic VergroBerungen 25x, 50x, 100x, 200x, 500x und 1000x. Die
Betrachtung erfolgte ohne zuslitzliche Filter. Zusitzlich stand uns cine Leica DC 200
Digitalkamera (Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar) zur digitalen Auswertung und
Archivierung zur Verfligung, wobei als Software der Leica DC Viewer Version 2.51
fungierte.

Eine exakte quantitative Auswertung, in deren Rahmen wir die genaven Zellzahlen der
einzelnen Leukozytensubpopulationen hiitten bestimmen milssen, war nicht méglich und
sinnvoll. Das lag zum einen an der Griie der Gewebeproben, die wie auch der Ort der
Entnahme nicht genau normiert und damit bei jeder Probenentnahme unterschiedlich waren.
Aublerdem schwankte die Zellzahl in den mikroskopischen Gesichtsfeldern sehr stark, so dass
das Ausmihlen von Gesichisfeldern nur unter Bestimmung eines Mittelwertes sinnvoll
erschien. Zum anderen ‘waren die einzelnen Zellen aufgrund des oft dichten Metallmaterials
nicht gegencinander abgrenzbar sowie ihre Zellkeme nicht sichtbar und somit auch nicht
exakt ziihlbar, Im tibrigen wiiren exakte Zahlen statistisch nicht auswertbar, da im Rahmen
eines Projektes mit humanem Gewebe ecine statistisch geniigende Standardisierung mit
gleichen Gruppen in Bezug auf potentiell cinflussnechmende Faktoren wie Alter,
Verweildaver, Art des Implantates usw. aus ethischen Griinden nicht méglich ist. Da im
iibrigen der Einfluss dieser einzelnen Parameter nicht geklirt ist, war es Gegenstand unserer
Fragestellung, wie die Charakteristik der Gewcbereaktion auf das Osteosynthesematerial
qualitativ zu beschreiben ist. Trotzdem war es nitig dabei eine quantitative Aussapge 7u
machen, um in etwa das Ausmall der Reaktion und damit die Relevanz beurteilen zu kiinnen.
Aus all diesen Uberlegungen heraus wiihlten wir in Anlehnung an die Arbeit von Mirra et al
1976 eine semiquantitative Auswertung mit der folgenden Einteilung, wobei bei der
Beurteilung das Verhiilinis der Zellzahl zur Fliche der untersuchten Gewebeprobe zu Grunde
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lag. In der gleichen Art und Weise quantifizierten wir auch die Metallpartikel. Hier waren
cbenfalls selten einzelne Partikel abzugrenzen, so dass ihre Fliiche als Grundlage galt. Im
einzelnen wurde dabei die Anzahl der detektierten Zellen oder Partikel eines Gewebeschnittes
in mindestens fiinf mikroskopischen Gesichisfeldern bestimmt und dic somit erhobene Zahl
dann gemittelt. Die jeweilige mikroskopische Vergriferung der Gesichisfelder withlten wir
filr die Lymphozyten, die mononuklearen Zellen und die Metallpartikel entsprechend der von
Mirra el al. fibemommenen Auswertung (Mirm 1976). Anhand der so gewonnenen Anzahl
wurde dann eine vierstufige semiquantitative Einteilung vorgenommen, die im einzelnen
folgendermaben aussah (nach Mirra 1976):

1. Mononukledire Zellen (Makrophagen, antigenpriisentierende Zellen):

a) -= keine Zellen

b)+=1-5 Zellen pro Gesichtsfeld bei ciner 500fachen Vergrilerung

c)++= 06— 49 Zellen pro Gesichisfeld bei einer 500fachen VergriBerung

d) +++= mehr als 50 Zellen pro Gesichisfeld bei einer 500fachen Vergriferung

2. Lymphozvten (T-Lymphozyten, B-Lymphozyvien):

a) - = keine Zellen

b) = 1-9 Zellen pro Gesichisfeld bei einer S00Tachen VergriBerung

e) ++= 10— 49 Zellen pro Gesichtsfeld bei einer 500fachen VergriBerung

d) +++ = mehr als 50 Zellen pro Gesichisfeld bei einer 500fachen VergriBerung

3. Metal ilel:

a) = = keine Metallpartikel

b} + =1~ 19 Partikel pro Gesichtsfeld bei einer S00fachenVergrillerung

c) ++ = 20 - 499 Partikel pro Gesichtsfeld bei einer 500fachen VergriBerung

d) +++ = mehr als 500 Partikel pro Gesichisfeld bei einer 500fachen Vergrifierung
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2.7 Transmissionselektronenmikroskopie

2.7.1 Vorbereitung der Priparate

Die Fixierung der Priparate erfolgte unmittelbar nach der Entnahme in Glutaraldehyd (Serva,
Heidelberg) in einer Konzentration von 2,5% fiir zwei Stunden bei 4°C im Kahlschrank.
AnschlicBend wurden die Proben dreimal fiir jeweils 10 min in 0,1 molaren Cacodylatpuffer
pewaschen. Dieser besteht aus den Komponenten Natriumecacodylat (Merck, Darmstadt),
Magnesiumsulfal (Merck, Darmstadt) und Calciumehlorid (Sigma, Taufkirchen).

Die folgende Entwiisserung nahmen wir in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit den
Konzentrationen 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96% und 100% vor, wobei die Inkubationszeit
jeweils 20 min betrug. Dem 70%igen Alkohol wurde darfiber hinaus Uranylacetat (Merck,
Darmstadt) in einer Konzentration von 1% ur besseren Kontrastierung zugefiigt und das
Priparat hier im Gegensatz zu den anderen Schritten zwei Stunden belassen.

Zur weileren Verarbeitung war es nun notwendig, die Proben in KunststofT einzubetten. Als
Vorbereitung dafir wurden die Priparate zunfichst fiir zweimal 20 min in Propylenoxid
inkubiert. Als Kunststoff verwendeten wir Epon (Polyscience, Eppelheim), dem zundichst
Propylenoxid nacheinander im Verhfilinis 1:3, 1:1 und schlieBlich 3:1 zugegeben wurde.
Nachdem die Priiparate anschlicBend fiir fiinf Stunden in reinem Epon inkubiert wurden,
erfolgie die Polymerisation bei 60°C fiir 3 Tage.

Die so entstandencn Blicke wurden suniichst getrimmt, das heifft also der Giberschilssige
Kunststoff wurde entfernt und die Form entsprechend einer Pyramide geschliffen. Zur
Orientierung fertigten wir zuniichst Semidinnschnitte von 0,5 bis 2um an, die nach
Richardson gefiirbt wurden (Richardson et al 1960). Nach deren mikroskopischer Betrachtung
wurden sodann Ultradiinnschnitte von 500-700 Angstriim hergestellt und auf Grids (Plano,
Wetzlar) aufgetragen. Die fir dic Betrachtung im Elektronenmikroskop notwendige
Schnittkontrastierung fiihrten wir mit 1%6igem Uranylacetat und Bleizitrat (Serva, Heidelberg)
nach Reynolds durch (Reynolds 1963).

Die folgende Tabelle (Tabelle 7) gibt einen Uberblick ber die einzelnen Schritte der
Vorbereitung filr die Elektronenmikroskopie.

41



Tabelle 7; Ubersicht der Vorbereitung fiir die Elektronenmikroskopie

Substanz Hersteller Zeit Ziel
Cilutaraldehyd 2,5% Serva, Heidelberg 2h Fixierung
CacodylatpufTer 0.1M :

Natriumeacodylat Merck, Darmstadt

Magnesiumsulfat Merck, Darmstadt x 10min Waschen
Calciumchlorid Sigma, Taufkirchen

Ethanol 30% eigene Herstellung 20 min Dehydrierung
 Ethanol 50% cigene Herstellung 20 min Dehydrierung
Ethanol 7084 + eigene Herstellung 2h Dehydrierung +
Uranylacetat1% Merck, Darmstadt Blockkontrastierung
Ethanol 80% cigene Herstellung 20 min Y

Ethanol 90% cigene Herstellung 20 min Dehydrierung
Ethanol 96% Hausapotheke 20 min n

Ethanol 100% Hausapotheke 3 x 20 min

Propylenoxid 2x20min T

Epon + Propylenoxid 1:3  eigene Herstellung Th

Epon + Propylenoxid 1:1  eigene Herstellung lh == Einbettung
Epon + Propylenoxid 3:1  eigene Herstellung lh

Epon rein Polyscience, Eppelheim S 5h

Epon rein 3 Tage bei 60°C Pelymerisation
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2.7.2 Auswertung am Elektronenmikroskop

Die Auswerfung der so angefertigien Priiparate erfolgte mit einem Elektronenmikroskop (EM
92 A, Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Dabei wurden die VergroBerungsstufen M = 4000
und M = 6000 wverwendet, um zuniichst cine Ubersicht zu gewinnen sowie die
Vergriberungen M = 13000 und M = 22000 zur genaveren Betrachtung.

Ziel war es dabei, zum einen die Phagozytose der Partikel durch Zellen zu verifizieren und
zusitzlich die Morphologie der phagozyticrenden Zellen zu identifizieren. Zum anderen
interessierte uns des Weiteren die Lokalisation des phagozytierten Materials in der Zelle und
eine eventuelle morphologische Veriinderung als Reaktion auf die Aufnahme des
Fremdmaterials. Natiirlich war es in diesem Zusammenhang von besonderern Interesse, ob
morphologische  Unterschiede zwischen der Phaposzytose von Titan- und Stahlpartikeln
bestehen wilrden.
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2.8. Rasterelektronenmikroskopische Energy Dispersive
X-Ray Analyse (REM-EDX)

Firr die Durchfithrung der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden die
vorgeschenen Priparate zunfichst wie in Kapitel 2.4 beschrieben cingebettet und fixiert, Wie
fiir die lichtmikroskopische Untersuchung verwendeten wir auch im Rahmen dieser Analyse
Mikrotomschnitte der in Technovit® 9100 Neu eingebetteten Proben mit einer Dicke von
Tum. Auch hier wurden diese anschlieBend wunfichst unter Verwendung von 2-
(Methoxyethyl}-acetat entplastet und mittels ciner absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Als
fiir die rasterelektronenmikroskopische Analyse spezifische Vorbehandlung war es dariiber
hinaus notwendig, die Schnitte der Priparate mit einer diinnen Goldschicht zu beschichten.
Diese hatte dabei cine Dicke von ungefihr 2nm und wurde durch Bedampfen erreicht
(EMITECH, K550, Ashford, GroBbritannien). Mit diesem Schritt sollie ein besserer
topographischer Kontrast errcicht werden. Die nun folgende Betrachtung der Priparate
erfolgte mit einem Rasterelektronenmikroskop (DSM 962, Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
mit dessen Hilfe dic zu analysicrenden Partikel lokalisiert werden konnten. Um deren
Zusammensetzung zu bestimmen, wurde nun im Folgenden eine energy-dispersive-x-ray
Analyse (EDX Analyse; Noran Instruments, Voyager) durchgefithrt. Dabei wurden die fiir ein
jeweiliges Element spezifischen Rontgenstrahlen, die durch muriickgestreute Elektronen
erzeugt wurden, analysiert,

Das Ziel dieser Untersuchung lag somit in der Bestimmung der elementaren Bestandteile der
gefundenen Partikel. Somit solite es miglich sein, den Nachweis zu fithren, dass die im
periimplantiiren Gewebe gefundenen Partikel in der Zusammensetzung dem jeweiligen
Implantat entsprachen. In diesem Falle konnte man dann folglich davon ausgehen, dass sie
auch wirklich von dem verwendeten Osteosynthesematerial stammten.



2. Ergebnisse

3.1 Gewebereaktion auf Titanimplantate

3.1.1 Titanpartikel im periimplantiiren Gewebe

Withrend der Metallentfernungen konnien, wie schon in der Einleitung beschrieben, bereits
makroskopisch schwarze Verfirbungen des Implantaikontakigewebes beobachtet werden.
Dies war in der Gruppe der Patienten, dic mit cinem Implantat aus Reintitan versorgt waren,
in 18 von 20 Fallen der Fall (siche Tabelle 8) und somit bezogen auf die Zahl der Implantate
in 20 von 22 Féllen zu finden. DarQiber hinaus waren die Implantate in allen untersuchien

Féllen von einer fibrdsen Kapsel umgeben.

Abbildung 5: Plattenlager nach Entfernung einer LC-DCP aus Reintitan

[he Abbiddung 5 zeipt eine solche Verflirbung im Bereich der Grate der Schraubenlécher, nach Entfernung der
Platte (LC-DCP) um Plattenkager. Daber sind besonders die beiden rechten Schraubenlécher betroffen.



Allgemein lisst sich diese Lokalisation als Pradilektionsstelle fur eine solche Verfarbung
charakiensieren. Als weitere Lokalisation ergab sich der Bereich der Schraubenktpfe, wo sich
haufig auch Kochenspangen um diesen gebildet hatten. In cinigen Fillen war auch das Gber
der Platte liegende Gewebe schwarz verfarbt. Im Falle von Tibiamarknageln (UTN), die nicht
in die Untersuchung einbezogen wurden, haben wir diese Beobachiung im Bercich der
Abschlusskappe, die nach Implantation des Nagels am kranialen Ende zur einfacheren
spéteren Entfernung eingeschraubt wird, gemacht,

Mikroskopisch konnten in allen uniersuchien Proben des periimplantiiren Berciches bei
Implantaten aus Titan schwarze Partikel gefunden werden (siche Tabelle 8).

