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Einflihrung

1 Einfithrung
1.1 "Fernwirkung' von Implantatmaterialien auf den

Siugetierorganismus

1963 stellten Cronin und Gerow auf dem 3. Internationalen Kongress fiir plastische und
rekonstruktive Chirurgie die Silikongelprothese als eine neue Methode der Brustaugmen-
tation vor (Cronin u. Gerow 1964). Bis zum Jahre 2000 wurden allein in Amerika schét-
zungsweise mehr als 4 Millionen Frauen Silikonprothesen in die Briiste implantiert (Honig
2000). Auch in Europa wuchs die Zahl der im Rahmen rekonstruktiver chirurgischer Ein-
griffe und kosmetischer Operationen eingesetzten Brustimplantate (Kommission der euro-
pdischen Gemeinschaften 2001). Hierbei stand die lokale Gewebevertriglichkeit der Im-
plantate, insbesondere die Problematik der Kapselformation um das Silikon, lange Zeit im
Vordergrund. Obwohl bereits Ende der siebziger Jahre Fremdkdorperriesenzellen in den re-
giondren, axialen Lymphknoten als Reaktion auf Silikon-Partikel, welche aus Silikon-
gelprothesen zur Brustaugmentation (Hausner et al. 1978, Wintsch et al. 1978) oder aus
Fingergelenk-Prothesen (Christie et al. 1977) stammten, beschrieben worden waren,
begann man erst in jlingster Zeit, also nach nun fast 40 Jahren der Silikonimplantation,
auch systemische Wirkungen des Silikons zu diskutieren (Middleton 1998, Solomon
2000). So beschrieben O'Hanlon et al. systemische Gewebeschiddigungen von T-Zell-
Lymphozyten aus der Bindegewebskapsel um Silikon-Brust-Prothesen (O'Hanlon et al.
2000). Peoch et al. beobachteten eine durch Silikonpartikel verursachte
Lymphadenopathie der inguinalen Lymphknoten nach Ersatz des Meta-
tarsophalangealgelenkes durch eine Gelenkprothese aus Silikon (Peoc'h et al. 2000) und
Krayenbuhl und Panizzon sahen silikonhaltige Fremdkorpergranulome nach Weich-
gewebsrekonstruktion mit Silikon (Krayenbuhl u. Panizzon 2000). Es schien in der Natur
der Sache zu liegen, dass die Medizin sich bei der Implantation neuer Materialien zunichst
auf die lokale Gewebevertraglichkeit konzentrierte. Systemische Wirkungen wurden oft
erst Jahrzehnte spéter erkannt. Heute ist es bekannt, dass niedrig molekulares Silikon durch
die intakte Hiille hinweg diffundieren und auch als Folge einer gerissenen Implantathiille
in den Organismus gelangen kann. Aus diesem Grunde verlangt die Kommission der euro-
pdischen Gemeinschaften mittlerweile im Rahmen einer vorklinischen Risikoanalyse eine

Bewertung aller kurz- und langfristigen Auswirkungen einschlielich der Zytotoxikologie,
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Héamokompatibilitdt, Gentoxizitdt, Immuntoxizitidt und anderer Formen der systemischen
Toxizitdt aller mit dem Brustimplantat in den Korper eingefithrten Substanzen. Zudem
wird die Kenntnis der Toxikokinetik aller potentiell toxischen bzw. reaktiven Substanzen
oder Abbauprodukte von Implantaten gefordert. Verteilung, Transformation und Elimi-
nation auf dem Expositionsweg sowohl des Hiillen- als auch des Fiillmaterials miissen vor
dem klinischen Einsatz der Brustimplantate bekannt sein (Kommission der europdischen
Gemeinschaften 2001). Diese Forderungen sollten fiir alle in den menschlichen Korper im-
plantierten Materialien gelten, also auch fiir kommerziell reines Titan, Polymethyl-

Methacrylat und Poly(L-Lactid)e.

1.1.1 Kommerziell reines Titan (cp Titan) in der Medizin

Kommerziell reines Titan bezeichnet unlegiertes Titan mit geringen Gehalten an Neben-
bestandteilen wie Kohlenstoff, Eisen oder Sauerstoff (Wintermantel u. Ha 1996 b). Im
Vergleich zu anderen Metallen weist es einen relativ niedrigen Elastizitdtsmodul bei hoher
Korrosionsbestindigkeit und Festigkeit auf (Hille 1966, Steinemann 1994). Titan wurde
erstmals von Gregor 1791 in England als Titanoxid isoliert und fand zunédchst nur in der
oxidischen Form Verwendung, z. B. bei der Fertigung von Farben und Bleichmitteln
(Schmidt 1994). Van Arkel und de Boer gelang die Gewinnung von reinstem Titan von
etwa 1924 an (Uhlein 1974). Kommerziell wurden Titan und Titanlegierungen erstmals
1946 durch J. Cotton produziert (Wintermantel u. Ha 1996 a). Die ersten Untersuchungen
fiir den medizinischen Einsatz fiihrte Leventhal in den filinfziger Jahren des zwanzigsten
Jahrhunderts durch (Wintermantel u. Ha 1996 a). In Verbindung mit biologischen
Systemen nahm Titan schnell eine dominierende Rolle ein und wurde als das "ewige
Metall" bezeichnet (Schmidt 1994). Als Implantatwerkstoff wurde es bis dato in der
Medizin hauptsichlich fiir Fixationselemente zur Stabilisierung von Frakturen in Form von
Osteosyntheseplatten und Schrauben (Moberg et al. 1989, Rosenberg et al. 1993,
Schliephake et al. 1993 a, Schliephake et al. 1993 b, Katou et al. 1996, Arens u. Hansis
1998, Schliephake et al. 1998, Hirai et al. 2001) und als Prothesen des totalen
Gelenkersatzes wie Hiift- (Jacobs et al. 1991, Funovics et al. 2000, Hofmann et al. 2000,
Matzen u. Stockmaier 2001), Knie- (Ring 1980, Barone et al. 1989, Lewis et al. 1995,
Kovacik et al. 1997), Schulter- und Kiefergelenkendoprothesen (Spiessl 1976, Raveh et al.
1982, Raveh et al. 1989, Spiessl 1989, Semkin et al. 1996, Stojadinovic et al. 1999,

Wittbjer et al. 2001) eingesetzt. In der Zahnmedizin verwendet man bis heute Titan zur
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Herstellung dentaler Implantate (Toth et al. 1985, Buser et al. 1989, Newesely 1988,
Gottlander u. Albrektsson 1991, Schroeder et al. 1994, Wheeler 1996, Nociti Junior et al.
1997, Schliephake u. Aleyt 1998).

Obwohl kommerziell reines Titan in den Lehrbiichern als generell inertes und
biokompatibles Material beschrieben wurde, welches weder toxische noch allergische
Reaktionen verursachen sollte (Prein u. Rahn 1998), diskutierte man in der Traumatologie
die Notwendigkeit der operativen Entfernung von Osteosyntheseplatten und Schrauben aus
Titan nach Abschluss der Frakturheilung (Brunner 1993, Rosenberg et al. 1993). Die bei
der erneuten Behandlung entstehenden Kosten fiir einen doch als geheilt anzusehenen
Patienten wurden toleriert, weil metallbedingte Rontgenartefakte und Strahlenstreuung die
bildgebende Diagnostik erschwerten (Pistner 1992, Brunner 1993). Zudem wurden
Publikationen angefiihrt, welche lokale und systemische Gewebeverdnderungen nach
Titanimplantation beschreiben. Ein wichtiger Faktor fiir die Biokompatibilitit von Titan
und seiner Legierungen war demnach die Bildung einer stabilen und reinen Titandioxid-
Schicht (Wintermantel u. Ha 1996 a). Hohe Konzentrationen von Titandioxid bis iiber
2000 ppm wurden héufig aber auch in der Umgebung von Titan-Implantaten vorgefunden
(Meachim u. Williams 1973, Meachim u. Pedley 1981, Rosenberg et al. 1993). Zudem
wurde in vivo auf mogliche Korrosionsschddigungen hingewiesen (Thull u. Schaldach
1975). Wiederholt wurden Metallosen im Bereich von Osteosynthesematerialien be-
obachtet (Rosenberg et al. 1993, Pistner 2002). Sytemische Gewebeverdnderungen nach
intraossirer Implantation von Titan wurden von Schliephake et al. (1993 a, 1993 b, 1998)
und Haers et al. (1998) beschrieben. Schliephake et al. implantierten intraossir jeweils
zwei Schrauben aus Titan in sechs Gottinger Minipigs und beobachteten flinf Monate post
implantationem eine erhohte, durch Abrasion bedingte Titan-Konzentration sowohl ins-
besondere in der Lunge als auch in der Leber und den Nieren dieser Tiere im Vergleich zu
einer unoperierten Kontrollgruppe (Schliephake et al. 1993 a). 1998 berichteten Schliepha-
ke et al. von einer Patientin, welche nach osteosynthetischer Versorgung mit Miniplatten
und Schrauben aus kommerziell reinem Titan eine interstitielle Lungenerkrankung ent-
wickelte. Die Patientin zeigte Symptome, welche an eine Sarkoidose erinnerten. Die histo-
pathologische Untersuchung liel unter anderem Titanoxid-Partikel intra- und extrazellulér
im Lungengewebe erkennen. Insbesondere zeigten sich die Partikel in Fibroblasten und
Makrophagen.

Haers empfahl die operative Entfernung von Osteosynthesematerialien aus Titan nach der

Konsolidierung des Bruchspaltes, da kleine, durch Korrosion entstandene Titan-Partikel in
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den regiondren Lymphknoten solcher Patienten gefunden wurden, deren Knochenfrag-
mente nach bimaxilldrer Umstellungsosteotomie mittels Titan-Platten und Titan-Schrauben

fixiert worden waren (Haers et al. 1998).

