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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Einfuhrung

Als Biomaterial bezeichnet die European Society of Biomaterials ein nicht lebendes
Material, welches, in medizinischer Anwendung genutzt, mit einem biologischen System
in Interaktion tritt (WILLIAMS 1987). Fiir das biologische System des menschlichen
Korpers ergibt sich, dass ein Biomaterial nach dessen Implantation spezifische Reaktionen
beziiglich Einheilung und Gewebevertraglichkeit hervorruft und folglich seine
Biokompatibilitdt definiert (WILLIAMS 1982). Die Kompatibilitdt des Biomaterials hangt
von der chemischen Zusammensetzung und den physikalischen Eigenschaften des
Werkstoffes sowie dessen mechanischen und elektrochemischen
Oberfliacheneigenschaften ab (THULL 1994, THULL 2003). Die Wechselwirkungen
zwischen Biomaterial und menschlichem Korper vollziehen sich in dem als Interface
bezeichneten Kontaktraum von Implantatoberfliche und angrenzenden Gewebestrukturen
(KASEMO und LAUSMAA 1986; IVARSSON und LUNDSTROM 1986; THULL 1994,
THULL 2002, THULL 2005). Diese angrenzenden, periimplantiren Gewebestrukturen
sind im Wesentlichen der Extrazellularmatrix (EZM) zuzuordnen. Die Biokompatibilitit
eines Implantates héngt infolgedessen auch von der Interaktion zwischen
Implantatoberfliche und EZM ab. Die Erforschung der Reaktionsabliufe und
Interaktionen im Interface und die hieraus zu gewinnenden Erkenntnisse stellen die
Voraussetzung zur Entwicklung moderner Biomaterialien und Implantatoberflichen dar

(THULL 2005).

1.1.1 Historischer Rickblick

VROMAN untersuchte 1964 die Wechselwirkung von Blutplasmaproteinen und
Implantatoberflichen. Er konnte zeigen, dass die Proteinadsorption an hydrophilen,
glasdhnlichen Oberfldchen in einer charakteristischen Reihenfolge ablduft. Beginnend mit
Albumin, welches die hochste Konzentration im Plasma aufweist, fand er im
chronologischen Verlauf Adsorptionsmaxima fiir IgG, Fibronektin, Fibrinogen und zuletzt

hochmolekularem  Kininogen (HMWK, high molecular weight kininogen),
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welches nur in sehr geringen Mengen im Blutplasma enthalten ist. Diese Ergebnisse legten
den Grundstein fiir weitere Untersuchungen zur Proteinadsorption an kiinstlichen
Oberflaichen (BRASH 1987, CUYPERS et al. 1987, ELWING et al. 1987, SLACK et al.
1987).

Die ersten reproduzierbaren mikroskopischen Untersuchungen zum Einheilungsverhalten
von Implantaten fiithrten LOECHLER und MULLER 1952 durch. Sie stellten fest, dass
das periimplantidre Lagergewebe und die umgebende Gingiva eines transgingival in den
Kiefer eingebrachten subperiostalen Vitalliumimplantates grundsitzlich parodontalem

Gewebe dhneln.

BODINE und MOHAMMED (1970) untersuchten histologisch ein subperiostal
eingebrachtes Implantat nach 12 Jahren Funktionsdauer. Sie fanden in dem von Epithel
begrenzten Saum um das Implantat Plasmazellen und Lymphozyten und beschrieben im
angrenzenden Lagergewebe flache, komprimierte Fasern und Zellen mit lidnglichen
Zellkernen. Diese Gewebeformation bezeichneten sie als ,typical implant connective

tissue*.

JAMES (1972 und 1973) erbrachte einen indirekten Beweis fiir die Wechselwirkung
zwischen periimplantdrem Einheilgewebe und Implantatoberflache. Er wies 21 Tage nach
Insertion eines Vitalliumimplantates bei Hunden im Implantatsulkus Mukopolysaccharide

als Andeutung eines epithelialen Attachments nach.

GOULD et al. (1981) lieBen erstmals in vitro Epithelzellen aus oralen Epithelien auf
Titanfilmen wachsen und konnten mittels Licht- und Elektronenmikroskopie Attachments

zwischen Epithelzellen und der metallischen Titanoberfliche nachweisen.

1.1.2 Stand der Forschung

Die Fragestellungen und Zielsetzungen aktueller Studien sind vielfdltig. Neben
immunologisch-molekularbiologischen und physikalisch-werkstofftechnischen Ansétzen
konzentrieren sich gegenwirtige Untersuchungen unter anderem auf die strukturelle

Darstellung des Interface mit periimplantirem Einheilgewebe.
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WOODWARD und SALTHOUSE (1986) postulierten, dass Implantate mit hoher
Biokompatibilitdt diinne Kapselbildungen hervorrufen und weniger biokompatible

Materialien von einer dickeren entziindlichen Gewebekapsel umschlossen werden.

VON RECUM et al. (1993) nahmen an, dass eine diinnere Kapsel, vergleichbar zu
gesundem und stabilem Bindegewebe, mehr Kollagen Typ I enthélt, wohingegen dickere
Kapseln, kennzeichnend fiir eine verstirkte Granulationsbildung, mehr Kollagen Typ III,
enthalten. Sie belegten ihre Auffassung mit einer tierexperimentellen Untersuchung des
Interface verschiedener Biomaterialien. Nur der Werkstoff Titan wies, in Ratten subkutan
implantiert, einen deutlich hoheren Anteil an Kollagen Typ I gegeniiber Typ III in der
umgebenden Kapsel auf. Damit widersprachen sie HERING et al. (1983), die auch um
Stahlimplantate Kollagen vom Typ I, IIl und V nachgewiesen hatten. Dies verstanden sie
als Ausdruck der hohen Biokompatibilitit des Werkstoffes Titan. In einer
Folgeuntersuchung von SHANNON et al. (1997) mit Reintitan und rostfreiem Stahl
(316L) konnten diese Ergebnisse allerdings nicht bestdtigt werden. Die Einheilkapseln um

Titanimplantate waren hier dicker als um rostfreien Stahl.

BERGER-GORBET et al. (1996) verglichen die Biokompatibilitidt von Nickel-Titan mit
Reintitan und rostfreiem Stahl (316L) nach intraossirer Implantation. Der
immunhistochemische Nachweis einer gesteigerten Anreicherung von Osteonektin und
Kollagen Typ III wurde, entgegen der subkutanen Ergebnisse, von VON RECUM (1993)

als positives Gradmal} der Osteoneogenese und Biokompatibilitit festgesetzt.

Die mikroskopisch-immunhistochemische Untersuchungen erfolgten bisher mittels
konventioneller Mikroskopie oder Rasterelektronenmikroskopie. Zur weiterfithrenden
mikroskopischen Aufarbeitung dieser Fragestellungen kann jedoch auch die CLSM
herangezogen werden, die in aktueller Vergangenheit zunehmend an Bedeutung gewonnen
hat. Besondere Vorteile bietet diese digitale und 3-dimensionale Mikroskopiertechnik
durch die Moglichkeit der rdumlichen Darstellung von Gewebearchitekturen (BIRCH et
al. 1997, CAMPAGNOLA und LOEW 2003, SAHAR et al. 2005). Dariiber hinaus wurde
siec auch bei vielzdhligen molekularbiologisch-implantologischen Fragestellungen
erfolgreich eingesetzt (SHAH et al. 1999, BASCHONG 2004, JONES et al. 2005,
SCHUPBACH et al. 2005 und WOLFRAM et al. 2005).



4 Einleitung

1.1.3 Konfokale Laserscanning Mikroskopie (CLSM)

Die ersten histopathologischen Untersuchungen mittels Konfokalmikroskop Anfang der
50’er Jahre scheiterten an insuffizienten Lichtquellen. SHEPPARD und WILSON (1978)
sowie BRAKENHOFF et al. (1978) gelang es mit stirkeren Lichtquellen erstmals, durch
nacheinander angeordnete Objektive mit hoher numerischer Apertur eine extrem hohe
Auflosung im Transmissionsstrahlengang zu erzielen. Auf diesen Grundlagen aufbauend,
beschrieben WIINAENDTS VAN RESANDT et al. 1985 erstmals die Moglichkeit des
optischen Schneidens mit Abbildungen entlang der optischen Achse (xz-Ebene) an
fluoreszierenden Objekten. Somit war die Technik der Konfokalmikroskopie soweit
entwickelt, dass mit ausgereifter Optik und sensiblen Detektoren sowie neuartigen
Fluoreszenzmarkern die ersten Strahlscanner mit integriertem Computersystem zur
Kontrolle der Scanmechanik bei hohen Bildraten kommerziell verfiigbar wurden. Heute
ermoglicht die CLSM  beriilhrungslos und weitgehend zerstérungsfrei eine
sekundenschnelle Berechnung, Vermessung und rdumliche Charakterisierung beliebiger
Ansichten eines Objektes iiber eine reale

3-dimensionale Auflésung in allen Ebenen des Raumes.

Bei der konventionellen mikroskopischen Darstellung eines Objektes ergibt sich
besonders in der Fluoreszenzmikroskopie aufgrund des hohen Streulichtanteils das
Problem einzelne Ebenen des Prédparates scharf zu trennen und die vielen sich
iiberlagernden Strukturelemente gegeneinander aufzulosen. Die Technik der CLSM
basiert auf dem Prinzip der Konfokalitdt. Hierbei werden durch eine vorgegebene optische
Anordnung so genannter ,,Pinholes® nur Strahlen der einfokussierten Brennebene
dargestellt. Dies ermoglichen spezielle Blenden, die je eine Punklichtquelle und einen
Punktlichtdetektor einander zuordnen. Hierdurch wird nicht das ganze Objekt beleuchtet
und abgebildet, sondern jeweils nur ein Punkt. Die Detektionsblende hilt Strahlen, die von
aullerhalb des Fokus kommen zuriick. Somit werden Strukturen die auflerhalb des Fokus
liegen in ihrer Abbildung unterdriickt und das Streulicht, welches in der Darstellung

fluoreszierender Praparate zu einem Schleier fiihrt, ausgeblendet.
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Um ein mehrdimensionales Bild des untersuchten Objektes zu erhalten, muss eine relative
Bewegung zwischen dem Lichtpunkt und dem Objekt stattfinden. Dies wird iiber das
computergesteuerte Scanverfahren ermoglicht, welches das Préparat nacheinander in den 3
Raumrichtungen abtastet und so einen 3-dimensionalen Datensatz erzeugt. Hierbei konnen
die Schnitte fiir den Bildstapel in der xy- und der xz-Ebene aufgenommen werden. Die

Datensétze dhneln hierbei denen der Computer- und der Magnetresonanztomographie.

Als Lichtquelle dient ein Laser, von dem bestimmte Anregungswellenldngen ausgewdihlt
werden und iiber ein Glasfasersystem in das Scanmodul geleitet werden. Im Scanmodul
befindet sich die konfokale ,Pinholeanordnung* und der Strahlteiler, der das
Anregungslicht reflektiert und das Fluoreszenzlicht zum Detektor weiterleitet. Durch
einen beweglichen Spiegel wird das Anregungslicht rasterformig iiber das zu
mikroskopierende Objekt bewegt um das gewiinschte mehrdimensionale Bild zu erhalten.
Die abgetasteten Werte werden in den Datenverarbeitungscomputer {iberfiihrt, der sie in

ein Bild tibertragt.

Fir quantitative  Auswertungen mittels Fluoreszenzmikroskopie spielt die
Beleuchtungsintensitédt eine entscheidende Rolle. Durch stirkere Laser sind theoretisch
sehr hohe Leuchtdichten moglich, die aber so hoch sein konnen, dass es am Objekt zu
Sattigungseffekten kommt und damit die Differenzierungsmoglichkeit und Auflosung
reduziert wird. Daher sind bei der Fluoreszenzmikroskopie die Bildraten oftmals auf
weniger als ein Bild pro Sekunde begrenzt. Die Bilder werden typischerweise mit
variablem Bildraster bis zu 1042 x 1024 Punkten aufgezeichnet. Die Verarbeitung der
Bilddaten am Computer ermdoglicht es, wichtige Parameter iiber die Ausdehnung, das

Volumen und Nachbarschaftsbeziehungen bestimmter Strukturen zu erhalten.
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1.2  Biologische Grundlagen

1.2.1 Extrazellularmatrix (EZM)

Bereits 1978 postulierten BORNSTEIN et al., dass die EZM, {iber die zuvor
angenommene rein amorphe Stiitzfunktion hinaus, proteinvermittelte Interaktionen
ausiiben kann. Mittlerweile verfiigen wir iiber profunde Einblicke in die komplexe
Architektur sowie die mannigfaltigen Aufgaben und Fahigkeiten der EZM. Es besteht eine
konstante, wechselseitige Beeinflussung zwischen Zellen und EZM (HAY 1981 und
1991). Die EZM ist somit nicht statisch, sondern befindet sich auf molekularer Ebene in

einem fortwihrenden FlieBgleichgewicht.

Neben den Strukturproteinen, allen voran Kollagen, sind die Adhdsionsmatrixproteine,
wie beispielsweise Fibronektin, ebenso Hauptbestandteile der EZM wie auch
Proteoglykane und Glykosaminoglykane. Wesentlicher Vertreter der Glykosaminoglykane
ist die Hyaluronsdure, die neben Ihrer Funktion als Strukturelement der Grundsubstanz
auch als Botenstoff und Adhdsionspromotor fungiert (ZAIDEL-BAR et al. 2004). Auf
diesen Erkenntnissen aufbauend wurden zur Adhisionsverbesserung und Modifikation
von Biomaterialoberflichen diese mit Hyaluronsdure beschichtet (MORRA 2005). Die
Anbindung solcher und weiterer Adhéisionspromotoren iiber extrazelluldre
Briickenmolekiile an oberfldchlich gelegene Zellrezeptoren reguliert beispielsweise auch
die Expression von Genen in den Zellen. Zelladhédsion, Migration, Proliferation sowie
Aufbau, Umbau und Abbau von Gewebe resultieren somit aus deren wechselseitiger
Beeinflussung. Die verschiedenen Komponenten der EZM konnen dabei von Zellen
synthetisiert und sezerniert werden und diese Komponenten entweder extrazelluldr oder

auch nach Endozytose intrazelluldr wieder abgebaut werden (ALBERTS et al. 2002).

Der Abbau und Umbau der EZM erfolgt vornehmlich durch Matrix Metalloproteinasen
und deren korrespondierenden  Inhibitoren  "Tissue Inhibitors of Matrix
Metalloproteinases". Sie hemmen die Aktivitdit der Matrix Metalloproteinasen durch

spezifische Bindung an deren katalytische Zentren (ALBERTS et al. 2002).

Eine Vielzahl von Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren treten hier in
Regulatorfunktion in Aktion. IL-18, IL-6, Tumornecrosisfactor-o (TNF-a), Epidermal
Growth Factor (EGF), Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Transformig Growth
Factor-B (TGF-B) und basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) sind hier von
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entscheidender Bedeutung (GALIS et al. 1995, SIWIK et al. 2000, FEINBERG et al.
2000, UZUI et al. 2002).

Nach heutiger Definition stellt die EZM die Gesamtheit aller Makromolekiile dar, die sich
auBBerhalb der Zellen befinden. Sie dient nicht nur als Verbindungselement der darin
enthaltenen Zellen sondern vielmehr als {iibergreifendes Kommunikationselement
(ALBERTS et al. 2002). Neben physikalischen Funktionen, wie Wasserspeicher,
Formgebung, Elastizitit, Zugfestigkeit und Stabilitit von Geweben und Organen lassen
sich ebenso biochemische und molekularbiologische Funktionen wie Zytokinreservoir,
Signaltransduktion und Beeinflussung von Wundheilungsprozessen von korpereigenem

und korperfremden Gewebe definieren (HODDE und JOHNSON 2007).

1.2.2 Kollagen

Kollagen gehort zu den Strukturproteinen der EZM und ist das im Korper am meisten
verbreitete Protein. Es repréisentiert ca. 30% aller Proteine im menschlichen, erwachsenen
Organismus. Kollagen ist als fibrillire Interzellularsubstanz in Kollagenfasern,
Retikulinfasern und elastischen Fasernetzen zu finden und ist im Wesentlichen fiir die

Stitzfunktion im Gewebe verantwortlich.

Weitere Aufgaben der Kollagene sind chemotaktisch vermittelte Einfliisse bei der
Zelldifferenzierung, Antigenprdsentation, immunologischen Abwehrreaktionen und als
Reparaturbestandteil bei den unterschiedlichsten pathologischen Gewebeprozessen

(LINSENMAYER 1991).

1.2.2.1 Molekularstruktur und Kollagentypen

Der Hauptbestandteil des Kollagens ist das Tropokollagenmolekiil. Es besteht aus drei
rechtsldufig zur Tripelhelix umwundenen Polypeptidketten, a - Ketten genannt. Diese o -
Ketten sind aus ca. 1000 Aminosduren zusammengesetzt, die wiederum zu einer
linkshéndigen Helix in sich verdreht und miteinander tiber Wasserstoffbriickenbindungen

verbunden sind. Die Wasserstoffbriickenbindungen koénnen durch thermale oder
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chemische Reize denaturiert und gelost werden. Hierdurch kommt es zu einem

Auseinanderfalten des Molekiils.

Die Enden des Tropokollagenmolekiils sind nicht spiralisiert und tragen eine N-terminale
und eine C-terminale Gruppe, die als Telopeptide bezeichnet werden. Es gibt ein N-
terminales Ende und ein C-terminales Ende. Das aus den spiralig verbundenen
Polypeptidketten aggregierte Tropokollagenmolekiil hat eine Lédnge von 300 nm bei einem
Durchmesser von 1,5 nm und einem Molekulargewicht von ca. 140000 Dalton (GAY und

MILLER 1978).

Zurzeit sind 27 verschiedene Proteine aus der Familie der Kollagene bekannt (Kollagen
Typ I - Kollagen XXVII). Die jeweiligen Kollagentypen werden durch den individuel
unterschiedlichen Zusammenschluss der drei Polypeptidketten zur Tripelhelix und der

Assoziation mit anderen Komponenten bestimmt.

Dabei ist die Nomenklatur in einem Punkt missverstindlich: Nur die Fasern aus Kollagen
Typ I bezeichnet man als Kollagenfasern; andere Strukturen, z.B. retikuldre Fasern, sind
zwar auch aus einem Protein aus der Familie der Kollagene aufgebaut (in diesem Beispiel
Kollagen Typ III), werden aber nicht als Kollagenfasern bezeichnet. Kollagen Typ IV
bildet zusammen mit den Lamininen, Entactin und dem Proteoglykan Perlecan

Basalmembranen.

Kollagenfasern verleihen dem Gewebe Zugfestigkeit. Die bis zu 2-20 um dicken Fasern
bestehen aus Kollagenfibrillen (Durchmesser bis 130 nm), die wiederum aus Molekiilen

des Kollagen Typ I aufgebaut sind.

Die Kollagenfasern sind in ihrer Langsrichtung zugfest und lassen sich so gut wie nicht
dehnen. Jedes entsprechend auf Zug beanspruchte Bindegewebe enthilt Kollagenfasern,
die in Richtung der Belastung ausgerichtet sind. Ist ein Gewebe in jede Richtung
beansprucht, liegen die Fasern geflechtartig vor (Dermis, Sklera, Kornea, Muskelfaszien,

Dura mater, Stratum fibrosum der Gelenkkapseln), bei Beanspruchung in nur eine
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Richtung sind die Fasern parallel ausgerichtet (besonders Sehnen, Bédnder). Auch im

Knochen und im Dentin (Zahnbein) sorgen Kollagenfasern fiir die Zugfestigkeit.

Retikuldre Fasern bestehen aus diinnen Biindeln (1 um) von Fibrillen des KollagensTyp
II, das diinnere Fibrillen als das Kollagen Typ 1 bildet. Diese Biindel bilden
mikroskopische Netze oder Gitter. Retikuldre Fasern sind weit verbreitet, sie bilden Netze
unter vielen Basallaminae, so um alle Kapillaren, Muskelfasern, periphere Nervenfasern,

Fettzellen und jede Zelle der glatten Muskulatur.

Elastische Fasern besitzen eine aulBlerordentliche FEigenschaft, ndmlich reversible
Dehnbarkeit. Sie sind aus diinnen Fibrillen des Proteins Fibrillin und der daran
ausgerichteten amorphen Substanz aus dem Protein Elastin. Eine Faser hat ungefahr einen
Durchmesser von 2 pm. Elastische Fasern sind immer mit Kollagenfasern
vergesellschaftet, um nicht selbst {liberdehnt zu werden und umgekehrt um die
Kollagenfasern wieder in die urspriingliche Lage zuriickzubringen. Speziell kommen
elastische Fasern im elastischen Bindegewebe und im elastischen Knorpel vor, aber auch

je nach Grad der benétigten Elastizitit in vielen anderen Geweben.

Die fibrillaren Kollagene werden iiber eine Vorform des Kollagenmolekiils synthetisiert,
das so genannte Prokollagen. Dieses unterscheidet sich vom Tropokollagen durch
Uberléngen an den a - Ketten (Propeptide), die jeweils beiden Enden der Ketten anhiingen
und dadurch auch das hohere Molekulargewicht des Prokollagens von ca. 200000 Dalton
bedingen (GAY und MILLER 1978). So hingt dem Molekiil zusitzlich zur zentralen
Tripelhelixstruktur das N-terminale Propeptid und das C-terminale Propeptid an.
Prokollagen in dieser Form ist noch 16slich und wird erst im Extrazellularraum durch

Abspaltung der Propeptide in das unldsliche Tropokollagen umgewandelt.

Kollagen wird hauptsédchlich aus den Aminosiuren Glycin (33,5 %), Prolin (12 %) und
Hydroxyprolin (10 %) zusammengesetzt. Hydroxyprolin stabilisiert die Tripelhelix-
struktur und ist ein einzigartiges Charakteristikum fiir das Kollagenmolekiil (ROSSERT
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und CROMBRUGGHE 1996). Eine weitere, fiir Kollagen kennzeichnende Aminosaure ist
Hydroxylysin. Der Aminosdure Glycin kommt im Aufbau der o — Kette eine zentrale
Bedeutung zu. Sie muss an jeder dritten Position der Aminosduresequenz vorhanden sein
und ermdglicht die eng anliegende rechtsldufige Umschlingung der o - Ketten zur
Tripelhelixstruktur. Je nach Aminosduresequenz konnen verschiedene o - Ketten (o 1 -

und a 2 - Kette) vorliegen.

Die Typen I, II, III, V und XI gehoren zu den fibrilliren Kollagenen. Sie bestehen alle aus
einer langen Tripelhelix, die sich in der funktionell benétigten Struktur anordnet. Thnen
gemein ist ein sehr grofes Elastizititsmodul. Hierdurch sind sie, im Gegensatz zu den
elastischen Fasern, kaum dehnbar. Die fibrilliren Kollagene sind im faserigen
Bindegewebe sowie in Knochen und Knorpel, in inneren Organen und Blutgefdflen zu
finden und bilden hier das Geriistwerk zur Stiitzfunktion fiir das Gewebe (ROSSERT und
CROMBRUGGHE 1996).

Kollagen Typ I macht 90% allen vorhandenen Kollagens aus und ist als Hauptbestandteil
in Knochen, Dentin, Sehnen, Béndern, Faszien, Haut sowie in vielen Organkapseln zu
finden. Kollagen Typ I ist aus den zwei verschiedenen Polypeptidketten o 1(I) und o 2(I)
zusammengesetzt (BUCHER und WARTENBERG 1989). Die organische Knochenmatrix
besteht zu tiiber 90% aus kollagenen Proteinen, wobei Kollagen Typ [ den
Hauptbestandteil bildet. Des Weiteren kdnnen geringe Mengen an Kollagen Typ V und
minimale Anteile an Kollagen Typ III gefunden werden (TERMINE 1985). Im Rahmen
der Knochenheilung verdndern sich der Kollagengehalt und die Verteilung der einzelnen
Kollagentypen (GAY und MILLER 1978). Kollagen Typ III tritt meist in Verbindung mit
Kollagen Typ I auf, jedoch nicht in mineralisiertem Gewebe wie beispielsweise Knochen,
Dentin oder Sehnen (MILLER 1988). Kollagen Typ III besteht aus drei identischen
a 1(I) - °Peptidketten.

Beide Kollagen Typen unterscheiden sich in Threr N-terminalen Sequenz, da das pro-

a 2(I) - Molekiil des Kollagen Typ I um circa 90 Sequenzen kiirzer ist als das pro-a 1(I) -

10
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Molekiil. Weiterhin weist Kollagen Typ III vermehrt Glykosylierungen und
Disulfidbriickenbindungen gegeniiber Kollagen Typ I auf (MILLER 1988).

1.2.2.2 Biosynthese des Kollagens

NIMNI et al. (1988) unterteilen die Biosynthese des Kollagens in zehn Zwischenschritte.
Der erste Schritt der Kollagenbiosynthese ist die Bildung der mRNA (Transkription) fiir
die verschiedenen Prokollagen- a - Ketten. Die Translation der mRNA erfolgt nach ihrer
Abgabe in das Zellplasma an den Ribosomen des rauhen endoplasmatischen Retikulums.
Nach Synthese der Polypeptidkette werden die Aminosduren Prolin und Lysin
hydroxyliert und im Golgi-Apparat die Kohlenhydrate Galactose und Glycosylgalactose
an das C-terminale Ende angehéngt. Die verschiedenen a - Ketten zeigen unterschiedliche
Kohlenhydratanteile. Im weiteren Verlauf wird das N-terminale Propeptid der o - Kette
enzymatisch abgespalten und die C-terminalen Propeptide von drei o - Ketten in der
Initialphase der Helixbildung {iiber Disulfidbriicken verbunden. Dem C-terminalen
Propeptid gilt somit eine entscheidende Rolle in der Anordnung der a - Ketten zur
Ausbildung der Tripelhelixstruktur (GAY und MILLER 1978). AnschlieBend erfolgt die
Faltung der a - Ketten zur Tripelhelix des Prokollagenmolekiils. Die Prokollagenmolekiile
werden hiernach mittels Exozytose in den Extrazellularraum abgegeben. Im
Extrazellularraum wird die noch anhiingende Uberlinge des C-terminalen Peptids durch
eine spezielle Prokollagenpeptidase abgespalten und die Umwandlung des
Prokollagenmolekiils in das unlosliche wund zur Aggregation befédhigte

Tropokollagenmolekiil vollzogen.

Die Kollagenfaserbildung findet in der extrazelluldren Fliissigkeit nahe der Zelloberfliche
statt. Die Tropokollagenmolekiile aggregieren zunichst zu Primérfilamenten, die aus fiinf
gebiindelten, jeweils um %4 ihrer Linge gegeneinander versetzten, parallel angeordneten
Einheiten bestehen. Diese Primérfilamente lagern sich dann parallel aneinander und bilden
Mikrofibrillen, die sich jeweils Ende an Ende verbinden, so dass die Kollagenfibrille an
Liange gewinnt. Jede einzelne Fibrille kann unterschiedliche Kollagentypen enthalten

(MCDONALD 1988). Die hohe Zugfestigkeit der Kollagenfibrille entsteht durch

11
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elektrostatische Kréifte und quervernetzte kovalente Bindungen, die die Molekiile

untereinander verkniipfen.

Die Kollagenbiosynthese wird durch verschiedenste Wachstumsfaktoren und Zytokine
reguliert, wie beispielsweise durch TGF-B / Transforming Growth Factor-8 (NODA und
RODAN 1989).

1.2.2.3 Aufgabe des Kollagens bei der Geweberegeneration

Der Wundheilungsprozess als sehr komplexer Vorgang beginnt unverziiglich nach der
Verletzung des Gewebes mit der Aktivierung der Blutgerinnungskaskade. Es folgt ein
verstirktes Auftreten von Entziindungszellen und Fibroblasten. Die Fibroblasten bilden
zunichst ein feines retikuldres Netzwerk, welches vorwiegend aus Fibrillen vom Typ 111
besteht. Die anhaltende Fibroblastenaktivierung dient vornehmlich der Synthese von Typ |
Kollagenmolekiilen. Durch Ab- und Umbauvorginge werden retikuldre Fasernetze von
zunehmend groBeren, Kollagen Typ I reichen Fasern durchsetzt (HUNT und VAN
WINKLE 1979). Das letztendlich entstehende, =zellarme aber faserreiche
Reparationsgewebe enthélt somit zu wesentlichen Anteilen Kollagenfasern vom Typ 1.
Die hier geschilderten Wundheilungsabldufe entsprechen den physiologischen
Reparationsprozessen in Haut und Weichgewebe (GAY und MILLER 1978). Die
Verteilung der Kollagene andert sich demzufolge iiber den zeitlichen Verlauf der
Wundheilung (CLORE et al. 1979 und HAYAKAWA et al. 1979). Typ I und Typ III sind
hierbei die Hauptkollagentypen, die am Wundheilungsprozess beteiligt sind (BAILEY et
al. 1975). Bei Beginn der Wundheilung ist der Anteil von Kollagen Typ III am hdchsten
und wird dann nach und nach durch eine erhohte Kollagen Typ I Produktion von diesem
ersetzt (BAILEY et al. 1975). Kollagen Typ III ldsst sich in nahezu jedem
Regenerationsgewebe, so auch subkutan und intramuskuldr, im Uberfluss nachweisen

(MULTIMAKI et al. 1987).