Abbildung 6: Probe des Plattenlagers einer LC-DCP aus Reintitan (Hamatoxylin: 100x)

Die Abbildung 6 zeit cin Beispiel einer Gewebeprobe aus dem Planenlager nach Entfernung der LC-DCP bei
dem Patienten 12 der Tobelle B In dicsem mit Himmoxylin gefiirbien und in 100facher VergroBenmg
betrnchieten Gewebeschnitt Inssen sich zahlreiche schwarze Partikel finden. die wie in den meisten Fillen in
einer intraoperativ sichtbaren fibriisen Kopsel zu finden waren.
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Die GroBe dieser Partikel variierte zwischen winzigen, feinen Stiuben bis hin zu groflen
undurchsichtigen Kéimem. Schon in der relativ unspezifischen Fiirbung mit Himatoxylin lieB
sich erkennen, dass sich diese Partikel fast ausschlieBlich intrazellulfir befanden, also
phagozytiet waren. Dabei konnte man bei fiir die Phagozytose zu grofen Partikeln die
Adhfirenz von Zellen beobachten. In einigen Fillen liefen sich dariiber hinaus durch Fusion
mehrer Zellen entstandene mehrkemige Riesenzellen finden, Die genaue Spezifizierung der
involvierten Zellen sollte die Immunhistochemie leisten.

Entsprechend der in Kapitel 2.6 beschrichenen semiquantitativen Auswertung nahmen wir
auch eine Quantifizierung der Partikel vor, wie sie fiir die Titanimplantate in der Tabelle & fiir
die einzelnen Patienten wiedergegeben ist. Demnach fanden wir bei den insgesamt 22
Implantaten von 20 Patienten zweimal eine geringe, 14-mal eine mittlere und sechs mal eine
grofie Zahl von Partikeln.

3.1.2 CD68 positive Makrophagen

Wie bereits in der Firbung mit Himatoxylin zu erkennen befanden sich die gefundenen
Titanpartikel in der Regel intrazelluliir. Die Auswertung der immunhistochemischen Fiirbung
identifizierte diese phagozytierenden Zellen nun als CD68 positive Makrophagen, Diese
hatten die jeweiligen Partikel ja nach GriiBe entweder vollstindig intemnalisiert oder
adhiirierten an solchen, die fiir eine Phagozytose zu groB waren, Dariiber hinaus konnten wir
in manchen Fillen dic Fusion mehrerer Makrophagen zu mehrkernigen Riesenzellen
beobachten. Dabei lieB sich allgemein feststellen, dass ihre Anzahl mit der der vorhandenen
Titanpartikel korrelierte. Obwohl wir mit einer im Anschluss an die eigentliche
immunhistochemische Fiirbung durchgefilhrten Himatoxylinflirbung die Keme blau firbten,
war €5 oft nicht mdglich einzelne Zellen voneinander abzugrenzen. Dies lag zum einen an der
Menge und zum anderen an der Kompaktheit der auftretenden Partikel.

Die Abbildungen 7 und 8 zeigen je ein Beispiel einer immunhistochemischen Féirbung unter
Verwendung des Antikérpers gegen das Epitop CD6S.
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Abbildung 7; CD68 positive Makrophagen mit phagozyticrten Titanpariikeln (1000x)

W

Dabes stummt die Abbildung 7 von einer Probe des Planenlagers nach Entfernung einer LC-DCP aus Reintitan
beim Patienten mil der Nummer 11 in der Tabelle 8 Sie zeigt in einer 1000fachen Verprolfierung die
Anwesenheil feiner Titanpartikel, die sich sehwarz darstellen, Wic in Kapitel 2.5.4 beschrieben, zeigt die rote
Firbung dic Bindung des Astikorpers an sem Epitop und somil die Anwesenheit von CD6S positiven
Makrophagen an. Die durch die Gegenfiirbung mit Himatoxylin wegen ihrer Basophilie blau gefirbien Zellkerne
lassen sich durch die undurchsichtigen Metallpartikel allerdings nicht exaki lokalisieren, Mehrere Makrophagen
scheinen eine At Konglomerat i bilden. lm linken Dritiel des unteren Bildrandes lisst sich jedoch gut ein
einzelner, dic Form cines Fisches annelanender, Makrophage abgrenzen. Er zeipt intruzellulire Titanpartikel, die
er zuvor phagozytient haben muss. Dieses mikroskopische Bild ist rypisch fir unsere Beobachtungen im
Lusammenhang mit der Reaktion des Planenkontakigewebes auf freigesetzie Titanpartikel

Die semiquantitative Auswertung ergab in Bezug auf die untersuchten 22 Implantate in zwei

Fillen eine geringe, in dreizehn Fallen eine mittlere und in sichen Fillen eine groBe Anzahl

von CD68 positiven Makrophagen (Tabelle 8).
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Abbildung 8: Titanpartikel mit adhanierten Makrophagen (CD&8; 1000x)

Die Abbildung 8 zeigt ebenfalls in 1000facher VergroDerung einen einzelnen groben Titnpartikel, der
offensichtlich fir die Phagozytose durch Makrophagen 2u groB ist. Trotzdem zeigt auch hier die rote Fiirbung die
Anwesenheit von Mokrophagen an, die an diesen Partikel adhfiricren. Die blaven Zellkerne sind versinzelt
lokalisierbar, edauben aber keine genawe Abgrenzung der einzelnen Zellen. Auch diese Abbildung it

reprisentativ fir dhnliche Beobachiungen bei anderen Proben

3.1.3 Antigenpriisentierende Zellen (HLA-DP/DQ/DR)

Die Auswertung der Immunhisiochemie zeigie eine grofie Anzahl HLA-DP/DQ/DR positiver
Zellen, wobei dic semiquantitative Analyse in vier Fillen eine geringe. in zwdIf Fillen eine
mittlere und in sechs Fillen ¢ine grobe Anzahl antigenpriisentierender Zellen ergab (Tabelle

8). Der Vergleich mit den Praparaien, die unter Verwendung des Antikorpers gegen das
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Epitop CD68 gefiirbt wurden, zeigte, dass fast alle Makrophagen auch HLA-DP/DQ/DR
posiliv waren. Bei den meisten detektierten antigenprisentierenden Zellen handelte es sich
also um Makrophagen, die Titanpartikel phagozytiert hatten. Somit lasst sich von einer
Aktivierung dieser Zellen durch die Phagozytose der Partikel ausgehen.

Die Abbildungen 9 und 10 zeigen je ein Beispiel des Ergebnisses einer Farbung mit diesem
Antikorper. Das Priparat der Abbildung 9 stammit dabe¢i vom Patienten mit der Nummer 11
der Tabelle 8 und wird hier in einer 1000fachen VergroBerung betrachtet.

Abbildung 9: HLA-DP/DO/DR prisenticrende Makrophagen (1000x)
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Die Photographie zein wie auch die Abbildung 7 schwarze Titnnpartikel, die einer Phagozytose unterliegen. Da
der Antikirper, wic die rote Firbung signalisiert, an sein Epitop HLA-DP/DQUDR. gebunden hat, befinden sich
die Partikel in antigenprasentierenden Zellen. Durch Vergleich mit der Flirbung des gleichen Priiparates unter

Verwendung des Antikdrpers CD68, Inssen sich diese Zellen ale aktivierte Makrophagen identifizieren.



Abbildung 10: Titanpartikel mit adhérierenden HLA positiven Makrophagen

Dhie Abbildung 10 weigt in Analogie sur Abbildung 8 im wesentlichen einen groben Titanpartikel an den HLA-
DMDODR positive Makrophagen adhirieren, do er fiir sine Inemaligsierung dureh Phagoeytose zu grob ist. Die
sugrunde hegende Probe stammt hier vem Patienten mid der Mummer 9 i der Tabelle 8. In diesem Foll sind
dober die baven Fellkeme der emzelnen Zellen put abprenzbar, wobei es sich bei den nichs

immunhistochemisch erfassten m der Repel um Bindegewebszellen handelt.

3.1.4 CD45RO positive T-Lymphozyten

Immunhistochemisch konnten in fast allen untersuchten Fallen CD45RO positive T-
Lymphozyten nachgewicsen werden. Nur in den Gewebeproben eines Patienten lieBen sich
kemne dieser Zellen detektieren. Darliber hinaus fand ich bei 5 Implaniaten eine geringe, bei
4 Implantaien eine mittlere und ber 2 Implantaten eine grofe Zahl von T-Lymphozyien
(Tabelle 8). Dabei war auffallig, dass sich diese besonders in der Nihe der gefundenen

Titanpartikel befanden und sich als Cluster anordneten, In einigen Fillen umschlossen diese



Cluster auch die einzelnen Partikel. Im 0brigen konnte man auch hier einen Zusammenhang
Zwischen der Anzahl der vorhandenen Titanpartikel und derjemigen der detektierten T-
Lymphozyvien feststellen.

Abbildung 11; CD45RO positive T-Lymphozyten in der Nahe von Titanpartikeln { 100x)
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Die Abbildung 11 (Patient Nr.11 in der Tabelle &) zeigt in einer 100fachen Verprilenmng ein Beispiel eines
solchen Clusters von T-Lymphozyten in der Mine der Photographie in der Nihe einiger schwarzen Titanpartikel
bei drei Lhr, Die rot als CD45R0O positive Leukozyten detektienen Zellen lagern sich dabei eng zusammen, so
dass eine Angrenzung einzelner Fellen kaum mbglich ist,
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Abbildung 12: Titanpartikel mit CD45RO positivem T-Lymphozyten (1000x)
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Im Gepensatz dazu zeigt die Abbildung 12 (Patient Mr.11) in der Mitte einen einzelnen T-Lymphosyien, der
sich ebenfalls direkt benachbart zu einem Titanpartikel befinder. Daniber hinaus beohachtet man i dieser
1000fachen VerproBerung ber ungefihr zehn Ulr andeutungsweise einen weiteren T-Zellen-Cluster. Die
penauere Betrachtung des einzelnen T-Lymphozyien illusirien des weiteren sehr anschoulich die Bindung des
moncklonalen Antkdepers gegen das Epitop CDM5R0 an die fuBlere Zellmembran sowie dessen Detekiion, Als
Ergebnis der Firbung H:ﬁuiﬁrm also dieser rote Ring um den mit Himatoxylin blau gefirbten basophilen
Zellkemn,

3.1.5 CD3 positive T-Lymphozyten

[»a das zur Charakterisierung von T-Lymphozyten gewshite Epitop CD45R0O auch von Zellen
der myclomonozytischen Zellreihe exprimient wird, war es zur Absicherung der im
vorherigen Kaptitel beschricbenen Ergebnisse notwendig eine weilere Fiirbung  unter
Verwendung von Antikorpern gegen das Epitop CD3 durchzufithren. Dieses findet sich nur
aul’ den auberen Zellmembranen von T-Lymphozyten (Roitt 1991). Die diesbeziiglich
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durchgefihrten Untersuchungen belegten die Anwesenheit von T-Lymphozyten in allen
untersuchten Proben mit der im vorherigen Kapitel erwihnten Ausnahme der Proben des
Patienten mit der Nummer 12, Dabei licBen sich im Implantatkontakigewebe zu den
Titanimplantaten in sechs Fillen cine geringe, in 13 Fallen ein mittlere und in zwei Fallen
cine groBe Zellzahl nachweisen (siche Tabelle 8). Wie in Kapitel 3.1.4 beschricben formierten
sich die T-Lymphozyten auch hier in der Regel in ciner clusterformigen Anordnung. Einen
Ausschnitt eines solchen Clusters zeigt die Abbildung 13,

Abbildung 13: Ausschnitt eines Clusters von CD3 positiven T-Lymphozyten (1000x)

Diese Abbildung zeipt in ibrem Zentrum zwei angefirbte T-Lymphozyten mit der flir diese Zellgatung
typischen Kem/Plagma Relation. Diess 15l zugunsten des blau dorgestellien Zellkernes verschoben, wohingegen
sich das Zellplasma schmal dorstellt. Im Obripen findet man die Anschnitte emiger weiterer Zellen, deren
Zellmembran durch die Bindung des Antikrpers pegen das Epilop CD3 rod peflirbe ist.
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3.1.6 CD8 positive T-Lymphozyten

Mach der oben beschriebenen Detektion von T-Lymphozyten erschien es natiirlich sinnvoll zu
untersuchen, um welche Subpopulation es sich handelte. Da uns in diesem Zusammenhang
kein pamiTingingiger Antikdrper filr das Epitop CD4 zur Verfligung stand, mussten wir uns
darauf beschrinken, nach CDE positiven T-Lymphosyten zu suchen und die so nicht
detektierten T-Zellen als CD4-positive T-Helferzellen zu identifizieren. Wie die Tabelle 8
zeigt, war nur der kleinere Anteile der im Rahmen der Firbung unter Verwendung des
Antikrpers gegen das Epitop CD45RO identifizierten T-Lymphozyten auch CDS positiv.
Wir konniten im Kontakigewebe zu 2 Implantaten eine mittlere, zu 13 Implantaten eine
geringe und 7u 7 Implantaten keine CD8 positiven T-Zellen nachweisen. Eine grofie Zahl von
diesen liel sich in keinem Fall zeigen. Wir gehen daher davon aus, dass es sich bei den
tibrigen T-Lymphozyten um CD4 positive T-Helferzellen handelt. Dieses erscheint auch nach
der groben Zahl von identifizierten Makrophagen nachvollziehbar, da diese im Rahmen der
Immunkaskade mit den T-Helferzellen iiber die ebenfalls nachgewiesenen HLA-DF/DQ/DR-
Mauolekiile interagieren.
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Abbildung 14: CD8 positive T-Lymphozyien { 1000x)
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Die Abbaldung 14 zeig zwei deiektiene CDE positive T-Lymphozyten in 1000facher VergroBerung, Thr liegt
dabei cine Probe des Patienten Nr. 20 (Tabelle &) zugrunde. Diese Photographie zeigt reprisentativ fiir andere,
dass dicse Zellen nur vereinzell vorlagen. Bei den anderen durch ihre Zellkerne in Erscheimung tretenden Zellen
handelt es sich um Bindegewebszellen.

