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Abbildung 2. Drittelrohrplatie aus rostfreiem Stahl bei der Metallentfernung
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Abbildung 3: Rontgenauinahme
der oben intraoperatiy
photozraphierien LOC=DCP zur
Versorgung einer Tibiafrakiur

Abbildung 4: Rintgenauinahme einer Rekonstruktionsplatte zur Versorgung einer
Clavikulafrakiur

o
el
-




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 Stufen 40%, 70%, 80%, 90% fiir jeweils 24h und
abschlicBend in 100% Ethanol fiir 72h bei tiglichem Wechsel des Alkohols inkubiert. Dabei
war wie auch bei den folgenden Lisungen filr eine ausreichende Durchsetzung des Gewebes
darauf zu achten, dass mindestens das fiinffache Volumen der Probe an Lisung 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 von  Methylmethacrylat, das filr  alle
immunhistochemischen  Untersuchungen  Erpebnisse  analog der  Pamffinhistologie
garantierten soll. Dariiber hinaus bietet dic Einbettung in einem KunststofT gegeniiber der
Paraffincinbettung den Vorteil der griBeren Hiirle des zu schneidenden Materials, das sich
somil einfacher am Mikrotom verarbeiten liisst. 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 fiir 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) erméglichen eine gesteuerte Folymerisation
bei Kilte (-8°C bis -20°C), die eine vollstindige Ableitung der Polymerisationswiirme
garantiert. Die Polymerisationsdaver betrfigt bei oben penannten Temperaturbereich und
einem Volumen von insgesamt 3-15 ml ca. 18-24h.

Zur Vorbereitung der Einbettung musste zuniichst die Technovit™ 9100 NEU Basislasung
(enth@lt Methimetacrylat) mit Hilfe einer Chromatographiesiiule mit 50g AlLOy entstabilisient
werden, wobei eine Siulenfiillung zur Entstabilisierung von 3-4 Litern der Basislésung reicht.
Mn Hilfe der so gewonnen LSsung wurde unter Hinzugabe von Ig Hirer 1 (enthilt
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Dibenzoylperoxid) pro 200ml Basislosung dic Priinfilirationsldsung hergestellt und die
Proben darin fiir 3 h inkubiert. Danach wurde das Gewcebe fiir 24 b in die Infiltrationsldsung
gegeben, die aus der entstabilisierten Basislisung mit 20g PMMA-Pulver und 1g Hirter auf
250 ml Lisung bestand. Vor der Herstellung des eigentlichen Polymerisationsgemisches war
es zuniichst ndtig zwei Stammldsungen (A und B) anzusetzen. Fiir die Stammldsung A wurde
PMMA-Pulver (80g Pulver auf 500ml Losung) bei Raumtemperatur schrittweise in die
entstabilisierte Basisldsung gegeben und mit dem Magnetrithrer bis zur vollstindigen Lisung
geriihrt. AnschlicBend wurden 3g (bezogen auf die oben genannten Mengenangaben)) Hirter 1
hinzugefiigt und so eine sich durch viskise Konsistenz auszeichnende Lisung gewonnen.
Stammidsung B bestand aus 4ml Hirter 2 (enthiilt N,N3,5-Tetramethylanilin) und 2ml
Regler, dic zu 50 ml entstabilisierter Basisldsung gepgeben 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 pepeben
wurden. Das randvolle ProbengefiB wurde anschlieBend im vorgekithlten Exsikkator mit
Hilfe einer Wasserstrahlpumpe fiir ca. 15 min evakuiert. Danach wurde die Einbettform
luftdicht verschlossen und #um Polymerisieren auf —18°C gekiihlt. Die Polymerisationszeiten
sind dabei abhingig vom Polymerisationsvolumen sowie der Temperatur, wobei griBere
Volumina bei niedrigeren 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 Kihlung stellt dabei
einen Risikofaktor fir das Aufschiumen durch unzureichende Warmeableitung dar. Zur
weiteren Verarbeitung wurden die gewonnenen Kunststoffzylinder aus den sie umgebenen
Einbettungsglischen (Rollandgliser mit Schnappdeckel 100x30mm = 50ml oder 55%27mm
= 20ml oder 45x22mm = 10ml; Laborbedarf P.Ochmen) geschlagen.
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2.4.2 Herstellen der Mikrotomschnitte