Die essentiellen Aufgaben des Kollagens bei der Regeneration von Weichgewebe sind die

Bereitstellung und Organisation des vorlibergehenden und definitiven Ersatzgewebes.

12
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Dieses Ersatzgewebe, als Narbe bezeichnet, ermoglicht die Restitutio ad partem mit
weitestgehender Gewdéhrleistung einer wieder hergestellten Gewebefunktion. Hierbei
obliegt dem Kollagen wesentlich die Koordination zelluldrer und struktureller Faktoren.
Bei Fremdkorperimplantation in Weichgewebe besteht die Aufgabe der verschiedenen
Kollagen Typen in der Bereitstellung eines FEinheilungsgewebes, welches den
eingebrachten Fremdkorper ummantelt und somit einen biologischen Ubergang zum

Empfangergewebe schafft.

Die Wundheilung nach Traumatisierung von Knochengewebe beginnt mit der Resorption
des primédren Blutkoagulums durch Phagozyten. Die nachstehende Proliferation von
Zellen und Kapillaren aus Periost und Knochenmark ermdglicht die Bildung eines
lockeren Bindegewebes, welches Fasern aus Typ I und Typ II Kollagenmolekiilen
enthélt. Die Kollagensynthese beginnt unverziiglich nach Auftreten des Defektes, wobei
die Syntheserate mit der Menge an Bindegewebe korreliert (SHIEH et al. 1985). Mit
zunehmender Organisation des einwachsenden Bindegewebes in die verschiedenen
Kallusformen mit nachfolgender Mineralisierung und kndcherner Durchbauung entlang
der kollagenen Leitstrukturen erhoht sich der Anteil an Kollagen Typ I. Kollagen Typ III
ist nach Ausheilung der Knochenwunde, wie auch in gesundem Knochengewebe, kaum
noch nachweisbar (SHIEH et al. 1985). Bei verzogerter Heilung oder
Pseudoarthrosenbildung jedoch ist Kollagen Typ III in deutlich hoherem Mafe
nachzuweisen (ANDERSON et al. 1986).

Die grundlegenden Aufgaben des Kollagens bei der Regeneration von Knochengewebe
sind die Bereitstellung und Organisation eines lediglich voriibergehenden Ersatzgewebes.
Dieses Ersatzgewebe, Kallus genannt, ermdglicht als Leitstruktur flir zelluldre
Regenerationsfaktoren, wie Osteoblasten, die knocherne Restitutio ad integrum ohne
definitives Ersatz- oder Narbengewebe. Bei Fremdkorperimplantation in Knochengewebe
besteht die Aufgabe der verschiedenen Kollagen Typen in der Bereitstellung eines
Einheilungsgewebes, welches den eingebrachten Fremdkorper ummantelt und somit einen
biologischen Ubergang zum Empfingergewebe schafft. Je nach Biokompatibilitit des

Fremdkorpers und Heilungsverlauf kann, analog zur Knochenheilung ohne Fremdkorper,

13
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im Idealfall eine Kontaktheilung in Form der Osseointegration ohne Interposition von

Ersatzgewebe eintreten.

Unter Zusammenschau der Literatur kann davon ausgegangen werden, dass das Auftreten
von Kollagen Typ I als Langzeitkollagen besonders in Verbindung mit diinnem
Einheilgewebe ein Zeichen hoherer Biokompatibilitit eines eingebrachten Werkstoftes
darstellt. Ein vermehrtes Auftreten von Kollagen Typ III hingegen kann als chronisches
Reizindiz bei geringerer Biokompatibilitdt verstanden werden. Folglich konnen die
grundlegenden Abldufe der Reparationsprozesse von Weich- und Knochengewebe
beziiglich des Kollagenauftretens durchaus miteinander verglichen werden

(HAYAKAWA et al. 1979 und 1982, KURITA et al. 1985).

1.2.3 Fibronektin

Fibronektin ist ein Glykoprotein und neben Proteoglykanen wesentlicher Bestandteil der
adhésiven interstrukturellen Grundsubstanz der EZM. Glykoproteine allgemein sind im
Korper weit verbreitet und kommen als Bausteine biologischer Membranen, als Enzyme
und als Hormone vor. Fibronektin ermdglicht die Verbindung zwischen Zellen,
Strukturelementen der EZM, korpereigenen Proteinen, Fremdkorpern und auch
Mikroorganismen wie Bakterien (ALBERTS et al. 2002). Es spielt infolgedessen eine
entscheidende Rolle in der Wundheilung, beim Einheilungsprozess von Fremdkdrpern und

bei Infektionsgeschehen (HAY 1991).

1.2.3.1 Molekularstruktur und Fibronektintypen

Das Fibronektinmolekiil ist in seiner hdaufigsten Form als Dimer aus zwei Polypeptidketten
zusammengesetzt, die iliber Disulfidbriickenbindungen an ihrem C-terminalen Ende
verbunden sind. Die Polypeptidketten bestehen aus drei Grundtypen sich exakt
wiederholender Untereinheiten. Diese Untereinheiten sind der Grundbaustein fiir die

Bildung verschiedener Doménen im Fibronektinmolekiil. Typ I - Einheiten bilden
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Domiénen, die an Heparin, Fibrin oder Kollagen binden (MOSHER 1989). TypII -
Einheiten bilden die Doménen, die nur an Kollagen binden (INGHAM et al. 1989).
Typ II - Einheiten bilden die Doménen, die an Zellen oder an Heparin binden, nicht
jedoch an Kollagen (MOSHER 1989, HYNES 1990). Zwischen den Dominen liegen
biegsame Bereiche der Polypeptidkette (ALBERTS et al. 2002).

Fibronektin gehdrt zu den Glykoproteinen, die als funktionelle Gruppe die
Aminosduresequenz Arg-Gly-Asp (RGD) enthalten. Dies ermdglicht dem extrazelluldren
Matrixprotein, Bindungen mit Zelloberflichenrezeptoren einzugehen (ROBEY 1996).
KARLSON et al. (1994) fanden eine sehr hohe Affinitdt des Fibronektins zu
Zelloberflichen  insbesondere  von  Fibroblasten und  Kollagenfasern.  Das
Fibronektinmolekiil enthdlt mindestens sechs Peptidformationen, die diese Zelladhdsion
ermdglichen. Die Peptidformationen sind unterteilt in einen zentralen Bindungsbereich,
eine IIICS Region und den Heparin-Bindungsbereich (YAMADA 1991). Mit
zunehmender Ionenbindung an diesen Bindungsbereichen entfaltet sich das
Fibronektinmolekiil zu einer linearen Struktur. Auch die Bindung von Fibronektin an
kiinstliche Substrate oder eine mogliche Bindung an einen Liganden konnen diese
Formveranderung verursachen, zumal das Molekiil in der linearen Form offener und freier

fiir weitere Bindungen ist (SJOBERG et al. 1989, WOLFF und LAY 1989).

Fibronektin kann sowohl in einer unloslichen ,,zelluldren” Form als auch in der 16slichen
Plasmaform vorliegen. In beiden Formen kann es Fibronektinfibrillen bilden, wobei in
diesen Fibrillen das Fibronektin durch Disulfidbriicken und durch Transglutaminase zur
definitiven Stabilisierung kreuzvernetzt wird. Fibronektin in seiner Form als 16sliches
Plasmafibronektin liegt gewohnlich in Scheibenform vor und misst ungefahr 30 nm
Durchmesser bei 2 nm Hohe. Aufgrund der vielfdltigen Kombinationsmoglichkeiten der
Polypeptidketten, deren Untereinheiten sowie der funktionellen Liganden ist eine

Einteilung in verschiedene Fibronektintypen nicht moglich oder gar sinnvoll.
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1.2.3.2 Biosynthese des Fibronektins

Die Biosynthese des Fibronektin findet unter anderem in Hepatozyten, Fibroblasten,
Myoblasten, Chondrozyten, Epithelzellen, Schwann-Zellen, Astrogliazellen und
Endothelien statt (LEONHARDT 1990).

Der erste Schritt in der Fibronektinbiosynthese ist die Bildung der mRNA fiir die
verschiedenen Fibronektinmodule Typ I - IIl. Das Fibronektin-Gen enthdlt mehr als 50
Exons, von denen die meisten die Variationen der drei Fibronektinmodule kodieren. Nach
Abgabe der mRNA in das Zellplasma erfolgt die Translation der Polypeptidketten an den
Ribosomen des rauhen endoplasmatischen Retikulums. Durch unterschiedliches Spleiflen
des RNA-Primirtranskripts werden die verschiedenen Fibronektinformen, wie das
Zelloberflachenfibronektin oder das Plasmafibronektin gebildet und mittels Exozytose in

den Extrazellularraum abgegeben.

Verschiedenste Wachstumsfaktoren und Zytokine wie auch der TGF-B8 / Transforming

Growth Factor-B3 regulieren die Fibronektinsynthese (YAMADA 1989).

1233 Aufgabe des Fibronektins bei der Geweberegeneration

Die Aufgabe des Fibronektins besteht in der Verbindung zelluldrer und nicht-zelluldrer
Regenerationsfaktoren. Voraussetzung hierzu ist die Fahigkeit des sehr langstreckigen
Fibronektinmolekiils in linearer Entfaltung vielzéhlige Bindungsdominen zu bieten, von
denen jede in spezifischer Weise bestimmte Verbindungen sowohl zu Zelloberflachen, als
auch zu extrazelluldren Bestandteilen und freien Proteinen eingehen kann (z.B. Fibrin,
Kollagen und Heparin). Folglich stellt das vermehrte Auftreten von Fibronektin die

Grundvoraussetzung zur Wirksamkeit der Kollagenfunktionen dar.
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Durch die hohe Affinitdt der aminoterminalen und carboxyterminalen Doménen zu Fibrin
wird Fibronektin im letzten Schritt der Gerinnungskaskade, durch die Faktor-XIII-
Transamidase katalysiert, mit Fibrin quervernetzt und kovalent gebunden. Somit erfolgt
die Stabilisierung des Fibrinnetzes. Fibroblasten und andere Reparaturzellen bleiben durch
die Wechselwirkungen mit der Zellbindungsregion der Fibronektinmolekiile im Fibrinnetz
des Blutgerinnsels haften. Fibronektin ermoglicht somit die Verbindung zwischen Zellen,
Anteilen der EZM und auch Implantatoberflichen (PARK et al. 1998) oder auch von
Fibroblasten untereinander (JANSEN et al. 1999). Das vermehrte Auftreten von
Fibronektin als Kittsubstanz und Geriistprotein ist somit als essentielles Begleitbild eines
Reparationsstoffwechsels zu verstehen. MOURSI et al. (1996) haben nachgewiesen, dass
Fibronektin iiber die Steuerung der Osteoblastenbildung und Osteoblastenanhdufung
ebenfalls bei der Knochenbildung beteiligt ist. Fibronektin vermittelt dariiber hinaus die

Bindung von Mikroorganismen an Implantatoberflachen.

In der Gewebeziichtung wird es zur Vermittlung der Zelladhdsion auf kiinstlichen
Unterlagen eingesetzt. Implantatbeschichtungen mit Fibronektin ermoglichten eine
verbesserte Fibroblastenadhdsion an Implantatoberflichen (TRUSKEY und PIRONE
1990).
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1.3 Physikalisch-werkstofftechnische Grundlagen

Die physikalischen und werkstofftechnischen Eigenschaften eines Implantates bestimmen
die Interaktion mit dem menschlichen Organismus und stehen in direktem Bezug zu
dessen Einheilerfolg (KASEMO 1983, TOTH et al. 1985, THULL 1994). Das Interface
von Implantatoberfliche und menschlichem Empfangergewebe stellt hierbei die
Interaktionsprozesse und Reaktionsschritte des Korpers auf das Implantat respektive seine
Oberfliche dar IVARSSON und LUNDSTROM 1986, KASEMO und LAUSMAA 1986,
SPENCER und TEXTOR 1989, THULL 1994).

Unter Sauerstoffkontakt bilden alle Metalle, mit Ausnahme der Edelmetalle, auf ihrer
Oberflache eine Oxidschicht aus. Diese Oxidschicht ist hydrophober als der Werkstoff
selbst und ldsst eine erhohte Adsorption von Proteinen zu. Sind Oxidschichten sehr stabil,
konnen sie den eigentlichen Werkstoff passivieren und hierdurch ein bioinertes
Einheilungsverhalten, vergleichbar zu keramischen Werkstoffen, ermdglichen (SUNNY
und SHARMA 1990). Folglich kann ein Metallwerkstoff vollkommen unterschiedliche
physikalische, mechanische und chemische Eigenschaften vorweisen als sein oberfldchlich

gebildetes Oxid.

1.3.1 Implantate aus Titan

Reintitan und Titanlegierungen heilen langfristig nach Insertion in Hart- und
Weichgewebe nahezu ohne Entziindungsreaktion und ohne Reparationskapsel ein
(LAING et al. 1967, ADELL et al. 1981, GOULD et al. 1981, SCHROEDER et al. 1981,
BRANEMARK und ALBREKTSSON 1982, HANSSON et al. 1983, TIELLSTROM et
al. 1983, DOBBS und SCALES 1986, THOMSEN et al. 1986, THULL 1994). Dieses
bioinerte Einheilungsverhalten (EMNEUS und STENRAM 1960, EMNEUS 1967)
ermoglicht beispielsweise die als Osseointegration bezeichnete direkte Kontaktheilung

zwischen Implantat und Knochen (BRANEMARK et al. 1969).
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Entscheidende Vorteile zeichnen den Werkstoff Titan gegeniiber anderen metallischen,
keramischen und auf Kunststoff basierten Werkstoffen aus. Titan ist ein mechanisch
solider Werkstoff mit einer sehr hohen Bruch- und Zugfestigkeit. Das Elastizitditsmodul
von Titan kommt im Vergleich zu anderen Werkstoffen dem Elastizitdtsmodul des
Knochens am nichsten (BREME 1989). Unter Sauerstoffkontakt bildet Titan auf seiner
Oberfliche unverziiglich und spontan eine Oxidschicht auf, die eine extrem niedrige
Korrosionsanfilligkeit bei sehr guter Biokompatibilitit aufweist (SIMON und FABRY
1991).

Diese Vorteile bewirkten den zunehmenden Einsatz des Werkstoffes Titan in der dentalen
Implantologie, in der hohe Anforderungen an Knochen- und Weichgewebeheilung sowie
an die Korrosionsbestindigkeit des Werkstoffes gestellt werden. Neben der
zahnmedizinischen Anwendung hat auch der Einsatz in zahlreichen medizinischen
Bereichen deutlich zugenommen. Nahezu alle medizinisch genutzte Metallimplantate
bestehen heutzutage aus Titan oder titanhaltigen Legierungen in unterschiedlichen Formen

und Oberflichenmodifikationen (SPIEKERMANN 1994).

1.3.1.1 Oberflachenbeschreibung

Titan bildet an seiner Oberfldche unter Sauerstoftkontakt innerhalb von Sekunden eine
sehr stabile Titan-Oxidschicht mit einer Dicke von 50 bis 100 A aus. Diese Oxidschicht
bestimmt die chemisch-physikalischen Vorgénge im Interface um das Implantat deutlich
starker als der Implantatwerkstoff selbst (KASEMO 1983). Titan kann verschiedene
Oxide, wie TiO, TiO2 und Ti203 ausbilden. TiO2 (Titandioxid) kommt hierbei am
haufigsten vor (KASEMO 1983).

Die Titan-Oxid-Oberfldchenschicht ist sehr korrosionsfest (THULL 1977, WILLIAMS
1981). Sie verhindert die Ausbildung hoher Ladungsunterschiede an der Oberfldche und
weist eine Dielektrizititskonstante dhnlich der von Wasser auf (SIMON und FABRY
1991). Diese Oberflacheneigenschaften sorgen dafiir, dass angrenzende Proteine der EZM

nicht denaturiert werden, sondern nur sehr geringe Wechselwirkungen zwischen
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Oberfliche und Protein auftreten (GLANTZ 1998, SPENCER und TEXTOR 1989,
THULL 1982). Die Oberflicheneigenschaften dieser Titan-Oxidschicht sind als
fundamentale Grundvoraussetzung fiir die hohe Biokompatibilitdt des Werkstoffes Titan
einzustufen. Die mechanische Stabilitdt der Titan-Oxidschicht gegeniiber Scherkriften
und Verletzungen ist gering. Dies konnte das Auftreten von Titan-Korrosionsprodukten in
periimplantdren Geweben und Korperfliissigkeiten erklaren (HEALY und DUCHEYNE
1992). THULL (1994) entwickelte Beschichtungen aus Titanlegierungen mit Niob und
Zirkon, die bei entsprechenden physikalischen und elektrochemischen Eigenschaften eine
deutlich iiberlegene mechanische Stabilitdt gegeniiber der Titanoxid-Passivierungsschicht
boten. Folglich konnte mit mechanisch stabilerer Oberfliche eine vergleichbare

Biokompatibilitit gewihrleistet werden (THULL 1994).

1.3.1.2 Reaktionen im Interface von Gewebe und Titan

Sofort nach der Implantation eines Metalls in den Organismus findet die erste Interaktion
zwischen der Korperfliissigkeit und der Metalloberfldche statt. Mineralionen diffundieren
zur Titanoxid-Passivierungsschicht und Hydroxide werden gebildet (KASEMO und
LAUSMAA 1986). Proteine, Lipide und andere Biomolekiile werden an der Oberfldche
absorbiert. Die Adsorption von Glykosaminoglykanen und Proteinen wird tiber anionische
Bereiche auf deren Oberfliache vermittelt und dazu Kalzium-Ionen bendtigt (ELLINGSEN
1991). Nach Vorbehandlung von Titanoberflichen mit Kalzium-lonen kdnnen signifikant
hohere Proteinadsorptionen nachgewiesen werden. SCHMIDT und STEINEMANN
(1991) stellten bei Untersuchungen zur Adsorption von Aminoséduren an Titanoberflachen
heraus, dass die Adsorption durch den Austausch von Hydroxyl-Gruppen des Titandioxids

mit Carboxyl-Gruppen der Aminosduren ermoglicht wird.

Zellen jedoch konnen grundsitzlich nur {iber ein extrazelluldres Glykoprotein wie
Fibronektin in seiner Funktion als Anheftvermittler an der Oberfliche anbinden
(SYKARAS et al. 2000). Diese Anheftvermittler bilden infolgedessen eine zellfreie Zone
zwischen  periimplantiren  Zellverbdnden oder  Faserformationen und der

Implantatoberfldche selbst. Infolgedessen ist, von dem verwendeten Implantatmaterial
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unabhingig, der Implantatoberfliche direkt anliegend eine afibrilldre interfaciale Zone zu
finden (PULEO und NANCI 1999). Um Titandioxid-Oberfldchen ist diese Zone ca. 20 -
40 nm breit und mit Glykoproteinen, Proteoglykanen und Fliissigkeit gefiillt. Im
Anschluss an diese Zone bildet sich ein bis zu 30 um breiter, mit Fliissigkeit angefiillter
Raum, der neben Entziindungszellen auch ein lockeres proteindhnliches Material
beinhaltet (ROSENGREN et al. 1994). Hier konnen neben Makrophagen und vereinzelten
Lymphozyten eine Vielzahl groBer Fibroblasten mit ausgeprigtem endoplasmatischen
Retikulum und groBen Golgi-Apparaten, als Zeichen einer hohen Proteinbiosyntheserate

gesehen werden (ROSENGREN et al. 1994).

Das Knochen-Implantat-Interface ist dynamisch mit katabolischer wie auch metabolischer
Aktivitdit (STEFLIK et al. 1998). Es besteht aus einem dichten, organisierten
Bindegewebe mit Fibroblasten und Kollagen nahe der Titanoberfldche. Osseointegrierte
Implantate weisen oft eine mineralisierte Matrix von Kollagenfasern an der Oberfliche
auf. In anderen Anteilen des gleichen Implantates konnen aber auch nicht mineralisiertes
Kollagenfaserstroma, welches Osteoblasten enthélt, gefunden werden (STEFLIK et al.
1998).

1.3.2 Implantate aus Stahl

Rostfreier Stahl (316L) besteht aus einer Eisen-basierten Legierung mit Zusitzen von
Chrom, Nickel und Molybddn zur Verbesserung der Korrosionsresistenz (SEAH und
CHEN 1993). Im Sprachgebrauch hat sich die Bezeichnung VA-Stahl als Oberbegriff fiir
diese Legierungsgruppe durchgesetzt. Der Zusatz Molybdén erhoht sehr effektiv die
Widerstandskraft des Stahls gegen Griibchen- und Risskorrosion. Auflerdem stabilisiert es
in Kombination mit Chrom die passive Schicht des Stahls in einem chlorhaltigen Medium
(SEAH und CHEN 1993). Stahl und Stahllegierungen eignen sich aufgrund der
schlechteren chemischen und physikalischen Eigenschaften dennoch nicht wie Titan zur
dauerhaften Implantation. Aus diesen Griinden wird es in der medizinischen Implantologie
nur noch selten, wie beispielsweise flir kurzfristige Frakturfixierungen, verwendet

(SIMON und FABRY 1991).
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1321 Oberflachenbeschreibung

Auch Stahl bildet dhnlich wie Titan sehr rasch eine Oxidschicht an der Oberfliche des
Implantates aus. Hauptsdchlicher Bestandteil dieser Oberflichenschicht auf Stahl ist
Chromoxid (HANAWA 1991). Chromoxid kann die Passivschicht nicht so lange erhalten
wie Titandioxid, was zu einer deutlich geringeren Korrosionsfestigkeit fithrt (SEAH und
CHEN 1993). Im Oberflichenfilm auf 316L Stahlimplantaten ist Sauerstoff, Kalzium,
Phosphat und Chlor nachzuweisen, wobei die Gesamtmenge an enthaltenem Kalzium und
Phosphat, vergleichbar mit Titanoberflachen, relativ grol ist (HANAWA 1991). Die
Chromoxidschicht ist dennoch, im Gegensatz zum Titandioxid, nicht in Lage Kalzium-
Ionen zu adsorbieren (HANAWA 1991). Hieraus resultiert eine geringere
Proteinadsorption an Stahloberflichen gegeniiber Titanoberflichen. Auch WILLIAMS et
al. (1987) berichten von Unterschieden in der Adsorptionsfiahigkeit von Stahl und Titan.
Sie fanden heraus, dass Stahl Fibrinogen und Albumin in geringeren Mengen adsorbiert

als Titan.

1.3.2.2 Reaktionen im Interface von Gewebe und Stahl

Die allgemeinen Grundsitze zur Diffusion von Mineralionen, Adsorption von Proteinen,
Lipiden und anderen Biomolekiilen nach Implantation, die zuvor fiir Titan beschrieben
wurden, konnen in ihren elementaren Ziigen auf VA-Stahl iibertragen werden. Die
Zelladhésion an Stahloberflachen geschieht analog zu Titanoberfldchen iiber extrazellulire
Glykoproteine wie Fibronektin (SYKARAS et al. 2000). Hieraus resultiert auch fiir VA-
Stahl eine der Implantatoberflache direkt anliegende afibrillére interfaciale Zone (PULEO
und NANCI 1999).

Stahl wird nach der Klassifizierung von OSBORN (1979) als biotoleranter Werkstoff
eingestuft. Wird ein solches Material in den Knochen implantiert, kommt es in aller Regel

zu einer Distanzosteogenese mit unterschiedlich dicken, faserreichen Bindegwebskapseln
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zwischen Implantat und Knochen (LINDER und LUNDSKOG 1975). Nach Implantation
in Weichgewebe heilt VA-Stahl ohne ausgepragte Gewebereaktion ein (ESCALAS et al.
1975). Auf zelluldrer Ebene finden sich in den ersten Monaten unauffillige Zellzahlen mit
zahlreichen Makrophagen. Nach 12 Monaten nimmt die Zellzahl ab wobei vermehrt
reifere Fibrozyten auftreten. Die entziindliche Gewebeantwort im lockeren Bindegewebe
ist in den ersten Monaten nach Implantation sehr gering und kann mit der Zeit minimal
zunehmen (ESCALAS et al. 1975). Wenngleich Stahl eine stirkere Gewebeantwort als
Titan hervorruft (ESCALAS et al. 1975, GOULD et al. 1981) sind die Unterschiede nicht
signifikant (MCGEACHIE et al. 1992). LINDER und LUNSKOG (1975) machten die
Korrosionsrate des Implantatmaterials Stahl fiir die Stirke der Gewebeantwort
verantwortlich, da sie im Implantat umgebenden Gewebe viele Korrosionsprodukte
nachweisen konnten. Neuere Legierungen von Stahl konnten deutlich bessere

Gewebevertrdglichkeiten zeigen (TSCHON et al. 2005).
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1.4 Problemstellung und Zielsetzung

Ziel der vorliegenden tierexperimentellen Studie war es, Unterschiede im Einheilverhalten
der Werkstoffe Titan und VA-Stahl (316L) anhand der Matrixproteine Kollagen Typ I
(C1), Kollagen Typ III (C3) und Fibronektin im implantatumgebenden Interface zu
untersuchen  und  darzustellen. Hierzu  wurden die  Einheilkapseln  der
oberflachenkonditionierten Implantate in verschiedenen Zeitabstinden nach subkutaner,
intramuskuldrer und intraossdrer Implantation nach den Bewertungskriterien
Kapselqualitdt, Kapseldicke und Verteilungsmuster der Matrixproteine im Lokalisations-
und Materialvergleich mittels konventioneller Mikroskopie von Mehrfach- und
Immunperoxidasefarbungen und Konfokaler Laserscanning Mikroskopie (CLSM) von

Immunfluoreszenzfirbungen analysiert.

Folgende Fragestellungen sollten erortert werden:

e Ergeben sich im Materialvergleich der Werkstoffe Titan vs. VA-Stahl
unterschiedliche Kapselqualitidten beziliglich Vorkommen und Orientierung des
Kollagens sowie der zelluldren Begleitreaktion nach Implantation in
Weichgewebe. Verdndern sich diese Kapselqualititen im Materialvergleich mit

zunehmender Implantationsdauer?

e Ergeben sich im Lokalisationsvergleich des jeweiligen Implantatwerkstoffes
subkutan (s.c.) vs. intramuskuldr (i.m.) unterschiedliche Kapselqualititen
beziiglich Vorkommen und Orientierung des Kollagens sowie der zelluldren
Begleitreaktion. Verdndern sich diese Kapselqualititen im Lokalisationsvergleich

mit zunehmender Implantationsdauer?
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e Ergeben sich im Materialvergleich der Werkstoffe Titan vs. VA-Stahl
unterschiedliche Kapseldicken nach Weichgewebeimplantation? Verdndern sich

die Kapseldicken im Materialvergleich mit zunehmender Implantationsdauer?

e Ergeben sich im Lokalisationsvergleich des jeweiligen Implantatwerkstoffes
subkutan (s.c.) vs. intramuskuldr (i.m.) unterschiedliche Kapseldicken? Verandern
sich die Kapseldicken 1im Lokalisationsvergleich mit zunehmender

Implantationsdauer?

e Ergeben sich im Materialvergleich der Werkstoffe Titan vs. VA-Stahl
unterschiedliche Dicken der Kallusformation nach intraossérer Implantation?
Verdandern sich die Kallusdicken im Materialvergleich mit zunehmender

Implantationsdauer?

e Ist die Verteilung der Matrixproteine Kollagen Typ I und Typ III sowie
Fibronektin im umgebenden Einheilgewebe beziiglich deren Ausrichtung
implantatnah und implantatfern spezifisch fiir den jeweiligen Werkstoff Titan oder
VA-Stahl (Materialvergleich)? Sind mit zunehmender Implantationsdauer im

Materialvergleich Verdnderungen im Verteilungsmuster nachweisbar?

e Ist die Verteilung der Matrixproteine Kollagen Typ I und Typ III sowie
Fibronektin in der Einheilkapsel beziiglich deren Ausrichtung implantatnah und
implantatfern spezifisch fiir die jeweilige Implantationslokalisation subkutan (s.c.),
intramuskuldr  (i.m.) (Lokalisationsvergleich)? Sind mit zunehmender
Implantationsdauer im Lokalisationsvergleich Verdnderungen im

Verteilungsmuster nachweisbar?
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2 Material und Methoden

2.1 Implantate

Die verwendeten Implantate aus den Werkstoffen Titan (Abbildung 1) und medizinischer
VA-Stahl (316L) wurden von der Fa. Leibinger, Freiburg im Breisgau, wie folgt bestellt.
Alle Implantate sollten zylindrisch geformt mit abgerundeten Ecken in drei
unterschiedlichen Dimensionen geliefert werden: die subkutan einzubringenden
Implantate (Gruppe 2) in 10,0 mm Ladnge und 2,0 mm Durchmesser; die intramuskulér
einzubringenden Implantate (Gruppe 3) in 5,0 mm Linge und 1,6 mm Durchmesser; die
intraossdr einzubringenden Implantate in 2,8 mm Linge und 1,2 mm Durchmesser

(Gruppe 4).