1.1.2 Polymethyl-Methacrylat (PMMA) in der Medizin

Polymethyl-Methacrylat ist seit der Dissertation des Chemikers O. R6hm im Jahre 1902
bekannt (Ruckelshausen 1987). Es wurde erstmals 1933 bei Rohm und Haas in Deutsch-
land zu harten, transparenten Blocken polymerisiert (Wintermantel u. Ha 1996 c¢) und war
bis 1936 nur als auspolymerisiertes Fertigprodukt, wie zum Beispiel als Platten aus
"Plexiglas", im Handel. Nach ersten Tierversuchen durch O. Kleinschmidt im Jahre 1940,
implantierte C. Zander erstmals im gleichen Jahr wiarmeverformte Plexiglasstiicke beim
Menschen zur Deckung eines Schiddeldefektes nach Osteom-Entfernung (Ruckelshausen
1987). 1936 brachte die deutsche Industrie mit dem Paladon® einen PMMA-Werkstoff
heraus, welcher vom Anwender selbst in Wérmedruckkesseln auspolymerisiert werden
konnte (Ruckelshausen 1987). Das Produkt wird bis heute in Dentallabors zur Herstellung
von Zahnprothesen verwendet. Die Briider Judet verarbeiteten 1947 PMMA bei der von
ihnen entwickelten und bis 1960 von Orthopéden und Chirurgen eingesetzten Hiiftprothese
(Ruckelshausen 1987). Damit war PMMA erstmals mechanischer Belastung und Reibung
ausgesetzt. Neben biologischer Vertriglichkeit musste PMMA jetzt auch der Bruch- und
Abriebfestigkeit genligen und dem Lastwechsel beim Gang sowie erheblichen Scherkriften
gewachsen sein. Die Firma Kulzer entwickelte 1943 die dritte Generation des PMMA,
welches 1949 als mundschleimhautfarbendes Palavit® und 1959 als griin geférbtes
Palacos® auf den Markt kam (Ruckelshausen 1987). Zwei Komponenten konnten jetzt bei
Zimmertemperatur gemischt werden und polymerisierten selbsthiartend. In der Zahn-
medizin werden sie bis heute als Zahnfiillungsmaterial und als Kunststoftbasis fiir
Zahnprothesen verwendet (Jones 1992, Brunner 1993, Cimpan et al. 2000 a, Cimpan et al.
2000 b). 1971 wies Buchholz ihre Eignung als Depottrager fiir lokal wirksames
Gentamycin nach (Ruckelshausen 1987). In der Augenheilkunde findet PMMA nach wie
vor sowohl als intraokulare Linsen als auch als harte Kontaktlinsen Anwendung (Williams
1992, Cochener et al. 1999, Hollick et al. 1999, Kim et al. 1999, Apple 2000, Hollick et al.
2000, Samuelson et al. 2000, Gatinel et al. 2001, Hayashi et al. 2001). In der Orthopédie
wurde und wird modifiziertes PMMA als Knochenzement eingesetzt, welcher bei

Hiiftgelenkendoprothesen zum einen den Prothesenschaft im Femur stabilisiert und zum
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anderen der Lastiibertragung zwischen Prothese und Knochen dient (Endler 1953,
Schmoker et al. 1977, Rudigier et al. 1981, Eyerer 1986, Lidgren et al. 1987, Streicher
1987, Ege 1993, Wintermantel u. Ha 1996 c¢). AuBerdem wurde PMMA bei
Verbundosteosynthesen  (Grasser 1969) und zur Hohlraumauffiillung nach
Zystenoperationen verwendet (Ruckelshausen 1987, Leclair et al. 2000). Hierbei fand die
Polymerisation im Kontakt mit lebendem Gewebe statt. Da bei der Polymerisation von
Methylmethacrylat das Monomer nicht vollstdndig umgesetzt wurde, konnte der Knochen-
zement Restmonomere freisetzen und dadurch sowohl eine allergische Reaktion als auch
eine Gewebetoxizitdt bewirken (Ege 1993). Endler vermutete eine chronische Schadigung
des Implantatlagers durch die langsame Freisetzung von Restmonomeren iiber einen
lingeren Zeitraum (Endler 1953). Zudem erschienen thermische Schidigungen des Um-
gebungsgewebes durch die bei der Polymerisation auftretende Wiarme als moglich. Neben
diesen lokalen Gewebereaktionen wurden auch Fernwirkungen des PMMA beschrieben.
Mendes et al. (1974) beobachteten PMMA-Partikel in den regiondren Lymphknoten von
Hunden nach Hiiftgelenkersatz durch PMMA-haltige Prothesen. McCabe und Basker
(1976) fanden degenerative Verdnderungen in der Leber und in den Nebennieren, welche

sie auf vagabundierende Restmonomere zuriickfiihrten.

1.1.3 Poly(L-Lactid)e in der Medizin

1932 wurde Poly(L-Lactid), das Homopolymer der optisch aktiven, linksdrehenden
Milchsdure, L-Lactat, erstmalig von Carothers, Dorough und van Natta durch Erwérmung
des cyclischen Esters Dilactid synthetisiert (Carothers et al. 1932, Gutwald 1994).

1966 begann die Entwicklung hochmolekularer Milchsidurepolymere, den Polylactiden, als
Osteosynthesematerialien (Kulkarni et al. 1966, Suuronen et al. 2000). Seit {iber zehn
Jahren wurde zunehmend {iiber deren klinische Anwendungen in unterschiedlichsten
medizinischen Fachrichtungen berichtet (Lohman et al. 1999). Bis heute kam und kommt

Polylactid zu folgenden Zwecken am und im Patienten zum Einsatz:

® In der Herz- und GefaB-Chirurgie als Stents bei Stenose der Coronararterien (Tamai

et al. 2000)

® In der craniofacialen Chirurgie als Platten-Blinddiibel-System zur Stabilisierung

von Stirn-Schidel-Vorverlagerungen (Pistner et al. 1991, Pistner 1992) oder als
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Platten und Schrauben zur Fragmentstabilisierung nach Schiddelnahterweiterung bei

Patienten mit Craniosynostosen (Arai et al. 2000)

In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie bei Dysgnathie-Patienten als bicor-
ticale Schrauben zur Restabilisierung der verlagerten Kiefersegmente nach sa-
gittaler retromolarer Spaltung des Unterkiefers nach Obwegeser/Dal Pont
(Suuronen et al. 1992, Suuronen et al. 1994, Harada u. Enomoto 1997, Kallela et al.
1998, Bouwman u. Tuinzing 1999, Edwards et al. 1999, Kallela et al. 1999 a,
Kallela 1999, Pistner 1999, Suuronen et al. 2000, Edwards et al. 2001 a) und als
Platten und bicorticale Schrauben bei bimaxilldren Umstellungsosteotomien (Haers
et al. 1998, Suuronen et al. 2000, Edwards et al. 2001 a, Edwards et al. 2001 b)
sowie als bicorticale Schrauben zur Stabilisierung von Genioplastiken (Haers et al.

1998, Edwards et al. 2001 b)

In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie als Platten und Schrauben zur
Osteosynthese von Jochbein-Frakturen (Bos et al. 1987, Gerlach 1988, Gerlach
1990, Suuronen et al. 2000), Orbitaboden-Frakturen (Joos 1995, Cordewener et al.
1996) und Unterkiefer-Median-Frakturen (Kallela et al. 1999 b, Suuronen et al.
2000) sowie Unterkiefer-Paramedian-Frakturen (Kallea et al. 1999 b, Suuronen et

al. 2000)

In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie als Platten und Schrauben zwecks
Fixation freier Knochentransplantate zur primédren Rekonstruktion nach Unterkie-

ferteilresektion bei Tumorpatienten (Suuronen et al. 2000, Lindqvist 2001)

In der Orthopddie und Unfall-Chirurgie als Platten, Schrauben und Stifte zur
Osteosynthese von Knochel-, Sprunggelenk-, Kniegelenk-, subcapitalen Schenkel-
hals-Frakturen und Oberschenkelkopf-Frakturen (Rokkanen et al. 1985, Eiten-
miiller et al. 1988, Illi 1990, Jukkala-Partio et al. 1998, Takizawa et al. 1998, Loh-
man et al. 1999, Jukkala-Partio et al. 2000, Hovis et al. 2002) sowie von Tibia-

Frakturen und Tibia-Osteotomien (Tuompo et al. 1999 b)

In der Orthopidie als Schrauben zur Fixation von kiinstlichen Hiiftgelenkpfannen

(Thanner 1999)

In der Orthopédie als Schrauben und Expansions-Bolzen zur Fixation von autolo-
gen Patellarsehnentransplantaten (McGuire et al. 1999, Tuompo et al. 1999 a,
Barber et al. 2000, Kotani u. Ishii 2001) oder allogenen Achilles-
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sehnentransplantaten (Martinek et al. 2001) zur Rekonstruktion des vorderen

Kreuzbandes

® In der Orthopidie als Stdbe aus SR-PLLA zur Versteifung des proximalen Hand-

gelenkes bei Patienten mit rheumatoider Arthritis (Voutilainen et al. 2001)

® In der Pharmakologie bei der galenischen Zubereitung von Medikamenten, die in
der Néhe des Wirkortes implantiert den Wirkstoff entsprechend der Zersetzung des
Polylactids iiber einen ldngeren Zeitraum freisetzen und den Wirkstoff vor einer zu
schnellen Metabolisierung schiitzen (Choi et al. 2001, Zilberman et al. 2001, Deppe
et al. 2002)

® In der Urologie als Urethra-Stent aus SR-PLLA bei Patienten mit akuter Harn-

retention auf Grund einer benignen Prostatahypertrophie (Isotalo et al. 2000)

Der Abbau des Polylactids wurde in erster Linie durch Hydrolyse erklart (Kronenthal
1975, Leenslag 1987, Vert 1990, Suuronen et al. 1998). Daher wurde sowohl eine lokale
als auch eine systemische Vertriglichkeit des Polylactids und seiner Abbauprodukte unter-
stellt. Wahrend in zahlreichen experimentellen und klinischen Studien die lokale Biokom-
patibilitdt diskutiert wurde (Tunc et al. 1987, Campbell et al. 1991, Van Sliedregt et al.
1991, Pistner 1992, Bahr et al. 1999, Pistner 1999, Arai et al. 2000, Barber et al. 2000,
Furukawa et al. 2000 a, Furukawa et al. 2000 b, Hattori et al. 2000, Hooper et al. 2000,
Ikarashi et al. 2000, Tamai et al. 2000, Edwards et al. 2001 a, Martinek et al. 2001), liegen
bis dato Veroffentlichungen iiber die systemische Wirkung des Polylactids nur sehr ver-
einzelt vor.

So berichteten Verheyen et al. von PLA-Partikeln in den regiondren Lymphknoten von
Ziegen zwei Jahre nach transcorticaler Implantation von PLA-haltigen Bolzen (Verheyen
et al. 1993).

Beumer et al. fanden ein Jahr nach subcutaner Implantation von Poly(L-Lactid) basierten,
gitternetzformigen Membranen in den Riicken von 75 Widstar-Ratten weder makros-
kopisch noch mikroskopisch pathologische Organverdnderungen an Herz, Lunge, Leber,
Milz oder Niere (Beumer et al. 1994).

Margevicius et al. ersetzten das vordere Kreuzband und das mediale Seitenband des rech-
ten Knies von sechs Schafen durch mit PLA verstirkte Binder. Wihrend weder in der
Leber noch in der Milz PLA-Partikel beobachtet werden konnten, lieen sich nach einem
Jahr in den ipsilateralen inguinalen und paraaortalen Lymphknoten von vier der sechs

Tiere PLA-Partikel finden (Margevicius et al. 1996).
7
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1.2 Fragestellung

Durch die vorliegende Arbeit sollte die systemische Biokompatibilitit von intraossér
implantiertem, spritzgegossenem, amorphem, niedrigmolekularem Poly(L-Lactid) unter-
sucht werden. Kommerziell reines Titan, als das in der Mund-, Kiefer-, Gesichtschirurgie
meistverwendete und als am besten gewebevertraglich anerkannte Metall, und das als
Knochenzement bekannte Polymer Polymethyl-Methacrylat (Palacos®) wurden als Kon-

trollsubstanzen gewihlt.
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2 Material und Methode

2.1 Materialien

Fiir einen intraossdren Biokompatibilititsversuch stellte die Firma Boehringer Ingelheim
Pharma KG, 55216 Ingelheim am Rhein, jeweils 25 solide Probekdrper aus Poly(L-Lactid)
und Polymethyl-Methacrylat (Palacos®™) sowie zerkleinerte Probekdrper aus den gleichen
Materialien zur Verfligung. Die Herstellung von 25 soliden Probekodrpern und zerkleiner-
ten Probekorpern aus kommerziell reinem Titan erfolgte durch die Firma Aesculap AG und

Co. KG, 78501 Tuttlingen.