[as Schneiden der Proben erfolgte mit einem Rotationsmikrotom (K. Jung, Heidelberg) mit
ciner Schnittdicke von Tpm. Dazu wurde der jeweilige Block in 907 Stellung zum
feststehenden Mikrolommesser eingespannt und in einer Rotationsbewegung am Messer
vorbeigefilhrt. Withrend des Schneidens wurde der Block mit 40%-igem Ethanol befeuchtet.
Die gewonnen Schnitte wurden abgenommen und auf Objekitriigern mit 96%-igem Ethanol
gestreckl, Um ene susreichende Adhfsion der Schnitte filr die weitere Firbebehandlung zu
gewdhrleisten, verwendeten wir dabei HistoBond™-Adhdsionsobjektriger der Grilte
75x25x1mm (Firma Marienfeld, Lauda-K&nigshofen), die {ber elektrostatische Kriifie das
Gewebe binden. SchlieBlich wurden die Schnittc mit Polyethylen-Folie abgedeckt und dber
MNacht bei ca. 40°C gepresst.

2.5. Immunhistochemie

2.5.1 Vorbereitungen fiir die Immunhistochemie

Bevor die eigentliche immunhistochemische Farbung der wu untersuchenden Priparate
begonnen werden konnte, mussten zunfichst die optimalen Verdiinnungen der einzelnen vom
Hersteller (DAKQ, Glostrup, Dinemark) gelieferten Antikdrper-Stammlésungen sowie die
Priparatvorbehandhing  anhand  einer  positiven Kontrolle getesict  werden.  Nach
Literaturrecherchen ist nd3mlich eine immunhisiochemische Firbung alkohelfixierter und
kunststoffeingebeticter Priparate bisher nicht beschrieben worden. Zur Verdiinnung der
Stammldsung verwendeten wir ein spezell entwickeltes Antikirperverdiinnungsmedium mit
Komponenten, die eine unspezifische Hintergrnundfirbung reduzieren (DAKO, Glostrup,
Dinemark). Genawvere Informationen zur chemischen Zusammensctzung ericilie die
herstellende Firma leider nicht. Als positive Kontrolle diente uns humanes Tonsillengewebe,
das wir aus der Klinik fiir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde nach Tonsillektomien erhielten. Die
Tonsillen wurden wie die zu untersuchenden Gewebeproben der Metallentfernungen in ciner
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aufsteigenden  Alkoholreihe fixiert und in Technovit® 9100 NEU eingebettet. Die
Verdiinnungen der einzelnen Antikirper lagen in Bereichen zwischen 1:100 und 1:1400
(siche Tabelle).

Tabelle 4; Ubersicht der verwendeten Antikiirper

Antikirper Antikirperklon lIsotyp Epitop tragende Verdiinnung
Lellen
Anti-CD63 PG-M1 I5G3 kappa Makrophagen 1:200
Anti-CD45RO UCHL lgG2akappa  T-Lymphozyten, 1:800 |
Thymozyvien
Anti-CD3 polykonal T-Lymphozyten 1100 |
Anti-CD8 CR/144B IgG1 kappa evtotoxische 1:100
T-Lymphozyten
Anti-T9 JCB 117 lgGl kappa B-Lymphozyten 1:200
Anti-HLA CR3/43 Gl kappa aktivierte Makrophagen, 1:1400
B-Zellen, Langerhans
Zellen, Retikulumzellen