1

}u|l1h|:||||||||l|l|l|l|

Abbildung 1 Titan-Implantate

2.1.1 Rasterelektronenmikroskopie der Implantatoberflachen

Zur Beurteilung der Oberflachenstruktur der Implantate erfolgte die Darstellung mittels
Rasterelektronenmikroskop (Digital Scanning Microscope DSM 940) der Fa. Zeiss, Jena.
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Bei 2000-facher Vergroerung war deutlich zu sehen, dass die Implantatoberflichen durch
den Herstellungsprozess ausgepragte Schleifrillen aufwiesen (Abbildung 2 und Abbildung
4). Um eine moglichst homogene Implantatoberfliche zu erhalten (Kasemo und Lausmaa
1991), mussten die Implantatoberfliichen infolgedessen mittels Atzldsung konditioniert

werden.

2.1.2 Implantatkonditionierung

Die Implantatoberflichen wurden mittels Atzlosungen konditioniert. Die Rezepturen der
Atzlésungen sind dem Kapitel 7.1 des Anhangs beigefiigt. Nach Abschluss der
Konditionierung wurden die Implantatoberflichen erneut rasterelektronen-mikroskopiert.
Abbildung 3 und Abbildung 5 ist zu entnehmen, dass durch die
Oberflichenkonditionierung mittels Atzldsung werkstoffspezifisch eine homogene

Oberflachenstruktur geschaffen wurde.

Abbildung 2 REM-Aufnahme Titan ungeatzt (4000-x VergrofRerung)
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Abbildung 3 REM-Aufnahme Titan geatzt (4000-x VergroRerung)

Abbildung 4 REM-Aufnahme VA-Stahl ungeétzt (4000-x Vergrolierung)
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Abbildung 5 REM-Aufnahme VA-Stahl geatzt (4000-x VergroRerung)

2.1.3 Implantatvermessung

Im Anschluss wurden alle Implantatkorper mit Hilfe einer Feinwaage gewogen und
mittels Mikrometer-Schraube vermessen. Hierbei wurden die Implantatmale auf die

Erfiillung der Produktionsvorgaben hin kontrolliert.

2.1.4 Implantatvorbereitung zur Operation

Nach der Implantatvermessung erfolgte die makroskopische Fotodokumentation. Zur
Operationsvorbereitung wurden alle Implantate einer Reinigung im Ultraschallbad und
anschlieBend mit Alkohol (70%) unterzogen. AbschlieBend wurden alle Implantate
eingetiitet und bei 134°C iiber 10 min. thermosterilisiert. Bis zur Operation wurden die

Implantate steril eingetiitet belassen.
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2.2  Tierexperimentelle Untersuchung

2.2.1 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es um 45 ménnliche Cara-Ratten aus eigener
Koloniezucht. Zu Versuchsbeginn waren alle Tiere ca. 5 Monate (x1 Woche) alt und
wogen im Durchschnitt ca. 380g. Die Ratten wurden unter hygienischen
Schutzvorkehrungen und mit zusétzlichem Barriere-System wihrend der gesamten
Versuchsdauer einzeln gehalten. Die Klimaverhdltnisse waren auf ca. 22°C
Raumtemperatur und 40-55 % relative Luftfeuchtigkeit eingestellt. Der Tag-Nacht-
Rhythmus betrug 12 zu 12 Stunden.

2.2.2  Gruppeneinteilung

Die Einteilung der 45 Ratten erfolgte in 7 unterschiedliche Gruppen. Gruppe 1 diente als
Kontrollgruppe und bestand aus 6 Tieren. Die Gruppe 2 wurde von 8 Tieren gebildet, die
jeweils fiir die subkutane Implantation vorgesehen waren. Auch die Gruppe 3 bestand aus
8 Tieren, bei denen die Implantate intramuskuldr inseriert wurden. Die intraossére
Implantation erfolgte an 9 Tieren der Gruppe 4. Fiir die Scheinoperationen mit Préparation
einer Implantationskavitit ohne den Einsatz von Implantatkérpern wurden die Gruppen
5,6 und 7 gebildet. Hierbei wurde die Gruppe 5 mit 4 Tieren subkutan, die Gruppe 6 mit 4

Tieren intramuskulédr und die Gruppe 7 mit 6 Tieren intraossér operiert.

Gruppe 1 - 6 Tiere - Kontrollgruppe ohne Operation

Gruppe 2 - 8 Tiere - subkutane Implantation (s.c.)

Gruppe 3 - 8 Tiere - intramuskuldre Implantation (i.m.)

Gruppe 4 - 9 Tiere - intraosséire Implantation (i.0.)

Gruppe 5 - 4 Tiere - Schein-Operation ohne Implantation subkutan
Gruppe 6 - 4 Tiere - Schein-Operation ohne Implantation intramuskulér

Gruppe 7 - 6 Tiere - Schein-Operation ohne Implantation intraossar
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2.2.3 Versuchsdauer

Es erfolgte eine sukzessive Opferung der Versuchstiere nach 3,6 und 12 Wochen nach
folgendem Schema. In der Gruppe 1 wurden jeweils 2 Tiere nach 3, 6 und 12 Wochen
geopfert. In der Gruppe 2 und 3 waren es jeweils 4 Tiere nach 3 und 6 Wochen. Aus der
Gruppe 4 wurden jeweils 3 Tiere nach 3, 6 und 12 Wochen geopfert. Jeweils 2 Tiere nach
3 und 6 Wochen wurden der Gruppe 5 und 6 entnommen. Die Tiere der Gruppe 7 wurden
jeweils paarweise nach 3, 6 und 12 Wochen geopfert. Alle Tiere mit Implantaten wurden

nach ihrer Opferung gerdntgt.

2.2.4 Tierhaltung und Fltterung im Experiment

Priaoperativ fanden Makrolon-Kéfige Typ 3 Anwendung, postoperativ Makrolon-Kafige
Typ MS5. Als Einstreu diente keimfreies Weichholzgranulat. Zur Fiitterung wurden
Altromin Haltungsdidt 1342 (gereinigte Komponenten) und kommunales Leitungswasser
mit neutralem pH-Wert, beides ad libidum, verwendet. Die Trinkflaschen und die Einstreu
wurden zweimal wochentlich gewechselt. Bei der tidglichen Inspektion der Tiere wurde

der Futter- und Wasserkonsum vermerkt.

2.2.5 Entwicklung der Versuchstiere

Es erfolgte eine wochentliche Gewichtskontrolle aller Tiere. Besonderes Augenmerk galt
dem postoperativen Gewichtsverlust und der anschlieBenden Gewichtsentwicklung. Die
tabellarische Darstellung der Gewichtsentwicklung ist dem nachfolgenden Ergebnisteil

(Kapitel 3.2) zu entnehmen.

2.2.6 OP-Vorbereitung der Versuchstiere

Den Tieren wurde 16 Stunden vor Narkose jegliches Futter entzogen. Je nach

Implantationslokalisation wurden Riicken, Bauch, bzw. Oberschenkel mit lauwarmem
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Wasser und Seife gewaschen, gut abgespiilt und abgetrocknet. Anschliefend erfolgten
eine Rasur und eine zweimalige Desinfektion des Operationsgebietes mit Kodan® Tinktur
Forte farblos Spray der Fa. Schiilke & Mayr GmbH, 22840 Norderstedt. Hiernach wurden

die Tiere auf dem gewédrmten OP-Tisch fixiert und steril abgedeckt.

2.2.7 Narkose

Die Narkose bestand aus einer leichten Isofluran Inhalationsnarkose im Stephens-
Narkose-Gerit. Danach erfolgte eine kombinierte Ketanest-Rompun-Injektionsnarkose mit
Hilfe einer Mischspritze intramuskuldr in den Musculus quadriceps femoris. Die jeweilige
Dosis betrug 5 mg Rompun pro Kilogramm Koérpergewicht und 100 mg Ketanest pro

Kilogramm Korpergewicht.

2.2.8 Implantation

Abbildung 6 subkutane Implantation: A — Taschenpréparation,
B - Implantatinsertion, C - Wundverschluss

Abbildung 6 zeigt den operativen Ablauf der Implantation bei den Tieren der Gruppe 2.
Nach paravertebralem Hautschnitt erfolgte die stumpfe Prédparation einer subkutanen

Tasche (A), in die die Probekorper nach folgendem Schema eingebracht wurden (B): Tiere
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1-4 cranial beidseits paravertebral je ein Titan-Implantat, caudal je ein VA-Stahl-Implantat
inseriert, Tiere 5-8 in umgekehrter Anordnung. AbschlieBend einschichtiger

Wundverschluss der Haut mit Seide 3,0 (C).

Bei Gruppe 3 (Abbildung 7) verlief der Hautschnitt abdominal. Die stumpfe Praparation
einer Tasche erfolgte bei dieser Gruppe im Musculus rectus abdominis (A). Die
Probekorper wurden analog dem Schema der Gruppe 2 inseriert (B). Der abschlie3ende,
zweischichtige Wundverschluss wurde subkutan mit Vicrylfaden der Stirke 5,0 (C) und
an der Haut mit Seidenndhten der Starke 3,0 durchgefiihrt.

Abbildung 7 intramuskuléare Implantation: A - Taschenpréparation,
B - Implantatinsertion, C - Wundverschluss

Fiir die die intraossére Implantationsgruppe (Gruppe 4 — Abbildung 8), wurde die Haut im
medialen Oberschenkel vertikal erdffnet und stumpf zwischen Musculus bizeps femoris
und Musculus vastus lateralis bis auf den Femur pripariert. Das Periost wurde unterhalb
des Trochanter tertius durchtrennt und bis 5 mm oberhalb des Condylus lateralis
abprépariert. Es erfolgten die Bohrungen mit einem Rosenbohrer Nr. 12 unter stindiger
Kiihlung und Spiilung (0,9% phys. NaCl). In die Bohrlécher wurden die Implantate
monocortical nach folgendem Schema eingesetzt: Bei Tier 1-4 wurde proximal
intramedullér ein Titan-Implantat und distal ein VA-Stahl-Implantat inseriert, bei Tier 5-8
erfolgte die Implantation in umgekehrter Anordnung. Die Muskelnaht wurde wiederum

mit Vicrylndhten der Stirke 5,0 und die Hautnaht mit Seidenfiden der Stirke 3,0
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durchgefiihrt. AbschlieBend erhielten die Tiere einen Verband und es erfolgte eine
Schmerzbekdmpfung mit Novalgin nach Bedarf.

Abbildung 8 intraossare Implantation: A — transmusculare Praparation,
B - Implantatinsertion, C - Wundverschluss

An den Tieren der Gruppen 5, 6 und 7 wurden die Operationen analog zu den Tieren der

Gruppen 2, 3 und 4 ohne Probekdrper durchgefiihrt.

2.2.9 Opferung

Die Opferung der Versuchstiere erfolgte in einer konventionellen CO2-Box. Alle Tiere

wurden nach Opferung gewogen.

2.2.10 Rontgenkontrolle und Probenentnahme

Nach Opferung wurden die Tiere mit Implantaten zur Lagekontrolle der Implantate
gerontgt (Abbildung 20, Abbildung 21, Abbildung 19 und Abbildung 22). Die
Implantationsstellen mit Implantat und umliegendem Gewebe und die scheinoperierten
Regionen wurden hiernach groBziigig reseziert und abschlieBend alle Tiere einer
explorativen Obduktion unterzogen um Begleiterkrankungen und Malignomformationen

auszuschlieBen.

34



Material und Methoden 35

2.3  Histologie
2.3.1 Vorbereitung der Praparate

Alle Weichgewebepriparate (Gruppe 2/s.c., 3/im., 5 und 6/ Schein-Op) wurden in
gefriergeeigneten Polythylen-ProbengefdBen nativ in das Tissue-Tek OCT-Cryo
Einbettmedium der Fa. DIATEK, Hallstadt, eingebettet, mittels fliissigem Stickstoff
schockgefroren und in Gefrierfichern bei -80 C eingelagert. Vor Einbettung wurden die
Implantatkorper der Gruppen 2 (s.c.) und 3 (i.m.) unter duBerster Sorgfalt aus Threr
Einheilkapsel ausgelost. Hierbei wurde strengstens darauf geachtet, dass iiber einen
kleinstmdglichen Schnitt und mittels minimaler Traumatisation die Implantatauslosung

ohne groBere Verletzung der Einheilkapsel durchgefiihrt wurde.

Die Knochenpréparate der Gruppe 4 und 7 wurden zunéchst mit 4% Paraformaldehyd und
Picrinsdure bei 4°C im Kiihlschrank iiber 12 Stunden fixiert. Hiernach wurden die
Priaparate mittels EDTA-Losung langsam entkalkt. Hierzu wurde EDTA-Losung (20%)
verwendet und der pH mittels Zitronensédure auf 7,2 auftitriert. Die Entkalkungsdauer
belief sich auf einen Zeitraum von ca. 2 Wochen. Wihrenddessen erfolgte der regelmifige
Wechsel der Entkalkungslosung. Nach ausreichender Entkalkung konnten mittels scharfer
Priparation die Implantate unter grofiter Sorgfalt und atraumatischer Priparation entfernt
werden. Hiernach wurden sidmtliche Proben in Saccharoselosung (30%) im PBS mittels
Magnetrithrer fiir 4 Stunden ausgewaschen. AnschlieBend erfolgte auch hier die
Einbettung der Prdparate mittels Tissue-Tek OCT-Cryo Einbettmedium der Fa. DIATEK,
Hallstadt, Schockgefrierung mit fliissigem Stickstoff und Lagerung in Gefrierfichern bei -
80°C. Alle Préiparate wurden mit dem Cryostat HM 500 OM der Fa. Microm, Walldorf, in
10 um starke Schnitte geschnitten, auf gelatinebeschichteten Objekttragern aufgebracht
und iiber Nacht luftgetrocknet. Die Rezeptur der Gelatinelosung und Verfahrensweise zur

Objekttragerbeschichtung sind im Anhang angefiigt (Kapitel 7.2.1 und 7.2.2).
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2.3.2 Immunperoxidase- und Mehrfachfarbungen zur Beurteilung der

Kapselqualitat mittels konventioneller Mikroskopie

Die Rezepturen aller Férbungen sind dem Anhang zu entnehmen (Kapitel 7.2). Zur
histologischen Beurteilung der =zelluliren und kollagenen Kapselqualitit wurden
Mehrfach- (HE, v. Giesson und Azan) und Immunperoxidasefiarbungen angewendet. Die
Mehrfachfarbungen wurden konventionel mikroskopiert. Mittels
Immunperoxidasefirbung konnten die nachzuweisenden Proteine Kollagen Typ 1,
Kollagen Typ III und Fibronektin selektiv dargestellt werden. Hierzu wurden die iiber
Nacht auf Objekttragern getrockneten Préparate nach nochmaliger Acetonfixierung
getrocknet, mit Tris NaCl pH 7,4 ausgewaschen und mit 100ul des jeweiligen
Primédrantikorpers bei 4°C iiber Nacht in einer feuchten Kammer inkubiert. Es wurden

folgende Primirantikorper verwendet:

Kollagen Typ |

Rabbit-Anti-Rat, C1, Polyclonal AB, AB755, Fa. Chemicon International, Temecula
California USA, 1:20 mit BSA (0,5%)

Kollagen Typ 111

Rabbit-Anti-Rat, C3, Polyclonal AB, AB757, Fa. Chemicon International, Temecula
California USA, 1:40 mit BSA (0,5%)

Fibronektin

Rabbit-Anti-Rat, Fibronectin, Polyclonal AB, AB1942, Fa. Chemicon International,
Temecula California USA, 1:50 mit BSA (0,5%)

Zur Ausschaltung gewebeeigener Peroxidase wurden die Praparate mit Albuminserum des
Spender-Tieres des Sekundirantikdrpers und H202 -Losung (12 ml PBS mit 60ul H202 -
Losung / 30%) inkubiert. Die Detektion von Kollagen Typ 1 und III erfolgte mit
Peroxidase-konjugiertem Sekunddrantikdrper (Chicken Anti-Rabbit IGG H&L,
Horseradish Peroxidase Affin purif AB, AP 169P, Fa. Chemicon International, Temecula
California USA, 1: 50 mit BSA 0,5%). Zur Farbdarstellung diente das Chromogen DAB
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(3,3 Diaminobenzilline, D 5905, Fa. Sigma Bioscience, Miinchen). Die Darstellung von
Fibronektin erfolgte ebenfalls mit Peroxidase-konjugiertem Sekunddrantikérper (Goat-
Anti-Rabbit IGG, Horseradish Peroxidase Affinity puffered AB, L 42007, Fa. Caltag
Laboratories, Burlingame California USA, 1:50 mit Plasma und PPS). Aufgrund der
starken Hintergrundfairbung des DAB bei Fibronektinfarbung wurde AEC (3-Amino-9-
Ethylcarbazole, Tbl. 20 mg A 6926, Fa. Sigma Biosciences, Miinchen) als Chromogen
eingesetzt. Nach Eindeckeln der Priparate erfolgte die histologische Auswertung der
Kapselqualitdit und photographische Darstellung am M 35 W-Mikroskop und
Belichtungsautomat MC 63 der Fa. Zeiss, Jena.

Die Einstufung der Kapselqualitdt erfolgte in Anlehnung an SHANNON et al. (1997) in
fiinf verschiede Grade. Grundlage hierzu war die Feststellung, dass mit zunehmender

zelluldrer Entziindungsreaktion die Dichte und Orientierung der Kollagenfasern abnimmt.

Grad I: dicht gepackte, streng parallel ausgerichtete Kollagenfasern mit

geringem Zellaufkommen an Fibroblasten und Makrophagen

Grad II:  parallel ausgerichtete Kollagenfasern mit erhohtem Zellaufkommen

an Fibroblasten und Makrophagen

Grad III:  locker angeordnete Kollagenfasern mit erhohtem Zellautkommen

an Fibroblasten und Makrophagen

Grad IV: nur vereinzelte Kollagenfasern ohne Ausrichtung mit ausgepriagtem

Zellautkommen an Makrophagen

Grad V:  keine zusitzlichen Kollagenfasern, keine Kapselbildung, unveridnderter

Kollagenanteil, nur vereinzelt Makrophagen

Die Kapselqualitit Grad V wurde somit der Situation zugeordnet, in der das
Untersuchungsgewebe vernachldssigbare Verdnderungen im Kollagengehalt und
Makrophagenanteil gegeniiber dem nicht operierten Ursprungsgewebe aufwies. Die
Einstufung der verschiedenen Kapselqualititen erfolgte unter Zusammenschau der
auswertbaren Dauerfarbungen des jeweiligen Pridparates mittels konventioneller

Mikroskopie.
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2.3.3 Immunfluoreszenzfarbungen zur Erfassung von Kapseldicke und

Fluoreszenzprofil mittels Konfokaler Laserscanning Mikroskopie

Die Immunfluoreszenzfairbungen zur Auswertung mittels Konfokaler Laserscanning
Mikroskopie erfolgten analog zur Immunperoxidasefirbung mit Vorbehandlung und
Primédrantikdrper. Zum Ausschluss von Kreuzreaktionen des Sekundirantikorpers wurde
eine 10% Verdiinnung des Primirantikorpers mit Goat-Serum versetzt und inkubiert.
Hierdurch wurde ein neutraler Hintergrund ohne falsch positive Anfarbungen
gewihrleistet. Als Sekundirantikérper wurde ein FITC-konjugierter Goat-Anti-Rabbit
IGG H+L Antikorper der Fa. Dako, Hamburg, verwendet. FITC (Fluorescein-
Isothiocyanat) ist ein fluoreszierender Triphenylmethan-Farbstoff (Xanthen-Farbstoff) aus
der Gruppe der Phthalsdurefarbstoffe. Er wird maximal bei 492 nm angeregt und hat ein
Emissionsmaximum bei 520 nm (griin). Die Verdiinnung erfolgte nach folgendem
Schema. 300 pl humanes Blutplasma der Blutgruppe AB wurde mit 700 ul PPS (Ph 7,4)
und 20 pl des entsprechenden Antikorpers versetzt. Der Sekundérantikérper wurde somit
1:50 verdiinnt fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend mit PBS
ausgewaschen. Zum Schutz gegen zu schnelles Ausbleichen wurde als Anti-Fading-Agens
p-Phenylendiamin in gepuffertem Glycerol eingesetzt. Hierzu erfolgte die Eindeckung mit
einem Fluoreszenz-Eindeckmittel in folgender Rezeptur. Zu 10 ml PBS wurden 100 mg p-
Phenylendiamin, (Fa. Merck, Darmstadt, Nr. 7243) und 90 ml Glyzerin hinzugefiigt und
mittels Basenldsung (3,7 g NaHCO3 mit 0,6 g Na2Co3 ad 100 ml aqua dest.) auf einen pH
von 9,0 auftitriert. Das Eindeckmittel wurde im Dunkeln bei - 20 °C aufbewahrt, die
Priaparate im Dunkeln bei + 3 °C bis zur Auswertung mittels Konfokaler Laserscanning

Mikroskopie.
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2.3.4 Konfokale Laserscanning Mikroskopie (CLSM)

Die CLSM wurde am DMRB/E-Mikroskop der Fa. Leica Microscopy and Scientific
Instruments Group, Schweiz, durchgefiihrt. Das DMRB/E-Mikroskop kann zur
Fluoreszenzanwendung mit integrierter Auflichtachse vier verschiedene Fluoreszenzfilter
bedienen und eignet sich zur Darstellung des in dieser Studie eingesetzten

Fluoreszenzfarbstoffes FITC mit p-Phenylendiamin.

Abbildung 9 =zeigt exemplarisch den Snap-Shot der Einheilkapsel eines subkutan
eingebrachten Titan-Implantates nach 3 Wochen Implantationsdauer gegen das

Matrixprotein Fibronektin gefarbt.

TCS160185
Stephan EULERT
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Uni Wuerzburg

Accu. 1
Sections 1
Format 512x512x1
ImageSize 1,500.0 x1,500.0 x 0.0
Zoom 1.00
Z-Pos 0.020
PMT1 442
PMT2 100
PMT3 100
PMTTrans 100
Offsetl 0
Offset2 0
Offset3 0
OffsetTrans 0
Pinhole 3.83
ScanMode xy
Scalebar 200 um
Method FITC
DateTime 1/9/98 5:30 PM
Objective 10x0.3NA dry PL FLUOTAR
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Abbildung 9 Fluoreszenzmessung mit Messbalken durch die Einheilkapsel (weif3e
Pfeile), i - ehemaliges Implantatlager, 3 Wochen nach subkutaner
Titan-Implantation, Fibronektin-Farbung

Die Priparate wurden in der xy-Ebene, parallel zum Objekttrager, mikroskopiert. Es

konnten keine dreidimensionalen Darstellungen generiert werden, da die Pridparate in

Cryoschnitten auf den Objekttrigern aufgebracht waren. Durch Objektiv- und
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Offnungseinstellung der Pinholes konnte die Schichtdicke in der Z-Achse beliebig
festgelegt werden. Hierdurch konnte eine Optimierung der Préparatdarstellung erzielt, und
Artefakte durch Unschirfe oder Uberlagerungen vermieden werden. Als optimale
Schichtdicke wurde nach Exploration an Vorpréparaten eine Schichtdicke von 3,0 um Z-
Dicke mittels konstanter Objektiv- (25x) und Pinhole-Einstellung (3.83) festgelegt. Um
Sattigungsphdnomene zu vermeiden und die Reproduzierbarkeit der Ausleuchtung zu
gewihrleisten, wurden Laserleistung und Detektions-Sensibilitét ebenfalls fest eingestellt.
Die Photodokumentation der Praparate am DRMB/E Mikroskops erfolgte als Snap-Shot
(Abbildung 9) mit einer Auflosung von 512 x 512 Bildpunkten, der iiber Makro-
Funktionen im Tabellenkalkulationsprogramm Excel 97 (Fa. Microsoft, Redwood, USA)
als Grafik hinterlegt wurde.

2.4  Datenerfassung, statistische Auswertung und Darstellung

Die Datenerfassung am DRMB/E Mikroskop erfolgte in zwei Serien. In der ersten Serie
wurde die Dicke der Einheilkapsel, in der zweiten Serie der Intensititsverlauf der
Matrixproteine von implantatnah nach implantatfern gemessen. Hierzu wurden in beiden
Serien je fiinf Messstrecken individuell iiber die Einheilkapsel gezogen. Zur Ausmessung
der Kapseldicke in der ersten Serie wurden die Endpunkte jeder Messstrecke préizise den
Begrenzungen der FEinheilkapsel zugeordnet. Anhand der eingezogenen Strecken
errechnete die Mikroskopsoftware die entsprechenden Distanzen (xy-Ebene) in pm und
importierte die Messwerte iber eine Makro-Funktion in das
Tabellenkalkulationsprogramm Excel 97. Die Messstrecken der zweiten Serie wurden
iiber die Begrenzungen der Einheilkapseln hinaus gezogen, um eine bessere Darstellung
des Grenzbereiches der Einheilkapsel zu erhalten. Abbildung 10 zeigt exemplarisch ein
Snap-Shot einer Einheilkapsel eines subkutan eingebrachten Titan-Implantates nach 3
Wochen Implantationsdauer. Die Fluoreszenzfiarbung erfolgte hier gegen das

Matrixprotein Kollagen Typ III (C3).

Die Fluoreszenz-Messwerte entlang der Messstrecken wurden als Profil in 8-Bit-

Graustufenwerten von minimal 0 bis zu maximal 256 hinterlegt und iiber eine Makro-
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Funktion als Tabelle in das Tabellenkalkulationsprogramm Excel 97 importiert. Die

Tabellen wurden in Form von Spread-Sheets abgelegt.
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ImageSize 1,500.0 x1,500.0 x 0.0
Zoom 1.00
Z-Pos 0.020
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PMTTrans 100
Offsetl 0
Offset2 0
Offset3 0
OffsetTrans 0
Pinhole 3.83
ScanMode xy
Scalebar 200 pm
Method FITC
DateTime 1/9/98 5:28 PM
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Abbildung 10  Fluoreszenzmessung mit Messbalken durch die Einheilkapsel (weil3e
Pfeile), i - ehemaliges Implantatlager, 3 Wochen nach subkutaner
Titan-Implantation, Kollagen Typ I11 (C3)

Die generierten Spread-Sheets konnten iiber einen ODBC-Treiber in SPSS (Version 7.5,
SPSS Inc., Chicago, USA) eingelesen werden. In SPSS wurden die eingelesenen Spread-
Sheets iiber ein File-Add-Menue zu einem Gesamtdatensatz zusammengefasst, der in einer
ersten Plausibilititskontrolle auf Vollstindigkeit gepriift wurde. Die statistische
Auswertung des Datensatzes erfolgte mit SPSS. Die hierzu notwendigen SPSS-
Programmierungen sind dem Anhang zu entnehmen (Kapitel 7.4). Die graphische und
tabellarische Darstellung der statistisch errechneten Ergebnisse erfolgte nach Riicktransfer
der Daten mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel 97. Gemi8 Fragestellung und
Zielsetzung der hier vorgestellten Studie wurden die gewonnenen Daten zu Kapseldicke
und  Fluoreszenzprofil der Matrixproteine 1m  Materialvergleich und im

Lokalisationsvergleich graphisch gegeniiber gestellt.
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2.4.1 Materialvergleich

Der Materialvergleich diente der Gegeniiberstellung der beiden Implantatwerkstoffe Titan
vs. VA-Stahl. Hierbei wurde jede Implantationslokalisation (subkutan, intramuskuldr und
intraossdr) in Abhédngigkeit zum jeweiligen Matrixprotein Kollagen Typ I (C1), Typ III
(C3) und Fibronektin einzeln dargestellt.

2.4.2 Lokalisationsvergleich

Der Lokalisationsvergleich diente der Gegeniiberstellung der beiden Weichgewebe-
Implantationslokalisationen subkutan vs. intramuskuldr eines Implantatwerkstoffes. Die
graphische Darstellung beriicksichtigte beide Werkstoffe (Titan und VA-Stahl) in
Abhéngigkeit zum Matrixprotein Kollagen Typ I (C1), Typ III (C3) und Fibronektin.

2.4.3 Kapseldicke
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Abbildung 11  Kapseldicke (= Distanz) in um, Materialvergleich im Zeitverlauf nach
subkutaner Implantation, Kollagen Typ I (C1)
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Die Ermittlung der Dicke der Einheilkapsel erfolgte anhand des Mess-Parameters Distanz
in um jeder einzelnen Kapsel. Hierbei wurde den jeweiligen Messstrecken jeder einzelnen
Probe der gemessene Maximalwert zugeordnet und das arithmetische Mittel mit
Standardabweichung gebildet. Die graphische Darstellung der Kapseldicken beinhaltete
den Materialvergleich der beiden Werkstoffe (s. 3.4.2.1, 3.4.2.2 und 3.4.2.3) und den
Lokalisationsvergleich subkutan vs. intramuskuldr (s. 03.4.2.4 und 3.4.2.5). Abbildung 11
zeigt exemplarisch einen graphischen Materialvergleich. Abbildung 12 zeigt exemplarisch

einen graphischen Lokalisationsvergleich.