2.1.1 Solide Probekorper

Alle soliden Implantate besaen die gleiche zylinderférmige Geometrie mit abgerundeten
Enden. Thre Liange betrug jeweils 2,8 mm, ihr Durchmesser 1,1 mm. Bei ebenfalls gleicher

Oberfléche unterschieden sich die Festkdrperimplantate in ihrem Gewicht.

Tab. 1: Durchschnittliches Gewicht der soliden Implantate

Material Charge Durchschnittliches Gewicht
/g
Poly(L-Lactid) 46015 0,003
Polymethyl-Methacrylat (Palacos®) 46016 0,003
cp Titan ISO 5832 PTII 0,011

Die Festkorper aus Poly(L-Lactid) stellten sich als glasig bis transparentes und geruchloses
Material dar. Die chemischen und physikalisch-mechanischen Materialeigenschaften des
verwendeten niedrig molekularen, amorphen Poly(L-Lactids) sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.
Die soliden Probekorper aus Polymethyl-Methacrylat wiesen ein eher milchig-
transparentes Aussehen auf und waren ebenfalls geruchlos. Die soliden Implantate aus cp
Titan erschienen als silber-graues Material (siche Abb. 1). Als Metall waren auch sie

klassischerweise ohne Geruch.
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Tab. 2: Chemische und physikalisch-mechanische Materialeigenschaften des

verwendeten niedrig molekularen, amorphen Poly(L-Lactids)

Materialeigenschaft
Inhérente Viskositit 1,82 dl/g
Molekulargewicht M, 120 000
Molekulargewicht M,, > 237 000
Kristallinitit amorph
Dichte D 1,19 g/cm?
Biegefestigkeit cdB 118,3 N/mm?
Zugfestigkeit cB 46,4 N/mm?
Elastizitdtsmodul E 3579,2 N/mm?
Reissdehnung 6 %
h ermittelt iber die Inhdrente Viskositét 1y,
%) ermittelt iber die Gel-Permeations-Chromatographie (GPC)

Die zur Implantation vorgesehenen soliden Probekorper aus Poly(L-Lactid), Polymethyl-

Methacrylat und cp Titan wurden mit Ethylenoxid gassterilisiert und anschlieBend steril

konfektioniert.

Abb. 1: Solide Probekorper
1) Zylinder aus cp Titan
2) Zylinder aus PMMA (Palacos®)
%) Zylinder aus PLLA
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2.1.2 Zerkleinerte Probekorper

2.1.2.1 Physikalisch-chemische Eigenschaften

Zur Herstellung der gewiinschten Probekorper wurden solide Probekorper aus Poly(L-
Lactid), Polymethyl-Methacrylat bzw. cp Titan von den Firmen Boehringer Ingelheim
Pharma KG, 55216 Ingelheim am Rhein und Aesculap AG und Co. KG, 78501 Tuttlingen,
zu Pulver mit einer Korngréfe kleiner als 0,5 mm zerkleinert und zur Verfligung gestellt.
Das Pulver aus Poly(L-Lactid) hatte ein leicht graulich-weif3es, das Pulver aus Polymethyl-
Methacrylat ein schneeweiBles Aussehen. Das cp Titan-Pulver besal3 die gleiche silber-
graue Farbe wie sein entsprechendes Festkorperimplantat. Keines der Pulver erzeugte

irgendeinen Geruch.

2.1.2.2 Applikationsmethode der zerkleinerten Probekorper

Die soliden Probekorper konnten nach ihrer Sterilisation miihelos in ein in das Rattenfemur
gebohrtes Loch entsprechender GroB3e implantiert werden. Die zerkleinerten Probekdrper
mussten mittels Mikrokapseln aus Gelatine implantiert werden.

Hierzu wurden pro Material je 25 Portionen erstellt, welche dasselbe Gewicht wie die
entsprechenden soliden Probekdrper besal3en. Diese wurden in Mikrogelatinekapseln Nr. 9
der Firma Torpac Inc., 26 Littell Road, East Hannover, NJ 07936 - 1002, USA, gefiillt. Sie
werden iiblicherweise zur intraoralen Applikation medikamentdser Therapeutika bei
Laborratten und Meerschweinchen verwendet und sind durch in der Tabelle 3 angegebene

Parameter charakterisiert:

Tab. 3: Parameter der Mikrogelatinekapsel Nr. 9 der Firma Torpac Inc., USA

Parameter Grofle
Kapazitit 0,025 ml (approximativ 25 mg)
Maximaler externer Durchmesser 2,65 mm
Maximale Lange der geschlossenen Kapsel 8,40 mm
Durchschnittliches Gewicht von Kapselkopf und 9 mg
Kapselkorper
Farbe transparent

11



Material und Methode

Da die Mikrogelatinekapseln Nr. 9 durchschnittlich immer noch dreimal so lang wie die
soliden Probekdrper waren, wurden sie mit einer herkdmmlichen chirurgischen Schere auf
die minimale Lange zurecht geschnitten, welche ein unkompliziertes Handling der Kapseln
beim Fiillen mit den zerkleinerten Probekorpern gerade noch erlaubte. Aullerdem musste
die Kapsel die erforderliche Menge an zerkleinerten Probekorpern vollstindig aufnehmen
konnen. Die Langenreduktion durfte keinen negativen EinfluB auf den dichten Verschlufl
der Kapseln haben. AbschlieBend wurde die erzielte Linge aller zugeschnittenen Mikro-
gelatinekapseln mit einer Schieblehre der Firma Mitutoyo, Japan, ermittelt. Da der externe
Durchmesser der Mikrogelatinekapseln Nr. 9 herstellungstechnisch von Kapsel zu Kapsel
unterschiedlich grofl war und zudem durch die wirkenden mechanischen Kréfte der Finger
und Schere beim Zurechtschneiden der Kapseln letztere verformt sein konnten, wurde
zusitzlich ihr jeweiliger externer Durchmesser mit der gleichen Methode tiberpriift (siehe

Tabelle 4).

Tab. 4: Parameter der zurechtgeschnittenen Mikrogelatinekapseln

Durchschnittliche Linge Durchschnittlicher externer Durchmesser
/ mm / mm
3,61 2,33

Abb.2: Zurechtgeschnittene transparente Mikrogelatinekapsel Nr. 9

12
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Mit Hilfe einer elektrischen Waage der Firma Sartorius wurde das jeweilige Gewicht der
einzelnen zurechtgeschnittenen Kapseln ermittelt. Zu diesem wurde das Durchschnitts-
gewicht der jeweiligen soliden Probekorper addiert, also 0,003 Gramm bei den mit Poly(L-
Lactid)- bzw. Polymethyl-Methacrylat-Pulver zu fiillenden Kapseln und 0,011 Gramm bei
den Kapseln, in die cp Titan-Pulver gefiillt werden sollte. Unter Verwendung oben
genannter Waage wurden jetzt die leeren Kapseln soweit mit den entsprechenden
zerkleinerten Probekorpern aufgefiillt, bis die jeweilige Summe aus Leergewicht der
Kapseln und Gewicht der jeweiligen soliden Probekorper erreicht wurde. Daraus ergaben
sich folgende Durchschnittswerte fiir das Leergewicht der Kapseln bzw. das Gewicht der

gefiillten Kapseln (siehe Tabelle 5).

Tab. 5: Leergewicht der Kapseln und Gewicht der gefiillten Kapseln

Material mit dem die Durchschnittliches Durchschnittsgewicht der
Gelatinekapseln gefiillt sind Leergewicht gefiillten Kapseln
/g /g
Poly(L-Lactid) 0,004 0,007
Polymethyl-Methacrylat (Palacos®) 0,004 0,007
cp Titan 0,004 0,015
Ungefiillt 0,004 -

13
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Abb. 3: Zerkleinerte Probekdrper abgefiillt in zurechtgeschnittenen Mikrogelatinekapseln
") Leere, zurechtgeschnittene Mikrogelatinekapsel
2) Mit cp Titan-Pulver gefiillte, zurechtgeschnittene Mikrogelatinekapsel
3) Mit PMMA-Pulver gefiillte, zurechtgeschnittene Mikrogelatinekapsel
*) Mit PLLA-Pulver gefiillte, zurechtgeschnittene Mikrogelatinekapsel

Die auf diese Weise hergestellten zerkleinerten Probekorper wurden gassterilisiert und

steril konfektioniert.

2.2 Versuchstiere

Fiir diesen Implantationsversuch wurden 125 spezifiziert pathogenfreie (SPF) Sprague
Dawley-Ratten aus dem Zentralinstitut fiir Versuchstierzucht, Hermann-Ehlers-Allee 57,
30455 Hannover, verwendet. Fiir die Tiere war eine definierte Spontantumorrate im
Knochen von 0,5-1 % bzw. in der Hyophyse von 40-50 % bekannt. 50-70 % der weib-
lichen Tiere entwickeln in der Regel Mamma-Adenome und Mamma-Carcinome. Daher
wurden bevorzugt ménnliche Sprague Dawley-Ratten ausgewéhlt. In Zahlen 65: ménnliche
und 60 weibliche Tiere. Bei der Ankunft der Tiere in Wiirzburg betrug ihr Alter 1 Monat
und 17 Tage, ihr Durchschnittsgewicht 178 g (méinnliche Tiere) bzw. 145 g (weibliche
Tiere). Damit die Tiere sich an die Keimflora der Wiirzburger Abteilung fiir Experi-
mentelle Zahnmedizin, Vorstand Herr Prof. Dr. Roger Thull, gewohnen konnten, wurde
den Tieren eine Akklimatisationszeit von drei Monaten gegeben. So lag zum Zeitpunkt der

Operation das Durchschnittsgewicht der minnlichen - bei 463 g, das der weiblichen Tiere

14



Material und Methode

bei 306 g, ihr Durchschnittsalter bei sechs Monaten. Die Tiere wurden in Einzelkéfigen
(Makrolonkdfig M5) unter klimatisierten Standardbedingungen mit einem Tag-Nacht-
Rhythmus von 12 Stunden gehalten. Altromin-Standard-Didt und kommunales Leitungs-
wasser standen ihnen ad libitum zur Verfiigung. Die Tiere wurden unter GLP-Bedingungen
("Good Laboratory Practice") gehalten und von einer Fachtierdrztin fiir Versuchstierkunde
medizinisch betreut. Die Tiere wurden einmal in zwei Wochen gewogen, ihr Wasser- und
Futterverbrauch tiglich kontrolliert und ihr Verhalten stindig beobachtet. Postoperativ
erfolgte eine palpatorische Beurteilung des Operationsfeldes sowie eine stetige Obser-
vation der anésthesierten Tiere bis sechs Stunden postoperativ.

Der Tierversuch war unter dem Aktenzeichen 211-2531.01-9/93 durch die Regierung von
Unterfranken am 08.09.93 genehmigt worden.