Als filr die Immunhistechemie notwendige Vorbehandlung ergab sich folgendes Procedere.
Nach Anfertigen der Mikrotomschnitte und  Aufbringen auf die HistoBond®-
Adhfsionsobjekiriiger wurde das Gewebe zuniichst entplastet, d.h. vom Kunststoff befreit.
Dazu wurden die Objektiriiger fiir 24h in cine mit (2-Methoxyethyl)-acetat (Merck,
Dammstadt) gefiillte Kilvette gestellt. wobei nach 1h zuerst die Polyethylenfolie entfemnt
werden musste, Anschliclend 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 Kochsalzltsung
(PBS). einem WVerdiinmungs- und Waschpuffer mit der Zusammensetzung 0,02M
Natnumphosphat, 0,15M NaCl bet einem pH von 7.0 fiir 10 min aufhewahrt (DAKO,
Glostrup, Dinemark),
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Da die von uns gewiihlte Immunperoxidasemethode auf der enzymatischen Umsetzung eines
chromogenen Substrates durch die an den Fe-Teil des Sckundirantikfrpers pebundenen
Peroxidase-Molekiile beruht, war es im weiteren notwendig, dic im Gewcebe endogen
vorhandene Peroxidase zu blockieren. Die Peroxidaseaktivitit ist nimlich eine penerclle
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
nachweishar ist. Zur Unterdriickung dieser unerwiinschten Aktivitit nutzt man das Prinzip der
Enzymhemmung durch Substratiiberschuss. Dabei inkubiert man das Gewebe fiir 10 min in
3%iger Wasserstoffperoxidlisung. Der dabei entstehende Komplex aus Peroxidase und einem
Uberschuss an  Wasserstoffperoxid  ist  katalvtisch inaktiv und bei Fehlen eines
Elektronendonors reversibel blockient. Vor dem Aufiragen des Primiirantikirpers wurden die
Priiparate abschliefiend fiir weitere 10 min in den oben beschriebenen PBS-Puffer gestellt. Die
Tabelle 5 fasst die durchgefilhrte Vorbehandlung zusammen.

Tabelle 5: Ubersicht der Vorbehandlung

Substanz _ Hersteller ZLeit Ziel

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

Ethanol 100% Hausapotheke Smin )

Ethanol 70% eigene Herstellung 5 min Rehydrieren der

Ethanol 40% eigene Herstellung 5 min s Schnitte

Aqua dest, eigene Herstellung 5 min

PBS DAKO, Glostrup, Dk 10 min = Waschpuffer

HsO; 3% Hausapotheke 10 min Blockierung der endogenen
Peroxidase

PBS DAKO, Glostrup, Dk 10 min Waschpuffer N

Legende: PBS = Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung; Dk = Diinemark

33




2.5.2 Durchfiihrung der immunhistochemischen Fiirbung

Nachdem die Objekttriiger fiir 10 min in Phosphat-gepufferter Kochsalzldsung standen,
wurden die PrimfrantikGrper in der oben genannten Verdiinnung aufgetragen. Die Menge
richtete sich dabei nach der GréBe der Gewebeprobe und lag meistens bei 25ul. Zusitzlich
wurde eine Negativkontrolle von jeder Probe angefertigt, indem statt der Antikrper 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 hisher der Titer und die Affinitit des Antikdrpers, desto geringer kann die
Inkubationsdauer sein. Diese kann prinzipicll zwischen 1,5 Minuten und 48 Stunden betragen.
Dabei ist auch die unspezifische Hintergrundfiirbung zu berficksichtipen, 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 filr
die von uns verwendeten Antikdrpertiter. Wihrend 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, sondern auf speziell angefertigten Flirbebiinken, wobei die Reagenzien mit Hilfe
von Eppendorf® Pipetten (Eppendorf-Netheler Hinz GmbH, Hamburg) aufgetragen wurden.
Nach der Antikéirperinkubation wurden die Schnitte zunfichst mit Phosphat-gepufferter
Kochsalzlisung gespiilt und diese filr 10 min aufl den Objekttrdigern belassen. Im weiteren
erfolgte die Inkubation mit dem Sckundirantikirper in Form des DAKO-Envision™, dem
Polymer aus Sekundiirantikéirpern und Peroxidasemolekillen. Bei den Sekundirantikérpem
handelte es sich um Ziege Anti-Maus Antikérper, da der Primdrantikrper aus der Maus
stammie und somit die Ziege gegen die Primfrantikdrper immunisiert wurde, Withrend der
30miniitigen Inkubationszeit band nun das Polymer an die Fe-Teile der an den Zellen
hafienden Primérantikérper. Es folgte wiederum ein Spiilschritt mit Phosphat-pepufferter
Kochsalzlfsung, die wiederum fiir 10 min auf den Schnitten verblich.