3.1.7 CD79a positive B-Lymphozyten

Die Auswertung der immunhistochemischen Fiirbung ergab nur eine geringe Anzahl von B-
Lymphoazyten. Wie der Tabelle 8 zu entnehmen ist, konnten wir nur bei insgesamt sechs
Patienten eine geringe Anzahl von CD79a positiven B-Lymphozyten beobachten. In den
anderen Proben waren sie hingegen nicht nachweisbar.
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Abbildung 15: CD79a positiver B-Lymphozyt { 1000x)
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Die  Abbildung 15, deren zugrunde liegende Probe dem Patienten mit der Nummer 4 in der Tabelle §
entamimen wurde, 2eip zentral awei immunhistochermsch detektienie B-Lymphozyten, Sie verdeutlicht. dass

decse Zellen nur veremzeli sichibar woren,
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3.2 Gewebereaktion auf Stahlimplantate

3.2.1 Stahlpartikel im periimplantiiren Gewebe

Auch im Falle der Stahlimplaniate waren in den meisten untersuchten Fallen bereits
intraoperativ.- makroskopisch schwarze Verfirbungen des periimplantiiren Gewebes zu
erkennen, Diese Beobachtung konnten wir entsprechend der in der Tabelle ©
wiedergegebenen Auswertung bei 17 von 22 untersuchten Implantaten aus rotfreiem Stahl,
die zur Versorgung von insgesamt 20 Patienten eingesetzt waren, machen. Dabei zeigte sich
diese Verfiirbung sowohl im Platienlager wie auch im sekundiir Ober die jeweilige Platte

gewachsenen Gewebe. Als Pradilektionsstelle muss man jedoch das Platienlager bezeichnen.

Abbildung 16; Plattenlager einer DCP aus rostfreiem Stahl

Die Abbildung 16 zeipt eine intraoperntiv gemachie Aufnalme des Platteniogers nach der Entfermung einer DCP
sus rostfreiem Siahl. Hier zeigt vor allem dos dritte Schraubenloch von links eine auspeprigte schwarze

Verfiirbung als Zeichen fiir die Anwesenbein von Stalilpartikeln



Diese Vermutung bestitigte sich bei Betrachtung der mikroskopischen Priparate. In diesem
Zusammenhang konnten wir bei allen untersuchten Proben Stahlpartikel in dem in der Tabelle
% jeweils im Einzelnen wiedergegebenem AusmaB beobachten. Auch hier erfolgte die
Quantifizierung nach dem in Kapitel 2.6 beschriebenen Prinzip. Dabei fanden sich in einem
Fall eine groBe, in 16 Fallen eine mittlere und in vier Fallen ein kleine Anzahl von Partikeln,
die sich wie im Falle der Titanimplantate in einer intraoperativ zu beobachteten fibrasen
Kapsel befanden.

Abbildung 17; Stahlpartikel im Plattenkontaktgewebe (Hamatoxylin, 200x)
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Die Abbildung 17 zeigt die 200fache VergroBerung eines mit Himatoxylin gefiirbien histologischen Priparates,
das dem Lager einer DCP aus Stahl des Patienten Nr. 9 der Tabelle 9 entstammite. Hier erkennt man eine profe
Anzahl ebenfalls schwarzer Stahlpartikel die sich ohne Ordnung dber die gesamie Bildfliche verteilen. [hre
Gribe entsprach dabei der der Titanpanikel und umfisste so ein Spektrum von feinen Stiuben bis hin zu
proBeren Kémem. Auch hier war dabei schon in den mit Himatoxylin gefiirbien Priiparaten zu erkennen, dass
sich der gridBie Teil der gefundenen Partikel mtrazellulér befinden musste,
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3.2.2 CD68 positive Makrophagen

Da bereits die Hamatoxylinfirbung den Verdacht auf eine Phagozviose der gefundenen
Stahlpartikel nahe legte, war auch im Falle der Stahlimplantate eine immunhistochemische
Untersuchung zum Machweis CD68 positiver Makrophagen indiziert.

Wic im Falle der untersuchten Titanimplantate konnten aufl diese Weise dic phagozytierenden
Zellen als Makrophagen identifiziert werden. Sie waren, wie auch die Partikel, in jeder Probe
zu identifizieren und Komrelierien in ihrer Anzahl mit der der vorhandenen Partikel aus
rostfreiem Stahl. Thre Fahigkeit zur Phagozytose war dabei ebenfalls abhangig von der Grobe
des Matenals. so dass sie ab einer gewissen GriBe nur noch an die Partikel adhéirierten, stan

sie zu intermalisieren.

Abbildung 18: Feine phagozytienie Stahlpartikel (CD68, 1000x)
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Die Abbildung 18 zeigt cin Beispiel von einem feinen Stahlsiaub, der von CD68 positiven Makrophagen
phagozytiert worden ist. Die zugrunde licgende Probe entstammi dem Patiemten Mr.4 der Tabelle 9. Wihrend die
feinen Partikel dabei schwarz sind, zeigt die intensive rode Fiirbung die Anwesenheit der Makrophagen,
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Leider sind in diesem Bild die rote Farbung mit den schwarzen Partikeln zusammen so
kompakt, dass die einzelnen Zellkeme und somit die cinzelnen Makrophagen nicht
voneinander abgrenzbar sind, obwohl sic mittels einer Himatoxylinfirbung blay

hervorgehoben werden sollten.

Abbildung 19; Stahlpartikel mit adhrenten Makrophagen (CD68, 1000x)
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Im Ciegensatz daru zeigl die Abbildung 19, die von ciner Probe des Patienten mit der Nummer 3 in der Tabelle 9
entnommen wurde, mehrere yroBe Swhlpartikel, die wegen ihrer Gridle eine Intemalisierung dusch die
Mokrophagen unmbglich machen. Der schmale rote Saum um den proBen Parikel bestitigr dabei dic
Anwesenheit der Makrophagen. Dasiiber himaus erkennt man bei genaverer Betrachtung auch einige Zellkerne,
die dirckt anlicgen. Der linke untere Bildrand zeipt Knochengewebe und somit wird klar, dass auch diese Probe
dem Planenlager entstammie

Insgesamt ergab die semiguantitative Auswertung in zwei Fallen eine groBe, in 14 Fallen ein
miftlere und in fiinf Fillen eine kleine Anzahl von CD68 positiven Makrophagen.
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3.2.3 Antigenpriisentierende Zellen (HLA-DP/DQ/DR)

Auch im Rahmen der Untersuchung des Implantatkontakigewebes zu Osteosyntheseplatten
aus rostfreiem Stahl erschien es sinnvoll, einc eventuelle Aktivierung der gefundenen
Makrophagen durch die Phagozytose zu liberpritfen. Analog den in Kapitel 3.1.3 dargelegten
Uberlegungen verwendeten wir auch hier den Antikirper gegen das Epitop HLA-DP/DQ/DR.
Durch den Vergleich dieser Firbung mit den Ergebnissen unter Verwendung des Antikirpers
CD68 war es somit miglich cine Aktivierung der gefundenen phagozytierenden
Makrophagen nachzuweisen.

Wie den in der Tabelle 9 dargelegten Auswertung zu entnehmen ist, waren die meisten
detektierten Makrophagen gleichzeitig auch HLA-DP/DQ/DR. positiv und somit durch die
Aulnzhme der Stahlpartikel aktiviert. Wir fanden dabei in zwei Fillen eine grofle, in acht
Fiillen eine mittlere, in zehn Fillen eine kleine und in einem Fall keine HLA-DP/DQ/DR
positiven Zellen. In zwGlf Proben stimmt dabei dic semiquantitative Beurteilung mit
derjenigen der Firbung mit Antikéirper CD68 iiberein. In acht Fillen fanden wir um einen
Beurteilungspunkt weniger und in zweien um etwa die gleiche Zahl mehr HLA-DP/DQ/DR
positive Zellen. Dies bedeutet, dass teilweise nicht alle gefunden Makrophagen ecine
Aktivicrung zeigten und in zwei Fillen auch andere HLA-DP/DQYDR positive Zellen

vorhanden waren.
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Abbildung 20: Phagm;m}sc vom Siahlparukeln durch HLA- pnsrrwe Mﬂimphu--cn (1000x)

Dhe Abbildung 20, deren sugrunde liepende Probe dem Patiemten mit der Mummer 18 in der Tabelle 9
entnommen wurde, zeigt zahlreiche Stahlpartikel in unierschiedlicher Grifle, dic zum @berwiegenden Teil durch
Makrophagen phagozytient wurden. Diese mittels des Antikirpers CD68 identifizierien Zellen sind nach dieser
Firbung ebenfalls HLA-DP/DQUDR positiv und diirfen somit als aktiviert im Sinne der Antigenprisentation
pehien.
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Abbildung 21: Stahlpartikel mit adharenten Makrophagen (HLA-DP/DQVDR 1000x)

Ahnliches wie fiir die Abbildung 20 gil auch fiir Abbildung 21, deren Probe dem Patienten § cstammie. Hier
zeigt sich i 1000fcher VerpriBerung cin fiir die Imemalsierung zu grober Stuhlpanikel, an den dic
Makrophapen. wie schon im obipen Kapitel pezeigt, adhiirieren. Sic bilden dabei farmlich einen Ring von
mehreren Zellreihen und schlieBen diesen ein. Auch diese Zellen sind HLA-DP/DOVDR positiv und somit in

cinem hiheren Akuvitiisstatas

3.2.4 CD45RO positive T-Lymphozyten

Wie for die Titanimplantate oben beschrieben, war auch fur die Untersuchung der
Gewebereaktion auf Osteosynthesematerial aus rostfreiem Stahl der Nachweis von T-
Lymphozyten mittels des Antikorpers gegen das Epitop CD45RO und das Epitop CD3 von
zentraler Bedeutung. Dieser Nachweis gelang in allen einbezogenen Proben in dem in der
Tabelle 9 im Einzelnen wiedergegebenen AusmaBe. Dabei fanden wir in zwei Fallen eine
grolie, n 16 Fallen emne mittlere und in drei Fallen eine kleine Anzahl von T-Lymphozyten,
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Bei genaverer Betrachtung der Priparate scheint es. wie auch bei den bisher betrachteten
Zelltypen, einen Zusammenhang mit der Anzahl der vorhandenen Stahlpartikel zu geben.
Grob verallgemeinernd kann man also sagen, dass mit einer steigenden Zahl von Partikeln
auch die Zahl der Makrophagen, der antigenprasentierenden Zellen sowie auch der in diesem
Eapitel betrachteten T-Lymphozyten zunimmi.

Das Verhalten der so detektierten Zellen entsprach in den untersuchien Fallen demjenigen wie
es in kapitel 3.1.4 im Rahmen der untersuchten Titanimplantate beschrieben wurde. So
konnten auch hier beobachtet werden, dass sich die T-Lymphozyten besonders in der Nihe
der im Priparat vorhandenen Stahlpartikel aufhielten und diese teilweise einschlossen. Dabei

waren sie hiufig in Form von Zellhaufen angeordnet.

Abbildung 23, Stahlparllkel mit L‘DHR['J positiven T-Lymphozyten ( 1000x)

Dic Abbildung 212 wurde von emem Priparat des Patienten | der Tabelle 9 anpefertigt und stelli ein
anschauliches Beispiel fir dieses Verhalien dar. Man erkennt hier cinen zentml gelegenen groBen Stahlpartikel,
der von einem Cluster von CD43R0O positiven T-Lymphozyvien umgeben ist. Die unmittelbar an diesen

anlicgenden Zellen stellen in Analogie der bisherigen Ergebnisse wahrscheinlich Makrophagen dar.
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Abbildung 23: zahlreiche Stahlpartikel mit T-Lymphozyten (CD45R0, 1000%)

o= i ol —-lr—.r__. -

Die in Abbildung 23 (Patient Nr. 9, Tabelle 9) zu sehenden Stahipartikel sind feiner und liegen in den meisten
Fallen intrazellulir nach der vermutlichen Phagozytose durch Makrophagen. Hieraul weisen die dichi neben den
Partikeln sichtbaren blau gefirbien Zellkere hin, Auch hier erkennt man zahlreiche T-Lymphozyten, die sich in
unmittelbarer MNihe zu den: Portikeln aufhalten. Sie liegen auch hier in Form emes Zellchusters vor, obwohl

mancle von dmen nur schwach detektiert sind,

3.2.5 CD3 positive T-Lymphozyten

Die in Erginzung zu den Farbungen mit dem Antiktrper CDM5RO  durchgefiihren
Untersuchungen unter Verwendung des Epitopes CD3 zeiglen ebenfalls die Anwesenheil von
T-Lymphozyien in allen uniersuchien Proben des Implantatkontakigewebes zu den
Stahhimplantaten. In dicsem Zusammenhang war es moglich in drei Fallen eine geringe, in 16
Fallen em mittlere und in zwei Fallen ein groBe Zellzahl nachzuweisen (Tabelle 9). Im
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ibrigen bestatigten die im Rahmen dieser Firbung gemachten Beobachtungen die im Kapitel
3.2.4 beschriebenen Erfahrungen. Auch hier zeigten die nachgewiesenen T-Lymphozyten die
Tendenz sich in Clustern zu organisicren. die in der Regel in der Nihe von freigesetzien
Stahlpartikeln zu finden waren,

Abbildung 24: Ubersichtsaufnahme nachgewiesener CD3 positiver T-Lymphozyten (100x)
g Y- A ‘ﬁ':: AR A _"'w.'..: -";ﬂ_

Dic Abbildung 24 zeigt in diesem Zusammenhang eine Ubersichtsaufnahme eines Priparates in 100facher
Vergrilerung Man erkennt hier einige detektierte T-Lymphoryten zwischen anderen Zellen, bei denen es sich
am chesten um Fibrozyten oder -blasten handelt. Diese seigen dabei besonders im Bereich links wnten die
Tendenz zu Zusammenlagerung zu Gruppen oder Paaren

3.2.6 CD8 positive T-Lymphozyten

Die Untersuchungen zur Subspezifizierung der gefundenen T-Lymphozyien fihrten wir
mangels Allernativen auch im Fall des Stahls mittels des Antikorpers gegen das Epitop CD8
durch. Auch hier mussten wir den Vergleich mit den Ergebnissen der Farbung unter
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Verwendung des Antikorpers CD45RO anstellen, um  die mit CD8 nicht detektierten T-
Lymphozyten als CD4positive T-Helferzellen zu identifizieren, Mach den Auswertungen der
Tabelle 9 konnten wir in funf Fitllen eine mittlere. in zwolf Fallen eine geringe und in vier
Fillen keine CD8 positiven T-Lymphozyten beobachten, Dieses Ergebnis ahnelt dabei
demjenigen der Untersuchung der Titanimplantate. Auch hier ist also der geringere Anteil der
T-Lymphozyten mit dem Epitop CD8 zu charakterisieren, so dass man in der Mchrzahl der
Fille von T-Helferzellen ausgehen muss. In einzelnen Fillen konnten wir dabei diese CD8

positiven Zellen auch in der unmittelbaren Mihe zu den Stahlpartikeln finden.