Tab. 6: Versuchstiere

Miinnliche Sprague Weibliche Sprague
Dawley-Ratten Dawley-Ratten
Anzahl 65 60
Durchschnittsalter 6 Monate 6 Monate
Durchschnittsgewicht 463 g 306 g
2.3 Versuchsaufbau
2.3.1 Gruppeneinteilung der Versuchstiere

125 Sprague Dawley-Ratten wurden in 5 Gruppen unterteilt. Dabei wurden die 65 ménn-
lichen - und 60 weiblichen Tiere moglichst gleichmiBig auf fiinf Gruppen verteilt. Die
Gruppen zwei, drei und vier wurden jeweils mit cp Titan, Poly(L-Lactid) und Poly-
methyl-Methacrylat (Palacos®) implantiert. Als Probekorper waren die oben beschrie-
benen gerundeten Zylinder von 2,8 mm Lénge und 1,1 mm Durchmesser vorgesehen. In
ein zweites Bohrloch wurde das zerkleinerte und in die zurechtgeschnittenen Mikro-
gelatinekapseln gefiillte Material des gleichen Ursprungs implantiert. Die erste Gruppe
sollte mit gleichem Operationsverfahren lediglich scheinoperiert werden. Die beiden
Bohrlocher dieser Tiere wurden mit einer ungefiillten, zurechtgeschnittenen Mikro-

gelatinekapsel und mit schnell resorbierbarem, handelsiiblichem Kollagenvlies zur
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Blutstillung aufgefiillt. Die flinfte Gruppe wurde als Kontrollgruppe ohne Operation
gehalten (siehe Tabelle 7).

Tab. 7: Gruppeneinteilung der Versuchstiere

Anzahl der Anzahl der Gruppengrofle
Gruppen- Implantiertes méinnlichen weiblichen (Anzahl der
nummer Material Tiere Tiere méinnlichen und
weiblichen Tiere)
1 ungefiillte, zurechtge- 16 9 25
schnittene Mikrogelatine-
kapsel und schnell resor-
bierbares, handelsiibliches
Kollagenvlies
2 cp Titan 12 12 24
3 Poly(L-Lactid) 14 12 26
4 Polymethyl-Methacrylat 13 13 26
(Palacos®)
5 als nicht operierte 10 14 24
Kontrollgruppe
2.3.2 Implantatsetzung

Nach Nahrungsentzug iiber Nacht wurden die Tiere zunichst durch Inhalation von

Diethylether betdubt. Die Allgemeinandsthesie wurde durch Injektion eines Gemisches aus

180 mg Ketanest’kg Korpergewicht und 5 mg Rompun/kg Korpergewicht in die rechten,

hinteren Mm. semitendineus und semimembranaceus fortgefiihrt. AnschlieBend wurde die

linke, hintere Korperhélfte atraumatisch rasiert, gewaschen und mit einer alkoholischen

Losung (Desmerdan®) desinfiziert. Das Tier wurde in rechter Lage auf dem Operations-

tisch fixiert und unter Aussparung des Operationsfeldes mit einem sterilen Einmaltuch ab-

gedeckt. Eine auf 37 °C eingestellte Heizplatte verhinderte die intraoperative Auskiihlung

des Tieres.
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Abb. 4: Lagerung der Ratte

Abb. 5: Sterile Abdeckung des Operationsfeldes

Unter streng aseptischen Kautelen erfolgte ein Hautschnitt und die stumpfe Préparation
zwischen M. biceps femoris und M. vastus lateralis bis zum Periost. Letzteres wurde
durchtrennt und mit dem Raspatorium unterhalb des Trochanter tertius des Femurs und 4-5

mm oberhalb des Condylus lateralis abpripariert.

17



Material und Methode

Abb. 6: Hautschnitt

Abb. 7: Freigelegtes, linkes Femur

Mit den Rosenbohrern Nr.12 und Nr.14 wurden niedrigtourig zwei Bohrlocher unter konti-
nuierlicher Spiilung mit 0,9 % NaCl-Losung zur Gewebekiihlung gesetzt. Nach Reinigung
der Bohrlocher von etwaigen Knochenspinen konnten die Implantate monocortical gesetzt
werden. Aus op-technischen Griinden musste flir den zerkleinerten Probekdrper ein
grofleres Bohrloch geschaffen werden als fiir den soliden. Wegen sich ergebender Fraktur-
gefahr konnte jedoch das zweite Bohrloch nicht so grof3 gewihlt werden, dass es die mit

dem zerkleinerten Probekorper gefiillte Gelatinekapsel vollstindig aufgenommen hitte.
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Durch Kontakt mit Blut und NaCl-Spiilung wurde aber die Gelatinekapsel weich und elas-
tisch verformbar. Da die urspriinglich fiir das Bohrloch zu grofle Gelatinekapsel maximal
zu ¥ mit den zerkleinerten Probekdrpern gefiillt worden war, konnte sie jetzt in das ur-

spriinglich zu kleine Bohrloch gestopft werden.

Abb. 8: Rosenbohrer in Aktion

Abb. 9: Bohrlocher ohne Implantat
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Abb. 11: Bohrloch mit implantierter Gelatinekapsel, gefiillt mit zerkleinertem Probekdrper

Es folgten eine Muskelnaht und eine Naht des Panniculus carnosus mit Vicryl Nr.5-0. Die
Hautnaht wurde mit Seide "E" 3/0 durchgefiihrt. AbschlieBend wurde die Wunde mit
einem handelsiiblichen Sprithverband versorgt und mit einer kleinen, sterilen Kompresse

abgedeckt.
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Abb. 12: Muskelnaht

Abb. 13: Naht des Panniculus carnosus
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Abb. 14: Hautnaht

Abb. 15: Spriih- und Wundverband
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233 Implantatentnahme: Planung und Verlauf

Bei einer geplanten Versuchsdauer von 30 Monaten sollten histologische Zwischenunter-
suchungen durch Abtéten und Untersuchung von je zwei Tieren nach drei, sechs, zwolf
und achtzehn Monaten erfolgen.

Leider entwickelte sich unter den SPF-Ratten durch Ubertragung von Keimen aus der
Cara-Ratten-Zucht im Versuchstierlabor der Abteilung fiir Experimentelle Zahnmedizin
der Zahn-, Mund- und Kieferklinik der Universitit Wiirzburg eine Epidemie mit Myco-
plasma pulmonis, superinfiziert mit Pasteurella pneumotropica. Wahrend die Cara-Ratten
symptomlos blieben, entwickelten die Sprague Dawley-Ratten ein drastisches Krankheits-
bild. Sie rochelten stark und spuckten Blut. Tiere, die auf Grund des Gewichtsverlustes
erkennbar zu leiden begannen, wurden euthanasiert. Bei Obduktion wiesen die groflen
Lungenlappen dieser Tiere Abszesse und zahlreiche Petechien auf. Die kleinen
Lungenlappen waren vollkommen nekrotisch verdndert. Aus der Trachea entleerte sich Ei-

ter. Im Halsbereich und axillér lieBen sich vergroflerte Lymphknoten finden.

Abb. 16: Pathologisch verdnderte Lungenlappen

23



Material und Methode

Abb. 17: VergroBerte axillire Lymphknoten

Darauthin wurden die Sprague Dawley-Ratten von den endemisch befallenen Cara-Ratten
isoliert, indem sie in einen Nachbarraum verlegt wurden. Zusitzlich wurde ein sowohl von
dem Hygienebeauftragten des Klinikums der Eberhard-Karls-Universitdt Tiibingen, Herrn
Dr. P. Heeg, als auch von Herrn Prof. Dr. Michael Teuber, Labor fiir Lebens-
mittelmikrobiologie des Instituts fiir Lebensmittelwissenschaft der ETH-Ziirich, hygie-
nisch-bakteriologisch gepriifter Luftwéscher (Venta LW 31, Hersteller: Venta Gerdtebau
GmbH Luftreinigungsanlagen, Knollengraben 10, 88212 Ravensburg) zur Luftreinigung
und Luftbefeuchtung installiert. Hierdurch konnte eine Reduzierung der in der Ansaugluft
befindlichen Mikroorganismen um 40-65 % erzielt werden. In der Ansaugluft enthaltene
grofere Partikel (Durchmesser tiber 3,0 um) wurden um etwa 40 % vermindert. Durch ein-
maligen Zusatz von 50 ml Biozid (Hersteller: Wera Industrie-Chemie GmbH, Riesstr. 82,
80992 Miinchen) auf 8 1 Wasserinhalt konnte eine Verkeimung tiber 14 Tage, auch bei
laufender Nachfiillung des verdunsteten Wassers, verhindert werden. Auf Anraten von
Herrn Dr. Kunstyr vom Zentralen Tierlabor der MHH und Herrn Prof. Dr. Volker Kraft
von BioDoc Hannover (Feodor-Lynen-Str. 23, 30625 Hannover) wurde ein Behand-
lungsversuch mit Tylosin (Tylan Soluble, Hersteller: Firma Elanco Animal Health, Abt.
der Lilly Deutschland GmbH, Teichweg 3, 35387 Giessen) liber 7 Tage unternommen.
Samtliche Tiere erhielten 0,075 g Tylosin geldst in 250 ml Wasser. Das Tylosin-Trink-
wasser-Gemisch wurde jeden zweiten Tag erneuert. Es schlo sich eine antibiotische
Therapie mit Tetracyclin (Tetracyclin-HCI 5,0, Hersteller: Apotheke des Klinikums der

Universitit Wiirzburg) tiber weitere 7 Tage an. Den ménnlichen Tieren wurden 10 mg
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Tetracyclin auf 100 ml Wasser verabreicht, den weiblichen 5 mg Tetracyclin auf 100 ml
Wasser. Das Tetracyclin-Trinkwasser-Gemisch wurde tiglich neu angeriihrt. Dieser Tylo-
sin-Tetracyclin-Zyklus wurde unmittelbar anschlieBend zweimal wiederholt. Trotzdem
verbesserte sich der Gesundheitszustand der Tiere nur unwesentlich. Nach Riicksprache
mit dem Tierschutzbeauftragten der Bayerischen Julius-Maximilians-Universitdt Wiirz-
burg, Herrn Dr. Geise und mit Herrn Dr. Uckert vom Veterinidramt Wiirzburg musste daher
der restliche Tierbestand euthanasiert werden.

Nachdem die Tiere gewogen worden waren, wurden sie in einer CO,-Box abgetotet.
Thorax und Abdomen der Tiere wurden makroskopisch obduziert. Jeder Obduktionssitus

sowie etwaige pathologische Verdanderungen wurden fotografisch dokumentiert.

Abb. 18: Obduktionssitus

Von allen abgetoteten Tieren wurden zur Beobachtung eventueller systemischer Ver-
anderungen folgende Organe entnommen und in 5 %iger Formaldehyd-Losung, welche
vierteljahrlich ausgetauscht wurde, archiviert:

- Herz

- Lunge

- Trachea und Bronchien

- Thymus und Halslymphknoten

- Mamma

- Leber

- Milz
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- Pankreas
- Nieren

- Gonaden

Zuséatzlich wurden von zufillig aufgetretenen Mamma-Tumoren oder sonstigen Verdn-
derungen Gewebeproben gewonnen. Entsprechend der Zeitstaffelung der abgetoteten Tiere
kamen 57 Tiere zur histopathologischen Auswertung. Auf Grund der vorzeitigen Abtétung
der Tiere war es nicht sinnvoll, alle Tiere histopathologisch untersuchen zu lassen.

Das Femur, in das implantiert worden war, und das Kontrollfemur wurden entnommen und
in 5 %iger Formaldehyd-Losung fixiert. Um die genaue Lage der Implantate sowie mog-
licherweise vorhandene Gewebsverdnderungen ex vivo feststellen zu konnen, wurde von

beiden Femora mit Hilfe eines Zahnfilmgerdtes ein Rontgenbild erstellt.