Der niichste Schritt war das Aufragen des chromogenen Substrates. Fir die Peroxidase stehen
dabei prinzipiell 3.3 -Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB), 4-Chlor-1-Naphtal (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 Kernflirbung withlten wir das 3-Amino-9-ethylearbazol (AEC) (DAKO, Glostrup,
Dinemark). Dieses bildet unter Oxidation durch die Peroxidase ein rotes Farbprodukt, das
alkoholléslich ist. Proben, die mit AEC gefiirbt wurden, diirfen daher nicht mit Alkohol oder
alkoholhaltigen Lisungen in Berihrung kommen. Nachteil des AEC ist allerdings, dass der
Oxidationsprozess weiter fortschreiten, und es somit besonders unter Lichteinwirkung zu
einem Aushbleichen des Reaktionsproduktes kommen kann. Nach Aufiragen war eine
ausreichende Fiirbung nach ungefihr 10 min erreicht. Uberschilssiges AEC wurde
anschlicBend mit destilliertem Wasser abgespiilt,

Nun folgte zur besseren Detektion der Zellen eine Zellkemfirbung mit Himatoxylin. Als
Himatoxylinlésung verwendeten wir Maver's saures Hiimatoxylin (Merck KgaA, Darmstadt),
das unter anderem 1g Zitronensiure enthiilt und gebrauchsfertig zu kaufen ist. Die Lisung
blieb fiir 30 Sekunden auf den Gewebeschnitten bevor diese mit Leitungswasser gespiilt
wurden. MNachdem dicses fiir 10 min auf den Objektiriigern blieh, wurden die Schnitte
abschlielend nochmals mit destilliertern Wasser gespiilt.

Um die so gefiirbten Priiparate lufidicht und ohne Einfluss auf die Fiirbung langfristig haltbar
zu machen, wurden die Priparate nun eingedeckt und mit Deckglisern bedeckt. Als
Eindeckmedium verwendeten wir Faramount-Eindeckmedium (DAKO, Glostrup, Diinemark),
das ber Firbungen mit wasserlislichen Farbstoffen Anwendung findet. Dieses war notwendig,
da das AEC wic bercits erwithnt alkohollislich ist und mit alkoholhaltigen Substanzen nicht
in Berllhrung kommen darf. Als Deckgliser standen uns verschieden GriBen zur Verfilgung:
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 Lufiblasen aufgelegt. Die so fertig
gefiirbten Praparate mussten anschlieBend ungefihr 24h trocknen, bevor die Auswertung am
Lichtmikroskop erfolgen konnte. Zur Aufbewahrung eigneten sich handelsiibliche
Objektirigerkiisten, die auch Dunkelheit garantieren, damit der Oxidationsprozess des AEC
miglichst nicht weiter fortschreitet. Die Tabelle 6 soll die einzelnen Schritte der Fiirbung

Fusamimen fassen.
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Tabelle 6: Durchfithrung der immunhistochemischen Flirbung