Abbildung 25: ‘;mhlpnml.el mit ¢mnzelnen CDE pnsmw:n T-Lymphosyten (1000x)
e |

| of 53
.

-

Die Abbildung 25 soll dieses illustrieren. Das hier zu sehende Priporai emistammi dem Patienten mit
Nummencrung 18 (Tabelle9) und zeigt am oberen Bildrand fimf CDE positive T-Lymphozyten. Am unteren
Bildrand, also in dirckier Nihe, erkennt man dabei einen graleren Stahlpartikel, Die kleineren Partikel liegen gus

sichibar mirazellulir
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3.2.7 CD7%a positive B-Lymphozyten

Auch im Rahmen der Untersuchung der immunologischen Reaktion auf Stahlimplantate
erschien die Suche nach B-Lymphozyten als Vertreter der humoralen Immunantworl sinnvoll.
Das Resuliat der immunhistochemischen Firbung ergab jedoch ein #hnliches Bild wie im
Falle der Titanimplantate. Die Anwesenheit von B-Lymphozyien erwies sich als Ausnahme.
Wie der Tabelle 9 zu entnchmen ist, fanden wir nur in vier Fillen B-Lymphozyten, von denen
zwei eine geringe und wei cine mittlere Zahl aufwiesen.

Abbildung 26: B-Lymphozyten (CD7%. 1000x)

Dhe Abbildung 26 zeipt das einzige Priparat, in dem B-Lymphozyien in nennenswerter Zahl beobachter werden

konnien. Man erkennt bier eine panze Gruppe von diesen Zellen, die jedoch in keiner Berichung zu
Stahlpartikeln standen, Diese Avfmahme stellt jedoch, wie bereits erwihni, eine  Ausnalune  dar
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3.3 Elektronenmikroskopie

3.3.1 Implantatkontaktgewebe zu Titanimplantaten

Wie bereits in Kapitel 2.7.2 dargelegt, diente uns die Elckironenmikroskopie zum einen zur
Verifizierung der Aufnahme der vom jeweiligen Implantat freigesetzten Titanpartikel in
phagozytierende Zellen. Des weiteren war die Charakterisierung der intrazellulfiren
Lokalisation dieser Partike! Ziel dieser Untersuchung.

Die mit den VergriBerungsfaktor 4000 bis 22000 durchgefithrie Betrachtung der nach Kapitel
2.7 vorberciteten Priiparate zeigte, dass sich die Titanpartikel des periimplantiiren Gewebes
intrazelluléir befanden. Dabei konnten wir in den meisten Fillen eine Membran um diese
Partikel beobachten, so dass davon auszugehen ist, dass sic in Phagolysosomen aufgenommen
worden waren. Die phagozytierenden Zellen konnten wir auch in dieser Untersuchung anhand
der Morphologie als Makrophagen identifizieren. Neben intakten Makrophagen mit
phagozytiertem Material fanden wir jedoch auch eine Zahl von zerstérten Zellen, wobei nicht
geklirt ist, ob es sich hier um Artefakte handelt, oder diese durch die Aufnahme der

Titanpartikel zugrunde gingen,
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Diie Abbildung 27 zeigt ein Beispiel einer clektronenmikroskopischen Abbildung. Man erkennt unter anderem
bei ungeflihr drei Uhr eine phogozytierenden Zelle, die sich in als Makrophage identifizieren lisst. Bei dem
phagomytierien Objekt handelt es sich um Titan, welches sich wie schon in der Durchlichimikroskopie schwarz
darstelll. Bei gennuerer Betrachtung stellt man fest, dass sich dieses Malerial in einem Phagolysosom befindet,
da es von einer Membran cingeschlossen wird.

MNeben diesem Lysesom lisst sich der Zellkern klar abgrenzen. Oberhalb des Makrophagen erkennt man im
Gbrigen ¢in weitere Zelle mit dem auch hier deutlich sichtbaren Zellkem., Der Interzellularraum zeigt vor allem
uilerhalb des Makrophagen Kollagenfasern, die sowohl quer- als auch lings angeschnitten sind.

3.3.2 Implantatkontaktgewebe zu Stahlimplantaten

Die Untersuchung des periimplantiren Gewebes zu den Implantaten aus Stahl zeigte
dieselben Ergebnisse, wie wir sie im Falle des Titans beobachten konnten. Auch hier konnten
wir im Rahmen der elektronenmikroskopischen Betrachtung der nach Kapitel 2.7
vorbereiteten Priiparate beobachten, dass die vom Implantat freigesetzien Partike! intrazellulir
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in Phagolysosomen zu finden waren. Auch hier entsprach die Morphologic der
phagozytierenden Zellen der von Makrophagen.
Zur besseren Veranschaulichung soll auch in diesem Zusammenhang cine Abbildung dienen.

Abbildung 28; Anschnitt eines Makrophagen mit phagozytierten Stahlpartikeln (22000x)

% L

Die Abbildung 28 zeigt dabei mit cinem VergroBerungsfakior von 22000 den Ausschnitt eines Makrophagen,
dessen Zellkern sich leider nicht im pewsihbten Bildausschnitt befindet. Zentral und bei etwa zehn Uhr lassen sich
schwarze Partikel finden, bei denen es sich, wie im lolpenden Kapitel »u beweisen isi, um Stahl handelL
Besonders im Falle des oberen Partikels lisst sich dabei wie im Falle des Titans eine dilnne Linie erkennen, bei
der s sich um eine Membran handelt. Dicse zeigt auch der andere besonders bei ungefithr vier Uhr und bestatig,
dass much sie jeweils von der Membran cines Phagolysosoms eingeschiossen sind.

Des weiteren erkennt man auf der Abbildung einige Mitochondrien sowie Ribosomen, Die sich als feine Punkie
darstellen. Im Intrazellularraum findet man dariber hinaus zahlreiche Kollagenfibrillen, die oberhalb der Zelle
quer und unterhab lings angeschnitien sind. Der obere Bildrand zeigt im dbrigen den Anschnitt siner folgenden
Zelle.,
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3.4 Rasterelektronenmikroskopische EDX Analyse

Wie sowohl die Betrachtung mittels der Durchlichtmikroskopie sowie der
Elektronenmikroskopie zeigten, stellten sich die gefundenen Partikel jeweils schwarz und
nicht transparent dar. Obwohl es nahe liegend erschien, dass es sich hier jeweils um Material
des betreffenden Implantates aus Titan oder Stahl handelte, war es notwendig, dieses mittels
einer rasterelektronenmikroskopischen energy dispersive x-ray Analyse (EDX-Analyse) der
Partikel zu verifizieren,

Dabei erpaben sich folgende Ergebnisse:

[abelle 10: Zusammensetzung der schwarzen Partikel im periimplantiiren Gewebe zu
Titanplatten:

Bestandteil relativer Anteil in %
Titan (Ti) 575

Silizium (51) 13

Caleium (Ca) 6,5

| Natrium (Na) 3

Tabelle | 1; Zusammensetzung der schwarzen Partikel im periimplantiren Gewebe zu

Stahlplatien
Bestandteil relativer Anteil in %
Eisen (Fe) 66
Chrom (Cr) 18.75
Nickel (Ni) 13,75
Silizium (5i) 1,5
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Bei diesen Ergebnissen ist zu berlicksichtigen, dass verfahrensbedingt leider auch nicht den
Partikeln muzuordnende Bestendteile aufgefiihrt werden. So entstammt das Silizium dem
Objekatriiger aus Glas, auf dem das zu untersuchende Priiparat aufgebracht war. Das in
Tabelle 10 zu findende Natrium sowie auch das Calcium entstammen dem Einbettmedium,
Zu besseren Veranschaulichung zeigt die Abbildung 29 die graphische Darstellung der REM-
EDX- Analyse filr die Partikel im Implantatkontaktgewebe zu Titanplatten. Hier findet man
unter anderem auch einen Gold (Au)- Peak, der entsteht, da man, wie Kapitel 2.8 beschrieben
die Priiparate zur besseren Kontrasticrung mit Gold bedampft. Der Kohlenstoff (C) —Peak ist
ebenfalls verfahrensbedingt.

Nach Beriicksichtigung  dieser artifiziellen Bestandteile bleiben nur noch  die
Zusammensetzungen der jeweiligen Implantate aus Titan und Stahl ibrig. Damit ist
offensichtlich, dass die gefundenen schwarzen Partikel tatslichlich vom jeweiligen Implantat
freigesetet wurden.

Abbildung 29: graphische Darstellung der EDX-Analyse der Titanpartikel
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4. Diskussion

4.1 Charakterisierung der Gewebereaktion

4.1.1 Charakteristik der Gewebereaktion auf
Titanimplantate

Wie die vorliegende Untersuchung zeigt, setzen Osteosyntheseplatten aus Reintitan, die zur
Versorgung von Frakturen langer Rhrenknochen Verwendung fanden, in allen untersuchten
Fillen Titanpartikel in das lokale Gewebe frei. Dabei konnten diese Partikel sowohl im
Plattenlager, als auch im Gewebe {iber der Platte nachgewiesen werden. Als
Pridilektionsstelle miissen in diesem Zusammenhang allerdings die Grate im Bereich der
Schraubenldcher gelten. Mikroskopisch konnten dabei auch in solchen Fillen Partikel
gefunden werden, die makroskopisch unauffillig waren.

Die von uns durchgefiihrte rasterelektronenmikroskopische EDX-Analyse konnie zeigen, dass
diese Partikel in ihrer chemischen Zusammensetzung dem jeweiligen Implantat entsprachen,
s0 dass damit der Nachweis gefithrt werden konnte, dass sie auch tatsfchlich von diesen
freigesetzt wurden.

Wie wir immunhistochemisch und elektronenmikroskopisch zeigen konnten unterlagen die
Titanpartikel dabei der Phagozytose durch CD68 positive Makrophagen, Intrazellulir war das
phagozytierie Material von einer Membran umgeben und somit wahrscheinlich in
Phagolysosomen dem Angriff durch Enzyme ausgesetzt. Bei Partikeln aus Titan, die fiir eine
Internalisierung durch Phagozyten zu gro waren, beobachten wir eine Adhiirenz der Zellen.
Dic phagozytierenden Makrophagen priisentierten dabei auf ihrer Zelloberfliche HILA-
DP/DQ/DR-Molekille, so dass wir von einer Aktivierung dieser Zellen durch die Aufnahme
der Titanpartikel ausgehen kénnen.

Neben den Makrophagen zeigten die Auswertungen der Immunhistochemie in den meisten
Fillen auch die Anwesenheit von zahlreichen CD45R0O bzw. CD3 positiven T-Lymphozyten,
die sich hiiufig in Form von Clustern formierten. Der Zusammenhang »ur Phagozytose der
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Titanpartikel wird dabei durch die Tatsache bekriftipt, dass sich diese meistens in der Nihe
der Partikel aufhielten oder diese gar umringten. Die Subspezifizierung der gefundenen T-
Lymphozyten fithrien wir unter Verwendung des Antikirpers gegen das Epitop CD8 durch
und stellten dabei fest, dass die Subpopulation der CD8 positiven T-Zellen nur die Minderheit
darstellte. Daher gehen wir davon aus, dass es sich in der Mehrzahl um die CD4 positiven T-
Helferzellen handell. Neben diesen Vertretern der zelluliren spezifischen Immunabwehr
konnten wir jedoch nur in Ausnahmefiillen auch CD79a positive B-Lymphozyten als
Vertreter der humoralen spezifischen Abwehr detektieren.

Zusammenfassend konnte unsere Untersuchung also zeigen, dass Osteosyntheseplatten aus
Reintitan Partikel freisetzen, die eine immunologische Reaktion des periimplantiren Gewebes
auslsen. Triiger dieser Reaktion sind HLA-DP/DQ/DR-positive Makrophagen und in der
Mehrzahl CD4-positive T-Lymphozyten in Abwesenheit von B-Lymphozyten. Es handelt
sich also um cine Immunantwort vom zelluliren Typus, wie sie auch im Rahmen ven
Kontaktallergien zu beobachten ist. Die humorale Komponente des Immunsystems scheint
dabei keine wesentliche Rolle zu spielen.

4.1.2 Vergleich der Gewebereaktion auf
Osteosyntheseplatten aus rostfreiem Stahl

Auch die von uns untersuchten Osteosyntheseplatten aus rostfreiem Stahl setzten Partikel in
das Implantatkontakigewebe frei, wobei auch hier unabhiingig vom makroskopischen Aspekt
mikroskopisch in allen Fillen Partikel nachgewiesen werden konnten. Die semiquantitative
Auswerfung erbrachite dabei keinen wesentlichen Unterschied zur Freisetzung von
Titanpartikeln im Bezug auf die Menge der freigesetzten Partikel: Titan: 6 x +++, 14 x ++ und
2x+; Stahl: 1 x 4+, 16 x ++und 4 x +.