Abb. 19: Zahnfilm eines mit Titan implantierten Femurs und des Kontrollfemurs
" ¢p Titan-Zylinder

2) cp Titan-Pulver
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Abb. 20: Zahnfilm eines mit PLLA implantierten Femurs und des Kontrollfemurs
Y PLLA-Zylinder
2) PLLA-Pulver

Zur Beurteilung des biologischen Verhaltens des Lagergewebes war eine mikroskopische
Untersuchung der Femora notwendig. Damit die implantierten Probekdrper im Knochen-
verband in Schichtdicken unter 10 um dargestellt werden konnten, musste der Implantat-
bereich mit den zugehorigen Hart- und Weichgeweben mit Hilfe eines aufwendigen Spe-
zialverfahrens, der Trenn-Diinnschlifftechnik nach Prof. Dr. Dr. Karl Donath, separat auf-
gearbeitet werden.

Die histologische Auswertung und Beurteilung der Hartgewebepridparate beziiglich der
Biokompatibilitdt ist Gegenstand der Arbeit meines zahnérztlichen Kollegen, Herrn Peter

Klemm.
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2.4 Histologie

24.1 Auswahl der histologisch begutachteten Versuchstiere

In jeder Gruppe wurden die Tiere chronologisch nach der Implantatverweildauer geordnet.
Wiesen mehrere Tiere einer Gruppe dieselbe Implantatverweildauer auf, wurde nach Mog-
lichkeit ein Tier ausgewdhlt, welches bei der Obduktion eine Besonderheit hatte erkennen
lassen. Somit wurden aus den finf Gruppen zunichst 54 Versuchstiere nach der Im-

plantatverweildauer ausgesucht.

Tab. 8: Implantatverweildauer in den einzelnen Gruppen

Implantatverweildauer Gelatine/ cp Titan | PLLA PMMA Unoperiert
Kollagenvlies (Palacos®)
Bis 3 Monate X X X X
Bis 4 Monate X X X X
Bis 5 Monate X X X
Bis 6 Monate X X X X
Bis 7 Monate X X X X X
Bis 9 Monate X X X X X
Mehr als 9 Monate X X X

Zusitzlich wurden drei Tiere histopathologisch begutachtet, bei denen makroskopisch ein
Mamma-Tumor bei der Obduktion aufgefallen war.

Insgesamt wurden histologische Préparate von 57 Tiere angefertigt.

2.4.2 Herstellung der histologischen Priaparate

Fiir die durchgefiihrten histopathologischen Untersuchungen wurden die formalinfixierten

Organpakete von 57 Tieren wie folgt aufgearbeitet:

1.) Thoraxsitus mit Lungen, Herz, Thymus, Trachea und Bronchien sowie
Halslymphknoten: Schnitt aus dem Herzen mit Erfassung der rechten und linken
Kammer sowie von Vorhofgewebe; Schnitt aus der rechten und linken Lunge mit

Erfassung zentraler und peripherer Anteile; Querschnitt in der Sagittalebene durch
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Trachea, Osophagus und groBe GefiBe mit Erfassung von Thymusanteilen und
Lymphknoten

2) Abdominalpaket mit Leber, Milz und Pankreas: Schnittpridparate aus dem rechten
und linken Leberlappen mit zentralen und peripheren Anteilen; Schnitt aus der Milz
mit anhdngenden Pankreasanteilen

3. Nieren: Schnitt aus rechter und linker Niere in der Sagittalebene in Hohe des Hilus
mit Rinden- und Markanteilen

4.) Gonaden: Querschnitt aus einer Gonade, teilweise unter Miterfassung des

FEileiters/des Samenleiters

Die so hergestellten Gewebeschnitte wurden gemdll Standardmethoden in einer Automatik
dehydriert, nachfixiert und zur Herstellung der Schnittpréparate in Paraffin iiberfiihrt (406

Blockpréparate, 6-7 pro untersuchtes Tier).

Die 406 Schnittpraparate wurden auf einem Mikrotom in einer Dicke von ca. 2-4 pm her-
gestellt und anschlieBend nach Standardtechnik mit Hédmatoxylin und Eosin (H & E)
gefiarbt. AbschlieBend erfolgte die Eindeckung der Préiparate mit einer Plastikfolie. Zur mi-
kroskopischen Auswertung wurden die Pridparate in einem Axiophot-Mikroskop der Firma
Zeiss (Oberkochen) angesehen.

Insgesamt lagen 410 Préparate zur feingeweblichen Untersuchung vor.
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3 Ergebnisse

3.1 Versuchsverlauf

Von den 125 Ratten gingen vier praoperativ durch einen narkosebedingten Atemstillstand
verloren. Diese nicht operierten Tiere wurden der Kontrollgruppe zugerechnet. Acht wei-
tere Tiere wurden im Laufe des Versuches tot in ihren Kéfigen aufgefunden. Die an-
schlieBende Obduktion dieser Tiere zeigte, dass sie an einer Pneumonie verstorben waren.
Neun Ratten, hierunter sieben weibliche Tiere, entwickelten einen Mammatumor und

mussten aus diesem Grund abgetotet werden.

Abb. 21: Sklerosiertes Fibroadenom der Mamma

Bei einer weiteren Ratte trat eine Streptokokkeninfektion der Haut auf. Sie wurde ebenfalls

euthanasiert.
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Abb. 22: Zahlreiche Petechien bei Streptokokkeninfektion der Haut

Die restlichen 103 Ratten wurden solange in dem Versuch belassen, bis sie an den Folgen

der oben erwdhnten Mykoplasmen-Pasteurellen-Infektion zu stark zu leiden begannen.

Tab. 9: Todesursache

Anzahl der Tiere Todesursache
4 Narkosebedingter Atemstillstand
8 Pneumonie (spontaner Tod)
9 Mammatumor (Euthanasie)
1 Streptokokkeninfektion (Euthanasie)
103 Pneumonie (Euthanasie)

Die maximale Implantatverweildauer in den einzelnen Gruppen zeigt Tabelle 9.

Tab. 10: Maximale Implantatverweildauer

Gruppe/Geschlecht Maximale Implantatverweildauer
Gruppe 1 (Gelatine und Kollagenvlies) Mehr als 9 Monate
Gruppe 2 (cp Titan) Mehr als 9 Monate
Gruppe 3 (PLLA) Bis 9 Monate
Gruppe 4 (PMMA) Bis 9 Monate
Gruppe 5 (unoperiert) Mehr als 9 Monate
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3.2 Makroskopische Obduktionsbefunde

Bei der Obduktion dieser Tiere wurde bei einem weiblichen Tier ein Lymphom hinter dem
rechten vorderen Femur gefunden. Zwei minnliche Tiere wiesen zystische Verdnderungen
im Bereich der rechten Niere bzw. zwischen rechtem Nierenlager und rechtem Femurkopf

auf. Zwei weibliche Tiere hatten eine paratracheal gelegene Zyste entwickelt.

3.3 Histologische Befunde

Im Folgenden wird die Histologie der untersuchten Organpréparate im Einzelnen darge-
stellt. Hierbei zeigten die Organpakete der 57 histopathologisch untersuchten Tiere jeweils
das gleiche Bild. Es lieBen sich weder Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen er-
kennen noch konnten histopathologische Verdnderungen in Abhingigkeit von der Implan-
tationsdauer gefunden werden. Deshalb wird jedes Organ beispielhaft fiir alle untersuchten

57 Tiere zusammenfassend beschrieben.
3.3.1 Thoraxsitus

3.3.1.1 Herz

Bei allen untersuchten Tieren wies das Herz eine erhaltene mikroskopische Struktur auf.
Die Muskelzellen zeigten eine erhaltene Querstreifung ohne Verlust der Fasertextur und
gehorig gestaltete, zentralstindige Kerne ohne wesentliche Groflen- oder Formvariabilitit.
Insbesondere ergaben sich keine Hinweise auf eine Faserverbreiterung oder Kernver-
groBerung, wie sie liblicherweise bei einer Herzhypertrophie anzutreffen sind. Auch eine
vermehrte Verfettung oder gar Nekrosen der Monozyten als Hinweis auf eine hypoxische
Schadigung lagen nicht vor. Ebenso lieB3 sich eine regelhafte Architektur der Vorhofwand
und - soweit miterfasst - der GefiBwédnde des Truncus pulmonalis und der Aorta nach-

weisen. Insgesamt ergab sich also kein pathologischer Befund.
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Abb. 23: Herzmuskelgewebe: Regelhafte Struktur der quergestreiften Muskulatur
3.3.1.2 Lymphknoten

Die untersuchten axilldren Lymphknoten zeigten eine erhaltene Grundstruktur des lym-
phatischen Parenchyms. Einzelne Primér- und Sekundirfollikel waren anzutreffen, die
jedoch im Allgemeinen keine wesentlichen Aktivierungszeichen erkennen lieBen. Die T-
Zone war leicht bis maBig verbreitert und wies einen deutlich vermehrten Plasmazellgehalt
auf, wie er bei einem chronischen entziindlichen Geschehen oder einem hyper-
immunisatorischen Prozess nachgewiesen werden kann. Die Intermediér- und Zentralsinus
waren teils maBig, teils deutlich erweitert und mit serdser Fliissigkeit oder histiozytiren
Zellen angefiillt. Die Organkapsel war erhalten, gelegentlich ebenfalls schiitter entziindlich
infiltriert.

Es handelte sich also um eine deutliche chronische unspezifische plasmazellreiche Lymph-
adenitis mit Sinushistiozytose und um eine leichte Perilymphadenitis, als deren Ursache

die entzilindlichen Verdnderungen des Lungenparenchyms gelten miissen.
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VergroBerte axillaire Lymphknoten

Abb. 24
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Zystische Sinusektasie in einem Lymphknoten: Eingangs normaler Sinus, dann
gangartig bzw. zystenartig sehr stark erweitert mit flach ausgekleidetem Endothel
34

und serdser, mit Lymphozyten untermischter Fliissigkeit im Lumen
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3.3.1.3 Osophagus

Die Speiserohre zeigte eine regelhafte Auskleidung durch ein verhorntes Plattenepithel
sowie eine regelrechte Architektur der librigen Wandanteile. Ein Anhalt fiir einen patholo-

gischen Befund war nicht zu erkennen.
3.3.14 Thymus
Thymus(anteile) waren nur in einzelnen untersuchten Tieren einer histopathologischen

Begutachtung zugénglich. In diesen Fillen zeigte sich eine regelhafte Organstruktur mit er-

haltener Rinden- und Markarchitektur, lymphatischem Parenchym und einzelnen Has-

Abb. 26: Thymus: Rinde mit Lymphozyten mit chromatin-dichten Kernen und Mark mit
zytologisch bunt gemischten B-Lymphozyten, kleinen Inseln von erhaltenem
Epithel mit zum Teil etwas driisiger Struktur und sinuphiler Fliissigkeit &hnlicher

Substanz im Lumen
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3.3.1.5 Lunge und Trachea

Unter allen untersuchten Organen wiesen die Lungen die ausgeprigtesten pathologischen
Verdnderungen auf. Diese waren sowohl von Tier zu Tier, wie auch in den Organen selbst
sehr unterschiedlich ausgepragt.