Substanz Hersteller Leit Liel
Priméirantikéirper DAKO, Glostrup, Dk 16h bei 4°C oder Markieren der
2hbei RT Leukozyten
PRS DAKO, Glostrup, Dk 10 min Entfernen der nicht -
bindenden Primiirak.
Envision ™ DAKO, Glostrup, Dk 0min Detektion der
Primirantikérper
PBS DAKO, Glostrup, Dk 10 min Entfernen des
iberschiissigen Envisions
[AEC  DAKO, Glostrup, Dk 10 min chromogenes Substrat
fiir die Peroxidase
Aqua dest. eigene Herstellung kurz Entfernen
dberschiissipen AECs
Mayer's Himalaunlsg. ”'f';-'lm'cl-:, Darmstadi 30 sec
Kemfiirbung
H:O 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 beschriehen gefiirbten Priiparate verwendeten wir ein Leica
DM LB Stereolichimikroskop (Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar) unter
Anwendung der Durchlichtmikroskopie. Dabei dienten uns zur Betrachtung die folgenden
Objektive (VergriBerung/Apertur): 2,5x/0,07; 5x/0,15; 10x/0,30; 20x/0,50; 500,75 und
100x/1,3 mit Immersionsdl unter Verwendung cines 1022 (VergriBerung/Sehfeldzahl)
Okulars. Somit ergaben sich nach der Formel GesamtvergriBerung = ObjektivvergroBerung x
Okularvergriifierung die VergroBerungen 25x, 50x, 100x, 200x, 500x und 1000x. Die
Betrachtung erfolgte ochne zusiiteliche Filter, Zusiitzlich stand uns cine Leica DC 200
Digialkamera (Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar) zur digitalen Auswertung und
Archivierung zur Verfilgung, wobei als Software der Leica DC Viewer Version 2.51
fungierte.

Eine exaktc 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 Grifie der Gewcebeproben, die wie auch der Ont der
Entnahme nicht genau normiert und damit bei jeder Probenentnahme unterschiedlich waren.
Aullerdem schwankte die Zellzahl in den mikroskopischen Gesichisfeldern sehr stark, so dass
das Auszihlen 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 dbrigen wiiren exakie Zahlen statistisch nicht auswertbar, da im Rahmen
eines Projekies mit humanem Gewebe cine siatistisch geniigende Standardisierung mit
gleichen Gruppen in Bezug auf potentiell ecinflussnehmende Faktoren wie Alter,
Verweildaver, Art des Implantates usw. aus ethischen Grilnden nicht méglich ist. Da im
iibrigen der Einfluss dieser einzelnen Parameter nicht geklirt ist, war es Gegenstand unserer
Fragestellung, wie die Charakteristik der Gewebereaktion auf das Osteosynthesematerial
qualitativ zu beschreiben ist. Trotzdem war es nitig dabei cine quantitative Aussage 7u
machen, um in etwa das Ausmall der Reaktion und damit die Relevanz beurteilen 2zu kiinnen.
Aus all diesen Uberlegungen heraus withlten wir in Anlehnung an die Arbeit von Mirma et al
1976 eine semiquantitative Auswertung mit der folgenden Einteilung, wobei bei der
Beurteilung das Verhiiltnis der Zellzahl zur Fliche der untersuchien Gewebeprobe zu Grunde
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lag. In der gleichen Art und Weise quantifizierten wir auch die Metallpartikel. Hier waren
chenfalls selten einzelne Partikel abzugrenzen, so dass ihre Fliche als Grundlage galt. Im
einzelnen wurde dabei die Anzahl der detektierten Zellen oder Partikel eines Gewebeschnittes
in mindestens fiinf mikroskopischen Gesichisfeldern bestimmt und die somit erhobene Zahl
dann gemittelt. Die jeweilige mikroskopische VergriBerung der Gesichisfelder wiihlten wir
fiir die Lymphozyten, die mononuklearen Zellen und dic Metallpantikel entsprechend der von
Mirra et al. iibemommenen Auswertung (Mirm 1976). Anhand der so gewonnenen Anzahil
wurde dann eine vierstufige semiquantitative Einteilung vorgenommen, die im einzelnen
folgendermabBen aussah (nach Mirra 1976):