Auch bei der Frage der Priidilektionsstellen zeigte die Untersuchung der Proben aus dem
lokalen Gewebe von Stahlplatten keine Unterschiede. Wie im Falle des Titans lagen diese im
Plattenlager im Bereich der Schraubenicher, obwohl Stahlpartikel ebenfalls im Gewebe iiber
der Platte zu finden waren.
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Mittels der rasterelekironenmikroskopischen EDX-Analyse der schwarzen Partikel konnte im
Falle der Stahlimplantate ebenfalls der Nachweis erbracht werden, dass diese auch tatsiichlich
von Osteosyntheseplatten aus rostfreiem Stahl freigesetzt wurden, da die elementare
Zusammensetzung dieselbe war.

Auch die Partikel aus Stahl unterlagen der Phagozytose durch CD68 positive Makrophagen,
dic diese cbenfalls in Phagolysosomen aufnahmen, Waren die Stwhlpartikel fir die
Phagozytose zu groll, adhfirierten die Makrophagen an diese. Wie im Falle des Titans fithrie
dabei die Aufnahme der Stahlpartikel zu einer Aktivierung Makrophagen, die dieses durch die
Priisentation von HLA-DP/DYDR Molekillen auf der Zelloberfliche offenbarten. Nachdem
der qualitative Vergleich somit in diesem Punkt keine Unterschiede aufweist. zeigt auch der
Blick auf die semiquantitative Auswertung keine wesentlichen Differenzen:

CD68: Titan: 7 x 44+, 13 x ++ und 2 x + im Vergleich zu Stahl: 2 x +++ 14 x++ und 4 x +

sowie
HLA-DP/ R: Titan: 6 x +++, 12 x ++ und 4 x + im Vergleich zu Stahl: 2 x +++, § x ++,
10x+und | x-,

Die Makrophagen wurden dabei cbenfalls durch CD45RO bzw. CD3 positive T-
Lymphozyten begleitet, die auch hier besonders in der Nihe der Stahlpartikel in Clusterform
zu finden waren. Die Subspezifizierung erbrachte wie bei den Titanplatten cin vorwiegendes
Vorliegen von CD4 positiven T-Helferzellen, wohingegen die CD8 positiven T-Lymphozyten
den kleinern Anteil repriisentierien, Der Vergleich der Quantifizierung zeigt hierbei keinen
eindeutigen Unterschied:

CD45RO: Titan: 2 x +4++, 14 x ++, 5 x+und 1 x - im Vergleich zu Stahl; 2 x +4++, 16 x ++
und 3 x + baw.

CD3: Titan: 2 x +++, 13 x++ 6 x+und | x - im Vergleich zu Stahl: 2 x +++, 17 x ++ und
2 x + sowie

CDS: Titan: 2 x ++, 13 x + und 7 x — im Vergleich wu Stahl: 5 x4+, 12 x + und 4 x -,
B-Lymphozyten als Vertreter der humoralen spezifischen Immunantwort waren auch hier nur
vercinzelt nachweisbar wie das semiquantitative Ergebnis im Vergleich zum
Osteosynthesematerial aus Reintitan zeigt: CD79q: Titan; 6 x + und 16 x — sowie Siahl; 2 x
+Hodx+und 17x-

Zusammenfassend lisst sich also festhalten, dass sowohl qualitativ als auch semiquantitativ
kein wesentlicher Unterschied @wischen der immunologischen Reaktion des periimplantiren
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Gewebes zu Osteosyntheseplatten aus Reintitan und aus rostfreiem Stahl in unserer
Untersuchung nachweisbar war. Wie bereits oben erwihnt handelt es somit in beiden Fiillen
um eine Immunreaktion vom zelluliiren Typus, die vor allem durch aktivierte Makrophagen
und T-Helferzellen bei einer geringeren Anzahl von CD8 positiven T-Lymphozyten getragen
wird.

4.2 Bewertung des Titans als Implantatwerkstoff

Nach unserem Kenntnisstand wird in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal die
Gewebereaktion des Implantatkoniakigewebes zu  Osteosyntheseplatten aus Titan im
Vergleich zu rostfreiem Stahl nach Versorgung von Frakturen langer Réhrenknochen
charakterisiert. Titan gilt im allgemeinen, wic im Kapitel 1.2 beschricben wurde, als idealer
Implantatwerkstoff im Rahmen des Konzeptes der offenen Reposition und internen Fixation
(ORIF), wie sie seit den 60er Jahren von der Arbeitsgemeinschaft fiir Osteosynthese gefordert
wird (Perren 1991). Wie bereits erwiihnt, soll ein wesentlicher Vorteil in der , ausgezeichneten
Bickompatibilitdt™® liegen (Perren et al. 1990), die sich vor allem in der Oxidschicht
(Titandioxid) begriindet (Scales 1991), welche sich bei Sauerstoffexposition sofort aus- und
nachbildet.

Trotz dieses Bildes vom Titan als biologisch inerten Implantatwerkstoff berichten schon frih
cinige  Autoren von  erhbhiten Titanspiegeln im  periimplantiren Gewebes von
Tianimplantaten (Ferguson 1960; Meachim und Williams 1973; Williams D. F. 1974:
Williams 1974; Ruedi 1975; Moran et al. 1991; Rosenberg et al. 1993; Jorgenson et al. 1997;
Mofid 1997, Acero et al. 1999). Schon 1967 beobachteten Berg und Emneus in ihrer
Untersuchung von insgesamt 55 Moore-Prothesen aus Vitallium und Titan das Titan &fter
eine Schwarzverflirbung der Gewebe hinterliel, die jedoch regelmiBig ohne entziindliche
Reaktion verlief (Ruedi 1975).

Williams und Meachim berichten 1974 cbenfalls von einer Schwarzfirbung des
Implantatkontakigewebes bei ihren untersuchten Titanimplantaten, was sie veranlasste den
Titanspiegel im periimplantiren Gewebe zu bestimmen. Sie fanden bei ihren insgesamt 19
untersuchten Fillen neun Mal eine Titankonzentration von mehr als 100 ppm, wobei drei von
diesen sogar eine Konzentration von >2000 ppm aufwiesen. Dabei sahen sie einen
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Zusammenhang zwischen der Hilhe des nachgewiesenen Titanspiegels des Gewebes und dem
Grad der Verflirbung zum Schwarzen hin, so dass sie im Titan die Ursache fiir ihre
Beobachtung vermuteten. Die gefundenen Titanpartikel detektierien sie bei genauerer
mikroskopischer Betrachtung intrazelluldr im Zytoplasma von Makrophagen, Fibrozyten und
perivaskuliren Zellen. Ein Zusammenhang zwischen der Verweildaver der Implantate und der
Konzentration des Titans im Gewebe konnten sie erstaunlicherweise nicht feststellen
(Williams 1974). Schlussfolgernd konstatiert Williams spiiter, dass aueh Titan nicht als
absolut biokompatibel gelten darf (Williams 1994),

Auch Ruedi beschreibt in seiner tierexperimentellen Untersuchung von .. Titan und Stahl in
der Knochenchirurgic™ schwarze Partikel und stellt fest, dass ,die ausgepriigteste
Gewebedurchsetzung mit schwarzen Partikeln [..] die Sekundirheilung mit Titan-
Monometallen” aufwies (Ruedi 1975). In diesem Zusammenhang beobachtet auch er ..eine
durch Metalldepots verursachie grau-schwarze Gewebsverflirbung, die histologisch auBer den
phagozytierten Pigmenten keine reaktiven Veriinderungen auslste™.

Moran berichtet 1991 von sechs untersuchten Fiillen von Titanexpositionen von denen drei
die Lunge, #wei dic Haut und ciner die Synovia betrafen. Die pulmonale Reaktion auf die
Exposition umfasste dabei eine ausgepriigte Fibrose und zahlreiche Makrophagen, die eine
groBe Anzahl schwarzer Partikel phagozytiert hatten. Dariiber hinaus wiesen die Patienten
Bronchopneumonien in benachbarten Lungenarealen auf. Auch an der Haut beobachtete er
reichlich schwarzes Pigment, das von einer unspezifischen inflammatorischen Reaktion in
dem einen und einer ausgedehnten Nekrose in dem anderen Fall begleitet wurde. In allen
Fillen wurde dabei die Prisenz von Titan mittels der EDX-Analyse der schwarzen Partikel
bestiitigt (Moran et al. 1991).

Rosenberg (Rosenberg et al. 1993) sah sich durch diese Ergebnisse veranlasst auch die
Gewebereaktion auf Titan-Miniplatten aus der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie hinsichtlich
der Anrcicherung von Titan im lokalen Gewebe zu unmtersuchen. Dabei filhrte er einen
vergleich mit Champy-Platten aus rostfreiem Stahl durch, Er sah eine makroskopisch
sichtbare schwarze Pigmentierung des Implantatkontaktgewebes zu den Titanplatten in 25,5%
der Fiille, wihrend er diese Beobachtung im Falle der Stahlimplantate nicht machen konnte,
Mikroskopisch war die Pigmentierung in 71,8% der Proben des Kontakigewebes zu Titan und
in 63,3% zu Stahl detektierbar. Auch hier bestitigte er die Anwesenheil des Titans und des
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Stahls mitiels der EDX-Analyse. Die Titanpartikel lokalisierte er vor allem ,zwischen den
Kollagenfasemn”, wohingegen die Stahlpartikel besonders in Riesenzellen zu finden waren.
Zur genaueren Charakterisierung der Gewebercaktion bedienten sich unter anderem
Torgersen 1995 und Katou 1996 erstmalig in diesem Zusammenhang der Immunhistochemie,
um immuninflammatorische Zellen im periimplantiiren Gewebe nachzuweisen (Torgersen et
al. 1995; Katou et al. 1996). Beide untersuchten dabei das lokale Gewebe von Miniplatten, die
zur Versorgung von Frakturen in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie cingesetzt worden
waren. Katou (Katou et al. 1996) beobachtete mikroskopisch bei jedem seiner zwalf
uniersuchien Patienten die Anwesenheit wvon Titanpartikeln, die auch hier eine
Schwarzflirbung des Gewebes verursachten und sich in den meisten Fiillen in ciner fibriisen
Kapsel um das Implantat aufhielten. Sie unterlagen der Phagozytose durch CD68 positive
Makrophagen, in denen sie elektronenmikroskopisch nachweisbar in Phagolysosomen
lokalisiert waren. Die Makrophagen exprimierten dariiber hinaus HLA-DR Molekille auf ihrer
duBeren Zellmembran, was auch Katou als Zeichen ihrer Aktivierung durch die Phagozytose
interpretierie.  Einige unter ihnen zeigten wie in unserer Untersuchung degenerative
Veriinderungen. Auch T-Lymphozyten konnte er bei neun der in die Studie einbezogenen
Patienten detektieren, wobei die CD4 positiven T-Helferzellen den griBeren Anteil stellien.
lhre Anwesenheit nach einer durchschnittlichen Implantatverweildaver von zirka neun
Monaten interpretierte Katou als Zeichen einer chronischen Entzlindung. Im tbrigen berichtet
er von der Proliferation zahlreicher BlutgefiiBe, deren Endothelzellen hypertrophierten und
neben HLA-DR auch CD354 sowie CD62P exprimierten. Er bediente sich cbenfalls der
rasterelektronenmikroskopischen EDX-Analyse, um die schwarzen Partikel als Titan zu
identifizieren. Ahnliche Ergebnisse beschreibt auch Torgersen (Torgersen et al. 1995) in
seiner Arbeit. Er fGhrte dariiber hinaus noch einen Vergleich mit der Gewebereaktion auf
Miniplatten aus rostfreiem Stahl durch. Dicser ergab jedoch keinen wesentlichen Unterschied
in der durch HLA-DR positive Makrophagen und CD3positive T-Lymphozyten gepriigten
immuninflammatorischen Reaktion. Besonders dicse beiden Arbeiten zeigen also eine grobe
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen unserer Untersuchung.

Acero (Acero et al, 1999) kommi, nachdem er in 80% seiner untersuchten Fille
lichtmikroskopisch sichtbare Titanpartikel im Titanplattenkontaktgewebe identifizieren
konnte, zu dem Ergebnis, dass Titan wohl doch mehr Korrosion entwickelt, als bisher
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Mofid (Mofid 1997) untersuchie in seiner ticrexperimentellen Arbeit die Reaktion des
Gehims auf Titan im Vergleich mit Vitallium, rostfreiem Stahl und Silikon. Er implantierte
diese Materialien in den Parietallappen von Kaninchen und beobachtete die inflammatorische
Reaktion des Gewebes nach zwei, vier, acht und 26 Wochen. Dabei wiihlte er als Kriterien die
Mikrogliaproliferation, die Gliose sowie die Leukozyteninfiltration. Nach zwei Wochen
verursachte Titan im Vergleich die stirkste inflammatorische Reaktion. Nach 26 Wochen
jedoch zeigten Vitallium und Titan ein fhnliches Ausmal an entriindlicher Reaktion, das
ausgeprigter als beim Silikon und schwiicher als beim rostfreiem Stahl zu bewerten war,
Auch diese Untersuchung zeigt aber, das Titan nicht als biologisch inert einzustufen ist.

Eine Frage, die sich nach der Beobachtung von Titanpartikeln im periimplantiiren Gewebe
stellt, ist die nach dem weiteren Verbleib, Metallionen und losliche Korrosionsprodukte
kinnen einerseits offenbar durch Diffusion eliminiet und dber den Lymphabfluss
wegtransportiert  werden  (Ferguson  1960), withrend  die  unléslichen Metallpartikel
andererseits in der Umgebung des Implantates interzelluliir deponiert oder durch Phagozytose
intrazellullir gespeichert werden.

Fischer Brandies (Fischer-Brandies 1993) untersuchte in seiner Arbeit dic Gewebebelastung
mit Titan nach 17 Schraubenosteosynthesen mit Salzburger Zugschrauben. Wie die anderen
erwihnten Autoren konnte auch er unabhiingig vom makroskopischen Aspekt, der in 40% der
Fille eine schwarze Pigmentierung offenbarte, in fast allen Fillen Titanpartikel im Gewebe
nachweisen. Dabei findet er neben Histiozyten, die die Partikel phagozytierten keine weiteren
Leukozytensubpopulationen. Entscheidend fiir die weiteren Betrachtungen ist bei dieser
Studie jedoch, dass hier keine Reibung zwischen eciner Platte und einer Schraube
stattgefunden haben kann. Dariiber hinaus folgert Fischer-Brandies, dass .die Titanabgabe
nicht auf das lokale Gewebe beschrinkt” bleibt und verweist dabei vor allem auf die
Publikationen von Schliephake (Schliephake et al. 1993; Schliephake et al. 1993).