Bei allen Tieren fand sich eine teils leicht bis méBige, teils schwere chronische und ab-
schnittsweise plasmazellreiche (Peri-)Bronchitis und Tracheitis, die sich durch eine wech-
selnd dichte entziindliche Infiltration der Bronchialwand und des angrenzenden Gewebes
durch Lymphozyten und/oder Plasmazellen auszeichnete. Als Zeichen einer chronischen
Entziindung lieB sich ein vermehrter Becherzellgehalt der Schleimhaut nachweisen. Hinzu
kam bei allen Tieren eine deutliche eitrige Bronchitis/Tracheitis mit teilweise vollstindiger
Anfiillung des Lumens durch zum Teil auch zerfallene Granulozyten. Bei einem Teil der
Tiere breiteten sich diese Infiltrate durch die Bronchialwandung in das angrenzende Ge-
webe im Sinne einer eitrigen Peribronchitis aus. Zudem lagen bei einigen Tieren Infiltrate
im eigentlichen Lungenparenchym vor, so dass das Bild einer Pneumonie entsprach, wobei
auch kleinherdige Gewebseinschmelzungen (Abszesse) vorkamen. Die Verdnderungen wa-
ren in den zentralen Lungenabschnitten betont. Die erhaltenen Organabschnitte zeigten
eine regelhafte Architektur der bronchialalveoldren Abschnitte sowie gehorige Geféalle oh-
ne Hinweis auf eine pulmonale Hypertonie.

Es handelte sich also um eine teils méBige, teils ausgeprigte plasmazellreiche Bronchitis
mit eitriger Exazerbation, méBiger bis ausgepragter eitriger Bronchitis und Peribronchitis
sowie Tracheitis und in einem Teil der Félle um eine kleinherdig, teilweise abszedierte,

ausgeprigte Bronchopneumonie.
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Abb. 27: Trachea

Abb. 28: Paratracheale Zyste
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Abb. 29: Lymphangiektatische - oder angeborene paratracheale Zyste: Das Zystenlumen

ist mit seroser Fliissigkeit angefiillt und zeigt eine sehr schmale zelluldre Aus-

kleidung

Abb. 30: Eitrige Bronchitis: Makroskopischer Befund
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Abb. 31: Eitrige Bronchitis: Bronchus mit Granulozyten und schaumzelligen Makropha-
gen und anhidngenden Anteilen des peribronchialen Gewebes mit dichtem, rund-

zelligem, entziindlichem Infiltrat

Abb. 32: Eitrige Bronchopneumonie: Makroskopischer Befund
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Abb. 33: Eitrige Bronchopneumonie: Die Entziindung ist auf das Lungenparenchym {iiber-
gegriffen und das originédre Epithel zeigt sich als Folge der ausgepréigten Ent-

ziindung nur noch herdformig erhalten. Zusétzlich ist der zugehdrige, prall mit

Granulozyten gefiillte, kleine Bronchus zu erkennen.

Abb. 34: AbszeB3bildung in der Lunge: Makroskopischer Befund
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Abb. 35: AbszeBbildung in der Lunge: Ausgedehnte eitrige Bronchopneumonie mit klei-

nen Herden granulozytérer Infiltrate mit vitalen Granulozyten und Granula-

tionsgewebe, welche zentral in eine ausgedehnte Nekrose mit Gewebseinschmel-

zung libergehen

3.3.1.6 Mammatumore

=N =0, >4 . i Pie s

Abb. 36: Sklerosiertes Fibroadenom der Mamma: Makroskopischer Befund
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Abb. 37: Sklerosiertes Fibroadenom mit charakteristischem Aufbau aus epithelialen und
mesenchymalen Anteilen: Die epithelialen Anteile bestehen aus kleinen driisigen
Strukturen, welche voneinander durch breite, teilweise etwas knotig strukturierte
Faserbidnder abgegrenzt werden. Sie gehen in ein regelhaftes Parenchym mit
lobuldr angeordneten Driisenstrukturen iiber, welche von einem relativ breiten

Bindegewebe abgegrenzt werden.

Abb. 38: Tubuldres Adenom der Mamma: Makroskopischer Befund
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Abb. 39: Tubuldres Adenom der Mamma: Dicht gepackte, teils etwas ektatische Driisen,

welche von einem basophilen ein- oder zweireihigen Epithel ausgekleidet
werden. Im Lumen eingedicktes Sekret mit einigen eingestreuten Granulozyten.

Zwischen den Tubulusformationen ldsst sich ein relativ zartes Bindegewebe

beschreiben.
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Abb. 40: Mesenchymaler Tumor der Mamma, am ehesten einem Neurinom entsprechend:
Durch eine kapselartige Struktur scharf begrenzter, biindelartig aufgebauter
Tumor. Die Biindel bestehen aus spindelformigen, hohlmesenchymalen Zellen,
die teils plumpe, teils langliche Kerne ohne wesentliche Pleomorphie oder
VergroBBerung aufweisen. Es kdnnen sowohl Abschnitte mit - als auch ohne

Mitosen beobachtet werden. Das Bindegewebe zeigt sich sehr stark betont.

3.3.2 Abdominalorgane

3.3.2.1 Leber

Die Leber zeigte eine erhaltene trabekuldre Anordnung der Hepatozyten um deutlich
erweiterte Zentralvenen, deren Lumina prall mit Erythrozyten angefiillt waren. Auch die
zentralen Sinusanteile waren erweitert und mit Erythrozyten gefiillt; die angrenzenden
Hepatozyten waren verschmélert. Nekrosen waren weder hier noch in den ldppchen-
peripheren Abschnitten vorhanden. Die Portalfelder lieBen keine Verbreiterung erkennen,
noch kamen hier wesentliche entziindliche Infiltrate vor. Die Gallengénge waren zart und
nicht erweitert. Eine Siderose oder Zeichen einer Cholestase lagen nicht vor. Insgesamt
entsprachen die Befunde einem akuten Blutstau der Leber wie bei einem akuten, nicht

protrahierten (Rechts-)Herzversagen.
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Abb. 41: Leber: Makroskopischer Befund

Abb. 42: Leber: Erweiterte, prall mit Erythrozyten gefiillte Sinusoide bei akuter Blutstau-

ung als Zeichen eines terminalen Ereignisses und leichte Verfettung der Hepa-

tozyten toxischer Genese bei lang andauernder Infektion
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3.3.2.2 Milz

Im lymphatischen Parenchym der Milz lieB sich eine regelhafte Struktur nachweisen. Die
weille Pulpa zeigte eine leicht verbreiterte Marginalzone. Hingegen erschien die rote Pulpa
insgesamt verbreitert und dicht zelluldr infiltriert durch Lymphozyten, Plasmazellen,
zahlreiche histiozytire Zellen und einige Granulozyten. Es kamen zahlreiche Siderophagen
vor. Daneben lagen einige mehrkernige Riesenzellen, entsprechend Megakaryozyten, vor.
Die Organkapsel war erhalten. Atypische lymphoide Zellinfiltrate wurden nicht
beobachtet.

Es handelte sich also um das Bild regelhaften Milzgewebes mit Siderose sowie Zeichen

einer extramedulldren Blutbildung.

B A Ry T R e NP R 1 e TN
Abb. 43: Milz: Starke Aktivierung der weilen Pulpa kenntlich durch Verbreiterung der
Malpighischen Kdrperchen mit zentraler Akkumulation von kleinen Lympho-
zyten mit chromatindichten Kernen und leicht verbreiterter Marginalzone und
sehr blutreiche, stark verbreiterte rote Pulpa mit zahlreichen, mit braunlichem

Pigment beladenen Makrophagen als Folge des terminalen, akuten Staus
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Abb. 44: Milz (Eisenfarbung): Die zuvor beschriebenen braunlichen Pigmente in den Ma-
krophagen lassen sich als Abbauprodukte, zum Beispiel als Lipofuchsin, iden-
tifizieren Zusitzlich 148t sich die extramedulldre Blutbildung mit zahlreichen,

mehrkernigen Riesenzellen, offensichtlich Megakaryozyten, erkennen.
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3.3.2.3 Pankreas

In einem Teil der Tiere konnte das im Milzpridparat anhdngende Pankreasgewebe mitun-
tersucht werden. Dieses wies stets eine erhaltene feingewebliche Struktur sowohl der exo-
krinen Anteile mit zarten, erhaltenen Azini als auch der endokrinen Driisenanteile (Lan-

gerhans'sche Inseln) auf. Entziindliche Infiltrate, Nekrosen oder Vernarbungen traten nicht

auf. Ein wesentlicher pathologischer Befund ergab sich nicht.

Erhaltene Organstruktur der scharf begrenzten Langerhans'schen Inseln und

regelrechter exokriner Driisenanteil

3.3.3 Niere

Die untersuchten Nierenpriparate (jeweils rechts und links) zeigten eine erhaltene Organ-
struktur mit gehdriger Unterteilung in Rinden- und Markanteile. Die Nierenrinde war nicht
verschmilert. Die Gefdfle wiesen keine Wandverbreiterungen oder andere Hinweise auf
einen Hypertonus auf. Die kapilliren GefiBle waren deutlich ektatisch und mit
Erythrozyten angefiillt. In einem GroBteil der Priparate lieBen sich Hinweise auf ein
terminales Schockgeschehen erkennen. Dies zeigte sich in einer Erweiterung der

proximalen Tubuli sowie auch vielfach der Sammelrohre in der Markzone, wobei
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vereinzelt auch eine verminderte Kernanfarbbarkeit zu erkennen war. Gelegentlich waren
Proteinzylinder in den Tubuli zu beobachten. Die Nierenkorperchen wiesen zarte
Kapillarschlingen auf; auch diese zeigten einen Blutstau mit leichter Ektasie. Die
Nierenkelche wurden von einem regelhaften Urothel iiberkleidet. In einzelnen Priparaten
waren kleinherdige Verkalkungen im Bereich der Nierenkelche sichtbar.

Die Nierenpréparate zeigten also insgesamt Zeichen eines terminalen Schockgeschehens
mit akutem Blutstau, Ektasie der proximalen Tubuli sowie einzelnen Proteinzylindern. Im

Ubrigen lagen keine pathologischen Verinderungen des Nierenparenchyms vor.

Abb. 46: Nierenrinde mit Glomeruli: Regelrechte Ausformung der Nierenrinde ohne

erkennbare Wandverbreiterung der Gefille
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Abb. 47: Nierenmark mit kanalikuldrem System: Erweiterung der proximalen Tubuli mit
Proteinzylindern und leichte Ektasie der Kapillarschlingen der Nierenkdrperchen

mit Blutstau als Zeichen des terminalen Schockgeschehens

Abb. 48: Retentions- bzw. Verschlusszyste der Niere: Makroskopischer Befund
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Abb. 49: Retentions- bzw. VerschluBzyste der Niere: Subkapsulér zeigt sich ein mit sehr
flachem Epithel ausgekleideter Hohlraum. Im Randbereich befinden sich

entziindliche Infiltrate als Zeichen einer ldnger bestehenden Genese.