Distanzen Titan (Antikorper C1)
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Abbildung 12  Kapseldicke (= Distanz) in um, im Lokalisationsvergleich und
Zeitverlauf nach Titan-Implantation, Kollagen Typ I (C1)

2.4.4  Fluoreszenzprofile der Matrixproteine

Zur Beurteilung der Intensitdtsprofile mussten die Messparameter Distanz und Intensitét,
hier erneut als 8-Bit Graustufenwert von 0 bis 256 miteinander verkniipft werden. Um den

Material- und Lokalisationsvergleich durchfiihren zu koénnen, wurden die einzelnen
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Profilmessstrecken jeder Probe zu einem Mittelwert-Profil aggregiert. Hierzu wurden die
Einzelprofile {iber einen Prozentmallstab standardisiert und innerhalb des jeweiligen
Prozentwertebereiches der Distanzskala gemittelt. Zur Hervorhebung von Fokuszonen im
implantat- und gewebenahen Randbereich der Einheilkapsel wurde das
Auflésungsvermogen der Mittelwertprofile in diesen Bereichen erhoht und die
Intervallschritte der Skalierung der x-Achse unterschiedlich fokussiert. Implantatnah (0 -
30 %) und gewebenah (80 - 100 %) wurde die Skalierung der x-Achse in 5%-Stufen
unterteilt. Im mittleren Kapselbereich wurden 10%- beziehungsweise 15%-Schritte
eingeteilt. Die graphische Darstellung der Fluoreszenzprofile der Matrixproteine
beinhaltete den Materialvergleich der beiden Werkstoffe (s. 3.4.3.1, 3.4.3.2 und 3.4.3.3 )
und den Lokalisationsvergleich subkutan vs. intramuskulér (s. 3.4.3.43.4.3.4 und 3.4.3.5).
Im Materialvergleich wurden die gewonnenen Mittelwertprofile der periimplantiren
Einheilkapseln beider Werkstoffe mit Proteinprofilen der scheinoperierten Tiere ohne
Implantation und denen der nicht operierten Kontrollgruppe verglichen. Abbildung 13
zeigt exemplarisch den graphischen Materialvergleich. Im Lokalisationsvergleich wurden
keine scheinoperierten Tiere und Kontrollgruppen beriicksichtigt. Abbildung 14 zeigt

exemplarisch den graphischen Lokalisationsvergleich.
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Abbildung 13 Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), Materialvergleich 3 Wochen
nach intraossarer Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)
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Abbildung 14  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), Lokalisationsvergleich fur
Titan, 6 Wochen nach Implantation, Kollagen Typ I (C1)

2.4.5 Signifikanz-Testung

Die Signifikanz-Testung erfolgte zur MeBwiederholungsverdnderungspriifung innerhalb
einer Gruppe mittels  Wilcoxon-Sign-Rank-Tests  (5Mehta, 3Bortz). Die
Gruppenunterschiedspriifung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Tests (5Mehta, 3Bortz).
Hierbei wurden die Unterschiede von jeweils zwei unabhingigen Gruppen iiber die
Zeitachse gegeneinander gepriift. Als Grundvoraussetzung zur Anwendbarkeit dieses
Testes zdhlte die Tatsache der vernichtenden Messung. Die Signifikanztests wurden initial
fiir die Signifikanzpriifung von Unterschieden eingesetzt. Allerdings konnte aufgrund der
Fallzahl von maximal n=4 Tieren je Untergruppe nicht definitiv ausgesagt werden, ob das
Ausbleiben einer Signifikanz lediglich der Fallzahl oder tatsdchlich Messunterschieden
zuzuordnen sind. Daher musste auf eine konsequente Signifikanzpriifung verzichtet

werden. Ein Beispiel fiir die Anwendung und Darstellung des Signifikanztests zeigt

Abbildung 15.
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Abbildung 15  Signifikanzprifung zur Kapseldicke nach subkutaner Implantation im
Materialvergleich (alle p-Werte: exakte Tests)

In der SPSS-Gesamtprogrammierung der statistischen Auswertung, dargestellt in Kapitel
7.4 des Anhangs, wurde nach jedem Datentransformationsschritt eine Datenvalidierung
anhand eines Daten-Listings und einer Fallzahlkontrolle durchgefiihrt. Nach Abschluss
und Durchlauf der Gesamtprogrammierung konnten die gewonnenen Daten mittels
Datentransfer iiber das D-base-4-Format in Matrizen des Tabellenkalkulationsprogramms
Excel 97 iberfilhrt werden. Dem schloss sich die Darstellung in Form von

Liniendiagrammen an.

In Kapitel 7.3 des Anhangs finden sich alle Datentabellen zu Kapseldicke und
Fluoreszenzprofilen der Matrixproteine, die nach statistischer Auswertung mit SPSS im
Tabellenkalkulationsprogramm Excel 97 erstellt wurden. Die graphische Umsetzung in

Liniendiagramme wird im Ergebnisteil dieser Arbeit prasentiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Implantate

3.1.1 Implantatdaten

Zur Implantation wurden die Werkstoffe Titan und medizinischer VA-Stahl (316L)
verwendet. Gewicht und Abmessungen der Titan- und VA-Stahl-Implantate nach
Oberflidchendtzung sind im Mittelwert () mit Standardabweichung (+/-) Tabelle 1 und

Tabelle 2 zu entnehmen.

Titan Lange Breite Gewicht
a +/- [%] +/- [%] +/-
subkutan 10,20 0,08 2,02 0,03 135,25 2,17
intramuskular 5,02 0,02 1,60 0,02 42,16 1,52
intraossar 2,80 0,03 1,21 0,02 12,91 0,14
Tabelle 1 Implantatdaten fur Titan
VA-Stahl Lange Breite Gewicht
[%] +/- (%] +/- [%] +/-
subkutan 10,21 0,08 2,02 0,04 238,83 4,30
intramuskular 5,02 0,01 1,59 0,01 71,39 1,21
intraossar 2,84 0,01 1,20 0,02 22,80 0,23
Tabelle 2 Implantatdaten fur VA-Stahl

3.2  Tierentwicklung

Alle Tiere erholten sich komplikationslos von der Operation und zeigten im gesamten
Versuchsverlauf keine gesundheitlichen Einschrinkungen oder Erkrankungen. Nach
initialem postoperativen Gewichtsverlust zeigten die wochentlichen Verlaufskontrollen in
allen implantierten Gruppen nahezu vergleichbare Gewichtszunahmen zur Gruppe der

entsprechenden Schein-Op ohne Implantation. Im Lokalisationsvergleich zeigte sich, dass
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die subkutan (Abbildung 16) und intramuskuldr (Abbildung 17) operierten Gruppen nicht
zur Kontrollgruppe wieder aufschlieBen konnten. Lediglich die Gruppen der intraossér

operierten Versuchstiere konnten mit der Kontrollgruppe wieder aufschlieBen (Abbildung
18).
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¥
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1 2 3 4 5 6 7
Woche
——Gruppe 1l = Gruppe 2 Gruppe 5
Kontrolle subcutan Schein-Op sc.

Abbildung 16  Kdrpergewichtsentwicklung nach subkutaner Operation im Vergleich
zur Kontrollgruppe

Korpergewicht (g

Woche
——Gruppe 1 — = Gruppe 3 Gruppe 6
Kontrolle intramuscular Schein-Op im.

Abbildung 17  Kdrpergewichtsentwicklung nach intramuskuldarer Operation im
Vergleich zur Kontrollgruppe
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Abbildung 18  Kdorpergewichtsentwicklung nach intraossarer Operation im Vergleich
zur Kontrollgruppe

3.3  Rontgenkontrolle und Probenentnahme

Die Rontgenuntersuchung nach Opferung ergab bei einem Tier 3 Wochen nach

intramuskuldrer Implantation eine Implantatmigration des caudalen Implantates (Ti) in das

Skrotum (Abbildung 19).

Abbildung 19  Implantatanordnung 3 Wochen nach intramuskularer Implantation,
mit einer Implantatabwanderung in das Skrotum
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Alle weiteren Implantate waren am urspriinglichen Implantationsort zu finden. Abbildung
20, Abbildung 21 wund Abbildung 22 zeigen exemplarisch die jeweiligen

Implantatanordnungen an urspriinglicher Insertionslokalisation.

Abbildung 20  Implantatanordnung an urspringlicher Insertionslokalisation,
6 Wochen nach intramuskularer Implantation

Abbildung 21  Implantatanordnung an urspringlicher Insertionslokalisation,
6 Wochen nach subkutaner Implantation
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Abbildung 22  Implantatanordnung an urspringlicher Insertionslokalisation,
12 Wochen nach intraossarer Implantation

Bei Implantatentfernung fanden sich an keinem Implantat Auffélligkeiten beziiglich
entziindlicher  Begleitreaktionen, Einblutungen oder Infektionsgeschehen. Die
abschlieBende explorative Obduktion aller Tiere ergab keinen Hinweis auf

Begleiterkrankungen oder Malignomformationen.
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3.4  Histologie

3.4.1 Kapselqualitat

Die histologische Beurteilung der zelluldren und kollagenen Kapselqualitidt anhand der
Mehrfach- und Immunperoxidasefarbungen der Weichgewebepréparate der Gruppen 2, 3,

5 und 6 wurde wie folgt eingestuft (Tabelle 3 und Tabelle 4):

subkutan (n) Grad | Grad II Grad Il Grad IV Grad V

Titan
3Wo/n=8

Titan
6Wo/n=8

VA-Stahl
3Wo/n=8

VA-Stahl
6Wo/n=8

Schein-Op - N _ ~ 8
3Wo/n=8

Schein-Op . . - -- 8
6Wo/n=8

Tabelle 3 Kapselqualitat nach subkutaner Implantation

intramuskular Grad | Grad I1 Grad 11 Grad IV Grad V

Titan 2 4 2
3Wo/n=8

Titan 4 2 1
6Wo/n=7

VA-Stahl 1 4 3
3Wo/n=8

VA-Stahl 2 3 3
6Wo/n=8

Schein-Op - - - - 8
3Wo/n=38

Schein-Op - - - - 8
6Wo/n=8

Tabelle 4 Kapselqualitat nach intramuskularer Implantation

Die Reduktion von urspriinglich n = 8 intramuskuldr inserierten Titan-Implantaten auf n =
7 (gelbe Markierung in Tabelle 4) erkldrte sich durch die zuvor beschriebene
Implantatmigration eines Implantates (Abbildung 19).
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3 Wochen nach subcutaner Titan-Implantation (Abbildung 23) zeigten sich vermehrt
locker und teils parallel orientierte Kollagenfasern, mit erhohtem Aufkommen an
Fibroblasten und Makrophagen in der Farbung nach Azan (A). Fibronektin zeigte in der

Immunperoxidasefiarbung eine deutlich erhdhte Anfirbung im implantatnahen Interface

(B). Das ehemalige Implantatlager ist mit i gekennzeichnet.

Abbildung 23 Einheilkapsel (Pfeile) 3 Wochen nach subkutaner Titan-Implantation
(Vergr. 1:50); i - enemaliges Implantatlager;
A - Azan, B - Immunperoxidase gegen Fibronektin

6 Wochen nach subkutaner Titan-Implantation (Abbildung 24) waren locker und teils
parallel orientierte Kollagenfasern, mit erhohtem Zellautkommen an Fibroblasten und
Makrophagen in der Farbung nach v. Giesson darzustellen (A). Fibronektin konnte mittels
Immunperoxidase im implantatnahen Interface verstirkt angefarbt werden (B). Das

ehemalige Implantatlager ist mit 1 gekennzeichnet.

Abbildung 24  Einheilkapsel (Pfeile) 6 Wochen nach subkutaner Titan-Implantation
(Vergr. 1:50);i - ehemaliges Implantatlager;
A - v. Giesson, B - Immunperoxidase gegen Fibronektin
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3 Wochen nach subkutaner VA-Stahl-Implantation (Abbildung 25) konnten vermehrt
locker und teils parallel orientierte Kollagenfasern, mit erhéhtem Aufkommen an
Fibroblasten und Makrophagen in der Farbung nach v. Giesson (A) nachgewiesen werden.
Fibronektin kam deutlich abgeschwicht zur Anfarbung durch die Immunperoxidase (B).

Das ehemalige Implantatlager ist mit i gekennzeichnet.
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Abbildung 25  Einheilkapsel (Pfeile) 3 Wochen nach subkutaner VA-Stahl-
Implantation (Vergr. 1:50); i - ehemaliges Implantatlager;
A - v. Giesson, B - Immunperoxidase gegen Fibronektin

6 Wochen nach subkutaner VA-Stahl-Implantation (Abbildung 26) zeigte sich viel parallel
angeordnetes Kollagen, mit abnehmendem Aufkommen an Fibroblasten und
Makrophagen in der Detektion von Kollagen Typ I mittels Immunperoxidase (A) und

einer zunehmenden Immunperoxidasetiarbung von Fibronektin (B).
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Abbildung 26  Einheilkapsel (Pfeile) 6 Wochen nach subkutaner VA-Stahl-
Implantation (Vergr. 1:50); i - ehemaliges Implantatlager;
A - Immunperoxidase Kollagen Typ I, B - Immunperoxidase gegen
Fibronektin
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3 Wochen nach intramuskuldrer Titan-Implantation (Abbildung 27) kam ein dichtes,
paralleles Kollagenfasergeriist, vorwiegend mit erh6htem Aufkommen an Fibroblasten in
der Anfarbung nach Azan zur Darstellung (A). Fibronektin zeigte eine deutlich verstirkte

Immunperoxidasefarbung im implantatnahen Interface (B). Das ehemalige Implantatlager

ist mit i gekennzeichnet.

Abbildung 27  Einheilkapsel (Pfeile) 3 Wochen nach intramuskularer Titan-
Implantation (Vergr. 1:50); i - ehemaliges Implantatlager;
A - Azan, B - Immunperoxidase gegen Fibronektin

6 Wochen nach intramuskuldrer Titan-Implantation (Abbildung 28) zeigte sich in der
Anfirbung nach Azan (A) eine dichte, parallele Kollagenkapsel mit geringem Zellanteil
und deutlichem Fibronektinnachweis mittels Immunperoxidase (B). Das ehemalige

Implantatlager ist mit i gekennzeichnet.

Abbildung 28  Einheilkapsel (Pfeile) 6 Wochen nach intramuskulérer Titan-
Implantation (Vergr. 1:50; i - ehemaliges Implantatlager;
A - Azan, B - Immunperoxidase gegen Fibronektin
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3 Wochen nach intramuskuldrer im VA-Stahl-Implantation (Abbildung 29) war reichlich,
teils parallel, teils ungeordnetes Kollagen mit hohem Zellanteil in der Azan Féarbung (A)

bei geringer Fibronektinanfirbung durch Immunperoxidase (B) nachzuweisen. Das

ehemalige Implantatlager ist mit i gekennzeichnet.

Abbildung 29  Einheilkapsel (Pfeile) 3 Wochen nach intramuskuléarer VA-Stahl-
Implantation (Vergr. 1:50); i - ehemaliges Implantatlager;
A - Azan, B - Immunperoxidase gegen Fibronektin

6 Wochen nach intramuskuldrer VA-Stahl-Implantation (Abbildung 30) war viel dicht
gepacktes Kollagen mit einem erh6hten Aufkommen an Fibroblasten mittels Farbung nach
Azan (A) und eine deutliche Anfiarbung der Immunperoxidase gegen Fibronektin (B)

darzustellen. Das ehemalige Implantatlager ist mit i gekennzeichnet.

Abbildung 30  Einheilkapsel (Pfeile) 6 Wochen nach intramuskuléarer VA-Stahl-
Implantation (Vergr. 1:50); i - ehemaliges Implantatlager;
A - Azan, B - Immunperoxidase gegen Fibronektin
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3.4.2 Kapseldicke
3.4.2.1 Materialvergleich subkutan

Abbildung 31 bis 33 =zeigen die Dicke der periimplantiren Einheilkapseln im
Materialvergleich der Werkstoffe Titan vs. VA-Stahl bei subkutaner Implantation. Alle
subkutan eingebrachten Implantate wiesen fiir Kollagen Typ I, Typ III und Fibronektin
abnehmende Kapseldicken im Verlauf von 3 zu 6 Wochen Implantationsdauer auf. Im
Materialvergleich beider Werkstoffe waren die Einheilkapseln um subkutan eingebrachte
Titanimplantate bei Antikorperfarbung gegen Kollagen Typ I und Typ III iiber beide
Implantationszeitrdume diinner als die Einheilkapseln um VA-Stahl. Es ergab sich keine
Korrelationen zu den ermittelten Kapselqualitidten aus Kapitel 3.4.1. Die Absolutwerte der

Kapseldicken sind Tabelle 5 des Anhangs zu entnehmen.
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Abbildung 31  Kapseldicke (= Distanz) in um, im Materialvergleich nach subkutaner
Implantation, Kollagen Typ I (C1)
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Distanzen subcutan (Antikérper C3)
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Abbildung 32  Kapseldicke (= Distanz) in um, im Materialvergleich nach subkutaner
Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)

Distanzen subcutan (Antikérper Fibronektin)
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Abbildung 33  Kapseldicke (= Distanz) in um, im Materialvergleich nach subkutaner
Implantation, Fibronektin
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34.2.2 Materialvergleich intramuskuléar

Abbildung 34 bis 36 zeigen die Dicke der periimplantiren Einheilkapseln im
Materialvergleich der Werkstoffe Titan vs. VA-Stahl bei intramuskuldrer Implantation.
Alle intramuskulédr eingebrachten Implantate wiesen fiir Kollagen Typ I (C1), Kollagen
Typ III (C3) und Fibronektin abnehmende Kapseldicken im Verlauf von 3 zu 6 Wochen
Implantationsdauer vor. Im Materialvergleich beider Werkstoffe waren die Dicken der
Einheilkapseln unter Beriicksichtigung der Standardabweichung vergleichbar und dariiber
hinaus inkonstant. Lediglich bei Antikérperfarbung gegen Kollagen Typ III {iber 3 und 6
Wochen waren etwas diinnere Einheilkapseln um VA-Stahl auszumessen. Es ergab sich
keine Korrelation zu den ermittelten Kapselqualititen aus Kapitel 3.4.1. Die Absolutwerte

der Kapseldicken sind der Tabelle 5 des Anhangs zu entnehmen.
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Abbildung 34  Kapseldicke (= Distanz) in um, im Materialvergleich nach
intramuskuléarer Implantation, Kollagen Typ I (C1)
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Distanzen intramuskular (Antikorper C3)
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Abbildung 35  Kapseldicke (= Distanz) in um, im Materialvergleich nach
intramuskuléarer Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)

Distanzen intramuskular (Antikorper Fibronektin)
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Abbildung 36  Kapseldicke (= Distanz) in um, im Materialvergleich nach
intramuskuléarer Implantation, Fibronektin
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3.4.2.3 Materialvergleich intraossar

Abbildung 37 bis 39 zeigen im Materialvergleich Titan vs. VA-Stahl die Dicke der
Kallusformation um intraossér inserierte Implantate. Die Distanzmessungen intraossér
ergaben im Materialvergleich deutlich diinnere Kallusformationen fiir VA-Stahl in allen
Proteinfluoreszenzen. Im zeitlichen Verlauf von 3 zu 6 sowie 12 Wochen
Implantationsdauer kam es zu vernachldssigbaren Verbreiterungen sowie auch
Verschmélerungen der Kallusdicke. Die Absolutwerte der Kallusdicken sind Tabelle 5 des

Anhangs zu entnehmen.
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Abbildung 37  Kallusdicken (= Distanz) in um, im Materialvergleich nach intraossarer
Implantation, Kollagen Typ I (C1)
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Distanzen intraossar (Antikérper C3)

100 - ——Titan
- VVA-Stahl
e 90 -
= F
C
3 80 - ——
)
+ 70 -
G
® 60 — —= u
=
50 -
40
3 Wo. 6 Wo. 12 Wo.

Abbildung 38  Kallusdicken (= Distanz) in um, im Materialvergleich nach intraossarer
Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)

Distanzen intraossar (Antikorper Fibronektin)
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Abbildung 39  Kallusdicken (= Distanz) in um, im Materialvergleich nach intraossérer
Implantation, Fibronektin
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3.4.2.4 Lokalisationsvergleich fur Titan

Abbildung 40 bis 42 zeigen die Kapseldicke fiir Titan-Implantate im
Lokalisationsvergleich subkutan vs. intramuskuldr bei Proteindarstellung von
Kollagen Typ I (C1), Typ III (C3) und Fibronektin. In allen Proteindarstellungen heilten
intramuskuldr eingebrachte Titan-Implantate in diinneren Kapseln ein, als subkutan
eingebrachte Implantate. Uber beide Implantationszeitriume blieb dieses Verhiltnis
konstant. Es ergab sich keine Korrelation zu den ermittelten Kapselqualititen aus Kapitel

3.4.1. Die Absolutwerte der Kapseldicken sind der Tabelle 5 des Anhangs zu entnehmen.
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Abbildung 40  Kapseldicke (= Distanz) in um, im Lokalisationsvergleich nach Titan-
Implantation, Kollagen Typ I (C1)
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Distanzen Titan (Antikorper C3)
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Abbildung 41  Kapseldicke (= Distanz) in um, im Lokalisationsvergleich nach Titan-
Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)

Distanzen Titan (AntikOrper Fibronektin)
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Abbildung 42  Kapseldicke (= Distanz) in um, im Lokalisationsvergleich nach Titan-
Implantation, Fibronektin
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34.25 Lokalisationsvergleich fur VA-Stahl

Abbildung 43 bis 45 zeigen die Kapseldicke fiir VA-Stahl-Implantate im
Lokalisationsvergleich subkutan vs. intramuskulér bei Proteindarstellung von Kollagen
Typ I (C1), Typ III (C3) und Fibronektin. Alle intramuskulédr eingebrachten VA-Stahl-
Implantate ergaben diinnere periimplantére Einheilkapseln, als subkutan eingebrachte VA-
Stahl-Implantate. Dies konnte iiber beide Implantationsdauern beobachtet werden. Die
deutlichsten Unterschiede der Kapseldicken ergaben sich im Lokalisationsvergleich
subkutan vs. intramuskulér fiir VA-Stahl-Implantate bei Detektion von Kollagen Typ I
und Typ III. Es ergab sich keine Korrelation zu den ermittelten Kapselqualititen aus

Kapitel 3.4.1 Die Absolutwerte der Kapseldicken sind der Tabelle 5 des Anhangs zu

entnehmen.
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Abbildung 43  Kapseldicke (= Distanz) in um, im Lokalisationsvergleich nach VA-
Stahl-Implantation, Kollagen Typ I (C1)
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Distanzen VA-Stahl (Antikdrper C3)
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Abbildung 44  Kapseldicke (= Distanz) in um, im Lokalisationsvergleich nach VA-
Stahl-Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)

Distanzen VA-Stahl (Antikorper Fibronektin)
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Abbildung 45  Kapseldicke (= Distanz) in um, im Lokalisationsvergleich nach VA-
Stahl-Implantation, Fibronektin
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3.4.3 Fluoreszenzprofile der Matrixproteine
34.3.1 Materialvergleich subkutan

Abbildung 46 zeigt die Implantatkapsel (Pfeile) 3 Wochen nach subkutaner Titan-

Implantation mit ehemaligem Implantatlager (i) gegen alle drei Matrixproteine.

Fib¥onektin

Abbildung 46  Implantatkapsel (Pfeile) 3 Wochen nach subkutaner Titan-
Implantation (Vergr. ca. 1:50); i - ehemaliges Implantatlager;
C1 - Kollagen Typ I, C3 - Kollagen Typ 111, Fibronektin

Abbildung 47 bis 52 =zeigen im Materialvergleich Titan vs. VA-Stahl die
Fluoreszenzprofile der subkutanen, periimplantiren Einheilkapseln bei Farbung gegen
Kollagen Typ I (C1), Kollagen Typ III (C3) und Fibronektin. Als Vergleichskollektive
sind die subkutan scheinoperierten Préparate ohne Implantation und nicht operierten
Kontrollpraparate aufgefiihrt. Die Absolutwerte der subkutanen Fluoreszenzprofile sind
den Tabelle 6 bis Tabelle 11 des Anhangs zu entnehmen. In den implantatnahen
Kapselanteilen (0 -30 %) konnten trotz deutlicher Standardabweichungen fiir beide
Werkstoffe erhohte Fluoreszenz-Intensititen in allen Proteinfirbungen im 3- und 6-
Wochen-Intervall dargestellt werden. In den mittleren (30-70%) und den
implantatfernen Kapselabschnitten (70 - 100 %) zeigten beide Werkstoffe nur fiir
Kollagen Typ I (C1) in beiden Zeitintervallen hohere Fluoreszenzwerte als scheinoperierte
und nicht operierte subkutane Gewebe. Kollagen Typ III (C3) und Fibronektin zeigten hier

keine deutlichen Fluoreszenzunterschiede zu den Vergleichskollektiven.
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Abbildung 47  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
3 Wochen nach subkutaner Implantation, Kollagen Typ I (C1)
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Abbildung 48  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
6 Wochen nach subkutaner Implantation, Kollagen Typ I (C1)
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Abbildung 49  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
3 Wochen nach subkutaner Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)
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Abbildung 50  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
6 Wochen nach subkutaner Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)
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Intensitaten (subcutan, Antikdrper Fibronektin, 3Wo.)
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Abbildung 51  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
3 Wochen nach subkutaner Implantation, Fibronektin
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Abbildung 52  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
6 Wochen nach subkutaner Implantation, Fibronektin
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3.4.3.2 Materialvergleich intramuskuléar

Abbildung 53 zeigt die Implantatkapsel (Pfeile) 3 Wochen nach intramuskuldrer Titan-

Implantation mit ehemaligem Implantatlager (i) gegen alle drei Matrixproteine.

Fibronektin

Abbildung 53  Implantatkapsel (Pfeile) 6 Wochen nach intramuskularer VA-Stahl-
Implantation, (Vergr. ca. 1:50), i - ehemaliges Implantatlager;
C1 - Kollagen Typ I, C3 - Kollagen Typ 111, Fibronektin

Abbildung 54 bis 59 zeigen im Materialvergleich Titan vs. VA-Stahl die
Fluoreszenzprofile der periimplantiren intramuskuldren Einheilkapseln bei Farbung gegen
Kollagen Typ I (C1), Typ III (C3) und Fibronektin. Als Vergleichskollektive sind die
subkutan scheinoperierten Préparate ohne Implantation und nicht operierten
Kontrollpraparate aufgefiihrt. Die Absolutwerte der intramuskuldren Fluoreszenzprofile
sind den Tabelle 12 bis Tabelle 17 des Anhangs zu entnehmen. In den implantatnahen
Kapselanteilen (0 - 30 %) konnten trotz deutlicher Standardabweichungen fiir beide
Werkstoffe erhohte Fluoreszenz-Intensititen in allen Proteinfirbungen im 3- und 6-
Wochen-Intervall dargestellt werden. In den mittleren Kapselabschnitten (30 - 70 %)
konnten reproduzierbare Fluoreszenzverstirkungen nur bei Detektion von Kollagen Typ |
(C1) nach 3 Wochen und Kollagen Typ III (C3) nach 3 und 6 Wochen gesehen werden. In
den implantatfernen Kapselabschnitten (70 - 100 %) ergab Kollagen Typ III (C3) stérkere

Fluoreszenzdifferenzen zu den Vergleichskollektive.
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Abbildung 54  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
3 Wochen nach intramuskuléarer Implantation, Kollagen Typ I (C1)
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Abbildung 55  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
6 Wochen nach intramuskuléarer Implantation, Kollagen Typ I (C1)
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Abbildung 56  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
3 Wochen nach intramuskuléarer Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)
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Abbildung 57  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,

6 Wochen nach intramuskuléarer Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)
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Abbildung 58  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
3 Wochen nach intramuskulérer Implantation, Fibronektin
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Abbildung 59  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
6 Wochen nach intramuskularer Implantation, Fibronektin
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3.4.3.3 Materialvergleich intraossar

Insgesamt zeigte der intraossire Materialvergleich implantatnahe (0-30 %) und
implantatferne (70 - 100 %) Fluoreszenzmaxima fiir alle hier dargestellten Matrixproteine,
die mit zunehmender Implantationsdauer abfallen. Reproduzierbare materialspezifische
Unterschiede ergaben sich nicht. Abbildung 60 zeigt exemplarisch die Messungen in

farbigen Balken mittels Konfokaler Laserscanning Mikroskopie.