Dieser fithrte eine tierexperimentelle Untersuchung mit sechs Gottinger Minischweinen
durch, denen er je zwei Schraubenimplantate aus Reintitan implantierte. Die Ergebnisse
zeigten, dass Titanpartikel wiihrend der Priiparation des Implantatbettes abgerieben und auf
der Knochenoberfliche deponiert wurden, Fiinf Monate nach der Implantation waren keine
Partikel mehr auf der Knochenoberfliiche nachweisbar. Dic Bestimmung des Titangehaltes
der Organe zeigte, dass dic Lungen den hdchsten Gehalt an Titan aufwiesen, withrend die
Nieren und die Leber weit weniger Titan enthielten. Man muss also davon ausgehen, dass
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prinzipiell von Implantaten freigesetztes Titan nicht im lokalen Gewebe verbleibt, sondern
auch in den parenchymatisen Organen zu finden ist. Diese These bestitigen auch die
Arbeiten anderer Autoren (Woodman et al. 1984; Onodera et al. 1993; Bessho et al. 1995;
Urban et al. 2000). Dabei identifizierte Bessho (Bessho et al. 1995), der japanischen
Kaninchen mit Frakturen des Mandibularkiirpers 4-Loch Miniplatten aus Reintitan
implanticrte, Titan ebenfalls vor allem in der Lunge. Er ging schlussfolgernd davon aus, dass
durch Korrosion der Titanplatten Titanionen freigesetzt und mit dem Blutstrom in die Lunge
transportiert wurden. Dancben konnte Titan auch in der Leber. der Milz und den Nieren
nachgewiesen werden, wo die Konzentrationen jedoch deutlich geringer waren, Seiner
Meinung nach ist es nach diesen Ergebnissen nicht gerechifertigt Titanimplantate nach
Implantation in situ #zu belassen.

Die Anreicherung von Titanpartikeln in einem submandibuliiren Lymphknoten, der im
lymphatischen Abflussgebict einer am Unterkiefer implantierten Titanplatte beschreibt
Onodera (Onodera et al. 1993) in einer Fallbeschreibung. Hier wird zum cinen deutlich, dass
die ticrexperimentellen Ergebnisse der oben witierten Autoren durchaus auf den Menschen
iibertraghar sind. Zum andern scheint neben dem Abtransport {iber den Blutweg in die
parenchymatiisen Organe auch der lymphatische Weg eine Rolle zu spiclen.

Aus dem Bereich der Endoprothetik berichten sowohl Woodman 1984 (Woodman et al. 1984)
als auch Urban 2000 (Urban et al. 2000) von der Anrcicherung von Titanpartikeln in
parcnchymatiisen Organen. Woodmann untersuchte darzu Paviane, bei denen er nach
Implantation einer Prothese mit einer Titankomponente erhihte Titanspiegel vor allem in den
Lungen, der Milz, der regionalen Muskulatur sowic der Lymphknoten des entsprechenden
Abflussgebietes identifizierte. Dariiber hinaus zeigte auch der Urin der Tiere einen signifikant
crhihten Gehalt an Titan. Urban entnahm bei Patienten post mortem Proben der
parenchymatiisen Organe, die zu Lebzeiten einc Knie oder Hitfiprothese erhalten hatten. Auch
er fand dabei erhiihte Konzentrationen an Titan sowoh] in der Leber, als auch in der Milz
sowie in den paraaortalen Lymphknoten. Dabei wiesen dic Patienten mit gelockerten
Prothesen hiufiger erhihte Metallspiegel auf als solche mit primiiren Prothesen.

Im Bereich der Endoprothetik wird ilberdies von zahlreichen Autoren einen Zusammenhang
zwischen der Anhdiufung von Titanpartikeln im periprothetischen Gewebe und der
aseptischen Prothesenlockerung diskutiert (Mirra et al. 1976; Mirra et al. 1982; Pazzaglia et
al. 1987; Darr et al. 1990; Howie 1990; Lalor et al. 1990: McKellop et al. 1990; Nasseret al.



1990; Haynes 1991; Lalor et al. 1991; Santavirta et al. 1991; Witt und Swann 1991: Lalor
1993; Friedman et al. 1994; Kim 1994; Gonzales et al. 1996; Willert et al. 1996: Jacobs et al.
1998). Hier konnte sich also ein negativer Effekt der oben beschricbenen Korrosion von
Titanimplantaten begriinden. Wie Black schon 1988 (Black 1988) in seiner Arbeit ,does
corrosion matter™ als conclusio konstatiert: ,Yes, corrosion does matter. All metallic
implants corrode. The corrosion products are biologically active, Patients do exhibit
symptoms realtive to corrosion products from implants. The magnitude and clinical
significance of these symptoms remains to be seen.” Besonders Anfang der neunziger Jahre
berichien zahlreiche Autoren iiber cine von Black beflirchtete klinische Relevanz: der
aseptischen Prothesenlockerung. Wihrend Head (Head et al. 1995) Titan als , Material der
Wahl* fiir die femorale Komponente der zementfreien totalen Endoprothese der Hiifie ansieht
und dabei vor allem auf neben dem guten Einwachsen des Knochens auf die gute
Biokompatibilitit verweist, sehen andere Autoren gerade im Titan eine mégliche Ursache fiir
die zahlreich beobachteten aseptischen Prothesenlockerungen.

Wit (Witt und Swann 1991) untersuchte im Bezug auf diese Fragestellung 13 gelockerte
Hiifiprothesen aus einer Titanlegicrung, die im Durchschnitt bereits zwei Johre nach der
Implantation gewechselt werden mussten und somit die sonst durchschnittliche
Haltbarkeitsdaver von ungefiihr zehn Jahren deutlich unterschritten. Withrend der Revisionen
beobachtete er eine schwarze Verfiirbung des Prothesenkontakigewebes, wie sie auch in
anderen Untersuchungen von Titanimplantaten beschrieben worden ist. Histologisch fand er
Titanpartikel, deren Anwesenheit er mittels der EDX-Analyse bewies, frei im Gewebe sowie
intrazellulir nach Phagozytose durch Histiozyten. Diese waren dabei zum Teil zu
Fremdktirperriesenzellen  fusioniert. Des weiteren beschreibt er die Anwesenheit von
zahlreichen Fibroblasten im Rahmen einer starken Bindegewebsreaktion, die zu einer fibrissen
Kapsel gefiihrt hatte. Solche schwarzen Verfiirbungen des periprothetischen Gewebes durch
Anhiiufung von vor allem Titanpariikeln beschreiben unter anderen auch Leventhal
(Leventhal 1951), McKellop (McKellop et al. 1990) und Agins (Agins et al. 1988). Witi sicht
in der ,.aggressiven Reaktion™ des Implantatkontakigewebes auf die freigesetzien Partikel, wie
sie auch Bullough (Bullough 1990) beschreibt, die Ursache fiir die vorzeitige aseptische
Lockerung. Auch Scales beschreibt die schwarze Verflirbung des Gewebes um Prothesen aus
Titan, und bezeichnet dieses Phiinomen als , orthopidisches Rétsel” (Scales 1991).
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Bedeutende Untersuchungen zu dieser Fragestellung stammen auch von PA Lalor und PA
Revell beginnend im Jahre 1990 (Lalor et al. 1990; Lalor et al. 1991: Lalor 1993: Revell und
Lalor 1995). Lalor sieht in diesen Arbeiten in der Uberempfindlichkeit pegeniiber Titan eine
magliche Ursache fiir die von ihm untersuchten Fillle von aseptischer Prothesenlockerung. In
seiner Arbeit von 1991 beschreibt er die Entnahme von Gewebeproben bei fiinf Patienten, bei
denen es ebenfalls frithzeitig zur Prothesenlockerung gekommen war, ohne dass dabei ein
Infekt eine Rolle spielte. In allen diesen Proben, die wie schon oben beschrieben, schwarz
verflirbt erschienen, wies er grofle Mengen von Titanpartikeln nach, Diese stammten in vier
Fillen von den Titanschrauben, die zur Fixierung der Pfanne cingesetzt werden, und in einem
Fall vom Schaft. Dieses Gewebe unterzog er nun sowohl einer immunhistochemischen wie
auch einer clektronenmikroskopischen Analyse. Mittels monoklonaler Antikérper wies er vor
allem zahlreiche Makrophagen nach, die die Partikel phagozytiert hatten. Dariiber hinaus
detektierie er eine grofle Anzahl an T-Lymphozyten, withrend B-Lymphozyten fehlten. Diese
Konstellation an immunkompetenten Zellen entspricht dem, was auch unsere Untersuchung
ergab (Kapitel 4.1.2). AufRillig ist dabei vor allem die Anwesenheit von T-Lymphozyten
nach mehr als sechs Monaten, was filr einen chronischen entziindlichen Prozess spricht. Da
eine solche immunologische Reaktion typischerweise im Rahmen von Allergien vom Typ 4
nach Coombs und Gell zu finden ist, filhrte Lalor des weiteren Hauttests bei den betroffenen
Patienten durch. Hier fand er bei Anwendung eines Standardtests der Europdischen
Forschungsgemeinschafi fiir Kontakidermatitis (Fregert 1969), der die Verwendung von
Pflastern mit Titansalzlosungen verschiedener Verdlinnungen vorsieht, in allen Fillen
negative Resultate, Dem entgegen stehen die Ergebnisse einer Testung mit titanhaltiger Salbe,
die in zwei Filllen positiv war. Da es zur Testung von Uberempfindlichkeit gepeniiber Titan
keine Daten und nur wenig Erfahrungen gibt, sind Lalors Ergebnisse in diesem Punkt schwer
zu interpretieren. Wie Witt sieht auch er jedoch in der durch Makrophagen und T-
Lymphozyten geprigten immunologischen Reaktion auf Titanpartikel im periprothetischen
Gewebe eine mbgliche Ursache fiir ¢ine aseptische Prothesenlockerung. Fine eventuelle
Uberempfindlichkeit gegen Titan kinnte hierbei erkliren, warum diese nicht bei allen
Patienten mit solchen Prothesen aufiri,

Willert (Willert et al. 1996) siellt in seinen I:fhu']ngungen die Hypothese eines
mehrschrittigen Prozesses im Rahmen der Prothesenlockerung auf. Danach spiclt die
Eigenschaft des Titans sich mit ciner passiven Oxidschicht zu umgeben eine entscheidende
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Rolle. Kommt es zur Zerstirung dieser Oxidschicht, die im Mittel ungeflihr 10 A (Scales
1991) betrigt, so reoxidiert das nun offenliegende Titan sofort {Steinemann 1998). Dazu wird
der notwendige Sauerstoff der Umgebung entzogen. Kommt es nun zur Freisetzung von
Titanpartikeln von der Prothese, so steigt der Saverstoffbedarf zur Reoxidierung des Titans
stark an. Steht nicht mehr genfigend Sauerstoff im lokalen Gewcebe zur Verfiigung, fithrt dics
zum einen zu einer mangelnden Repassivierung der Titanoberfliche, sowie zum anderen zur
Ausbildung eines sauren Milieus. Die Titanoberfléiche ist somit nicht mehr genfigend gegen
Korrosion geschitzt, und das umgebende Milieu wird durch die sauren Valenzen zunehmend
aggressiv und greift die Oberfliche verstirkt an. Somit kommt es zur weiteren Freisetzung
von Titanpartikeln, was letaendlich im Rahmen eines Circulus vitiosus zur
Prothesenlockerung fiihrt.

Eine weitere Moglichkeit die aseptische Prothesenlockerung zu erkliiren sehen cine Reihe von
Autoren in der Freisetzung von Mediatorsubstanzen durch Makrophagen, dic durch die
Phagozytose von Titanpartiklen aktiviert wurden (Shanbhag et al. 1995),

So untersuchte zum Beispiel Maloncy 1996 das Verhalten von Makrophagen, die in der
Zellkultur mit Titanpartikeln in Kontakt gebracht wurden (Maloney et al. 1996). Er
beobachtete danach die Anreicherung der der Zellkultur zugegebenen Titanpartikel im
Zytoplasma der Makrophagen. Durch die Phagozytose aktiviert, setzten diese darauthin eine
Reihe von Mediatorsubstanzen frei, die Maloney in der Kultur nachweisen konnte. Dabei
handelte es sich um Prostaglandin  E;, Interleukin 1B, Interleukin 6 und den
Tumomekrosefaktor-a. Daneben konnte er auch eine erhihte Aktivitit der Hexosaminidase
beobachicn.