Abb. 50: Teratom der Niere: Zystische, von verhorntem Plattenepithel ausgekleidete
Strukturen mit Hautanhangsgebilden, Binde- und Fettgewebe. Letztere grenzen

an grofle Komplexe von talgdhnlichen Driisen.
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3.34 Gonaden

Die untersuchten Ovarien- und Tubenanteile lieBen eine regelhafte Organstruktur erken-
nen. Hinweise auf eine Entziindung oder degenerative Verdnderungen ergaben sich nicht.
Auch die Hodenpriparate zeigten - soweit beurteilbar- eine gehorige Entfaltung der Tubu-
li; allerdings lagen hier - wahrscheinlich in Folge einer ungeniigenden Permeation des
Formaldehyds durch die Organkapsel - erhebliche autolytische Verdanderungen vor. Dabei
schien die Spermiogenese jedoch regelhaft ausdifferenziert. Nur in einem kleinen Teil der
Priparate konnten fokale granulozytire Infiltrate, offenbar in Folge einer metastatischen
Streuung bei eitriger Bronchopneumonie, nachgewiesen werden.

Es lag also eine regelhafte Organstruktur mit unauffilligen Geschlechtszellen sowie in ei-

nem kleinen Teil der Préparate eine fokale eitrige Entziindung des Hodenparenchyms vor.

Abb. 51: Hoden: Makroskopischer Befund
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; , 3)
Abb. 52: Hoden: Gehorig entfalteter Tubulus seminiferi contorti mit im Lumen
erkennbarer regelrechter Ausreifung der Spermatogonien iiber Spermatozyten

I und II zu Spermatiden und schlielich zu Spermien

Abb. 53: Hoden: Herdformige entziindliche Infiltration im Interstitium, bestehend aus stra-
Benartig aufgebauten Granulozyten und eitrigen Infiltraten zwischen den zumeist
erhaltenen Tubuli, entsprechend einer metastatischen, eitrigen Euchitis. Auf3er-

dem kréftige kapilldre GefdBektasie in Folge der entziindungsbedingten Hyper-
dmie
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Tube: Makroskopischer Befund

Abb. 54

Tube: Eitrige Entziindung mit reichlich Granulozyten im Lumen mit umgeben-
dem, entziindlichem Infiltrat und Plattenepithelmetaplasie der Tubenschleimhaut
54
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3.4 Auswertung

Als pathologische Befunde ergaben sich durch die klinischerseits bereits aufgefallene In-
fektion induzierte Alterationen des Tracheal-, Lungen- und Lymphknotengewebes,
bestehend aus einer bei allen Tieren nachweisbaren, teils méaBigen, teils ausgeprigten plas-
mazellreichen Bronchitis mit eitriger Exazerbation, méafiger bis ausgeprigter eitriger
Bronchitis und Peribronchitis sowie Tracheitis und in einem Teil der Félle einer klein-
herdig teilweise abszedierten, ausgeprigten Bronchopneumonie. Die regionidren Lymph-
knoten wiesen eine deutliche chronische unspezifische plasmazellreiche Lymphadenitis
mit Sinushistiozytose und eine leichte Perilymphadenitis auf, als deren Ursache die ent-
ziindlichen Veridnderungen des Lungenparenchyms zu werten sind.

Die histopathologische Begutachtung ergab somit keine systemischen Auswirkungen der
Implantate auf die untersuchten Organsysteme. Es lieBen sich weder Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen erkennen noch konnten histopathologische Verén-
derungen in Abhingigkeit von der Implantationsdauer gefunden werden. Die vorgelegene
Mykoplasmeninfektion hatte aus pathohistologischer Sicht keinen Einfluss auf die Beur-
teilbarkeit der Biokompatibilitidt der Implantate. Nach intraossérer Implantation von cp
Titan, PMMA oder PLLA konnten unabhingig von Implantatgrofe und Implan-
tatgeometrie keine toxisch bedingten Organverdnderungen festgestellt werden. Es konnte

keine geschlechtsspezifische Auswirkung der Implantatmaterialien beobachtet werden.
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4 Diskussion
4.1 Diskussion der Methodik
4.1.1 Wahl der Implantate

Die toxische und karzinogene Wirkung von Implantaten auf den menschlichen oder
tierischen Organismus hédngt nicht allein von ihrer chemischen Zusammensetzung ab, son-
dern wird auch durch ihre physikalische Form bestimmt (Doran et al. 1998). Um den
Einfluss der physikalischen Form der Implantate auf etwaige histologische Organver-
dnderungen beurteilen zu konnen, wurden deshalb sowohl solide Probekdrper intraossir
implantiert als auch zerkleinerte aus den gleichen Materialien.

Die Implantatgrof3e basiert auf dem ISO-Standard Draft 10993-6, Nr. 6.

Als Kontrollsubstanzen fiir unseren intraossdren Biokompatibilititsversuch wéhlten wir cp
Titan und Polymethyl-Methacrylat. Cp Titan stellt hierbei das in der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie meistverwendete Metall dar (Weber et al. 1990, Oikarinen et al. 1993,
Katou et al. 1996). Resorbierbare Osteosynthesematerialien, wie PLLA konnten dieses
Material in der Zukunft teilweise ersetzen (Gutwald 1994). Polymethyl-Methacrylat ist ein
Polymer des Methyl-Methacrylats. Dieses ist heute Bestandteil aller auf dem Markt
erhéltlichen Knochenzemente (Ege et al. 1998). Es wird in groem Umfang beim Patienten

in direktem Kontakt zum Knochen eingesetzt.

4.1.2 Sterilisation der Implantate

Fiir Kunststoffe kommen prinzipiell physikalische und chemische Keimreduktions-

verfahren in Frage.

Physikalische Verfahren: Energiereiche Strahlung
wie a-, B- und y-Strahlung
Mechanische Ultraschallvibrationsenergie
Uberhitzter Wasserdampf

Chemische Verfahren: Desinfektionsmittel wie Alkohol

Ethylenoxid
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Die Sterilisation von polymeren Implantaten mit energiereicher Strahlung fiihrt hierbei in
Abhingigkeit von Strahlenart und Strahlenintensitdt zu unterschiedlichen Auswirkungen.
So werden durch y-Strahlen Umbauvorgéinge im Implantat moglich, die zu einem unkal-
kulierbaren Verhalten nach der Implantation fithren konnen (Ungethiim 1982, Claes 1989,
Spenlehauer et al. 1989). Durch Kettenverkiirzung der Polymere kann es zu einer Ver-
sprodung des Materials und zu einem Verlust an mechanischer Festigkeit kommen (Claes
1989). Fiir Implantate aus Polyhydroxybutyrat (PHB) wurde der festigkeitsmindernde Ein-
fluss einer y-Sterilisation bereits bestdtigt (Miller u. Williams 1987, Williams u. Miller
1987).

Uberhitzter Wasserdampf bietet die einfachste Sterilisationsmethode. Bei amorphem
Poly(L-Lactid) wiirde dies jedoch eine Hydrolyse und beginnende Degradation auslésen
(Oepen 1990). Die mechanische Stabilitit wiirde deutlich verringert werden (Gohl 2002).
Desinfektionsmittel oder Alkohol kénnen die Struktur von Polymeren zerstoren (Hofmann
1992).

Kunststoffimplantate sollten aus diesen Griinden ausschlieBlich mit Ethylenoxid sterilisiert
werden (Oepen 1990). Hierbei bleiben geringe Mengen des Ethylenoxids auch nach langen
Abdampfzeiten im sterilisierten Implantat zuriick, weshalb eine minimale Desorptionszeit
von 48 Tagen bei 45 °C empfohlen wird (Oepen 1990). Zudem kam bei unserer Studie aus
Griinden der Vergleichbarkeit und der Hitzeempfindlichkeit der Gelatinekapseln nur die
Gassterilisation mit Ethylenoxid in Frage.

Unabhéngig von der Sterilisationsmethode fordern wiederholte Sterilisationsvorgénge das
Degradationsverhalten von polymeren Implantaten und flihren zu dessen vorzeitigem
Festigkeitszusammenbruch (Hofmann 1992). Es empfiehlt sich daher, Resterilisationen zu

unterlassen (Heyligers et al. 1990).

4.1.3 Applikationsmethode der zerkleinerten Probekorper

Wihrend die soliden Probekorper nach ihrer Sterilisation miihelos in ein in das Ratten-
femur gebohrtes Loch entsprechender GroBe implantiert werden konnten, war die Appli-
kation von Pulver nicht ohne weiteres moglich.

Ein reines Streuen der staubformig zerkleinerten Probekorper in die Bohrlocher mittels
Spatel oder kleinen Loffeln, wie sie etwa in der Chemie oder Pharmazie zur Entnahme von
pulverformigen Substanzen verwendet werden, wire zum einen zu ungenau, zum anderen

nicht exakt reproduzierbar gewesen. Zudem sammelte sich in den Bohrléchern trotz Rei-
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nigung und Trocknung mit Wasserstoffperoxid und Wattepellets stindig Blut und Wund-
sekret an. Hierdurch wire ein Teil des eingebrachten Pulvers wieder aus dem Bohrloch
geschwemmt worden, bevor die gesamte Probemenge hitte vollstindig appliziert werden
konnen. Eventuelles kontinuierliches Absaugen oder Wegspriihen des Blutes verbot sich,
da auf diese Weise natiirlich auch das bereits eingefiillte Pulver wieder aus dem Bohrloch
entfernt worden wiére.

Die zerkleinerten Probekdrper mit Pipetten oder Einmalspritzen unter Druck in die Bohr-
l6cher zu geben, hitte ebenfalls zu keinem Erfolg gefiihrt. Bei Vorversuchen waren stén-
dig groBere Mengen des Pulvers am Kaniilenstempel und insbesondere am Ubergang
Kantilen-/Pipettenwand zur Kaniilen-/Pipettenspitze zuriickgeblieben.

Daher wurden die zerkleinerten Probekorper mittels Mikrokapseln aus Gelatine implan-
tiert. Aus Okonomischen Griinden war es nicht moglich, Gelatinekapseln mit einer
Wunschliange von 3,0 mm und einem Wunschdurchmesser von 1,2 mm (Der Kapselinhalt
wiére unter Beriicksichtigung der Schiittdichte in die Néhe des Volumens der soliden
Probekorper gekommen.) speziell anfertigen zu lassen. Die von uns benétigte Menge von
100 Kapseln war hierfiir zu gering (Spezialanfertigungen beginnen in einer Gréf3enordnung
von 25.000 Kapseln.). So wurde mit der Mikrogelatinekapsel Nr. 9 der Firma Torpac Inc.,
26 Littell Road, East Hannover, NJ 07936 - 1002, USA, die weltweit kleinste, sich auf dem
Markt befindene Gelatinekapsel bezogen. Diese musste dann wie in Kapitel 2.1.2.2
beschrieben zurechtgeschnitten und mit den zerkleinerten Probekoérpern gefiillt werden.
Die mit den zerkleinerten Probekorpern gefiillten Gelatinekapseln waren auf Grund des
iiberschiissigen Gelatineanteils aber immer noch grofer als das maximal ohne Fraktur-
gefahr mogliche Bohrloch, so dass sie unter Kontakt mit Blut und NaCl-Spiilung zunichst
zusammengedriickt und in das Bohrloch gepresst werden mussten. Hierdurch konnte
makroskopisch eine vollstindige Implantation der zerkleinerten Probekdrper in den Ober-
schenkelknochen der Ratte erzielt werden. Dennoch ist nicht auszuschlieBen, dass nach
Biodegradation der Gelatinekapsel geringe Mengen der zerkleinerten Probekdrper in das
umgebende Lagergewebe gelangten. Hier hitte vielleicht eine zusdtzliche Periostnaht

weitere Sicherheit gebracht.
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4.14 Wahl der Versuchstiere, Haltungspraktiken und
Gruppengrofle

Als kleinstmogliches tierexperimentelles Modell wurden Ratten gewéhlt. Auf Grund der
sehr unterschiedlichen skelettalen Ausmalle und der vergleichsweise sehr schnell ablau-
fenden Heilungsvorginge ist die Ratte zwar bei Untersuchungen der Knochenregeneration
und der lokalen Biokompatibilitdt fiir Analogschliisse zur Humansituation nur bedingt
geeignet (Gohl 2002), fiir Untersuchungen der systemischen Biokompatibilitit bieten die
unterschiedlichen GroBenverhéltnisse zwischen Ratte und Mensch aber keinen Nachteil.
Durch die entsprechende Wahl der Implantatgroe konnen das Verhiltnis zwischen Im-
plantat- und Korpervolumen beriicksichtigt und dosisabhéngige toxische Wirkungen
ausgeschlossen werden. Allerdings zeigt die Ratte, wie alle in der experimentellen
Knochenchirurgie verwendeten Tiermodelle, eine groBere Stoffwechselaktivitdt als der
Mensch (Stiirmer u. Schuchardt 1980).