anfigeapriisenticrende Fell

a) == keine Zellen

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

¢) ++= 6 —49 Zellen pro Gesichisfeld bei ciner 500fachen Vergriilierung

d) +4+ = mehr als 50 Zellen pro Gesichtsfeld bei einer 500fachen Vergriferung

2. Lymphozvien (T-Lymphozyvien, B-Lymphozyien):

a) - = keine Zellen

b) +=1-9 Zellen pro Gesichisfeld bei einer S00fachen VergriiBerung

¢} ++= 10 =49 Zellen pro Gesichisfeld bei einer S300fachen Vergriferung

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

3. Metallpartikel:

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 Gesichtsfeld bei ciner 500fachen Vergrillerung
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2.7 Transmissionselektronenmikroskopie

2.7.1 Vorbereitung der Priparate

Die Fixierung der Priiparate erfolgte unmittelbar nach der Entnahme in Glutaraldehyd (Serva,
Heidelberg) in einer Konzentration von 2,5% fiir zwei Stunden bei 4°C im Kihlschrank.
AnschlieBend wurden die Proben dreimal fiir jeweils 10 min in 0,1 molaren CacodylatpufTer
gewaschen. Dieser besteht aus den Komponenten Natriumcacodvlat (Merck, Darmstadt),
Magnesiumsullat (Merck, Darmstadt) und Calciumchlorid (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 dariiber hinaus Uranylacetat (Merck,
Darmstadt) in einer Konzentration von 1% zur besseren Kontrastierung zugefilgt und das
Préiparat hier im Gegensatz zu den anderen Schritten zwei Stunden belassen.

Zur weiteren Verarbeitung war ¢s nun notwendig, die Proben in KunststolT einzubetten, Als
Vorbereitung dafiir wurden die Priparate zunfichst fir zweimal 20 min in Propylenoxid
inkubiert. Als Kunststoff verwendeten wir Epon (Polyscience, Eppelheim), dem zundichst
Propylenoxid nacheinander im Verhfiltnis 1:3, 1:1 wund schlieBlich 3:1 zugepeben wurde.
Nachdem die Priparate anschlicBend fiir finf Stunden in reinem Epon inkubiert wurden,
erfolgte die Polymerisation bei 60°C fiir 3 Tage.

Die so entstandencn Blocke wurden suniichst getrimmt, das heildt also der dberschilssige
Kunststofl wurde entfermnt und die Form cntsprechend einer Pyramide geschliffen. Zur
Orientierung fertiglen wir zuniichst Semidiinnschnitte von 0,5 bis 2um an, die nach
Richardson gefiirbt wurden (Richardson et al 1960). Nach deren mikroskopischer Betrachtung
wurden sodann Ultradlinnschnitte von 500-700 Angstrim hergestellt und auf Grids (Plano,
Wetzlar) aufgetragen. Die fiir die Betrachtung im Elekironenmikroskop notwendige
Schnittkontrastierung fithrten 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 fiir die Elektronenmikroskopie.
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Tabelle 7; Ubersicht der Vorbereitung fiir die Elektronenmikroskopie

Substanz Hersteller Zeit Ziel
Glutaraldehyd 2,5% Serva, Heidelberg Zh Fixierung
CacodylatpufTer 0.1M :

Natriumeacodylat Merck, Darmstadt

Magnesiumsulfm Merck, Darmstadt 3 x 10min Waschen
Calciumchlorid Sigma, Taufkirchen

Ethanol 30% eigene Herstellung 20 min Dehydrierung
Ethanol 5074 cigene Herstellung 20 min Dehydrierung
Ethanol 70% + eigene Herstellung 2h Dehydrierung +
Uranylacetat1% Merck, Darmstadt Blockkontrasticrung
Ethanol 80% cigene Herstellung 20 min M o
Ethanaol 90% eigene Herstellung 20 min Dehydrierung
Ethanol 96% Hausapotheke 20 min e