Der Funktion dieser Zytokine widmet sich Goldring in seinen Arbeiten (Goldring und
Goldring 1990; Goldring und Goldring 1996). Eine besondere Rolle im Rahmen des
Knochenstoffwechsels kommen dabei dem Interleukin-1 und dem Tumomekrosefakior-a zu.
Beide stimulieren potentiell die Knochenresorption sowohl in vitro wie auch in vivo, indem
sie die Osteoblasten in ihrer Funktion des Knochenaufbaus hemmen und die Osteoklasten, die
cin Knochenresorption bewirken, aktivieren. (Dayer 1988; Arend et al 1990; Goldring und
Goldring 1990; Mundy 1993). Aus diesem Grund scheinen sie auch eine wesentliche Rolle
bei der postmenopausalen Osteoporose (Pacifici 1989; Pacifici 1991) sowie der
Knochenresorption im Rahmen von Entziindungen, wie der rheumatoiden Arthritis zu spielen
(Dayer 1979; Dayer 1988; Dinarello 1988; Arend et al 1990; Arend et al 1990; Oyajobi
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1993). Auch das von Maloney nachgewicsene Interleukin 6 stimuliert auf dem parakrinen
Wege die Differenzierung und Proliferation von Osteoklasten und filhrt so ebenfalls zu einer
vermehrten Knochenresorption (Ishimi 1990; Jilka 1992; Manolagas 1995). Gleiches gilt auch
fiir die Wirkung des Prostaglandin E; (Mundy 1993). Durch die Freisetzung besonders dieser
Mediatoren durch Makrophagen im Rahmen der Phagozytose von Titanpariikeln kénnte es
also zur vermehrien Knochenresorption durch die Aktivierung von Osteoklasten bei
Inhibierung von Osteoblasten und somit zu Prothesenlockerung kommen,

Zu dieser Einschiitzung kommen auch andere Autoren, wie zum Beispiel Lassus (Lassus et al.
1998), Gonzales (Gonzales et al. 1996), Blaine (Blaine et al. 1996) oder auch Trindade
{Trindade et al. 2001). So konnte Gonzales bei seinen in vitro Versuchen, bei denen er
ebenfalls zu Zellkulturen von Makrophagen Titanpartikel zugab, erhohte Konzentrationen des
Tumormekrosefaktors feststellen, wohingegen in seinen Untersuchungen kein vermehrter
Giehalt an Interleukin-1 und Prostaglandin Ex nachgewiesen werden konnte.

Auch Lassus glaubt die Basis filr die aseptische Prothesenlockerung in der Aktivierung von
Makrophagen im Rahmen einer chronischen Fremdkérperreaktion zu sehen. Diese wird
demnach durch die mit Korrosion oder Mikrobewegungen freigesetzten Titanpartikel
susgelist, die nach der Phagosytose nicht zerstort werden kénnen und somit ecinen
chronischen Reiz darstellen. Folglich kommt es zur Aktivierung der Makrophagen, die damit
dic oben erwiihnten Zytokine freisetzten, die ihrerseits eine vermehrie Knochenresorption
verursachen.

Rader konnte dariiber hinaus zeigen, dass die Menge an freigesetzien Mediatoren von der
Anzahl der zugesetzten Titanpantikel abhiingig ist (Rader et al. 1999). Er wies dabei die
Freisetzung von Interleukin-10, Interleukin & sowie dem Tumomekrosefaktor-a durch
Makrophagen, die nachweislich Titanpartikel phagozytiert hatten, nach. In diesem
Zusammenhang liegt die Funktion des Interleukin 8 in der Chemotaxis (Seitz 1991; Licbler
1994).

Neben den bereits erwiihnten Mediatoren setzen Makrophagen nach der Phagozytose von
Titanpartikeln auch das monocyte chemoattractant protein-l (MCP-1) sowie auch das
monocyte inflammatory protein-1 a (MIP-la) frei, die chemotaktisch auf Monosyten,
Lymphoiyten, Basophile und Eosinophile wirken (Nakashima et al. 1999). Dariiber hinaus
konnte MNakashima diese Substanzen auch in Gewebeproben von gelockerten Hilftprothesen
in signifikant erhihten Konzentrationen detektieren. Auflerdem wies er neben den erhihten
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Konzentrationen der beiden Proteine auch deren mRNA im Anschluss an die Phagozytose
nach,

Nach diesen Ergebnissen muss man davon ausgehen, dass auch dic von uns beobachteten
Makrophagen, die bewiesenermafen Titanpartikel phagozytiert haben, Mediatoren wie die
Interleukine-1, -6 oder -8, das Prostaglandin Ez , den Tumomekrosefakior-a, das monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) oder das monocyte inflammatory protein-1 a (MIP-1a)
freisetzen,

Auch auf andere Zellen scheinen Titanpartikel einzuwirken. Dabei sind vor allem die
Fibroblasten zu nennen. So konnte unter anderem Shanbhag (Shanbhag et al. 1997) zeigen,
dass Titanpartikel Fibroblasten und damit die Fibrogenese stimulieren. Er geht dabei davon
aus, dass diese Stimulation von den Makrophagen ausgeht, die durch die Phagozytose von
Titanpartikeln aktiviert wurden. Diese setzen dabei neben den bisher erwihnten Zytokinen
auch einen Wachstumsfaktor filr das Bindegewebe (TGFBI = tissue growth factor) frei, der
Fibroblasten stimuliert, Bindegewebsfasern zu produzieren. Auch andere Autoren beschreiben
meist nach in vitro Versuchen die vermehrte Fibrogenese nach Stimulation mit Titanpartikeln
(Maloney et al. 1993; Goodman et al. 1995; Yao et al, 1995; Manlapaz et al. 1996; Katou et
al. 1998). Eine klinische Relevanz dieser Ergebnisse ist wiederum in der Prothesenlockerung
zu sehen, die durch die vermehrte Proliferation von Bindegewcbe im Knochen-Implantat-
Interface begiinstigt wird. AuBerdem setzen auch aktivierte Fibroblasten proinflammatorische
Mediatoren frei, die den Knochenmetabolismus beeinflussen (Manlapaz ct al. 1996), so dass
hier von einer Synergie von Makrophagen und Fibroblasten ausgegangen werden kann.
Katous Untersuchungen basierten im  Unterschied zu denen anderer Autoren auf
Gewebeproben, die er bei 20 Patienten nach osteosynthetischer Versorgung von
Mandibulafrakturen mittels Miniplatten aus Reintitan entnahm. Diese Proben entstammiten
dabei der bindegewebigen Kapsel, die sich um das Implantat gebildet hatte und die zahlreiche
Titanpartikel aufwies. Er konnte nun mittels der Immunfluoresizensmikroskopie zeigen, dass
die Fibroblasten sowohl TGFp-Rezeptoren als auch solche fiir PDGF (plate derived growth
factor) exprimierten, die also gemeinsam fiir ihre Stimulation verantwortlich sind.

Weitere Untersuchungen befassen sich mit dem Einfluss von Titanpartikeln auf die Funktion
von Osteoblasten (Yao et al. 1997; Heinemann et al, 2000).

Yao (Yao et al. 1997) bestimmte dafiir mittels Northern Blot den Gehalt an mRNA
(messenger RNA) fiir das Knochenkollagen vor und nach Zugabe von Titanpartikeln in vitro,
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Die Titanpartikel, die mit einer maximalen Griife von 3 um phagozytierbar waren, bewirkten
cine signifikante Suprimierung des Genes sowohl fiir das Prokollagen 1 als auch das
Prokollagen 3. Auch eine verminderte Biosynthese dieser beiden Kollagensorten konnte er
nachweisen. Somit werden also durch die Anwesenheit von Titanpartikeln Osteoblasten in
threr Funktion gehemmt.

Heinemann (Heinemann et al. 2000) konnte des weiteren zeigen, dass Osteoblasten nach
Stimulation mit Titanpartikeln selbst Partikel phagozytieren und das sonst filr Makrophagen
Antigen CD68 exprimieren. Sie nehmen also einen intermedifren Phiinotyp zwischen
Osteoblasten und Makrophagen an.

Zusammenfassend liisst sich also sagen, dass Titanpartikel, dic von Implantaten freigesetat
werden, Makrophagen und Fibroblasten stimulieren, wihrend sie Osteoblasten in ihrer
Funktion supprimieren und in ihrer Differenzierung beeinflussen. Als Konsequenz kommt es
dadurch zu einer vermehrten Knochenresorption, die tiber Zytokine vermittelt wird. Diese in
der Literatur beschriebenen Ergebnisse konnten auch in unserer Untersuchung eine Rolle
spielen, auch wenn klinisch kein Anhalt fiir eine Knochenresorption gegeben war.

Gegen diese Berichte sprechen Untersuchungen einiger Autoren wie zum Beispiel Johansson
(Johansson und Albrekisson 1987 Johansson et al. 1989; Johansson et al. 1990; Johansson
und Albrektsson 1991; Johansson et al. 1991; Johansson et al. 1998; Johansson et al. 1999),
der bei Verwendung von Titanimplantaten eine grifere Kontaktzone zwischen Knochen und
Implantat fand, als bei anderen Materialien und somit beim Titan eine bessere
Osteointegration vermutet. Dies wiirde also der These widersprechen, wonach Titan eine
vermehrie Knochenresorption induziert. Linder (Linder et al. 1989) sieht aber in seiner
Studie im Gegensatz zu Johansson keine Unterschiede zwischen Stahl und Titan als
Implantaimaterial im Bezug auf die Kontaktzone zum Knochen und konstatiert, dass
Osteointegration keine Eigenschafi des Implantatmaterials sondern des Heilungspotentials des
Knochens sei.

Da es sich bei unseren Implantaten jedoch nicht um Endoprothesen, sondem um
Osteosyntheseplatten handelt, bleibt bei unseren Uberlegungen die Frage offen, wie es zur
Freisetzung der Titanpartikel vom Implantat kommt. Da wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben die
Priidilektionsstellen filr die oft schon makroskopisch sichtbare Metallose im Bereich der Grate
der Schraubenlocher lagen, liegt die Vermutung nahe, dass hier die Reibung zwischen Platte
und Schraube durch hiufige Mikrobewegungen eine wichtige Rolle spielt. Dagegen spricht



Jedoch die Beobachtung, die wir im Rahmen der Entfernung von Tibiamarkniigeln (UTN)
machten. Hier war ebenfalls eine deutliche schwarze Verflirbung als Zeichen der Metallose zu
beobachten, die hier jedoch im Bereich der kranialen Abschlusskappe zu finden war, Hier
kann also folglich keine Reibung zwischen Platte und Schraube cine Rolle gespielt haben.
Des weiteren findet man Angaben {iber cine solche makroskopisch sichtbare Metallose auch
nach Zugschrauben- (Fischer-Brandies 1993) ader Stentimplantationen (Gotman 1997) sowie
nach der Beschreibung von Mofid (Mofid 1997) nach dem Einbringen von Minischrauben in
den Parietallappen von Kaninchen, wo nun Gberhaupt keine Titankomponenten aufeinander
reiben kiinnen,

In der Literatur finden sich jedoch noch weitere Ecklirungsmodelle, wie es zur Freisetzung
von Titanpartikeln kommen kann, obwohl die Titanoberfliche ja durch eine Oxidschicht
geschiltzt wird, So geht Gotman (Gotman 1997) davon aus, dass Titanionen langsam durch
die Oxidschicht diffundieren und sich so im periimplantiren Gewebe ansammeln.

Andere Autoren kommen zu dem Ergebnis, dass es wihrend der Implantation des
Osteosynthesematerials zu Freisetzung von Partikeln kommt (Matthew et al. 1996; Ray et al.
1999). So untersuchte Ray (Ray et al. 1999) die Oberfliche von 15 Miniplatten und 60
Schrauben aus Reintitan mittels der Rasterelektronenmikroskopie. Er beobachtete dabei in der
Hilfte der wur Untersuchung stehenden Implantate Unebenheiten und kleine Erhebungen, die
wiihrend der Herstellung dieser Platten entstanden waren. Pridilektionsstellen fir diese waren
im Falle der Miniplatten die Plattenltcher und im Falle der Schrauben die Schraubenkipfe,
Somit geht Ray davon aus, dass diese vorstehenden Unebenheiten withrend der Implantation
abgesprengt und in das umliegende Gewebe freigesetzt werden. Zu dieser Einschiitzung
kommt auch Matthew, da er keine Unterschiede an der Plattenoberfliche nach einem
Beobachtungszeitraum von 24 Wochen zum Zustand bei der Implantation nachweisen konnte.
Eine dhnliche Theorie entwickelte Solar (Solar et al. 1979), der die Uberlegung aufstellte,
dass es bei der Ausbildung der Oxidschicht auf der Titanoberfliche zur Bildung kleiner
~Madeln™ kommt, die bei der Implantation abbrechen kdnnten.

Gegen diese Theorien spricht in unserer Untersuchung jedoch die Tatsache, dass die
Titanpartikel auch im Gewebe iiber der Platte nachweisbar waren. Dieses Gewebe entwickelt
sich erst im Laufe der Zeit nach der Implantation, so dass hier Partikel, die wihrend der
osteosynthetischen Versorgung freigesetzt wurden hier nicht nachweisbar seien sollien.
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Einc nevere Theorie zu dieser Fragestellung stammt ven Mu (Mu et al. 2000), Grundlage
hierfiir ist dic Eigenschafi von Makrophagen, Sauerstoffradikale freisetzen zu kdnnen
(Silverstein 1977, Nathan 1980: Adams 1984; Halliwell 1989; Cross 1991). Dabei
produzieren diese aktiviere Formen von Radikalen, wenn sie zum Beispiel Titanpartikel
phagozytiert haben (Johnston, RB 1978; Johnston et al. 1978; Ward 1983). Eine Form dieser
aktiven Sauverstoffradikale ist das O, welches intrazellulir durch die Superoxiddismutase
(50D) in H:O: umgewandelt wird. Dieses ist erheblich langlebiger und permiient die
Zellmembran besser als das O°; (Halliwell 1989; Tengvall 1989; Behl 1994). Adhiirieren die
Makrophagen nun an eine Titanoberfliiche, so wird die Oberfliiche aus Titanoxid durch das
von ihnen freigesetzte HyO: hyperoxidiert, was die Freisetzung von Titanionen verursachen
kiinnte (Tengvall 1989; Montague 1996; Pan 1996). Darauf weisen auch seine
experimentellen Ergebnisse hin, nach denen dic Freisetzung von Titanpartikeln in ciner
Lisung mit Makrophagen signifikant hoher war als in der identischen Losung ohne
Makrophagen. Neben dieser Zerstiirung des Oxidfilms durch Saverstoffradikale ist die
Behinderung der Reoxidierung durch die Adhiision der Makrophagen an der Oberfliche ein
additiver Effekt. Beides zusammen filhrt zur Risskorrosion.