Fibronektin

|

200 pm

Abbildung 60  Kallusformation, 6 Wochen nach intraossarer Implantation VA-Stahl-
Implantat, Fibronektin, (100-fache Vergroéfierung)

Abbildung 61 bis 69 zeigen im Materialvergleich Titan vs. VA-Stahl die
Fluoreszenzprofile der periimplantdren intraossdren Kallusformationen bei Farbung gegen
Kollagen Typ I (C1), Typ III (C3) und Fibronektin. Als Vergleichskollektive sind die
subkutan scheinoperierten Préparate ohne Implantation wund nicht operierten

Kontrollpriparate aufgefiihrt. Die Absolutwerte der subkutanen Fluoreszenzprofile sind
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den Tabelle 18 bis Tabelle 26 des Anhangs zu entnehmen. In implantatnahen
Kallusanteilen (0 - 30 %) ergaben beide Werkstoffe erhdhte Fluoreszenz-Intensitéten aller
Matrixproteine im 3- und 6-Wochen-Intervall gegeniiber den Vergleichskollektiven. Nach
12 Wochen kam es bis auf Kollagen Typ I (C1) in allen Proteindarstellungen zu einem
nahezu vollstindigen Angleichen der Fluoreszenzintensititen. In den mittleren
Kallusabschnitten (30 - 70 %) konnten reproduzierbare Fluoreszenzunterschiede bei
Detektion von Kollagen Typ I (Cl) in allen Zeitintervallen gesehen werden. Die
Fluoreszenzwerte fiir Kollagen Typ III (C3) und Fibronektin lagen hier {iber den gesamten
Implantationszeitraum héher und nahezu auf dem Niveau der periimplantiren Werte. In
den implantatfernen Kallusabschnitten (70 - 100 %) ergaben alle Matrixproteine nach 3
und 6 Wochen deutliche Fluoreszenzerhohungen jedoch nur gegeniiber den
scheinoperierten Préparaten. Im Zeitverlauf zu 12 Wochen Implantationsdauer kam es mit
Ausnahme von Kollagen Typ I (Cl) zu einem nahezu vollstindigen Angleichen der
Fluoreszenzwerte gegeniiber den intraossdr scheinoperierten und nicht operierten

Kontrollpraparaten.
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Abbildung 61  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
3 Wochen nach intraossarer Implantation, Kollagen Typ | (C1)
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Abbildung 62  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
6 Wochen nach intraossarer Implantation, Kollagen Typ I (C1)
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Abbildung 63  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
12 Wochen nach intraossarer Implantation, Kollagen Typ I (C1)

77



78 Ergebnisse

Intensitaten (intraossar, Antikérper C3, 3 Wo.)

N

Q

o
|

-@- Titan

-~ VA-Stahl
O~ Schein-OP (kein Implantat)
©- Kontrollen (keine OP)

=

(o))

o
|

=

N

o
|

S

mean + SD (grey scale)
[0}
o
|

O
0 %%%()8@ \O \ O\ \O OO%OO

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100

%
Intervall auf der Distanzskala

Abbildung 64  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
3 Wochen nach intraossarer Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)
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Abbildung 65  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
6 Wochen nach intraossarer Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)
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Abbildung 66  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
12 Wochen nach intraossarer Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)
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Abbildung 67  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
3 Wochen nach intraossarer Implantation, Fibronektin
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Abbildung 68  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
6 Wochen nach intraossarer Implantation, Fibronektin
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Abbildung 69  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256), im Materialvergleich,
12 Wochen nach intraossarer Implantation, Fibronektin
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3434 Lokalisationsvergleich Titan
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Abbildung 70 Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256) im Lokalisationsvergleich,
3 Wochen nach Titan-Implantation, Kollagen Typ | (C1)
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Abbildung 71 Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256) im Lokalisationsvergleich,
6 Wochen nach Titan-Implantation, Kollagen Typ I (C1)
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Abbildung 70 bis 75 zeigen im Lokalisationsvergleich subkutan vs. intramuskuldr die
Fluoreszenzprofile der periimplantdren Einheilkapseln um Titan-Implantate bei Farbung

gegen Kollagen Typ I (C1), Typ III (C3) und Fibronektin.
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Abbildung 72 Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256) im Lokalisationsvergleich,
3 Wochen nach Titan-Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)
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Abbildung 73 Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256) im Lokalisationsvergleich,
6 Wochen nach Titan-Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)
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Es sind keine Vergleichsgraphen aufgefiihrt. Die Absolutwerte der subkutanen und
intramuskuldren Fluoreszenzprofile sind Tabelle 6 bis 17 des Anhangs zu entnehmen.

Unter Beriicksichtigung der teilweise deutlichen Standardabweichungen zeigte keine

Proteindetektion Unterschiede der Fluoreszenzprofile im Lokalisationsvergleich

intramuskuldr vs. subkutan fiir Titan-Implantate.
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Abbildung 74 Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256) im Lokalisationsvergleich,
3 Wochen nach Titan-Implantation, Fibronektin
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Abbildung 75  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256) im Lokalisationsvergleich,
6 Wochen nach Titan-Implantation, Fibronektin

83



84

Ergebnisse
3.4.3.5 Lokalisationsvergleich VA-Stahl
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Abbildung 76 ~ Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256) im Lokalisationsvergleich,
3 Wochen nach VA-Stahl-Implantation, Kollagen Typ | (C1)
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Abbildung 77  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256) im Lokalisationsvergleich,
6 Wochen nach VA-Stahl-Implantation, Kollagen Typ I (C1)
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Abbildung 76 bis 81 zeigen im Lokalisationsvergleich subkutan vs. intramuskuldr die
Fluoreszenzprofile der periimplantdren Einheilkapseln um VA-Stahl-Implantate bei
Farbung gegen Kollagen Typ I (Cl), Typ III (C3) und Fibronektin. Es sind keine
Vergleichsgraphen aufgefiihrt.
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Abbildung 78  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256) im Lokalisationsvergleich,
3 Wochen nach VA-Stahl-Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)
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Abbildung 79  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256) im Lokalisationsvergleich,
6 Wochen nach VA-Stahl-Implantation, Kollagen Typ 111 (C3)
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Die Absolutwerte der subkutanen und intramuskuldren Fluoreszenzprofile sind Tabelle 6
bis 17 des Anhangs zu entnehmen. Unter Berlicksichtigung der teils sehr deutlichen
Standardabweichungen zeigte keine Proteindetektion Unterschiede der Fluoreszenzprofile

im Lokalisationsvergleich intramuskuldr gegeniiber subkutan fiir VA-Stahl-Implantate.
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Abbildung 80  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256) im Lokalisationsvergleich,
3 Wochen nach VA-Stahl-Implantation, Fibronektin

Intensitaten (6 Wo., Antikor per Fibronektin)

[EEN

N

o
|

-@-i.m. VA-Stahl

I
o
|

- s.c. VA-Stahl

mean + SD (grey scale)
[}
o

O I I I I I

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% /0% 80% 90% 100
%

I I I I I
Intervall auf der Distanzskala

Abbildung 81  Fluoreszenzprofil als Grauwert (0-256) im Lokalisationsvergleich,
6 Wochen nach VA-Stahl-Implantation, Fibronektin
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4 Diskussion

Das Einbringen eines Biomaterials in menschliches Gewebe 16st eine komplexe Folge
verschiedenster Reaktionsprozesse aus, die in ihrer Gesamtheit als Fremdkorperreaktion
und Sonderform der Wundheilung bezeichnet wird (ADAMS 1976, COHEN 1959,
KASEMO und LAUSMAA 1986, WILLIAMS 1981). Diese Reaktionsabldufe werden
durch die Figenschaften des Biomaterials selbst und die operative Traumatisierung ebenso
beeinflusst (WILLIAMS 1981, HENCH 1991, THOMSEN et al. 1986) wie durch
funktionelle Belastung im Empfangerareal (BRUNSKI 1988) und mikrobiologische
Faktoren. Die Beurteilung der Eigenschaften des Biomaterials umfasst dessen chemische
Zusammensetzung und physikalische Eigenschaften sowie mechanische und
elektrochemische Oberflacheneigenschaften (THULL 2005). Die Summe all dieser
Faktoren definiert die Gewebevertraglichkeit und Biokompatibiltdt des Biomaterials

(KASEMO und LAUSMAA 1986).

Die Reaktionsprozesse nach Insertion eines Biomaterials vollziehen sich auf zelluldrer und
molekularer Ebene in dem als Interface bezeichneten Kontaktraum von
Biomaterialoberfliche und umgebendem Gewebe (IVARSSON und LUNDSTROM 1986,
KASEMO und LAUSMAA 1986, SPENCER und TEXTOR 1989, THULL 1994). Es gibt
in der Literatur keinen abschlieBenden Konsens {iiber definierte Begrenzungen des
Interface, sodass unter diesem Oberbegriff unterschiedliche Dimensionsrdume im
Ubergang von Implantat und Empfingergewebe zusammengefasst werden. Die eigentliche
Bedeutung des Wortes Interface als Kontaktfliche beriicksichtigend, wurden in der hier
vorgestellten Studie die Bezeichnung der Einheilkapsel nach Implantation in
Weichgewebe und die Bezeichnung der Kallusformation nach Implantation in Knochen

vergleichend eingesetzt.

Die Abfolge der Reaktionsprozesse nach Implantation beginnt mit der Adsorption von
Wasser, Ionen, niedermolekularen organischen Teilchen, Lipiden, Proteinen,
Glykoproteinen und Glykosaminoglykanen (BREEMHAAR et al. 1984, HORBETT und
SCHWAY 1988, KASEMO und LAUSMAA 1991). Die Adsorption dieser

Biomolekiile wird, unter Verwendung von Kalzium-Ionen, {iber anionische Bereiche
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ermdglicht (ELLINGSEN 1991). Die sodann adsorbierte Schicht enthilt adhdsive Proteine
und Proteoglykane der EZM, wie beispielsweise Fibronektin und ermoglicht neben
Adhésion, Attachment und Verankerung die Ausbreitung, und Migration von Zellen, die
ihrerseits in die nachfolgenden Reaktionsprozesse eingreifen. Diese Prozesse werden von
der Interaktion des Fibronektins auf der Zelloberfliche mit dem Aktin des Cytoskeletts
gesteuert (BAGAMBISA et al. 1994). Die Anbindungsstrukturen zur Fibronektinbindung
auf der Zelloberflache werden der Gruppe der Integrine zugeordnet. Auf Fibroblasten sind
alpha-V und beta-I Integrine zur Anbindung an Fibronektin beschrieben (GAILIT und
CLARK 1996). Osteoblasten konnen hingegen je nach Exposition und Kontakt-Protein
ebenfalls Oberflachen-Integrine modulieren, so auch fiir Fibronektin als beta-I Integrin
(SCHNEIDER und BURRIDGE 1994). GRONOWICZ und McCARTHY (1996)
postulierten, dass Integrine als Oberflichenstrukturelemente dariiber hinaus in der Lage zu

sein scheinen, direkt Bindungen mit metallischen Implantaten einzugehen.

Die Aufgaben der EZM in Physiologie und Pathologie des menschlichen Gewebes werden
dank aktueller Forschungsergebnisse zunehmend erklérbar. Wesentlichen Anteil an den
Aufgaben der EZM nehmen, neben den interstrukturellen Proteoglykanen und
Glykoproteinen, die strukturellen Anteile der Matrix, allen voran das Kollagen. Bei der
Fremdkorperreaktion sowie der Wundheilung kommt Kollagen Typ I und Kollagen Typ
III eine besondere Bedeutung zu (LINSENMAYER 1991). Sowohl in Hart- als auch
Weichgewebe sind charakteristische Verteilungsmuster beider Kollagen Typen bei
Fremdkorperreaktion und Wundheilung beschrieben. Kollagen Typ III wird als Indikator
eines aktiven Reaktionsniveaus gesehen, wie es beispielsweise zu Beginn der
Wundheilung und Fremdkorperreaktion zu finden ist. Bei langerfristigem Auftreten von
Kollagen Typ III im Einheilgewebe um Biomaterialien wird eine chronische Reizantwort
postuliert. Kollagen Typ I hingegen wird als Strukturkollagen in zahlreichen
physiologischen Gewebeformationen gefunden.
Der léngerfristige Nachweis wird hierbei als Indikator einer reizfreien Einheilung des

Biomaterials gesehen (v. RECUM et al. 1993).
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Ziel der vorliegenden Studie

Ziel der vorliegenden Studie war es, Unterschiede im Einheilverhalten der Werkstoffe
Titan und VA-Stahl nach unterschiedlichen Einheilungszeitrdumen histologisch zu
untersuchen und darzustellen. Hierzu wurden die drei Implantationslokalisationen
subkutan, intramuskuldr und intraossédr gewahlt und die GroBen der Einheilkapseln, sowie
die Verteilungsmuster der Matrixproteine Kollagen Typ I (C1) und Typ III (C3) sowie

Fibronektin darin ausgewertet.

Implantate und deren Werkstoffe

Die zur Untersuchung verwendeten Implantatwerkstoffe Titan und VA-Stahl wurden
aufgrund ihrer unterschiedlichen physikalischen und elektrochemischen Eigenschaften
ausgewdhlt. Wahrend VA-Stahl, bei Implantation in den lebenden Organismus eine
leitende Oxidschicht ausbildet, bildet Titan im Gegensatz dazu eine halbleitende
Oxidschicht aus, die einen Ionen- und Elektronentransfer nur eingeschriankt ermdoglicht.
Die Oxidschicht, wie sie auf Titanoberflichen zu finden ist, verhindert einen
Elektronentransfer zwischen Metall und Gewebe, womit den Proteinen die Adhésion an
die Oberfliche in ihrer urspriinglichen Konformation erleichtert wird. Die leitende
Stahloberfliche, die den Elektronentransfer zuldsst, ruft im Gegensatz dazu vermehrt
Anpassungsvorginge der Proteine hervor. Hohe Feldstirken k&nnen somit auch
Konformationséinderungen der Proteine hervorrufen (THULL 1982). Unter der
Voraussetzung, dass Konformationsdnderungen der adsorbierten Proteine eine stirkere
Fremdkorperreaktion auslosen, ist zu erkldren, dass Titandioxid die biokompatiblere

Gewebeantwort hervorruft (THULL 1982).

Die Oberflichenbeschaffenheit der Implantate ist von sehr groBer Bedeutung fiir die
Einheilreaktion im Gewebe (LINDER und LUNDSKOG 1975). Die Auswirkungen der
Oberflachenmikrostruktur werden in der Literatur kontrovers diskutiert. Makrophagen
spielen eine entscheidende Rolle bei der Fremdkorperreaktion und der allgemeinen
Wundheilung. Werden Implantatkorper mit rauher Oberfliche inseriert, finden sich
Makrophagen mit Riesenzellen iiber mehrere Monate im angrenzenden Gewebe mit einer

erhohten Wahrscheinlichkeit einer chronisch granulomatdosen Reaktion. Glatte, weich
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konturierte Oberflichen erzielen bessere Gewebereaktionen (SALTHOUSE 1984).
COCHRAN (1999) stellte in seiner Literaturrecherche dem entgegen fest, dass rauhe
Implantatoberflaichen hohere Erfolgsraten aufwiesen als glatte Implantatoberflichen, auller
im Falle des Einzelzahnersatzes, bei dem die Erfolgsquoten vergleichbar hoch waren.
NOTH et al. (1999) untersuchten in vitro Osteoblastenkulturen auf unterschiedlich
praparierten Oberflaichen an Titanimplantaten. Sie stellten fest, dass eine VergroBerung
der Oberfldche durch Anrauhen in der Anfangsphase die Zellproliferation etwas verzogert,

dann aber verldngert. Dieses Ergebnis bestétigte ihre Favorisierung von Implantaten mit

rauher Oberfliche bei Knochenkontakt (NOTH et al. 1999).

CHEHROUDI et al. (1997) wiesen einen Zusammenhang zwischen der GroBe der
oberflachlichen Vertiefungen und der Knochenbildung und Mineralisation auf. Je groBer
die Vertiefungen in der Oberflichenbeschichtung desto weniger Knochenformationen
wurden gefunden. BAGAMBISA et al. (1994) konnten auf rauhen Oberflichen weniger
Fibronektin nachweisen. VON RECUM et al. (1993) nahmen an, dass das Vorhandensein
von Kollagen Typ I in der Kapsel um Titan von den chemischen oder elektrochemischen
Eigenschaften der Oberflache abhdngt, nicht jedoch von der Oberflachenrauhigkeit. Der
Energiestatus und die Art der Reinigung und Sterilisation der Oberfliche nehmen bei
threm ersten Kontakt mit dem Lagergewebe auf die Heilung und Zellproliferation des
angrenzenden Gewebes Einfluss. Ein hoher Energiestatus des Implantatmaterials und eine
entsprechend gereinigte Oberfliche korrelieren mit einer verbesserten Zelladhdsion und
Implantatstabilitit (DOUNDOULAKIS 1987). WENNERBERG et al. (1991) hingegen
stellten in ihrer Untersuchung fest, dass eine erhdhte Oberfldchenladung nicht unbedingt
die Adhésion bestimmter Zellen oder Gewebe steigert und auch nicht den Zusammenhalt
des Knochen-Implantat-Interface verbessert. Andere Autoren wiederum belegen, dass
sowohl positiv, wie auch negativ geladene Oberflichen die Knochenbildung nicht storen.
Die Charakterisierung der physikalischen Oberflicheneigenschaften und der
Oberflichengeometrie in den oben aufgefiihrten Studien sind jedoch sehr unterschiedlich.
Diese inhomogenen Oberflaichenparameter schrinken die Wertigkeit vergleichender
Aussagen zu Literaturangaben auch bei identischem Werkstoff durchaus ein (SHANNON
1995).
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In der vorliegenden Studie wurden zur Herstellung einer einheitlichen Mikrostruktur alle
Implantatoberflichen innerhalb einer Werkstoffgruppe durch entsprechende Atzrezepturen
vorbehandelt.  Werkstoffspezifisch ~ konnten  hierdurch ~ durchaus  homogene
Oberflachenmikrostrukturen geschaffen werden. Aufgrund der unterschiedlichen
Materialeigenschaften und Atzrezepturen ergaben sich im
rasterelektronenmikroskopischen Vergleich von Titan und VA-Stahl darstellbare

Unterschiede.

Histologie und mikroskopische Techniken

Die Quantifizierung der Proteinadsorption und -desorption an Oberflichen erfolgt fiir
gewohnlich iiber eine Markierung der Proteine mit Radioisotopen. Der Nachteil dieser
Methode neben den sehr hohen Kosten fiir die technische Ausriistung ist, dass nur
ausgewdhlte Proteine mit geeigneten Radioisotopen fiir Markierung und Gammadetektion
auswertbar sind. Eine weitere Moglichkeit zur Proteinquantifikation bietet das ELISA-
Verfahren (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay). MERRITT et al. (1988) stellten
mittels ELISA-Verfahren fest, dass auf Titanoberflichen mehr Proteine adsorbiert werden
als auf rostfreiem Stahl. Zur semiquantitativen Proteindarstellung eignen sich die
Rasterelektronenmikroskopie (SEM) und die Konfokale Laserscanning Mikroskopie
(CLSM). Mal3geblichen Anteil an der Entwicklung der CLSM nahmen OLDENBOURG
et al. 1993. Sie wurde auch zur Erarbeitung der unterschiedlichsten molekularbiologisch-
implantologischen Fragestellungen erfolgreich herangezogen (BERNACCA et al. 1994,
BIRCH et al. 1997, SHAH et al. 1999, CAMPAGNOLA und LOEW 2003, BASCHONG
2004, JONES et al. 2005, SCHUPBACH et al. 2005 und WOLFRAM et al. 2005).

In der vorliegenden Studie wurde zur Untersuchung der Priparate die CLSM gewihlt, um
neben der genauen Ausmessung der Einheilkapseln und Kallusformationen das
Verteilungsmuster der Matrixproteine Kollagen Typ I (C1) Kollagen Typ III (C3) und
Fibronektin semiquantitativ zu evaluieren. Die Auswertung der untersuchten Prédparate
erfolgte nach Implantatexplantation an Cryoschnitten. Wenngleich die Explantation unter
kleinstmoglicher Traumatisierung durchgefiihrt wurde, kann eine wenn auch nur minimale

Verinderung des Interface und der umgebenden Gewebeanteile abschlieend nicht
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ausgeschlossen werden. An vielen Prdparaten konnten aufgeworfene und inhomogene
Kapsel- und Kallusformationen gesehen werden. Dies erschwerte die Auswahl der
auswertbaren Priparate, da hierbei besonders darauf geachtet wurde, nur homogen
angeschnittene und somit gut auswertbare Cryoschnitte zu beriicksichtigen. Dennoch sind
die hier gewonnenen Ergebnisse und Schlussfolgerungen vorbehaltlich nicht zu

beeinflussender methodisch bedingter Artefakte durch die Implantatexplantation zu sehen.

Die homogene Anfirbung dickerer Gewebeblocke nach Methacrylateinbettung ist nach
aktuellen Verfahrensanweisungen noch nicht moglich. Hinzu kommt, dass die
immunhistochemische Auswertung an Methacrylatpridparaten nach wie vor kontrovers
diskutiert wird (BERGER-GORBET et al. 1996, ROSENGREN et al.1994). Aus eigenen
Erfahrungen treten bei der Methacrylatpolymerisation Temperaturen iiber 50°C auf, die
eine Denaturierung der antigenen Strukturen nach sich ziehen kann. RAMSHAW und
Parums (1994) postulierten trotz guter immunhistochemischer Darstellung bei guter
Antikorper-Penetration, dass quantitative Auswertungen duflerst delikat und fraglich zu
diskutieren sind. Des Weiteren ist zu beriicksichtigen, dass die quantitative Mikroskopie
auf Basis von Immunfluoreszenzfarbungen nach wie vor noch nicht standardisiert ist. Dies
ist darin begriindet, dass zur Vermeidung von Séttigungseffekten fiir jeden einzelnen
Antikorper und das verwendete Fluoreszenzagens individuelle Verdiinnungsstufen
ermittelt und inkubiert werden. Die zu ermittelnden Verdiinnungsstufen kénnen je nach
Charge trotz identischer Herstellungsverfahren bei ein und demselben Hersteller variieren.
Ein quantitativer Vergleich verschiedener Antigene ist demzufolge aufgrund der
Heterogenitét der unterschiedlichen Antikorper nicht in absoluten Zahlen durchzufiihren.
In Anbetracht der kleinen Gruppengréfen, mit n < 4, der hier dargebotenen Studie und der
zuvor beschriebenen Einschrinkungen zur quantitativen Auswertung wurde auf eine

Berechnung von Korrelationen und Signifikanzniveau verzichtet.

Tierexperimentelle Untersuchung

Das Versuchsprotokoll der hier durchgefiihrten Untersuchung entspricht den Richtlinien
tierexperimenteller Versuchsanordnungen. Die jeweils beschriebenen
Operationsmethoden wurden mit dem Ziel der minimalen Traumatisierung ausgewéhlt.

Die regelméBigen, postoperativen Gewichtskontrollen der Versuchstiere ergaben keinen
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Hinweis auf Komplikationen oder pathologische Operationsfolgen. Im Vergleich der
Implantationslokalisationen konnten nur die Versuchstiere nach intraossidrer Implantation
und Scheinoperation gleichermaflen zur unoperierten Kontrollgruppe wieder aufschlie3en.
Dies erkldrt sich jedoch durch den doppelt ldngeren Beobachtungszeitraum der
intraossdren Gruppe von 12 Wochen gegentiiber
6 Wochen der subkutanen und intramuskuldren Gruppe. Es kann davon ausgegangen
werden, dass die subkutan und intraossdr operierten Tiere bei ldngerer Beobachtung
gleichermaflen mit den unoperierten Kontrolltieren wieder aufgeschlossen hitten. Der
Vergleich aller Versuchstiere nach Implantation zur entsprechenden Scheinoperation
ergab keine Unterschiede, sodass eine negative Einflussnahme durch das Implantat

ausgeschlossen werden kann.

Die Rontgenkontrollen post mortem zeigten eine Implantatmigration nach intramuskuldrer
Implantation, ohne dass dieses Tier Infektionsprobleme oder Gewichtsverlust aufwies.
SHANNON et al. (1997) fanden in ihrer Vergleichsstudie ebenfalls eine

Implantatmigration, hier jedoch nach subkutaner Implantation.

Kapselqualitat und zellulare Gewebereaktion

Die zelluldre und kollagene Kapselqualitit der Einheilkapseln nach Implantatinsertion in
Weichgewebe wurde histologisch mittels Immunperoxidase- und konventioneller
Mehrfachfarbungen (HE, v. Giesson und Azan) beurteilt.

Nach subkutaner Titan-Implantation zeigten sich vermehrt locker angeordnete, teils
parallel orientierte Kollagenfasern mit erhdhtem Zellaufkommen an Fibroblasten und
Makrophagen. Diese lockere Kapselqualitidt konnte {liber beide Implantationszeitrdume
von 3 und 6 Wochen gleichermallen gesehen werden. Nach subkutaner Implantation der
VA-Stahl-Implantate konnten ebenfalls vermehrt locker und teils parallel orientierte
Kollagenfasern mit erhohtem Zellautkommen an Fibroblasten und Makrophagen
beobachtet werden. Nach 6 Wochen jedoch wiesen die Einheilkapseln vermehrt parallel
orientierte teils dicht gepackte Kollagenfasern mit abnehmender zelluldrer Begleitreaktion

auf.
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Im Materialvergleich unterschied sich dieser Entwicklungsverlauf der zunehmend
orientierten Einheilkapsel nach subkutaner VA-Stahl-Implantation grundsitzlich vom

Einheilungsverlauf nach subkutaner Titan-Implantation.

Nach intramuskuldrer Titan-Implantation zeigten sich vorwiegend parallel angeordnete,
teils dicht gepackte Kollagenfasern mit méaBig erhohtem Zellaufkommen an Fibroblasten
und Makrophagen. Im Verlauf von 3 zu 6 Wochen nahm der Anteil dicht gepackter
Kollagenfasern mit minimalem Zellaufkommen deutlich zu. Nach intramuskuldrer
Implantation der VA-Stahl-Implantate war 3 Wochen nach Implantation reichlich
paralleles teils ungeordnetes Kollagen mit meist erhohtem Zellautkommen zu
beobachteten. Im Verlauf von 3 zu 6 Wochen nahm auch bei VA-Stahl der Anteil dicht

gepackter Kollagenfasern bei riickldufigem Zellaufkommen zu.

Im Vergleich der beiden Werkstoffe konnte bei zunéchst orientierterer Kapselstruktur um
Titan eine vergleichbare Entwicklung nach 6 Wochen gesehen werden. Auf zelluldrer
Ebene konnten weder nach subkutaner noch nach intramuskuldrer Implantation oder im
Materialvergleich reproduzierbare und ausgeprigte Unterschiede festgestellt werden. Dies
erstaunt umso mehr, da unter der fortwdhrenden funktionellen Beanspruchung der
intramuskuldren Implantate im Bereich der Bauchmuskulatur gegeniiber der statischeren
Platzierung im subkutanen Riickenfett eine erhohte Zell- und Matrixreaktion zu erwarten
war.

SHANNON (1995) fand in ihrer Vergleichsuntersuchung nach subkutaner Implantation
der identischen Implantate fiir beide Werkstoffe eine moderate zellulire Begleitreaktion
mit ausgeglichenem Verhéltnis von Fibroblasten und Makrophagen. Sie konnte auf
zelluldrer Ebene ebenfalls keine reproduzierbaren Unterschiede im Materialvergleich
beider Werkstoffe darstellen. Vorausgegangene Studien (UNGERSBOCK et al. 1994)
hingegen fanden eine stirkere Entziindungsreaktion mit vermehrt dicht gepackten
Makrophagen um VA-Stahl im Vergleich zu Titan. Einen mdglichen Erkldrungsansatz
sechen SHANNON et al. (1997) in der hoheren Oberflichenrauhigkeit der von
UNGERSBROCK und PERREN (1994) verwendeten Implantate. Aufgrund der nicht

einheitlichen Auswertungsmethodik der getrennten zelluliren Auszdhlung von
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Fibroblasten und Makrophagen ist ein Vergleich der verschiedenen Untersuchungen

jedoch nur eingeschrinkt moglich.

Fibronektin konnte im implantatnahen Interface um subkutan inserierte Titan-Implantate
nach 3 und 6 Wochen wesentlich deutlicher angefiarbt werden als um VA-Stahl. Nach
intramuskuldrer Implantation zeigten sich im Materialvergleich reproduzierbar geringere
Unterschiede als subkutan. In den implantatnahen Kapselanteilen um die intramuskulér
eingebrachten Titan-Implantate konnte ein deutlich erhohtes Fibronektinautkommen
dargestellt werden. Im Lokalisationsvergleich um VA-Stahl-Implantate ergab sich
intramuskuldr ein eindeutig erh6htes Aufkommen an Fibronektin und hier besonders im

Intervall von 6 Wochen vergleichbar zu Titan.