Ethanol 100% Hausapotheke 3 x 20 min

Propvlenoxid 2x20 min T

Epon + Propylenoxid 1:3  eigene Herstellung 1h

Epon + Propylenoxid 1:1  eigene Herstellung 1h r":-— Einbettung
Epon + Propylenoxid 3:1  eigene Herstellung 1h

Epon rein Polyscience, Eppelheim ! 5h

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

Die Auswertung der so angefertigten Priiparate erfolgte mit einem Elektronenmikroskop (EM
902 A, ZLeiss, Oberkochen, Deutschland). Dabei wurden die VergroBerungsstufen M = 4000
und M = 6000 verwendet, um zuniichst cine Ubersicht zu gewinnen sowie die
VergroBerungen M = 13000 und M = 22000 zur penaueren Betrachtung,

Ziel war es dabei, zum cinen die Phagozytose der Partikel durch Zellen zu verifizicren und
zusitzlich die Morphologie der phagosytierenden Zellen zu identifizieren. Zum anderen
interessierte uns des Weiteren die Lokalisation des phagozytierien Materials in der Zelle und
eine eventuelle morphologische Verlinderung als Reaktion auf die Aufnahme des
Fremdmaterials. Natirlich war es in diesem Zusammenhang von besonderem Interesse, ob
morphologische Unterschiede zwischen der Phaposyvtose von Titan- und Stahlpartikeln
bestehen witrden.
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2.8. Rasterelektronenmikroskopische Energy Dispersive
X-Ray Analyse (REM-EDX)

Firr die Durchfithrung der rasterclektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden die
vorgeschenen Prilparate zunfichst wie in Kapitel 2.4 beschrieben cingebettet und fixiert, Wie
filr die lichtmikroskopische Untersuchung verwendeten wir auch im Rahmen dieser Analyse
Mikrotomschnitte der in Technovit® 9100 Neu eingebetieten Proben mit einer Dicke von
Tum. Auch hier wurden diese anschlielend zunfichst 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 dimnen Goldschicht zu beschichten.
Diese hatte dabei cine Dicke von ungefiihr 2nm und wurde durch Bedampfen erreicht
(EMITECH, K550, Ashford, Grofibritannien), Mit diesem Schritt sollte ein besserer
topographischer Kontrast erreicht werden. Die nun folgende Betrachtung der Prparate
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 fir ein
jeweiliges Element spezifischen Rintgenstrahlen, die durch zuriickgestreute Elektronen
erzeugt wurden, analysiert,

Das Ziel dieser Untersuchung lag somit in der Bestimmung der elementaren Bestandteile der
gefundenen Parlikel. Somit sollte es mdglich sein, den Nachweis zu fithren, dass die im
periimplantiren 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 stammiten.
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2. Ergebnisse

3.1 Gewebereaktion auf Titanimplantate

3.1.1 Titanpartikel im periimplantiren Gewebe

Wihrend der Metallentfernungen konnten, wie schon in der Einleitung beschrieben, bereits
makroskopisch schwarze Verfirbungen des Implantatkontakigewebes beobachtet werden.
Dies war in der Gruppe der Patienten, die mit cinem Implantat aus Reintitan versorgt waren,
n 18 von 20 Fillen der Fall {siche Tabelle 8) und somit bezogen auf die Zahl der Implantate
i 20 von 22 Féllen zu finden. Dariiber hinaus waren die Implantate in allen untersuchien

Féllen von einer librisen Kapsel umgeben.

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

Die Abbaldung 5 weig eine solche Verfiirbung im Bereach der Grate der Schraubenlécher, noch Entfernung der

Plaste {LC-DCP) im Plattenlager. Dabed sind besonders die beiden rechten Schraubenlicher betroffen