Im Rahmen der Implantation von metallischen Fremdkérpem in den menschlichen Kirper
wird auch die Frage der Karzinogenese diskutiert (Sinibaldi et al. 1976; Lewis und
Sunderman 1996),

Bouchard (Bouchard et al. 1996) untersuchte dabei in einer seiner Gruppen die Inzidenz von
malignen Tumoren im Zusammenhang mit der Implantation von Zylindem aus Ti6AMYV in
die Femura von Ratten. Er beobachtete als Folge das Aufireten von Implantat assoziierten
Tumoren, die allerdings nur bei gelockerten Implantaten signifikant hiufiger vorkamen. Bei
diesen handelte es sich um Dermatofibrosarkome, Fibrosarkome, maligne Histiozytome,
Rhabdomyosarkome und Osteosarkome. Er schlussfolgert, dass eine chronische
Entziindungsreaktion im Rahmen der Fremdktirperreaktion die Grundlage fiir die
Rarzinogenese darstellt. Wie jede chronische Entziindung stellt auch diese einen
Proliferationsreiz der, wie die bisherigen Ausfihrungen belegen. Daher ist es durchaus
denkbar, dass es im Rahmen dieser Zellproliferationen auch zu Entartungen kommen kann,
zumal manche Implantate dber Jahrzehnte im Korper verbleiben. Da es jedoch bisher keine
cntsprechenden klinischen Daten zu dieser Thematik gibt, ergeben sich momentan daraus
keine Konsequenzen.



Wie bercits in Kapitel 1.3 erwihnt, unterscheiden sich die mechanischen Eigenschaften des
Titans besonders im Bezug auf die Verformbarkeit deutlich von denen anderer Metalle wic
beispiclsweise dem rostfreien Stahl. So ist sein Elastizitiitsmodul mit 100 GN/m® ungefihr
halb so grofl wie das des Stahls (Williams 1976), was zur Folge hat, dass es damit zweimal so
elastisch ist. Titan als verformbareres Metall ermdglicht so eine bessere Konturierung und
Anpassung an die anatomischen Gegebenheiten des Knochens. Ein Nachteil ist jedoch, dass
hierdurch die Feinreposition Giber das Implantat im Gegensatz zum Stahl erschwert ist und es
cher zur Verformung des Titanimplantates kommen kann. Beim Festziehen der Schrauben aus
Titan kommt es frither zum Bruch, wobei im Gegensatz zu Stahlschrauben der Chirurg dabei
nicht durch ein kurz vor dem Abriss filhlbares  Knacken® gewamt wird (Arens 1998).
Banovetz untersuchte in mittels einer retrospektiven Studie die Raten fiir Implantatbriiche von
Osteosyntheseplatten aus Reintitan im Vergleich mit solchen aus rostireiem Stahl (Banovetz
et al. 1996). Dabei fand er in einem Zeitraum von zwei Jahren in zwei Kliniken bei 68
verwendeten Titanplatten, die zu Versorgung von Frakturen langer Réhrenknochen eingesetzt
worden waren, 9 Implantatbrilche, was einer Versagerquote von 13% entspricht. Im selben
Zeitraum betrug diese bei Osteosyntheseplatten aus rostfreiem Stahl nur 196, da es bei 200
untersuchten Fillen nur zu 2 Implantatbriichen kam.

Dem entgegen stehen Erfahrungen von Matter (Matter und Burch 1990) und Johnson
(Johnson 1988), die im Titan einen idealen WerkstofT filr die Osteosynthese sehen. So spricht
Matter nach Entfernung von 57 LC-DCP aus Reintitan, bei einer Gesamtzahl der Studie von
271 Planten, von sehr guten Ergebnissen ohne Komplikationen und hebt dabei besonders die
<hervorragende Biokompatibilitét” des Titans hervor.

Johnson verwendete Titanimplantate bei acht komplizierten Osteosynthesen, bei denen es zur
fehlenden Knochenbruchheilung oder zum Versagen des Implantates gekommen war. Nach
seinen Angaben verheilten im Anschluss alle Frakturen nach einem durchschnittlichen
Zeitraum von 33 Monaien postoperativ,

Positiv bewertet wird auch dic Infektresistenz des Titans, wie bereits im Kapitel 1.3 erwiihnt.
Hier sind besonders die Untersuchungen von Arens et al, {Arens et al. 1996) zu erwiihnen. Er
verabreichte Kaninchen nach Implantation von dynamischen Kompressionsplatten aus Titan
oder Stahl bestimmte Konzentrationen von Staphylokken mittels einer tber der Platie
licgenden Kaniile. Bei identischen experimentellen Bedingungen ergaben  seine
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Auswertungen cine Infektionsrate von 75% fiir den Stahl und eine von 25% fiir das Titan,
womit ein signifikanter Unterschied gegeben sei. Er schlussfolgert, dass .die Verwendung
von Titan als Implantatmaterial fiir die ORIF (offene Reposition und intere Fixierung) mit
Osteosyntheseplatten und Markndigeln zumindest in Situationen mit mittlerer bakterieller
Kontamination hinsichtlich der Infektresistenz Vorteile gegeniiber Stahl als Implantatmaterial
bieter.” Klinische Daten, die diese Ergebnisse untermauern, fehlen jedoch bis heute. Im
Gegenteil zeigt die klinische Studie von Holzach (Holzach und Matter 1978) keine
Unterschiede zwischen Stahl und Titan als Implantatmaterial beziiglich lokaler
Wundinfektionen, Osteitis oder Pseudarthrosen. Dabei lag der Studic cine grofle Gesamtzahl
von 236 untersuchien Frakiuren zugrunde, von denen 123 mit einen Titan- und 133 mit einem
Stahlimplantat versorgt waren. Weitere klinische Untersuchungen miissen zeigen, ob
tatslichlich ein signifikanter Unterschied bezliglich der Infektresistenz besteht.

Unbestritten scheint jedoch der Vorteil des Titans beziiglich der Priivalenz der Allergien
gegen das Implantatmaterial. Wihrend diese gegen die Stahlkomponente Nickel mit ungefihr
4-6% in der Bevilkerung angepeben wird (Hierholzer 1991), sind nur vereinzelt Berichte
fiber Allergien gegen Titan bekannt. Dies liegt sicher zum Teil auch daran, dass Titan im
Alllag nicht in so groBem Umfang Verwendung findet und so die Méglichkeit einer
Sensibilisierung nicht so grof ist wie beim preiswerten Stahl. Fraglich bleibt jedoch, ob nicht
die Freisetzung von Partikeln aus Titanimplantaten, wie wir sie feststellen konnten nicht zu
einer Allergisicrung filhren kann. Hinweise darauf lieferten die bereits beschricbenen
Untersuchungen von Lalor et al. (Lalor et al. 1990; Lalor et al. 1991; Lalor 1993).

Ein  Aspekt, der bei Tumorpatienten oder anderen, bei denen  hiufig
magnetresonanztomographische Diagnostik notwendig ist, sind die geringeren Artefakte, die
Titan im Vergleich zu Stahl oder anderen Implantatmaterialien zu machen scheint. Dabei
handelt es sich um das sogenannte Starburst Phiinomen, welches die Beurteilung solcher
Aufnahmen stéiren kann. Wie die Untersuchungen von zum Beispiel Lawton et al (Lawton et
al. 1996) zeigen, sind diese bei Titanimplantaten weniger stark ausgeprigt.

Zusammenfassend lsst sich also feststellen, dass die Rolle des Titans als Implantatmaterial
differenziert zu betrachten ist. Nach unseren Ergebnissen sowie den Berichten aus der
Literatur liegen sichere Hinweise dafiir vor, dass es nicht als biologisch inert gelten darf.
Mitiels  rasterelektronenmikroskopische EDX-Analyse konnten in erheblichen Mafle
Titanpartikel im periimplantfiren Gewebe von  Osteosyntheseplatten aus  Reintitan



nachgewiesen und immunhistochemisch eine ausgepriigle immunologische Gewebereaktion
gezeigt werden. Diese beinhaltet eine ausgepriigte Phagozytose der vom Implantat
freigesetzten Partikel durch Makrophagen, die durch diese Phagozytose nachweislich aktivient
wurden. Wie oben dargestellt, ist davon auszugehen, dass diese Mediatoren freisetzen, die
zum Beispiel chemotaktisch wirken und somit zu ciner Ausdehnung der immunologischen
Reaktion fiihren kéinnen. Andere dieser Zytokine wirken dariiber hinaus knochenresorbierend,
was im Rahmen der Endoprothetik eine grofe Rolle spielt. Die von uns vor allem in der Niihe
der Titanpartikel noch nach mehr als 6 Monaten gefundenen T-Lymphozyten zeigen, dass es
sich hier um eine chronische Entziindungsreaktion handelt. Man darf also nicht von der
folgenlosen Phagosytose eines inerten Werkstoffes ausgehen, sondemn von einer komplexen
immunologischen Reaktion, bei der von einer Makrophagen-T-Lymphozyten Interaktion
ausgegangen werden muss. Unterschiede zur Gewebereaktion auf Implantate aus rostfreiem
Stahl waren sowohl qualitativ wie auch semiquantitativ nicht gegeben, so dass nach unserer
Einschitzung Titan keinen nachweisbaren Vorteil im Bezug auf die Biokompatibilitiit bietet.
Besondere Bedeutung haben diese Erkenninisse im Rahmen der Diskussion um die
Entfernung von Osteosynthesematerial aus Titan, wobei gerade bei jungen Patienten cine
individuelle Diskussion zu fordem ist. Die Empfehlung der Arbeitsgemeinschafi
Osteosynthese Titanimplantate im Kérper belassen zu kénnen (Blauth 2000) ist kritisch zu
bewerten. Neben den zahlreichen Uberlegungen, die dabei eine Rolle spielen, muss dabei also
auch beriicksichtigt werden, dass Titan nicht als biologisch inert gelten darf In diesem
Zusammenhang scheint cin Zitat von Black erwihnenswert: . However, all orthopaedic
surgeons should reflect that, as they wait for further intelligence, corrosion continues. Second
by second, minute by minute, day by day, week by week, month after month, vear piles upon
year, metal is released and permeates every tissue of the bodies of patients with metallic
implants,”
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5. Zusammenfassung

Der Implantatwerkstoff Titan gilt als nicht immunogen und biologisch inert, Die dem
entgegenstchende Beobachtung einer im Rahmen der Metallentfernung héiufig schon
makroskopisch sichtbaren Metallose war AnlaB, histologische Untersuchungen zur
Charakterisierung der Gewebereaktion auf Osteosyntheseplatten durchzufilhren. Dabei sollten
die Frage qualitativer und quantitativer Unterschiede in der Gewebereaktion auf Stahl- und
Titanplatten herausgearbeitet werden.

Bei 20 Patienten mit Titanimplantaten (Alter: 2-83 J) und 20 mit Stahlimplantaten (Alter; 27-
6% J) wurden im Rahmen der Metallentfernung (Verweildavern: Titan 6-31 Mo und Stahl 7-
62 Mo) Proben des periimplantiren Gewebes entnommen und immunhistochemisch
untersucht. Das Implantatmaterial umfasste im Fall des Titans LC-DCPs (n=15) und
Drittelrohrplatten (n=7) sowie im Falle des Stahls DCPs (n=4), Drittelrchrplatien (n=11),
Rekonstruktionsplatten (n=3), 1 T-Platte, 1 Kondylenplatte und 1 Rundlochplatte, Alle
Patienten  wiesen dabei eine ungestérte Frakturbeilung ohne Lockenung  des
Implantatmaterials oder nachgewicsene Infektion auf, Fir die immunhistochemische
Untersuchung wurde das Gewebe in Alkohol fixiert, in PMMA eingebettet und nach der
Immunperoxidasemethode gefirbt. Zur Charakterisierung der Leukozytensubpopulation
dienten die folgenden monoklonalen Primirantikéirper: CD 68 (Makrophagen), CD 45RO
sowie CD3 (T-Lymphozyten), CD 8 (zytotoxische T-Lymphozyten), Anti-HLA
(antigenpriisentierende Zellen) und CD 79 (B-Lymphozyten). Zudem wurden cine REM-
EDX  Analyse der Metallpartikel und  transmissionselektronenmikroskopische
Untersuchungen durchgefithrt.

Unabhiingig vom makroskopischen Aspekt konnten wir mikroskopisch bei allen Patienten
Metallpartikel im quantitativ hnlichen Ausmall nachweisen, die der Phagozytose durch
CD68 positive Makrophagen unterlagen. Diese Makrophagen priisentierten dabei MHC-
Klasse 2 Molekille als Zeichen ihrer Aktivierung durch die Phagozyvtose auf der
Zelloberfliche. Zudem lieflen sich im Plattenkontakigewebe zu beiden Metallen im gleichen
Umfang CDM5RO bew CD3 positive T-Lymphozyten besonders in der Nihe der Partikel
nachweisen, Diese waren nur im kleineren Anteil auch CD8 positiv, so dass wir bei der
Mehrzahl von der Anwesenheit der CD4 positiven T-Helferzellen ausgehen milssen. B-



Lymphozyten lieBen sich hingegen nur vereinzelt finden. Die durchgefilhrten REM-EDX
Analysen bestitigten, dass die gefundenen Partikel tatslichlich von den jeweiligen Implantaten
slammiten.

Nach den akwellen Ergebnissen liegen sichere Hinweise wvor, dass Titan als
Osteosynthesematerial nicht als biologisch inert anzusehen ist. Titan und Stahlimplantate
setzen Partikel frei, die zu einer qualitativ und semiquantitativ nahewu gleichen
immuninflammatorischen Gewebereaktion fithren. Diese Reaktion wird dabei vor allem von
aktivierten Makrophagen und T-Lymphozyten in Abwesenheit von B-Lymphozyten getragen.
Besondere Bedeutung haben diese Erkenntnisse im Rahmen der Diskussion um die
Entfernung von Osteosynthesematerial aus Titan, wobei gerade bei jungen Patienten eine
individuelle Diskussion zu fordem ist. Des weiteren ist eine Optimierung der fir die
Herstellung von chirurgischen Implantaten verwendeten Werkstoffe anzustreben,

or
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