Diese Beobachtungen konnten darauf hinweisen, dass das periimplantére Einheilgewebe
in Unterhautfettgewebe und Muskulatur eine bessere Adhdsion zu Titan mit Hilfe des
Adhésionsproteins Fibronektin eingehen kann. Des Weiteren konnte das erhdhte
Aufkommen von Fibronektin im intramuskuldren Einheilgewebe um VA-Stahl auf die
zuvor schon erwihnte erhdhte Stoffwechselaktivitit und funktionelle Belastung im
Muskelgewebe zuriickgefithrt werden. ROSENGREN et al. (1994) inserierten
Titanimplantate in die Bauchmuskulatur von Ratten und lokalisierten nach einer Woche
die Proteine im Interface um die Implantate mittels immunhistochemischem Nachweis.
Sie fanden heraus, dass Fibronektin meist zusammen mit Fibrinogen im implantatnahen
Interface als eine Art Netzwerk vorhanden war, nicht aber an der Implantatoberflache
adsorbierte. = Diese  implantatnahe = Fibronektinanreicherung  konnte  mittels
Immunperoxidase an den hier untersuchten Praparaten ebenfalls dargestellt werden. Die
Auswertung mittels CLSM konnte diese Befunde im Lokalisationsvergleich bestétigen,
zeigte im Materialvergleich jedoch keine reproduzierbaren Unterschiede von Titan und

VA-Stahl.

Kapseldicke

Die Dicke der Einheilkapseln um Implantate wird als Indikator der Biokompatibilitit des
Implantatwerkstoffes gewertet, wobei eine diinnere Einheilkapsel mit einer hdheren

Biokompeatibilitit verbunden wird (MCGEACHIE 1992).
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Alle subkutan eingebrachten Implantate wiesen fiir Kollagen Typ I, Typ III und
Fibronektin abnehmende Kapseldicken im Verlauf von 3 zu 6 Wochen Implantationsdauer
auf. Im Materialvergleich beider Werkstoffe waren die Einheilkapseln um subkutan
eingebrachte Titanimplantate bei Antikorperfirbung gegen Kollagen Typ I und Typ III
iiber beide Implantationszeitrdume diinner als die Einheilkapseln um VA-Stahl. Die
Immunperoxidase-Anfarbung von Fibronektin bestitigte dies jedoch nur im Intervall nach
6 Wochen. Dies konnte als Folge des geringeren Fibronektinaufkommens um subkutan
eingebrachte VA-Stahl-Implantate interpretiert werden. Es ergab sich keine Korrelation zu

den ermittelten Kapselqualitéten.

Alle intramuskuldr eingebrachten Implantate wiesen fiir Kollagen Typ I (Cl1), Kollagen
Typ III (C3) und Fibronektin abnehmende Kapseldicken im Verlauf von 3 zu 6 Wochen
Implantationsdauer vor. Im Materialvergleich beider Werkstoffe waren die Dicken der
Einheilkapseln unter Beriicksichtigung der Standardabweichung vergleichbar und dariiber
hinaus inkonstant. Lediglich bei Antikorperfarbung gegen Kollagen Typ III {iber 3 und 6
Wochen waren etwas diinnere Einheilkapseln um VA-Stahl auszumessen. Es ergab sich

keine Korrelation zu den ermittelten Kapselqualitéten.

Im Lokalisationsvergleich heilten intramuskuldr eingebrachte Titan-Implantate in
diinneren Kapseln ein, als subkutan eingebrachte Implantate. Uber beide
Implantationszeitriume blieb dieses Verhiltnis, vorbehaltlich der ermittelten
Standardabweichung, konstant. Alle intramuskuldr eingebrachten VA-Stahl-Implantate
ergaben ebenfalls diinnere periimplantére Einheilkapseln, als subkutan eingebrachte VA-
Stahl-Implantate. Dies konnte iiber beide Implantationszeitrdume beobachtet werden. Die
deutlichsten Unterschiede der Kapseldicken ergaben sich im Lokalisationsvergleich
subkutan vs. intramuskuldr fiir VA-Stahl-Implantate bei Detektion von Kollagen Typ I
(Cl) und Kollagen Typ III (C3). Fiir Fibronektin fiel der Unterschied im
Lokalisationsvergleich wesentlich geringer aus, welches auf die subkutan geringere

Fibronektindichte zuriickgefiihrt werden konnte.
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Der Vergleich mit Angaben der Literatur zeigt, dass die Kapseldicken der hier
untersuchten Priparate subkutan und intramuskuldr deutlich gréer waren. JOHANSSON
et al. (1992) fanden nach intramuskuldrer Titan-Implantation mittlere Kapseldicken von
50 - 70 um, UNGERSBOCK und PERREN (1994) nach subkutaner Titan-Implantation
50 - 95 pm. SHANNON (1995) gab ein mittlere Kapseldicke von 54 um nach subkutaner
Titan-Implantation an und fiihrte die in Literaturangaben variierenden Werte auf die
unterschiedlichen Oberflachenrauhigkeiten zuriick. In einer Vergleichsstudie an
Implantaten der identischen Produktionscharge der Fa. Leibinger, Freiburg i. Breisgau,
fanden SHANNON et al. (1997) jedoch keinen Zusammenhang zwischen
Oberflachenstruktur, = Oberflachenleitfahigkeit,  Oberflichenrauhigkeit —und  der
Kapseldicke.

Die Kapseldicken um VA-Stahl-Implantate werden in der Literatur mit bis zu 156 pm
deutlich dicker angegeben und sind mit den Kapseldicken der hier untersuchten Préparate
durchaus vergleichbar. Wenngleich Stahl eine stirkere Gewebeantwort als Titan
hervorruft (GOULD et al. 1981), konnten MCGEACHIE et al. (1992) in ihrer
Untersuchung an Stahl- und Titanimplantaten in Muskelgewebe keinen statistisch
signifikanten quantitativen Unterschied aufzeigen. Die Bedeutung der Kapseldicke im
Weichgewebe, bei mangelnder Korrelation zwischen entziindlicher zelluldrer

Begleitreaktion und Kapseldicke, ist fraglich zu diskutieren.

Nach intraossérer Insertion hingegen bedeutet die Bildung einer periimplantiren
Weichgewebskapsel eine kapitale Einschrinkung der Implantatfunktion. Die
Osseointegration ist gleichermallen die Voraussetzung zur Gewihrleistung einer
langfristigen Funktionsfihigkeit des Implantates. Alle hier untersuchten, intraossér
eingebrachten Implantate heilten im Sinne einer Osseointegration ein. Es ergab sich weder
klinisch bei Explantation noch histologisch ein Hinweis auf bindegewebiges
Periimplantdrgewebe. Unter der Fragestellung der Bemessung der periimplantiren
Reaktionszone wurde in der hier vorgestellten Untersuchung die Dicke der
periimplantidren Kallusformation aufgrund der einheitlichen Methodik herangezogen.
Durch die einheitliche Methodik der Insertion mit gleichem Bohrer, identischer Drehzahl

und Kiihlung sollte die Einflussnahme auf die Dicke der Kallusformation vermieden
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werden. Die Distanzmessungen intraossdr ergaben im Materialvergleich diinnere
Kallusformationen fiir VA-Stahl (58 £2 um - 65 +3 um) gegeniiber Titan (77 +4 pm -

84 +2 um) in allen Proteinfluoreszenzen. VIROLAINEN et al. (1997) beschrieben eine
Reaktionszone von bis zu 48um 56 Tage nach intraossdrer Insertion von Keramikkugeln
und somit insgesamt diinnere Reaktionszonen. Im zeitlichen Verlauf von 3 zu 6 sowie 12
Wochen Implantationsdauer kam es zu vernachldssigbaren Verbreiterungen sowie auch
Verschmilerungen der Kallusdicke. Die Qualitit der Kallusformation und die
histologische Kallusstruktur glichen sich mit zunehmender Implantationsdauer der

regulidren Knochenstruktur an.

Fluoreszenzprofile der Matrixproteine

Die Beurteilung von Vorkommen und Verteilung der Matrixproteine Kollagen Typ I (C1),
Kollagen Typ III (C3) und Fibronektin mittels Konfokaler Laserscanning Mikroskopie in
den implantatnahen Kapselanteilen (0-30 %) zeigte bei deutlichen
Standardabweichungen fiir beide Werkstoffe erhohte Fluoreszenz-Intensititen in allen
Proteinfarbungen im 3- und 6-Wochen-Intervall. In den mittleren (30 - 70 %) und den
implantatfernen Kapselabschnitten (70 - 100 %) zeigten beide Werkstoffe nur fiir
Kollagen Typ I (C1) in beiden Zeitintervallen hohere Fluoreszenzwerte. Kollagen Typ 111
(C3) und Fibronektin zeigten hier keine deutlichen Fluoreszenzunterschiede zu den

Vergleichskollektiven.

Analog zur subkutanen Implantatinsertion waren auch intramuskulédr trotz deutlicher
Standardabweichungen vorwiegend in den implantatnahen Kapselanteilen fiir beide
Werkstoffe erhohte Fluoreszenz-Intensitdten in allen Proteindetektionen im 3- und 6-
Wochen-Intervall nachzuweisen. In den mittleren Kapselabschnitten (30 - 70 %) konnten
reproduzierbare Fluoreszenzverstirkungen nur bei Detektion von Kollagen Typ I (C1)
nach 3 Wochen und Kollagen Typ III (C3) nach 3 und 6 Wochen gesehen werden. In den
implantatfernen Kapselabschnitten (70 - 100 %) ergab Kollagen Typ III (C3) stéirkere
Fluoreszenzdifferenzen als die Vergleichskollektive. Die Fibronektinprofile der

Implantatkapseln zeigten keine eindeutigen Unterschiede zu scheinoperierten Priaparaten.
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Im Materialvergleich beider Werkstoffe waren bei durchaus vergleichbaren und nahezu
analogen Fluoreszenzprofilen nach subkutaner und intramuskuldrer Implantation keine

reproduzierbaren Unterschiede festzustellen.

Der Lokalisationsvergleich fiir Titan- und VA-Stahl-Implantate ergab unter
Beriicksichtigung der teilweise deutlichen Standardabweichungen fiir keine der

durchgefiihrten Proteindetektionen reproduzierbare Unterschiede der Fluoreszenzprofile.

Nach intraossérer Insertion waren fiir beide Werkstoffe in implantatnahen Kallusanteilen
(0-30 %) erhohte Fluoreszenz-Intensititen aller Matrixproteine im 3- und 6-Wochen-
Intervall gegeniiber den Vergleichskollektiven nachweisbar. Nach 12 Wochen kam es bis
auf Kollagen Typ I (C1) in allen Proteindarstellungen zu einem nahezu vollstindigen
Angleichen der Fluoreszenzintensititen. In den mittleren Kallusabschnitten (30 - 70 %)
konnten reproduzierbare Fluoreszenzunterschiede bei Detektion von Kollagen Typ I (C1)
in allen Zeitintervallen gesehen werden. Die Fluoreszenzwerte fiir Kollagen Typ III (C3)
und Fibronektin lagen hier {iber den gesamten Implantationszeitraum hoher und nahezu
auf dem Niveau der periimplantiren Werte. Insgesamt zeigte der intraossire
Materialvergleich  implantatnahe (0 -30%) und implantatferne (70 - 100 %)
Fluoreszenzmaxima fiir alle hier dargestellten Matrixproteine, die mit zunehmender
Implantationsdauer abfielen. Reproduzierbare materialspezifische Unterschiede ergaben
sich nicht. Im Vergleich zur aktuellen Literatur konnte die von VIROLAINEN et al.
(1997) beschriebene biphasische Proteinanhdufung um intraossér eingebrachte Implantate
nicht nachvollzogen werden. Ebenso konnten die Ergebnisse von LINDHOLM et al.
(1996) im zeitlichen Verlauf abnehmende Proteinaufkommen an Kollagen Typ III und
zunehmende Proteinaufkommen an Kollagen Typ I nach intraossirer Implantation in der

hier vorgestellten Studie nicht vergleichbar gesehen werden.

Unter physiologischen Bedingungen ist in der organischen Knochenmatrix kein
Fibronektin nachweisbar. Nach Hydroxylapatitimplantation in Knochen jedoch konnten
LINDHOLM et al. (1996) Fibronektin im Interface nachweisen. In Ubereinstimmung

hiermit ergaben die hier vorgestellten Ergebnisse Fibronektinanreicherungen in den
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Kallusformationen nach intraossérer Implantatinsertion. Es zeigten sich hier des Weiteren
materialspezifische Unterschiede zwischen Titan- und VA-Stahl-Implantaten. Die
Kollagendetektionen hingegen ergaben im Materialvergleich Titan vs. VA-Stahl, wie auch
schon von BERGER-GORBET et al. (1996) festgestellt, keine reproduzierbaren

Unterschiede.

Die Fluoreszenzprofile der intraossdr scheinoperierten Préparate zeigten im mittleren
Kallusbereich fiir alle nachgewiesenen Matrixproteine erhhte Werte, die dem Niveau der
periimplantdren Werte entsprach. Diese Beobachtungen verdeutlichen, dass die lokale,
intraossdre Anreicherung von Matrixproteinen, unabhidngig von Implantatinsertion oder
gar Werkstoffeigenschaften, nach jeglicher Traumatisierung von Knochengewebe den
knochernen Reparationsprozess begleitet. Unter dem Aspekt der Restitutio ad Integrum
von Knochenwunden konnen diese Beobachtungen auf das implantatnahe und das
implantatferne, heiflt knochennahe, Restitutionszentrum iibertragen werden. Die Aktivitét
dieser Restitutionszentren hélt bis zum Abschluss der knochernen Remodellierung an. Den
hier vorgestellten Beobachtungen zu Folge sind diese Remodellierungsvorgénge nach 12
Wochen noch nicht abgeschlossen. Dies deckt sich mit Aussagen von STEFLIK et al.

(1998), wonach der periimplantire Knochenumbau langfristig dynamisch bestehen bleibt.

Ein direkter Vergleich der hier dargestellten Studienergebnisse mit der aktuell verfligbaren
Literatur war nicht moglich, da bisher keine vergleichbaren Untersuchungen mit der

Konfokalen Laserscanning Mikroskopie (CLSM) durchgefiihrt wurden.

Ausblick

In den letzten drei Jahrzehnten hat der klinische Einsatz von Implantaten im Mund-,
Kiefer- und Gesichtsbereich sehr stark zugenommen. Die Anzahl der Implantationen in
Deutschland stieg von 200000 im Jahr 2001 auf iiber 600000 im Jahr 2006. Jéhrlich
werden weltweit iiber 1,5 Millionen Zahn-Implantate gesetzt. Trotz dieser enorm
zunehmenden Verbreitung sind grundsitzliche Prinzipien des Designs und der klinischen
Anwendung von Biomaterialien noch nicht abschlieBend entschliisselt. Um dieses Ziel
erreichen zu konnen, muss ein besseres Verstindnis der Komunikationswege zwischen

Implantaten und Biosystemen gewonnen werden. Dies bedeutet flir die Herstellung und
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Entwicklung von Implantaten, die in Kommunikation mit der Implantatumgebung stehen
sollen, dass nicht nur die Werkstoffauswahl und die hiervon abgeleitete Einstellung von
Deckschichten auf deren Oberfldche wichtig ist, sondern auch die funktionell erforderliche
Oberflachenstrukturierung auf die gewlinschte Wechselwirkung mit Bestandteilen der

EZM und den Zellen angepasst sein sollte (THULL 2005).

Die Konfokale Laserscanning Mikroskopie (CLSM) konnte, den apparativen
Moglichkeiten zufolge, ganze Gewebeblocke um metallische Implantate 3-dimensional
abscannen und rekonstruieren. Hierdurch bestiinde die Moglichkeit, das Implantat in situ
zu belassen und das Interface von Biomaterial und Empfingergewebe nativ zu
untersuchen. Die hierzu erforderlichen Verfahrenswege fiir nativ behandelte, groflere
Gewebeblocke mit Implantat sind zu erarbeiten um reproduzierbare Ergebnisse erzielbar

zu machen.

101



102 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden tierexperimentellen Studie war es, Unterschiede im Einheilverhalten
der Werkstoffe Titan und VA-Stahl (316L) anhand der Matrixproteine Kollagen Typ I
(C1), Kollagen Typ III (C3) und Fibronektin im implantatumgebenden Interface zu
untersuchen und darzustellen. Hierzu wurden die Einheilkapseln der Implantate nach
subkutaner, intramuskuldrer und intraossérer Implantation nach den Bewertungskriterien
Kapselqualitdt, Kapseldicke und Verteilungsmuster der Matrixproteine mittels
konventioneller Mikroskopie und Konfokaler Laserscanning Mikroskopie (CLSM)

analysiert.

Nach subkutaner Implantation zeigten beide Werkstoffe in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von SHANNON et al. (1997) vermehrt locker angeordnete, teils parallel
orientierte Kollagenfasern mit erhdhtem Zellaufkommen an Fibroblasten und
Makrophagen. Nach intramuskuldrer Implantation jedoch fanden sich vorwiegend parallel
angeordnete, teils dicht gepackte Kollagenfasern mit nur méBig erhohtem Zellaufkommen.
Intramuskuldr eingebrachte Implantate heilten in diinneren Kapseln ein, als subkutan
eingebrachte Implantate. Es ergab sich keine Korrelation zu den ermittelten
Kapselqualitdten. Dies erstaunt umso mehr, da unter der fortwdhrenden funktionellen
Beanspruchung der intramuskuldren Implantate im Bereich der Bauchmuskulatur
gegeniiber der statischeren Platzierung im subkutanen Riickenfett eine erhohte Zell- und
Matrixreaktion erwartet worden war. Im Lokalisationsvergleich zeigte sich intramuskular
fiir beide Werkstoffe ein erhohtes Autkommen an Fibronektin. Dies konnte auf die
erhohte Stoffwechselaktivitdt und funktionelle Belastung im Muskelgewebe zuriickgefiihrt
werden (ROSENGREN et al. 1994). Nach intraossdrer Implantation konnten diinnere
Kallusformationen fiir VA-Stahl gegeniiber Titan in allen Proteinfluoreszenzen
nachgewiesen werden. Die Qualitdit der Kallusformation und die histologische
Kallusstruktur glichen sich mit zunehmender Implantationsdauer der reguldren

Knochenstruktur an.
Die semiquantitativ beurteilte Verteilung der Matrixproteine mittels CLSM zeigte bei

deutlichen Standardabweichungen fiir beide Werkstoffe erhohte Fluoreszenz-Intensititen

nur in den implantatnahen Kapselanteilen. In den mittleren und den implantatfernen
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Kapselabschnitten waren fiir beide Werkstoffe inkonstant hohere Fluoreszenzwerte
gegeniiber den Vergleichskollektiven messbar. Der intraossire Materialvergleich ergab
implantatnahe und implantatferne Fluoreszenzmaxima fiir alle Matrixproteine, die mit
zunehmender Implantationsdauer abfielen. Reproduzierbare, materialspezifische
Unterschiede waren in Analogie zu BERGER-GORBET et al. (1996) nicht zu finden. In
den mittleren Kallusabschnitten konnten reproduzierbare Fluoreszenzunterschiede nur bei
Detektion von Kollagen Typ I (C1) in allen Zeitintervallen gesehen werden. Im Vergleich
zur Literatur konnte die von VIROLAINEN et al. (1997) beschriebene biphasische
Proteinanhdufung, wie auch ein wechselndes Proteinautkommen (LINDHOLM et al.
1996) nach intraossdrer Implantation nicht nachvollzogen werden. Ergidnzende
Beobachtungen der hier vorgestellten Studie verdeutlichen, dass die lokale, intraossére
Anreicherung von Matrixproteinen, unabhédngig von Implantatinsertion oder gar
Werkstoffeigenschaften, nach jeglicher Traumatisierung von Knochengewebe den
knochernen Reparationsprozess begleitet. Unter dem Aspekt der Restitutio ad Integrum
von Knochenwunden koénnen diese Beobachtungen auf das implantatnahe und das
implantatferne  Restitutionszentrum {ibertragen werden. Die Aktivitit dieser
Restitutionszentren hilt bis zum Abschluss der knochernen Remodellierung iiber 12
Wochen hinaus an. Dies deckt sich mit Aussagen von STEFLIK et al. (1998), wonach der

periimplantire Knochenumbau langfristig dynamisch bestehen bleibt.

Um der zunechmenden Verbreitung nicht nur dentaler Implantate gerecht zu werden, muss
auch zukiinftig ein besseres Verstindnis der Komunikationswege zwischen Implantaten
und Biosystemen gewonnen werden. Dies bedeutet fiir die Herstellung und
Weiterentwicklung von Implantaten, dass nicht nur die Werkstoff- und
Oberflichenauswahl wichtig ist, sondern auch die funktionell erforderliche
Oberflachenstrukturierung auf die gewiinschte Wechselwirkung mit Bestandteilen der

EZM und den Zellen angepasst sein sollte (THULL 2005).
Die CLSM kann hierbei aufgrund der Moglichkeit der 3-dimensionalen in-situ-

Darstellung des Implantatinterface biologisch-strukturelle und molekularbiologisch-

immunologische Fragestellungen beantworten.
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7 Anhang

7.1 Atzlosungen fur Implantate

7.1.1 Titan

20 Teile Aqua dest.
3 Teile H202 (Wasserstoffperoxid 30 %)
1 Teil HF (Flusssaure 32 %)

7.1.2 Stahl

30 Teile Aqua dest.
7 Teil HF (Flusssaure 32 %)
7 Teile HNO3 (Salpeterséure 65 %)

7.2  Farbungen

7.2.1 Gelatinebeschichtung von Objekttragern

Gereinigte Objekttrager in Farbkdrbchen 3x in Aqua dest. tauchen, auf Zellstoff ablaufen lassen;
danach 3x im Abstand von 15 min. in die auf 40°C erwirmte Gelatinelosung eintauchen.
Gelatinelosung im Wasserbad erwérmt. Beschichtete Objekttrager senkrecht mit Mattrand nach
unten auf einer Kunststoffplatte zum trocknen aufstellen. Getrocknete Objekttriger werden im
Préparatekasten aufbewahrt. Die Gelatinelosung mufl nach dem Gebrauch filtriert werden und ist

fiir ca. 4 Wochen bei 4°C haltbar;

7.2.2  Gelatineloésung fir HRP (1%)

2,5 g Gelatine gepulvert in 125 ml Aqua dest. bei ca. 40°C auflosen, 0,25 mg Chromalaun
(Chrom-3-Kaliumsulfat) zugeben und abschlielend auf 250 ml mit Aqua dest. auffiillen.
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7.2.3 Hamatoxylin — Eosin

7.23.1 Herstellung der Farbeldsung Hamalaun

1 g Hamatoxylin in 1000 ml Aqua dest. auflosen, Zugabe von 0,2 g Natriumjodat (NaJO3);
hierzu 50 g chemisch reines Kaliumaluminiumsulfat unter Umschiitteln auflésen ( blau-
violetter Farbton ) 50 g Chloralhydrat sowie 1 g krist. Zitronensdure hinzugeben und
abschlieBBend vor Gebrauch filtrieren;

7.2.3.2 Herstellung der Farbelésung Eosin

0,1 g Eosin gelblich in 1000 ml Aqua dest. auflésen;

7.2.3.3 Farbung der Praparate

Fixierung in ACEtON .....c.ceevvieiiiieiieciie e 3 x 5 min.
Hémalaun nach Mayer..........cccccveeevieeeiieniieeie e 8 — 10 min.
AQUA ST oot spiilen
Leitungswasser, fliessend ..........ccccceevvienciieenieenieeeiee e 10 min.
AQUA AESE. et splilen
E0sin, 0,1 % WASSTIZ.....cevoueriieiieieeiieieesieesiee e eee e 5 — 10 min.
AQUA AESL. ittt kurz spiilen
Aufsteigende Alkoholreihe:

AIKONOL 96 %0 ..ot 3 x 2 min.

ALKOhOL abs. .....coviiiuiiiiiieiece e 3 x 2 min.

DG 72 (o] USRS 3 x 2 min

Eindecken mit Entellan (da Eosin wasserloslich )
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7.2.4 Azan

7.24.1 Herstellung der Farbeldsung Azokarmin

0,1 g Azokarmin G in 100 ml Aqua dest. aufschwemmen, kurz aufkochen, abkiihlen, filtrieren,
zusetzen von lml Eisessig, Azokarmin B in 0,25 - 1 % iger Losung anwenden und 1 ml

Eisessig zusetzen;

7.2.4.2 Herstellung der Farbeldsung Anilinblau-Orange G

0,5 g Anilinblau wasserldslich und 2 g Orange G in 100 ml Aqua dest. 16sen, 8 ml Eisessig
zusetzen, aufkochen und nach dem Erkalten filtrieren; zur Farbung diese Stammlosung 1:2 mit

Aqua dest. verdiinnen;

7.2.4.3 Farbung der Praparate

Fixierung in ACEtON .......cccvvieeviieiiieeiieeeiee e eiee e 3 x 5 min.
Azokarminlosung (56°C vOrgewarmt)..........cceeeveeveeeeenenns 10 - 15 min.

AQUA dESE. . spiilen
ANIlN-ATKONOL.........oooiiiiiieiieeee e nur noch Zellkerne gefarbt

(1 ml Anilin auf 1000 ml Alkohol 96 %)

Eisessigsaure-AlKohol ..........ccoooiiiiiiinieeieeecee 30 - 60 sec
(1 ml Eisessig auf 100 ml Alkohol 96 %)

5 % ige wissrige Phosphorwolframsaure ..............cceeuneenee. 1 - 3 Stunden
AQUA AESL. vt s spiilen
Anilinblau Orange G LOSUNE.......c..ccvevveerierveireiieeieeiens 1 - 3 Stunden
AQUA ESE. e spiilen
Aufsteigende Alkoholreihe:
ALKOROL 96 %0 .o 3 X 2 min.
AIKOhOL @bs. ....ooocviiiiiiieiiecee e 3 x 2 min.
D672 (0] F USSRt 3 x 2 min

Eindecken mit Entellan
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7.2.5 van Gieson (modifiziert nach Hansen)

7.25.1 Herstellung der Farbeldsung Eisenhdmatoxylin nach Weigert:

Losung A: 1 g Himatoxylin in 100 ml Athanol 96 % (einige Tage reifen lassen);

Losung B: 4 ml wissrige Eisendreichloridlosung 29 % mit 1 ml Salzsdure 25 % und 95 ml

Aqua dest.; beide Losungen unmittelbar vor dem Benutzen zu gleichen Teilen mischen;
7.25.2 Herstellung der Farbeldsung van Gieson modifiziert nach Hansen:

500 ml filtrierte Pikrinséure (geséttigt, wéssrig) mit 25 ml 2 % Saurefuchsinlésung (wéssrig)

ansetzen und die Losung anschlieend mit 2,625 ml 2 % Essigsédure ansduern.

7.25.3 Farbung der Praparate

Fixierung in ACEtON .......ccceverviieeiieeiieeeiee e e eiee e 3 x 5 min.
Eisenhdmatoxylin-Losung ..........cccceeeveeeeiirenieeniieeiie e 2 - 5 min.
AQUA dESL. . kurz spiilen
unter fliessendem Leitungswasser blauen.............ccccuee..e... 15 min.

(Mikroskopische Kontrolle, im Notfall 0,1 % HCl-Alkohol fiir Sekunden)
mit Filterpapier trocknen

van Gieson LOSUNG ......c..oevviieiiiieiiieeieeceeeee e 3 min.

mit Filterpapier trocknen

Aufsteigende Alkoholreihe:

ALKONOL 96 %0 ..o 3 x 2 min.
ALKOROL @S, coeeviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 3 x 2 min.
XYLOLa it 3 x 2 min

Eindecken mit Entellan
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7.2.6  Immunperoxidase an Cryoschnitten
1. Fixierung: 10 min Aceton , abgiessen
15 min trocknen lassen
2. Waschen: 3x mit TrisNaCl pH 7,4
3. Absittigen: 5 min Inkubation
Albuminserum des Ak-Spender-Tieres des Sek.-Ak
zum Absittigen der endogenen Peroxidasen des Gewebes
4. Waschen: 3x mit TrisNaCl pH 7,4
5. "Pre-do": 15 min mit Lsg. aus 12 ml PBS und 60 ml H202 (30%)
6. Waschen: 3x mit TrisNaCl pH 7,4
7. Primér-Ak: 30 min Inkubation bei individueller Verdiinnung
RABBIT Anti-RAT ,,Matrix-Protein* polyklonal Antibody
8. Waschen: 3x mit TrisNaCl pH 7,4
9. Sek.-Ak.: 30 min Inkubation;
CHICKEN Anti-RABBIT-IgG (H&L) horseradish peroxidase
affinity purified Antibody, Verdiinnung 1:50
10. Waschen: 3x mit TrisNaCl pH 7,4
11. Tertidr-Ak.: 30 min Inkubation
RABBIT Anti- CHICKEN -IgG (H&L) horseradish peroxidase
affinity purified Antibody, Verdiinnung 1:50
12. Waschen: 3x mit TrisNaCl pH 7,4
13. Puffern: mit PBS pH 7,4 bis zu Schritt 14
14. DAB-Reakt.: 10 ml PBS ph 7,4
6 mg DAB ( 3,3 Diaminobenzidintetrahydrochloridacid)
10 ml H202 (30%)
10 min Inkubation
15. Puffern: mit PBS pH 7,4 bis zu Schritt 14
16. Waschen: 5x mit Aqua dest. (ausgiebig !!!)
17. Gegenfarbung: 5 min mit Himalaun nach Meyer inkubieren
18. Waschen: 15 min fliessend wéssern, 3x mit Aqua dest.
19. Eindecken: mit 20 min zuvor bei 60°C verfliissigter Kaisers

Glyceringelatine danach aufbringen des Deckglases
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7.2.7 Immunfluoreszenz an Cryoschnitten

1. Fixierung:

2. Waschen:
3. Absittigen:

. Waschen:
. "Pre-do":
. Waschen:
. Primér-Ak:

N N nw B~

8. Waschen:
9. Sek.-Ak.:

10. Waschen:
11. Puffern:
12. Anti-Fading

13. Eindecken:
14. Lagerung

10 min Aceton , abgiessen

15 min trocknen lassen

3x mit TrisNaCl pH 7,4

5 min Inkubation

Albuminserum des Ak-Spender-Tieres des Sek.-Ak
zum Absittigen der endogenen Peroxidasen des Gewebes
3x mit TrisNaCl pH 7,4

15 min mit Lsg. aus 12 ml PBS und 60 ml H202 (30%)
3x mit TrisNaCl pH 7,4

30 min Inkubation bei individueller Verdiinnung
RABBIT Anti-RAT ,,Matrix-Protein* polyklonal Antibody
3x mit TrisNaCl pH 7,4

60 min Inkubation;

GOAT Anti-RABBIT-IgG (H&L) FITC-konjugiert
affinity purified Antibody, Verdiinnung 1:50

3x mit TrisNaCl pH 7,4

mit PBS pH 7,4 bis zu Schritt 14

mit Eindeckmittel

10 ml PBS

100 mg p-Phenylendiamin

90 ml Glycerin

auf pH 9.0 auftitriert

mit vorgekiihltem (+3°C) Deckglass

im Dunkeln bei +3°C
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7.3 Daten-Tabellen

7.3.1 Kapseldicken aller periimplantaren Einheilkapseln und

Kallusformationen

subcutan intramuskular intraossar
Dicke der Einheilkapseln
Titan VA-Stahl Titan VA-Stahl Titan VA-Stahl
Dicke (um) 184 227 145 156 84 62
o
= SD (um) 6 22 19 14 2 2
™
N 4 4 4 4 2 2
§ Dicke (um) 106 143 102 94 83 60
(]
5 2 SD (um) 15 15 6 15 5 0
X ©
5 N 3 4 3 4 2 2
Dicke (um) - - - - 81 65
(<]
= - - . .
ﬁ SD (um) 0 3
N - - - - 2 2
Dicke (um) 159 187 145 125 83 60
(<]
= SD (um) 12 13 23 17 4 1
™
N 3 4 4 4 2 2
§ Dicke (um) 110 133 104 90 81 61
s S
5 = SD (um) 3 12 12 13 1 0
X ©
é N 4 4 3 4 2 2
Dicke (um) - - - - 78 61
o
= - - - ;
~ SD (um) 0 2
N - - - - 2 2
Dicke (um) 178 169 157 145 77 59
o
= SD (um) 9 9 19 4 4 2
™
N 4 4 4 4 2 2
5 S Dicke (um) 117 147 95 131 78 58
3
gs = SD (um) 11 19 4 13 5 2
€35 =
< iT N 4 4 3 4 2 2
Dicke (um) - - - - 81 65
(<]
= - - . .
ﬁ SD (um) 1 1
N - - - - 2 2
Tabelle 5 arithmetische Mittelwerte der Dicken aller periimplantaren

Einheilkapseln und Kallusformationen
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7.3.2 Intensitatsprofile

Intensitaten (subcutan, Antikdrper C1, 3 Wo.)
Schein-OP
Intervallauf der f 0 s N | VA gp N | ein sp N | Komwolen op | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)

Implantat)
5% 141 44 4| 113 43 4 a4 -1 19 - 1| 108
10% 111 29 4| 110 8 4 55 -1 24 - 1| 96
15% 114 34 4| 92 33 4 58 -1 27 - 1l 9
20% 95 28 4| 74 23 4 54 -1 23 - 1l 75
25% 95 25 4| 8 11 4 34 -1 28 - 1| 78
30% 103 28 4| 109 42 4 38 -1 37 - 1] 92
40% 87 12 4| 8 25 4 50 -1 34 - 1| 79
55% 96 24 4| 8 25 4 41 -1 29 - 1| 80
70% 83 13 4| 73 13 4 36 -1 30 - 1| 69
80% 87 22 4| 9% 15 4 56 -1 24 - 1l a1
85% 88 18 4| 70 9 4 34 -1 22 - 1| 69
90% 66 14 4| 83 18 4 32 -1 47 - 1| 67
95% 81 35 4| 90 11 4 43 -1 30 - 1| 76
100% 101 17 4] 77 14 4 51 -1 28 - 1] 79
Gesamt 96 29 56| 89 25 56 45 9 14 29 7 14| 81
Tabelle 6 Fluoreszenzprofil subcutan, Kollagen Typ I (C1), 3 Wochen

Intensitaten (subcutan, Antikérper C1, 6 Wo.)
Schein-OP
Intervall aufder |0 o N [ VA o5 N | kein  sp n |Koolen op | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)

Implantat)
5% 108 36 3| 136 40 4 28 -1 28 - 1| 103
10% 109 41 3| 130 10 4 32 -1 28 - 1| 101
15% 82 8 3| 9% 13 4 28 -1 26 - 1| 76
20% 104 17 3| 92 8 4 31 -1 25 - 1| 82
25% 96 30 3| 81 21 4 27 -1 23 - 1| 74
30% 89 25 3| 87 18 4 32 -1 23 - 1| 74
40% 82 16 3| 91 27 4 31 -1 33 - 1l 75
55% 87 14 3| 71 13 4 32 -1 32 - 1| 68
70% 77 6 3| 73 20 4 55 -1 31 - 1| 68
80% 80 19 3| 75 13 4 33 -1 45 - 1| 69
85% 64 23 3| 74 10 4 29 -1 17 - 1| 59
90% 65 19 3| 74 11 4 26 -1 25 - 1| 60
95% 62 14 3| 70 21 4 47 -1 34 - 1| 61
100% 56 14 3| 80 24 4 36 -1 50 - 1| 64
Gesamt 83 25 42| 88 27 56 33 8 14 30 9 14| 74
Tabelle 7 Fluoreszenzprofil subcutan, Kollagen Typ I (C1), 6 Wochen
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Intensitaten (subcutan, Antikérper C3, 3 Wo.)
Schein-OP
Intervallauf der fh op N | YA sp N | (ein sp N |[KOntolen oh | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)
Implantat)
5% 150 30 3| 161 65 4 164 - 1 84 - 1| 149
10% 149 37 3| 139 39 4 119 - 1 87 - 1| 134
15% 119 8 3| 115 37 4 92 - 1 71 - 1| 109
20% 102 12 3| 119 24 4 104 - 1 69 - 1| 106
25% 89 21 3| 132 15 4 94 - 1 72 - 1| 107
30% 96 12 3| 120 20 4 106 - 1 67 - 1| 105
40% 94 16 3| 122 24 4 112 - 1 72 - 1| 106
55% 88 10 3| 112 14 4 119 - 1 80 - 1| 101
70% 77 3 3| 92 16 4 65 - 1 93 - 1| s4
80% 95 4 3| 9 1 4 104 - 1 108 - 1| 95
85% 87 22 3| 91 18 4 73 - 1 104 - 1| 89
90% 84 10 3| 90 9 4 73 - 1 99 - 1| 87
95% 75 2 3| 104 12 4 100 - 1 85 - 1| 92
100% 84 6 3] 97 12 4 87 - 1 84 - 1| 90
Gesamt 99 27 42| 113 31 56 101 25 14 84 13 14| 104
Tabelle 8 Fluoreszenzprofil subcutan, Kollagen Typ 111 (C3), 3 Wochen
Intensitaten (subcutan, Antikérper C3, 6 Wo.)
Schein-OP
Intervallauf der {0 o N | YA oo N | kein sp N |Komwolen o | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)
Implantat)
5% 115 21 4| 172 51 4 72 - 1 93 - 1] 131
10% 135 36 4| 135 36 4 88 - 1 76 - 1| 124
15% 133 23 4| 117 33 4 113 - 1 76 - 1| 119
20% 124 19 4| 110 30 4 98 - 1 57 - 1| 109
25% 144 19 4| 103 37 4 82 - 1 76 - 1| 115
30% 123 12 4| 106 46 4 92 - 1 89 - 1| 110
40% 113 6 4| 89 9 4 82 - 1 75 - 1| o7
55% 109 19 4| 87 14 4 84 - 1 80 - 1| 95
70% 98 19 4| 97 24 4 93 - 1 91 - 1| 96
80% 99 18 4| 95 33 4 100 - 1 86 - 1| 96
85% 89 18 4| 9 32 4 128 - 1 82 - 1| 93
90% 97 40 4| 83 13 4 120 - 1 76 - 1 a1
95% 88 15 4| 91 14 4 101 - 1 88 - 1| 90
100% 88 24 4 95 12 4 83 - 1 69 - 1| 88
Gesamt 111 27 56| 105 35 56 95 16 14 80 10 14| 104
Tabelle 9 Fluoreszenzprofil subcutan, Kollagen Typ 111 (C3), 6 Wochen

130



Anhang 131
Intensitaten (subcutan, Antikdrper Fibronektin, 3 Wo.)
Schein-OP
Intervallauf der f 0 op N | YA sp N | (ein sp N |KOntolen on | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)
Implantat)

5% 182 64 4| 140 26 4 61 - 1 60 - 1| 141
10% 183 53 4| 141 20 4 72 - 1 56 - 1| 143
15% 161 18 4| 135 24 4 101 - 1 57 - 1| 134
20% 159 3 4| 119 18 4 80 - 1 65 - 1| 126
25% 125 15 4| 114 10 4 116 - 1 61 - 1 113
30% 116 17 4| 123 12 4 127 - 1 69 - 1| 115
40% 111 14 4| 100 13 4 81 - 1 76 - 1| 100
55% 106 14 4| 96 17 4 80 - 1 76 - 1| 96
70% 107 11 4| 92 11 4 75 - 1 66 - 1| 94
80% 95 20 4| 93 14 4 78 - 1 69 - 1 90
85% 99 21 4| 88 12 4 62 - 1 59 - 1| 87
90% 104 9 4| 84 14 4 73 - 1 64 - 1| 89
95% 98 14 4| 8 9 4 74 - 1 79 - 1| 88
100% 109 9 4 79 11 4 82 - 1 80 - 1l o

Gesamt 125 38 56| 106 26 56 83 19 14 67 8 14| 108
Tabelle 10 Fluoreszenzprofil subcutan, Fibronektin, 3 Wochen
Intensitaten (subcutan, Antikdrper Fibronektin, 6 Wo.)
Schein-OP
Intervallauf der {0 o N | YA oo N | kein sp N |Komwolen o | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)
Implantat)

5% 136 24 4| 126 33 4 73 - 1 81 - 1[ 120
10% 143 26 4| 116 32 4 84 - 1 65 - 1| 119
15% 138 16 4| 113 33 4 78 - 1 52 - 1| 114
20% 138 30 4| 120 19 4 106 - 1 57 - 1| 119
25% 123 23 4| 135 21 4 110 - 1 54 - 1| 120
30% 121 8 4| 114 21 4 82 - 1 53 - 1| 108
40% 121 11 4| 120 22 4 88 - 1 79 - 1 113
55% 106 17 4| 117 12 4 98 - 1 62 - 1| 105
70% 105 24 4| 109 14 4 150 - 1 66 - 1| 107
80% 90 25 4| 99 7 4 192 - 1 73 - 1| 102
85% 81 6 4| 110 10 4 126 - 1 58 - 1| 95
90% 79 17 4| 111 16 4 105 - 1 78 - 1| 94
95% 84 18 4| 106 19 4 96 - 1 88 - 1| 94
100% 83 20 4| 105 10 4 93 - 1 72 - 1l a1

Gesamt 111 29 56| 114 20 56 106 32 14 67 12 14| 107
Tabelle 11 Fluoreszenzprofil subcutan, Fibronektin, 6 Wochen
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Intensitaten (intramuskular, Antikérper C1, 3 Wo.)
Schein-OP
Intervallauf der f 0 op N | YA sp N | (ein sp N |KOntolen on | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)
Implantat)

5% 167 11 41 124 24 4 71 - 1 47 - 1 128
10% 153 15 4| 127 33 4 81 - 1 65 - 1 126
15% 127 21 4|1 119 38 4 74 - 1 49 - 1 110
20% 123 25 41 119 19 4 90 - 1 57 - 1 111
25% 107 12 4| 113 35 4 83 - 1 47 - 1 101
30% 98 22 4] 128 29 4 69 - 1 79 - 1] 105
40% 106 28 41 120 9 4 68 - 1 75 - 1 105
55% 104 16 4 100 13 4 70 - 1 68 - 1 96
70% 94 15 4| 88 18 4 65 - 1 53 - 1 85
80% 106 14 4] 83 29 4 69 - 1 44 - 1 87
85% 99 20 4| 78 28 4 76 - 1 38 - 1 82
90% 118 24 41 86 29 4 63 - 1 39 - 1 92
95% 111 22 4 87 40 4 59 - 1 45 - 1 90
100% 108 33 4 99 30 4 80 - 1 52 - 1 96

Gesamt 116 27 56 | 105 30 56 73 9 14 54 13 14 101

Tabelle 12 Fluoreszenzprofil intramuskular, Kollagen Typ I (C1), 3 Wochen

Intensitaten (intramuskular, Antikérper C1, 6 Wo.)
Schein-OP
Intervallauf der {0 o N | YA oo N | kein sp N |Komwolen o | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)
Implantat)
5% 136 25 3] 113 20 4 46 - 1 50 - 1| 106
10% 147 25 3| 113 37 4 69 - 1 59 - 1| 113
15% 131 16 3| 103 10 4 32 - 1 53 - 1| 99
20% 100 23 3| 98 16 4 52 - 1 47 - 1| ss8
25% 108 23 3| 102 12 4 36 - 1 55 - 1| 91
30% 103 18 3| 87 18 4 37 - 1 68 - 1| 84
40% 100 19 3| 79 15 4 62 - 1 50 - 1| s1
55% 102 3 3| 77 13 4 74 - 1 54 - 1| 83
70% 1010 18 3| 84 11 4 73 - 1 45 - 1| 84
80% 91 17 3| 87 15 4 74 - 1 56 - 1| 83
85% 84 32 3| 8 9 4 98 - 1 49 - 1| 82
90% 104 3 3| 83 23 4 67 - 1 49 - 1| 84
95% 112 18 3| 87 18 4 58 - 1 64 - 1| 89
100% 89 20 3| 81 24 4 53 - 1 48 - 1| 77
Gesamt 108 25 42| 91 20 56 59 18 14 53 7 14 89
Tabelle 13 Fluoreszenzprofil intramuskular, Kollagen Typ I (C1), 6 Wochen
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Intensitaten (intramuskular, Antikérper C3, 3 Wo.)
Schein-OP
Intervallauf der f 0 op N | YA sp N | (ein sp N |KOntolen on | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)
Implantat)
5% 157 67 4] 143 32 4 63 - 1 39 - 1| 130
10% 131 17 4| 123 21 4 71 - 1 50 - 1| 113
15% 141 13 4| 120 31 4 54 - 1 72 - 1| 117
20% 130 14 4| 109 24 4 83 - 1 92 - 1| 113
25% 117 12 4| 108 27 4 87 - 1 62 - 1| 105
30% 102 14 4| 106 20 4 98 - 1 45 - 1| 98
40% 108 17 4| 99 9 4 75 - 1 44 - 1| 95
55% 100 7 4| 99 9 4 66 - 1 44 - 1l a1
70% 100 21 4| 99 13 4 67 - 1 37 - 1| 90
80% 81 25 4| 101 18 4 68 - 1 35 - 1| 83
85% 83 30 4| 93 9 4 66 - 1 38 - 1| 81
90% 94 28 4| 102 17 4 65 - 1 36 - 1| ss
95% 95 36 4| 114 24 4 64 - 1 49 - 1| 95
100% 89 27 4| 117 24 4 56 - 1 61 - 1| 94
Gesamt 109 33 56| 109 23 56 70 12 14 50 16 14| 99
Tabelle 14 Fluoreszenzprofil intramuskular, Kollagen Typ 111 (C3), 3
Wochen
Intensitaten (intramuskulér, Antikérper C3, 6 Wo.)
Schein-OP
Intervallauf der f 0 oy N | YA sp N | ein  sp N | Komtolen op | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)
Implantat)
5% 136 22 3| 143 58 4 39 - 1 28 - 1| 116
10% 162 22 3| 110 23 4 61 - 1 32 - 1| 113
15% 133 16 3| 104 29 4 72 - 1 52 - 1| 104
20% 120 21 3| 92 22 4 108 - 1 42 - 1| 98
25% 122 8 3| 97 22 4 58 - 1 44 - 1| 9
30% 113 17 3| 92 21 4 39 - 1 35 - 1| 87
40% 113 6 3| 91 27 4 44 - 1 51 - 1| 89
55% 105 14 3| 87 24 4 38 - 1 50 - 1| 84
70% 98 10 3| 8 8 4 37 - 1 40 - 1| 78
80% 94 21 3| 77 22 4 35 - 1 40 - 1| 74
85% 105 16 3| 73 21 4 38 - 1 61 - 1| 78
90% 120 17 3| 79 21 4 50 - 1 54 - 1| 87
95% 130 4 3| 84 24 4 49 - 1 36 - 1| 90
100% 126 14 3] 8 21 4 41 - 1 30 - 1| 86
Gesamt 120 22 42| 92 29 56 51 20 14 43 10 14| 91
Tabelle 15 Fluoreszenzprofil intramuskular, Kollagen Typ 111 (C3), 6
Wochen
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Intensitaten (intramuskuldr, Antikérper Fibronektin, 3Wo.)
Schein-OP
Intervallauf der {0 op N | YA sp N | (ein sp N |Kontrolen on | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)
Implantat)

5% 138 35 4 105 91 4 77 - 1 56 - 1 110
10% 138 6 4 83 78 4 88 - 1 49 - 1 104
15% 118 21 41 131 36 4 64 - 1 62 - 1 112
20% 124 18 41 121 16 4 58 - 1 51 - 1 109
25% 110 20 4 122 41 4 81 - 1 60 - 1 107
30% 100 13 4| 121 33 4 104 - 1 58 - 1 105
40% 102 10 41 103 24 4 75 - 1 65 - 1 96
55% 114 16 4| 106 16 4 89 - 1 73 - 1 104
70% 121 17 41 101 21 4 89 - 1 66 - 1 104
80% 114 19 41 99 20 4 87 - 1 84 - 1 102
85% 108 11 4| 100 10 4 84 - 1 76 - 1 99
90% 117 14 41 123 35 4 78 - 1 86 - 1 112
95% 107 26 4 107 24 4 83 - 1 74 - 1 101
100% 111 24 4 95 29 4 82 - 1 74 - 1 98

Gesamt 116 20 56 | 109 37 56 81 11 14 67 12 14 105
Tabelle 16 Fluoreszenzprofil intramuskulér, Fibronektin, 3 Wochen

Intensitaten (intramuskuldr, Antikérper Fibronektin, 6 Wo.)
Schein-OP
Intervallauf der {0 o N | YA oo N | kein sp N |Komwolen o | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)
Implantat)
5% 197 53 3] 181 38 4 138 - 1 80 - 1| 170
10% 122 35 3| 157 45 4 149 - 1 63 - 1| 134
15% 129 23 3| 152 39 4 129 - 1 78 - 1| 134
20% 112 25 3| 136 13 4 116 - 1 52 - 1| 116
25% 124 28 3| 146 16 4 102 - 1 91 - 1| 127
30% 100 36 3| 132 19 4 99 - 1 84 - 1| 112
40% 90 15 3| 133 11 4 100 - 1 75 - 1| 109
55% 95 11 3| 138 24 4 114 - 1 84 - 1| 115
70% 87 8 3| 131 25 4 120 - 1 83 - 1| 110
80% 100 16 3| 132 33 4 85 - 1 49 - 1| 107
85% 103 6 3| 132 43 4 99 - 1 41 - 1| 109
90% 88 14 3| 127 39 4 82 - 1 33 - 1| 98
95% 89 16 3| 107 26 4 106 - 1 39 - 1| 93
100% 77 8 3| 107 18 4 91 - 1 38 - 1| 88
Gesamt 108 35 42| 136 32 56 109 20 14 64 21 14| 116
Tabelle 17 Fluoreszenzprofil intramuskular, Fibronektin, 6 Wochen
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Intensitaten (intraossar, Antikdrper C1, 3 Wo.)
Schein-OP
Intervallauf der {0 op N | YA sp N | (ein sp N |Kontrolen on | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)
Implantat)

5% 198 18 2| 184 11 2 50 - 1 39 - 1 142
10% 112 9 2|1 176 32 2 67 - 1 48 - 1 115
15% 103 4 2| 144 30 2 48 - 1 44 - 1 98
20% 96 4 2 139 6 2 52 - 1 30 - 1 92
25% 107 37 2| 111 6 2 54 - 1 35 - 1 87
30% 87 19 2( 100 33 2 54 - 1 23 - 1 75
40% 80 13 21 75 1 2 63 - 1 38 - 1 68
55% 91 1 2| 74 13 2 58 - 1 35 - 1 70
70% 92 15 2| 68 14 2 50 - 1 29 - 1 66
80% 90 5 2 69 39 2 44 - 1 25 - 1 64
85% 107 21 2 91 =51 2 41 - 1 30 - 1 78
90% 108 29 2 105 13 2 62 - 1 34 - 1 87
95% 141 7 2| 117 17 2 48 - 1 29 - 1 99
100% 126 2 2| 122 1 2 52 1 27 - 1 96

Gesamt 109 32 28| 112 41 28 53 7 14 33 7 14 88

Tabelle 18 Fluoreszenzprofil intraossar, Kollagen Typ | (C1), 3 Wochen

Intensitaten (intraossar, Antikdrper C1, 6 Wo.)
Schein-OP
Intervallauf der {0 o N | YA oo N | kein sp N |Komwolen o | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)
Implantat)

5% 158 6 2] 132 2 2 55 - 1 40 - 1| 112
10% 98 50 2| 112 17 2 58 - 1 28 - 1| 84
15% 68 6 2| 75 3 2 61 - 1 22 - 1| 61
20% 70 17 2| 77 2 2 42 - 1 29 - 1| 61
25% 59 11 2| 71 8 2 49 - 1 25 - 1| 56
30% 77 8 2| 718 13 2 57 - 1 23 - 1| 65
40% 52 2 2| 74 16 2 40 - 1 29 - 1| s3
55% 63 1 2 74 1 2 41 - 1 30 - 1| 57
70% 62 16 2| 74 6 2 42 - 1 29 - 1| 57
80% 68 9 2 74 11 2 42 - 1 32 - 1| 60
85% 77 4 2 718 7 2 37 - 1 31 - 1| 63
90% 87 7 2| 97 18 2 38 - 1 31 - 1| 73
95% 95 2 2| 98 17 2 36 - 1 29 - 1|l 75
100% 113 4 2| 117 8 2 48 - 1 49 - 1| 93

Gesamt 82 29 28| 88 21 28 46 8 14 31 7 14 69
Tabelle 19 Fluoreszenzprofil intraossar, Kollagen Typ | (C1), 6 Wochen
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Intensitaten (intraossar, Antikdrper C1, 12 Wo.)
Schein-OP
Intervallauf der {0 op N | YA sp N | (ein sp N |Kontrolen on | Gesamt
Distanzskala Stahl (keine OP)
Implantat)

5% 66 28 2| 96 14 2 36 -1 31 - 1| 65
10% 74 16 2| 8 14 2 32 -1 31 - 1| 64
15% 52 4 2| 8 28 2 36 -1 40 - 1| 58
20% 59 5 2| 8 18 2 27 -1 31 - 1| 57
25% 56 8 2| 69 11 2 25 -1 32 - 1| s1
30% 58 3 2| 70 18 2 35 -1 33 - 1| 54
40% 57 1 2| 65 2 2 38 -1 30 - 1| s2
55% 61 11 2| 55 3 2 31 -1 33 - 1| 49
70% 65 14 2| 59 4 2 36 -1 34 - 1| 53
80% 72 10 2| 54 3 2 33 -1 41 - 1| 54
85% 61 2 2| 55 8 2 32 -1 39 - 1| 50
90% 69 6 2| 59 5 2 30 -1 33 - 1| 53
95% 60 3 2| 62 5 2 48 -1 36 - 1| 55
100% 54 1 2| 65 0 2 27 -1 43 - 1] 51

Gesamt 62 10 28| 69 16 28 33 6 14 35 4 14| 55
Tabelle 20 Fluoreszenzprofil intraossar, Kollagen Typ | (C1), 12 Wochen

Intensitaten (intraosséar, Antikdrper C3, 3 Wo.)

Schein-OP
In;?srrzgzasulja?aer Titan SD N SVt:hI SD N (kein  SD N (igi"nt;oge;) SD N |Gesamt
Implantat)
5% 102 47 2| 62 22 2 19 -1 9 - 1] 59
10% 45 6 2| 66 13 2 16 - 1 8 - 1 41
15% 56 19 2| 56 5 2 24 - 1 13 - 1 43
20% 49 10 2| 54 17 2 16 - 1 15 - 1 40
25% 48 15 2| 53 13 2 16 - 1 21 - 1 40
30% 48 18 2| 50 13 2 20 -1 15 - 1] 39
40% 48 4 2| 57 18 2 49 - 1 9 - 1 45
55% 50 8 2| 40 7 2 39 - 1 10 - 1 38
70% 50 1 2| 40 13 2 31 - 1 10 - 1 37
80% 55 2 2| 51 3 2 34 - 1 9 - 1 42
85% 56 10 2| 43 1 2 49 -1 7 -1 42
90% 75 1 2| 46 6 2 19 - 1 7 - 1 45
95% 63 3 2| 49 5 2 26 -1 7 - 1| 43
100% 75 17 2| 53 11 2 35 - 1 7 1 50
Gesamt 58 19 28 51 11 28 28 12 14 11 4 14 43
Tabelle 21 Fluoreszenzprofil intraossar, Kollagen Typ 111 (C3), 3 Wochen

136



Anhang 137
Intensitaten (intraossar, Antikdrper C3, 6 Wo.)
Intervall auf der ) VA- Scheir?-OP Kontrollen
Distanzskala Titan SD N Stahl SD N (kein SD N (keine OP) N | Gesamt
Implantat)

5% 61 6 2 92 10 2 17 - 1 7 1 55
10% 35 5 2| 84 18 2 70 - 1 8 1 53
15% 58 11 2 56 14 2 19 - 1 9 1 43
20% 43 17 2| 43 1 2 24 - 1 5 1 33
25% 26 1 2| 45 0 2 27 - 1 10 1 30
30% 37 7 2| 44 4 2 26 - 1 7 1 33
40% 34 0 2| 44 5 2 26 - 1 7 1 31
55% 41 5 2| 44 5 2 33 - 1 9 1 35
70% 40 4 2| 42 8 2 34 - 1 9 1 34
80% 42 2 2 39 10 2 27 - 1 8 1 33
85% 40 3 2 38 1 2 27 - 1 11 1 32
90% 42 6 2| 42 1 2 26 - 1 14 1 35
95% 42 10 2| 47 1 2 27 - 1 10 1 36
100% 42 11 2| 48 1 2 22 - 1 10 1 35

Gesamt 41 10 28 50 17 28 29 13 14 9 14 37
Tabelle 22 Fluoreszenzprofil intraossar, Kollagen Typ 111 (C3), 6 Wochen

Intensitaten (intraossér, Antikdrper C3, 12 Wo.)

Schein-OP
Intervall auf der . VA- . Kontrollen
Distanzskala Titan SD N Stahl SD N (kein SD N (keine OP) N |Gesamt
Implantat)
5% 47 17 2 27 2 2 24 - 1 10 1 30
10% 32 3 2 25 1 2 15 - 1 9 1 23
15% 3 8 2| 29 0 2 43 -1 14 1 31
20% 29 3 2 30 4 2 40 - 1 13 1 29
25% 30 11 2| 24 4 2 39 -1 10 1| 26
30% 27 11 2 21 2 2 31 - 1 8 1 22
40% 23 7 2 24 3 2 15 - 1 9 1 20
55% 20 4 2 21 2 2 14 - 1 8 1 17
70% 17 1 2 24 1 2 22 - 1 8 1 18
80% 16 1 2 23 1 2 52 - 1 11 1 23
85% 6 4 2 21 0 2 46 -1 9 1| 22
90% 14 4 2 21 7 2 24 - 1 10 1 17
95% 12 0 2 22 4 2 20 - 1 11 1 16
100% 14 5 21 22 3 2 16 - 1 9 1 16
Gesamt 24 11 28 24 4 28 29 13 14 10 14 22
Tabelle 23 Fluoreszenzprofil intraossar, Kollagen Typ 111 (C3), 12 Wochen
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Intensitaten (intraossar, Antikorper Fibronektin, 3 Wo.)
Schein-OP
'néfsr;'::]lzasulja?:r Titan SD N Svt':hl SD N (kein  SD N ('EZF,:S’!')GQ) SD N |Gesamt
Implantat)

5% 142 7 2] 133 4 2 29 - 1 16 - 1] 99
10% 107 13 2| 130 30 2 34 - 1 19 - 1| 88
15% 84 17 2| 118 21 2 27 - 1 22 - 1| 76
20% 81 16 2| 96 5 2 56 - 1 33 - 1| 74
25% 76 1 2| 80 4 2 49 - 1 27 - 1| 64
30% 66 1 2 74 17 2 60 - 1 19 - 1| 60
40% 92 12 2| 76 4 2 33 - 1 16 - 1| 64
55% 78 8 2] 62 1 2 63 - 1 18 - 1| 60
70% 80 2 2| 51 5 2 66 - 1 16 - 1| 57
80% 80 18 2| 63 7 2 56 - 1 23 - 1| 61
85% 76 1 2| 69 14 2 63 - 1 21 - 1| 62
90% 87 6 2| 68 3 2 38 - 1 25 - 1| 62
95% 111 6 2| 77 6 2 43 - 1 29 - 1| 75
100% 118 11 2| 104 2 2 65 - 1 28 1| 89

Gesamt 91 22 28| 86 27 28 49 14 14 22 5 14 71
Tabelle 24 Fluoreszenzprofil intraossar, Fibronektin, 3 Wochen
Intensitaten (intraossar, Antikérper Fibronektin, 6 Wo.)
Schein-OP
'T;?Q’::Zi”kfa?:r Titan SD N SVtaAhI SD N (kein  SD N (igrrfgoge;) SD N |Gesamt
Implantat)

5% 147 5 2] 60 21 2 45 - 1 22 - 1| 8o
10% 99 30 2| 47 18 2 38 - 1 26 - 1| 59
15% 65 3 2| 49 5 2 34 - 1 29 - 1| 48
20% 58 15 2| 45 4 2 35 - 1 25 - 1| 44
25% 56 9 2| 58 9 2 35 - 1 18 - 1| 47
30% 52 4 2| 48 21 2 52 - 1 21 - 1| 46
40% 50 6 2| 45 5 2 41 - 1 25 - 1| 43
55% 41 2 2| 48 1 2 51 - 1 21 - 1| 42
70% 42 6 2| 44 o9 2 36 - 1 17 - 1| 37
80% 42 1 2| 37 1 2 40 - 1 20 - 1| 36
85% 43 8 2| 46 4 2 39 - 1 28 - 1| 41
90% 51 11 2| 48 6 2 73 - 1 20 - 1| 48
95% 74 47 2| 52 6 2 24 - 1 18 - 1| 49
100% 109 2 2 51 4 2 19 - 1 17 - 1| 59

Gesamt 66 33 28| 48 9 28 40 13 14 22 4 14 48
Tabelle 25 Fluoreszenzprofil intraossar, Fibronektin, 6 Wochen
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Intensitaten (intraossar, Antikorper Fibronektin, 12 Wo.)
Schein-OP
'néfsr;’::]lzasulja?:r Titan SD N Svt':hl SD N (kein  SD N {EZF,:?{';Q) SD N |Gesamt
Implantat)
5% 51 1 2| 51 5 2 35 - 1 24 - 1| 44
10% 32 6 2| 52 6 2 20 - 1 16 - 1| 34
15% 46 9 2| 49 12 2 65 - 1 17 - 1| 45
20% 41 1 2| 48 3 2 26 - 1 14 - 1| 36
25% 54 12 2| 46 8 2 22 - 1 16 - 1| 40
30% 33 10 2| 46 11 2 32 - 1 17 - 1| 34
40% 37 13 2| 44 2 2 44 - 1 16 - 1| 37
55% 48 4 2| 44 2 2 30 - 1 19 - 1| 39
70% 39 1 2| 40 6 2 26 - 1 19 - 1| 34
80% 37 1 2| 39 4 2 23 - 1 16 - 1| 32
85% 35 3 2| 36 4 2 29 - 1 14 - 1| 31
90% 35 5 2| 41 6 2 36 - 1 28 - 1| 36
95% 50 8 2| 39 4 2 25 - 1 20 - 1| 37
100% 4 9 2| 44 4 2 22 - 1 14 - 1| 35
Gesamt 41 9 28| 44 6 28 31 12 14 18 4 14 37
Tabelle 26 Fluoreszenzprofil intraossar, Fibronektin, 12 Wochen
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7.4  SPSS-Programmierung

7.4.1 SPSS-Hauptprozedur

'Begin Description

'This file is the default global procedure file. A number of sample scripts that were installed
'with SPSS make use of the procedures in this file.

'To change the global procedure file, go to the Scripts tab in the Options dialog.

'End Description

Option Explicit

'Module (file) level constants

Const cNONAVMSG As String = "No navigator document found."

Const cNOPIVSELMSG As String = "Select a pivot table before running this script."

Const cNOITEMSEL As String = "Select an Item before running this script."

Const cCOLMINREQ As String = "Columns are only made narrower if there are more than 8 columns."

Sub GetFirstSelectedPivot(objSelectedPivot As Object, objltem As ISpssitem, bolFoundOutput As Boolean, bolFoundPivot As
Boolean)

'Purpose: Find the first selected Pivot Table

'Assumptions: A Pivot Table is selected in the Output Doc (Navigator)

'Effects: Activates the selected Pivot Table

'Inputs: PivotTable object, Item object that contains selected PivotTable

'Return Values: Selected PivotTable, Item in the Navigator

! bolFoundOutput(True If an Output Doc exists), bolFoundPivot(True If found a selected PivotTable)

Dim objDocuments As ISpssDocuments ' SPSS documents.
Dim objOutputDoc As [SpssOutputDoc ' Output document
Dim objltems As ISpssltems ' Output Navigator items

Dim intltemCount As Integer

Dim intltemType As Integer

Dim bolSelected As Boolean ' True if an item is selected.
Dim i As Integer

' We have not found an output navigator yet (Set flag)
bolFoundOutput = False

'Get list of documents in SPSS.
Set objDocuments = objSpssApp.Documents

' Get designated document only if there is at least one output document.
If objDocuments.OutputDocCount > 0 Then
'Get the currently designated output document.
Set objOutputDoc = objSpssApp.GetDesignatedOutputDoc
bolFoundOutput = True

Else
'If no navigator window exists.
MsgBox(cNONAVMSG)
Exit Sub

End If

' Check if we found the designated document.

If bolFoundOutput = True Then
' We have not found a pivot table.(Set flag)
bolFoundPivot = False

' Get the outline tree and the number of items:
Set objltems = objOutputDoc.Items
intltemCount = objltems.Count

' Get the first selected pivot table.
Fori=0 To intItemCount - 1
Set objltem = objltems.Getltem(i)
intltemType = objltem.SPSSType
bolSelected = objltem.Selected
If intltemType = SPSSPivot And bolSelected = True Then
Set objSelectedPivot = objltem.Activate() 'Activate the pivot table.
bolFoundPivot = True ' We did find a pivot table.
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Exit For ' Exit the loop.
End If
Next i
End If

If bolFoundPivot = False Then
'If no pivot table has been selected.
MsgBox(cNoPIVSELMSG)
Exit Sub

End If

End Sub

Sub InsertPageBreak (objltem As ISpssltem)

'Purpose: Inserts a page break above the first selected Item in the Navigator
'Assumptions: Something is selected in the Output Doc (Navigator)

'Effects: Inserts a page break before the selected item.

'Inputs: Item object in the Navigator

'Return Values: Selected Item in Navigator will now have page break before it

Dim bolFoundOutputDoc As Boolean
Dim bolltemSelected As Boolean
Dim intltemType As Integer

Dim i As Integer

i=1
If objltem Is Nothing Then 'The item hasn't been set
'get the first selected item in the Navigator
Call GetFirstSelectedItem(objltem, intltemType, bolFoundOutputDoc, bolltemSelected)

If (bolFoundOutputDoc = False) Or (bolltemSelected = False) Then
‘either there wasn't an output doc or an item wasn't selected
Exit Sub
End If
End If

objltem.PageBreak = True
End Sub

Sub GetFirstSelectedItem(objltem As ISpssitem, intSelltemType As Integer, bolFoundOutput As Boolean, bolFoundItem As Boolean)
'Purpose: Find the first selected Item in the Navigator

'Assumptions: An Item is selected in the Output Doc (Navigator)

'Effects: None

'Input: Item object

'Return Values: Item in the Navigator, intSelltemType(contains value for what type of item objltem is),

! bolFoundOutput(True If an Output Doc exists), bolFoundItem(True If found a selected Item)

Dim objDocuments As ISpssDocuments ' SPSS documents.
Dim objOutputDoc As [SpssOutputDoc ' Output document
Dim objltems As ISpssltems ' Output Navigator items

Dim intltemCount As Integer

Dim intltemType As Integer

Dim bolSelected As Boolean ' True if an item is selected.
Dim i As Integer

' We have not found an output navigator yet (Set flag)
bolFoundOutput = False

'Get list of documents in SPSS.
Set objDocuments = objSpssApp.Documents

' Get designated document only if there is at least one output document.
If objDocuments.OutputDocCount > 0 Then
'Get the currently designated output document.
Set objOutputDoc = objSpssApp.GetDesignatedOutputDoc
bolFoundOutput = True

Else
'If no navigator window exists.
MsgBox(cNONAVMSG)
Exit Sub

End If
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' Check if we found the designated document.

If bolFoundOutput = True Then
' We have not found a pivot table.(Set flag)
bolFoundltem = False

' Get the outline tree and the number of items:
Set objltems = objOutputDoc.Items
intltemCount = objltems.Count

' Get the first selected Item.
Fori=0 To intltemCount - 1
Set objltem = objltems.Getltem(i)
bolSelected = objltem.Selected
If bolSelected = True Then
intSelltemType = objltem.SPSSType
bolFoundItem = True ' We did find a selected item.
Exit Sub ' Exit the subroutine.
End If
Next i
End If

If bolFoundItem = False Then
'If no Ttem has been selected.
MsgBox(cNOITEMSEL)
Exit Sub

End If

End Sub

Sub GetLastNavItem(objltem As ISpssitem, IngIndex As Long, bolOutputDocExists As Boolean)

'Purpose: Get the Index(IngIndex) and Item object(objltem) for the last Item in the Navigator

'Assumptions: There must be an Output Document window.

'Effects: None

'Inputs: None

'Return Values: Index to the last Item in the Designated OutputDoc, the Item object for the last Navigator Item
'bolOutputDocExists(True if there is >=1, False if 0)

Dim objOutputDoc As [SpssOutputDoc
Dim objltems As ISpssltems
Dim objDocuments As ISpssDocuments

bolOutputDocExists = False

Set objDocuments = objSpssApp.Documents

If objDocuments.OutputDocCount > 0 Then
'Get the currently designated output document.
Set objOutputDoc = objSpssApp.GetDesignatedOutputDoc
bolOutputDocExists = True

Else
'If no navigator window exists.
MsgBox(cNONAVMSG)
Exit Sub

End If

bolOutputDocExists = True

Set objltems = objOutputDoc.Items
IngIndex = objltems.Count - 1
Set objltem = objltems.Getltem(IngIndex)

End Sub

Sub SetDefColWidth(objPivotTable As Object, intDataCellWidth As Integer)

'Purpose: Set default width of columns

'Assumptions: The selected Pivot Table in the Navigator has been activated (by the script)

'Effects: Sets the width for all of the columns in the selected Pivot Table

'Inputs: PivotTable object (that was previously activated in another sub), intDataCellWidth(width to make data cells)
'Return Values: Modified PivotTable

objPivotTable.SelectTable
objPivotTable.DataCellWidths = intDataCellWidth
objPivotTable.ClearSelection

End Sub
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Sub MakeWideTablesNarrow(objPivotTable As Object)
'Purpose: Make Pivot Tables that don't fit on the screen narrower.
'Assumptions: The Pivot Table that is to be modified is activated

'Effects: Makes the columns in the Pivot Table narrow based on information in labels and data cells

'Inputs: PivotTable object that is already activated
'Return Values: Modified Pivot Table

'Global Variables Used: objPivotTable, objColumnLabels, objRowLabels, objFootnotes, objOptions, objDataCells

Dim objColumnLabels As ISpssLabels
Dim objRowLabels As ISpssLabels
Dim objFootnotes As ISpssFootnotes
Dim objOptions As ISpssOptions

Dim objDataCells As ISpssDataCells

Dim IngCols As Long

Dim IngRows As Long

Dim intSize As Integer

Dim intMinSize As Integer

Dim IngLastRowIndex As Long
Dimi As Long

Dim j As Long

Dim bolFootnoteFound As Boolean
Dim auto

Dim intMargin As Integer

'Determine if table is wide, if so modify column widths

Set objDataCells = objPivotTable.DataCellArray

If (objDataCells.NumColumns > 8) Then

objPivotTable.ClearSelection

Set objColumnLabels = objPivotTable.ColumnLabelArray
IngCols = objColumnLabels.NumColumns
IngLastRowIndex = objColumnLabels.NumRows - 1
Set objDataCells = objPivotTable.DataCellArray
IngRows = objDataCells. NumRows

intMinSize = objColumnLabels. TextSizeAt(IngLastRowIndex, 0)
Forj=0 To (IngCols - 1)

intSize = objColumnLabels. TextSizeAt(IngLastRowIndex, j)

If (intSize < intMinSize) Then

intMinSize = intSize

End If

bolFootnoteFound = False

Fori=0 To (IngRows - 1)

Set objFootnotes = objDataCells.GetReferredFootnotesAt(i, j)

If (objFootnotes.Count > 0) Then
bolFootnoteFound = True
Exit For
End If
Next i

'if there are no footnotes then even out margins
If (Not bolFootnoteFound) Then
objPivotTable.ClearSelection

objColumnLabels.SelectLabelDataAt IngLastRowIndex, j
intMargin = objDataCells.LeftMarginAt(0, 0)
objPivotTable.RightMargin = intMargin
objPivotTable.LeftMargin = intMargin

End If

Next j

'Lower the font size of all the lowest level columns
intMinSize = intMinSize - 1
For j =0 To (IngCols - 1)

objColumnLabels. TextSizeAt(IngLastRowIndex, j) = intMinSize

Next j

Set objOptions = objSpssApp.Options
objOptions.Autofit =1
objPivotTable.Autofit
objPivotTable.ClearSelection
Else
MsgBox(cCOLMINREQ)
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End If

End Sub

e s s s sl e ot st s s s st ot st st s st e skt sttt st st s sttt st stttk skl ok ook

'Purpose: Use this script if you want to put the text in the
' COLUMN labels in a pivot table on a
' single line (not wrapping to a second line).

'Inputs: The pivot table is passed as a parameter.
'Return Values: Modified Pivot Table

'Author: David S. Angulo

'Date: April 14, 1997

'Copyright @ 1997 by SPSS, Inc.

e s s s s e ot st st s s s st ot st st s s s st ot sttt sttt sttt sl sttt sttt ket ssksksolofoloRok

Sub SetPivotTableColumnLabelsToNoWrap (objPivotTable As Object)

'Declare SPSS object variables
Dim objColumnLabels As ISpssLabels ' Column label arrays

'Declare other variables used in this procedure

Dim intCol As Integer ' Number of columns in COLUMN label array.
Dim intRow As Integer ' Number of rows in COLUMN label array
Dim intR As Integer ' Loop Counter

Dim intC As Integer ' Loop Counter

Dim intRealWidth As Integer ' Text Width Variable

Vot sfe ke sk e sk st st sk sk sk sk sk sk st st sk ke sk sk sk st sk stk s sk sk st st stk sk s sk st st stk sl sk sk stk stk sk i sk skokokokokok skokokokok

'This section deals with changing the width of the column labels

' Get the column labels object
Set objColumnLabels = objPivotTable.ColumnLabelArray

' ColumnLabelArray is a 2-dimensional array. Loop through the cells to
' find the label text that matches the target text (strText)

intCol = objColumnLabels.NumColumns

intRow = objColumnLabels.NumRows

For intR = 0 To intRow - 1
For intC = 0 To intCol - 1
If Not IsNull(objColumnLabels. ValueAt(intR,intC)) Then

Dim strVal As String ' the string at intR, intC
strVal = objColumnLabels. ValueAt(intR,intC)
If Len(strVal) > 0 Then

intRealWidth = objColumnLabels. TextWidthAt(intR,intC)
objColumnLabels.ColumnLabel WidthAt(intR,intC) = intReal Width

End If
End If
Next intC
Next intR

"end of sub SetPivotTableColumnLablesToNoWrap
End Sub

W3k sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk stk sk stk sk skoskosk sk ik sk sieok sk stk sk skosiosk sk kol sk skok sk skok skoskok skoskokok skokokskokoksksk

'Purpose: Use this script if you want to put the text in the
' ROW labels in a pivot table on a
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' single line (not wrapping to a second line).

'Inputs: The pivot table is passed as a parameter.
'Return Values: Modified Pivot Table

'Author: David S. Angulo

'Date: April 14, 1997

'Copyright @ 1997 by SPSS, Inc.

W 3fe 3 sfe s 3 she s sfe e sfeshe s sfe s e sfe 3k sfe s sfesfe s she sk sfesie s sfe sk sfesie st she sk sfe s sieste s s sfesteosiesteotieostoleoiokokosiolokolor ok

Sub SetPivotTableRowLabelsToNoWrap (objPivotTable As Object)

'Declare SPSS object variables

Dim objRowLabels As ISpssLabels ' Row label array

'Declare other variables used in this procedure

Dim intCol As Integer ' Number of columns in ROW label array.
Dim intRow As Integer ' Number of rows in ROW label array
Dim intR As Integer ' Loop Counter

Dim intC As Integer ' Loop Counter

Dim intRealWidth As Integer ' Text Width Variable

Dim intMaxWidthInThisColumn As Integer

e s s s s e ot e st s s s s st ot st s sl st ottt st ettt s et sttt stttk kst stttk sk

'This section deals with changing the width of the row labels

' Get the row labels object
Set objRowLabels = objPivotTable.RowLabel Array

' RowLabelArray is a 2-dimensional array. Loop through the cells to
' find the label text that matches the target text (strText)

intCol = objRowLabels.NumColumns

intRow = objRowLabels.NumRows

For intC =0 To intCol - 1

' we're starting another column so the max width must be reset
intMaxWidthInThisColumn = 0

For intR = 0 To intRow - 1
If Not IsNull(objRowLabels.ValueAt(intR,intC)) Then

Dim strVal As String ' the string at intR, intC
strVal = objRowLabels.ValueAt(intR,intC)
If Len(strVal) > 0 Then

intRealWidth = objRowLabels. TextWidthAt(intR,intC)
If (intRealWidth > intMaxWidthInThisColumn) Then
' only change the label to make it wider (all of the labels will
' be in the same column
objRowLabels.RowLabel WidthAt(intR,intC) = intReal Width
intMaxWidthInThisColumn = intReal Width

End If
End If
End If
Next intR
Next intC

"end of sub SetPivotTableRowLablesToNoWrap
End Sub
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7.4.2 Unterprozedur

Sub Main
zn=Chr(10)
p$="c:\Istats\Eulert A12399\dat\dat\"
fi$ = Dir(p$+"*.dat")
z=0
While fi§ < ""
z=7+1
EinlesenSpeichern p$,fi$,z
fi$ = Dir$()
Wend
AddFiles p$,84,"!Daten"
End Sub

Sub EinlesenSpeichern(p$,{i$,z)
n$=Mid(fi$,1,InStr(fi$,".")-1)
zn=Chr(10)
With objSpssApp
.ExecuteCommands
"Get trans file "+p$+{i§+"' /type tab /field /Keep Tier d1 il d2 i2 d3 i3 d4 i4 d5 i5
knd kil ki2." +zn+
"Do rep in=d1 d2 d3 d4 d5 il i2 i3 i4 i5 knd kil ki2 / out = dnl to dn5 inl to in5 kndn
kinl kin2." + zn + _
" if index(in,'’K")>0 or in="Distanz' or in="Intens' or index(in,’ _')>0 or index(in,'=")>0
in="."+zn+ _
" if  index(in,",')>0 in = concat(substr(in, 1 ,index(in,',")-
1), substr(in,index(in,',)+1))." + zn + _
" Comp out = number(in,f14)." + zn +
"End rep." + zn +
"String Code (A50)." +zn + _
"Comp Code = ""+CStr(n$)+"." + zn + _
"Save out "+p$ + CStr(z) +".sav' /Keep code tier dnl to dn5 inl to in5 kndn kinl
kin2.",True
End With
End Sub

Sub AddFiles(p$,t,d$)
Dim v()
Fori=1 To t
z=7+1
s$=s$+"/File ""+p$+CStr(i)+".sav"+""+Chr(10)
If z=49 Or i=t Then
s$ = "Add files "+Chr(10)+s$+"."
With objSpssApp
.ExecuteCommands s$, True
If i<t Then .ExecuteCommands "Save out ""+p$+"tmp.sav'.", True
End With
z=0
s$="/File ""+p$+"tmp.sav"+""+Chr(10)
End If
Next
objSpssApp.ExecuteCommands "Save out ""+p$+d$+".sav'.", True
End Sub
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7.4.3 SPSS-Syntax

] kskskskskskskok ok kol skok skokskskskskokokokokokkokk skoksk sk sksk kit kol ok skl ko skoskskskskskokokokokokokokok skoksk sk skoskskskskok ook skl skl koo okokok ok ok

Get file 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\dat\!daten.sav'.

Sel if index(Tier,"_")=0 and Tier<>"".

Do if substr(Tier,1,1)="A" or substr(Tier,1,1)="B" or substr(Tier,1,1)="L".
Comp Tier=substr(Tier,2,2).

else.
Comp Tier=substr(Tier,1,2).

End if.

Comp nr = number(substr(Tier,1,2),f14).

Autorecode nr /into lfn.

*Aggreg /out * /break nr /zahl = n(nr).

Comp Code = upcase(code).
if index(Code,"C1" )>0 a=1.
if index(Code,"C3" )>0 a=2.
if index(Code,"FIB")>0 a=3.

if index(Code,"TI" )>0 m=1.
if index(Code,"VA" )>0 m=2.
if index(Code,"KTR")>0 m=3.
if index(Code,"SO" )>0 m=4.

if index(Code,"IM" )>0 I=1.
if index(Code,"10" >0 [=2.
if index(Code,"SC" )>0 1=3.

if index(Code," 3 ")>0 zeit=1.
if index(Code," 6 ")>0 zeit=2.
if index(Code," 12")>0 zeit=3.
Formats | m a zeit (f2.0).

Comp kndn2 = kndn.

Ren Vars (dnl to dn5 kndn kndn2 inl to in5 kinl kin2 = d1 to d7 il to i7).
Recode d1 to d5 d6 d7 (sysmis=sysmis) into il to i5 i6 i7.

Recode il to 15 16 17 (sysmis=sysmis) into d1 to d5 d6 d7.

Vectordil_di2_ (7,a7)/d=dltod7 /i=iltoi7/di_(7).
loop j=1to 7.
Comp dil_(j) = concat("9",string(d(j),f3.0),string(i(j),£3.0)).
Loop i=1 to len(dil_(j)).
Do if index(dil_(j),".")=0.
if substr(dil_(j),i,1)="" di2_(j)=concat(rtrim(di2_(j)),"0").
if substr(dil_(j),i,1)<>" " di2_(j)=concat(rtrim(di2_(j)),substr(dil_(j),i,1)).
End if.
end loop.
if index(dil_(j),".")=0 di_(j) = number(di2_(j),f14).
end loop.
Rank di_1 to di_7 by nr | m a zeit /ntiles(20) into r1 to 17 /print no.
Save out 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\daten.sav' /Keep tier nr Ifn 1 m a zeit d1 to d5 d6 d7 il toi5i16i7 rl tor7 di_1 to di_7.

Get file 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\daten.sav'.
Aggreg /out * /break tier | m a zeit /InfoZahl = n(nr).
Save trans out 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\daten1.dbf' /Keep tier | m a zeit /type db4 /repla.

3k sdeskskokokoskskofeokok skeofeofosk skeotefesk skl skl skesteosfsk skl skl skestokssk stk skl skl skotoslok skl skeskokok kool sk kol skskolokskokololokskolok skokokok ok

Get file 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\daten.sav'.

Aggregate /out * /break lfn zeit 1 m a /d1 to d7 = max(d1 to d7).

Comp dmax = mean(dl to d5).

Comp kmax = mean(d6,d7).

Aggregate /out * /break lfn zeit 1 m a /dmax kmax d1 to d7 = max(dmax kmax d1 to d7).
Comp Im = number(concat(string(1,f1),string(m,f1)),f14).

recode Im (21,22,23,24=sysmis).

Save trans out 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\daten2.dbf' /type db4 /repla.

sel if m<=2.
vector dm (2).
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Comp dm(m)=dmax.
Aggregate /out * /break lfn zeit 1 a /dm1 to dm2 = max(dml to dm?2).

vector dm11 dm2l (3).

Comp dmll(l)=dml.

Comp dm2](l)=dm2.

Aggregate /out * /break lfn zeit a /dm111 to dm113 dm211 to dm213 = max(dm!11 to dm113 dm2l1 to dm213).

vector dmllla dmll2a dmll3a dm2lla dm212a dm213a (3).
Comp dmllla(a)=dmlll.
Comp dml12a(a)=dm112.
Comp dml13a(a)=dml113.

Comp dm?2l1a(a)=dm?211.
Comp dm212a(a)=dm?212.
Comp dm213a(a)=dm213.

Aggregate /out * /break lfn zeit /
dmlllal to dmllla3

dmll2al to dmll2a3

dmll3al to dmll3a3

dm2llal to dm2l1a3

dm212al to dm212a3

dm213al to dm213a3 = max(
dmlllal to dmllla3

dmll2al to dmll2a3

dmll3al to dmll3a3

dm2llal to dm2l1a3

dm212al to dm212a3

dm213al to dm213a3).

Save trans out 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\daten3.dbf' /type db4 /repla.

3 skskskokokokokokokokokokok ok skokskokskskokokokokokokokk ok sk sk skl skskskokokok ok skokokskok skl skskskskokokokokokokokok ok sk sk skl sk skokokokokokokslokskokskok koo kokok ok ok

Get file 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\daten.sav'.

sel if sysmis(r1)=0.

Aggregate /out * /break nr lfnrl zeit Ima/di_1 = max(di_1).
Save out 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\sav\1.sav' /ren (r1=r).

Get file 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\daten.sav'.

sel if sysmis(r2)=0.

Aggregate /out * /break nr Ifn r2 zeit I m a /di_2 = max(di_2).
Save out 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\sav\2.sav' /ren (r2=r).

Get file 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\daten.sav'.

sel if sysmis(r3)=0.

Aggregate /out * /break nr Ifn 13 zeit I m a /di_3 = max(di_3).
Save out 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\sav\3.sav' /ren (r3=r).

Get file 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\daten.sav'.

sel if sysmis(r4)=0.

Aggregate /out * /break nr Ifn r4 zeit I m a /di_4 = max(di_4).
Save out 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\sav\4.sav' /ren (r4=r).

Get file 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\daten.sav'.

sel if sysmis(r5)=0.

Aggregate /out * /break nr Ifn r5 zeit I m a /di_5 = max(di_5).
Save out 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\sav\5.sav' /ren (r5=r).

Get file 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\daten.sav'.

sel if sysmis(r6)=0.

Aggregate /out * /break nr Ifn 16 zeit Im a /di_6 = max(di_6).
Save out 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\sav\6.sav' /ren (r6=r).

Get file 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\daten.sav'.
sel if sysmis(r7)=0.

Aggregate /out * /break nr Ifn r7 zeit I m a/di_7 = max(di_7).
Save out 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\sav\7.sav' /ren (r7=r).

Match Files /File 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\sav\1.sav'
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/File 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\sav\2.sav'
/File 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\sav\3.sav"
/File 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\sav\4.sav'
/File 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\sav\5.sav'
/File 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\sav\6.sav'
/File 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\sav\7.sav"
/by nr lfn r zeit I m a.

**neue Zusammenfassung**.
Formats r (f6.3).
Recode r (7,8=8)(9,10,11=11)(12,13,14=14)(15,16=16).

vectori(7)/di_=di_1todi 7.
loopj=1to 7.
if sysmis(di_(j))=0 i(j) = number(substr(string(di_(j),7.0),5,3),f14).
end loop.
Formats nr 1fn il to i7 (£3.0).

Comp i=mean(il to i5).

Comp k=mean(i6,i7).

Aggregate / out = * /break nr lfn r zeit | m a /i k =mean(i,k).
Formats i (f3.0).

**Malstab in %**.

Comp r=1/100 * 5.

Comp Im = number(concat(string(L,f1),string(m,f1)),f14).
Save trans out 'c:\!Stats\Eulert A12399\dat\daten4.dbf' /type db4 /repla.
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