Um die Zahl der Versuchstiere so gering wie moglich zu halten, wurde der linke Hinterlauf
eines Tieres als Implantationsort sowohl fiir den soliden als auch fiir den zerkleinerten
Probekorper aus dem gleichen Material herangezogen.

Zur Vermeidung von Infektionskrankheiten in Versuchstierkolonien wurden nach den
Empfehlungen von Gértner und Militzer spezifiziert pathogenfreie Tiere erworben und ihr
Gesundheitszustand engmaschig tiberwacht (Gértner u. Militzer 1993). Dennoch ent-
wickelte sich in unserem Tierbestand eine Epidemie mit Mycoplasma pulmonis,
superinfiziert mit Pasteurella pneumotropica. Durch mikrobiologische Untersuchungen
konnten im gleichen Raum gehaltene Cara-Ratten als Erregerquelle identifiziert werden.
Um dieses zu vermeiden, hitten unsere SPF-Ratten von Beginn an isoliert gehalten werden
miissen. Dieses hétte bei der Versuchsplanung, welche in Zusammenarbeit mit der Leiterin
des Tierlabors, einer erfahrenen Fachtierdrztin fiir Versuchstierkunde, erfolgte, bertick-
sichtigt werden miissen.

Die Gruppengrofe von 25 Tieren wurde von der ASTM-Designation F 469-78 (Standard
practice for assessment of compatibility of nonporous polymeric materials for surgical

implants with regard to effect of materials on tissue) abgeleitet.
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4.1.5 Implantationsort

Die Implantation an oder in den Knochen ist die hdufigste Verwendung von Implan-
tatmaterialien bei Menschen. Daher erfolgte die Implantation der Proben in unserer Studie
direkt in den Knochen.

Als Knochen wurde der Femur gewihlt, da dieser operativ leicht zugdnglich ist und die

notwendige Knochendicke aufweist.

4.1.6 Versuchsdauer

Die Versuchsdauer stimmt mit der Empfehlung von Leuschner iiberein (Leuschner 1990).
Spritzgegossenes, amorphes, niedrigmolekulares Poly(L-Lactid) zeigt bereits nach 32
Wochen einen merklichen Gewichtsverlust (Gutwald 1994). Unser Beobachtungszeitraum
von bis zu neun Monaten umfasst also erste Degradationsvorginge.

Beriicksichtigt man, dass Sprague-Dawley-Ratten ein durchschnittliches Lebensalter von
2,5-3 Jahren erreichen (Kaspareit-Rittinghausen et al. 1990), so waren unsere Probekorper
aus cp Titan, PMMA und PLLA nahezu fiir ein Drittel des Rattenlebens in ihren Orga-
nismus implantiert. Prozentual auf die Lebenserwartungen von Ratte und Mensch bezogen
war die Verweildauer der Implantate in den Tieren damit deutlich ldnger, als diese Mate-

rialien in der Regel im Menschen Anwendung finden.

4.1.7 Messmethode

Die histologische Untersuchung stellt eine der wichtigsten Methoden zur Beurteilung der
zelluldren Reaktion dar. Durch unterschiedliche Farbemethoden ist es moglich, verschie-
dene Zelltypen zu identifizieren und eine Aussage liber Fremdkorper- oder Entziindungs-
reaktionen zu machen (Gohl 2002). Elementanalysen konnten zusétzliche Informationen
bieten (Rosenberg et al. 1993). Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen durch
energiedispersive Rontgenanalyse (EDX) oder wellendispersive Rontgenanalyse (WDX)
sind allerdings kosten- und zeitaufwendig und somit als Screeningverfahren wenig ge-
eignet. Sie dienen vor allem der Diagnostik von Knochen- und Grenzschichtverdnderungen
(Kolb 1999) und wiren somit insbesondere fiir Untersuchungen zur lokalen Bio-

kompatibiltét geeignet.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Zusammenhang zwischen der Epidemie bei den

Versuchstieren und den Implantaten

Unabhingig davon, ob sie zur operierten oder zur nicht operierten Kontrollgruppe
gehorten, litten alle Tiere an einer plasmazellreichen Bronchitis mit eitriger Exazerbation.
Bereits makroskopisch lieBen sich in den gro3en Lungenlappen Abszesse und zahlreiche
Petechien erkennen. Die kleinen Lungenlappen waren vollkommen nekrotisch veréndert.
Es zeigte sich das klassische Bild einer nekrotisierenden Pneumonie, wie es bei mit
Mycoplasma pulmonis und Pasteurella pneumotropica infizierten Ratten auftritt (Rogers et
al. 1973). Durch mikrobiologische Untersuchungen der Rattenseren konnten beide Keime
als Krankheitserreger identifiziert werden. Die pathologischen Verdnderungen der Lungen
konnten somit allein auf die Infektion zuriickgefiihrt werden. Ein etwaiger Einfluss durch
die Implantate kann ausgeschlossen werden.

Auch eine Beeinflussung der Versuchsergebnisse durch die antibiotische Therapie ist aus-

zuschlieBen, da beide Kontrollgruppen mitbehandelt wurden.

4.2.2 Organische Verinderungen nach intraossirer Implantation

von kommerziell reinem Titan (cp Titan)

Titan zdhlt nicht zu den essentiellen Elementen im menschlichen Korper. Seine normale
Gewebekonzentration betrdgt im Menschen ca. 0,2 ppm (Hildebrand u. Hornez 1998).
Trotzdem fithren nach Toth et al. (1985) und Breme (1989) selbst lokale Konzentrationen
von mehr als 2000 ppm weder zu einer entziindlichen Reaktion des Bindegewebes bzw.
der Epithelien noch zu einer klinisch sichtbaren, toxischen Schédigung des Gewebes. Titan
gilt als biologisch inert (Schroeder et al. 1981) und extrem resistent gegen Korrosion
(Bundy 1994). Elagli et al. (1992) schrieben Titan sogar eine bakteriostatische Wirkung zu.
Eine aktivierende oder inhibitierende Wirkung des Titans auf unterschiedliche Enzyme wie
zum Beispiel B-Glucuronidase, Lactat-Dehydrogenase, Glucose-6-Dehydrogenase oder
saure Phosphatase, welche zu spezifischen, toxischen systemischen Wirkungen fiihren,
konnten durch Elagli et al. (1995) ausgeschlossen werden. Biologische Wirkungen des
Titans gelten als nicht gesichert und &uflerst fraglich (Hildebrand u. Hornez 1998).
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Ubereinstimmend mit diesen Verdffentlichungen konnten wir keine pathologischen Organ-
verdnderungen nach intraossdrer Implantation von Titan feststellen. Zum gleichen Ergebnis
kamen Wang et al. (1998) nach Implantation von Titan-Ringen in das Mittelohr von 30
Meerschweinchen. Schliephake et al. (1993 a) beobachteten allerdings bei Gottinger
Minipigs fiinf Monate nach intraossirer Titan-Implantation eine erhohte, durch Abrasion
bedingte Titan-Konzentration in Lunge, Leber und Nieren. 1998 berichteten Schliephake et
al. von einer Patientin mit interstitieller Lungenerkrankung nach osteosynthetischer Ver-
sorgung mit Miniplatten und Schrauben aus kommerziell reinem Titan. Die histopatho-
logische Untersuchung lie unter anderem Titanoxid-Partikel intra- und extrazelluldr im
Lungengewebe, insbesondere in Fibroblasten und Makrophagen erkennen. Bei einer Os-
teosynthese mit Titanschrauben konnen kleine Titanpartikel abradiert werden und diese
durch zelluldren Transport auch in parenchymatdse Organe gelangen. Da in unserer Studie
keine schleifenden Krifte auf die Probekorper ausgeiibt wurden, konnte es hier auch nicht
zu einem Abrieb von Titanpartikeln kommen.

Im Gegensatz zu Haers et al. (1998) konnten wir nach intraossdrer Titan-Implantation
keine Titan-Partikel in den regiondren Lymphknoten nachweisen. Haers et al. (1998) sahen
die Korrosion als Ursache fiir die entstandenen Titan-Partikel. Titan bildet in Anwesenheit
von interstitieller Gewebefliissigkeit an der Oberflache eine Oxidschicht, welche zur Passi-
vierung und Oberfldchenresistenz fiithrt. Diese Schicht kann dann einem Korrosionsangriff
entgegenwirken (Strub et al. 1999). Scherkrifte vermogen jedoch die Oxidschicht zu
beschiadigen (Thull u. Schaldach 1975). Es kommt zu einem Austausch von Ionen
zwischen der Titanoberfliche und dem biologischen Lagergewebe, und es findet der
Korrosionsvorgang statt. Wirken mechanische Krifte auf Titanosteosynthesematerialien,
wie sie zum Beipsiel beim intraoperativen Anpassen erforderlich sind, oder werden sie in
Bereichen hoher Belastung eingesetzt, kann es zur Schidigung der Titanoxidschicht und
der resultierenden Korrosion kommen. Beides war in unserer Studie nicht der Fall.

Zudem sind die aus Titanimplantaten freiwerdenen Mengen an Titan im Vergleich zu der
tdglich mit der Nahrung in den Korper und schlieflich in den Stoffwechsel gelangenen
Menge von 300 pg pro Tag 10.000 mal geringer. Bei einer biologischen Halbwertszeit von
320 Tagen kann sich Titan nicht im Organismus anreichern (Steinemann 1994).
Systemische Reaktionen oder eine Auslagerung des Metalls in andere Organe des Korpers
sind daher unwahrscheinlich und kasuistische Berichte iiber Titanunvertraglichkeit weisen
auf extrem seltene Fille hin, welche zum Beispiel immunhistologisch weiter verfolgt

werden sollten (Thomas et al. 2002).
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4.2.3 Organische Verinderungen nach intraossirer Implantation

von Polymethyl-Methacrylat (PMMA)

PMMA wird aus zwei Komponenten selbsthirtend polymerisiert. Unter Normal-
bedingungen wird das Monomer nicht vollstindig umgesetzt und es kann ein Rest-
monomergehalt von rund 2-6% aus dem Knochenzement freigesetzt werden, welcher zu
einer Schadigung des Implantatlagers und zu allergischen Reaktionen fiithren kann
(Wintermantel u. Ha 1996 c¢). Die Menge des freigesetzten Monomers wird hierbei sowohl
vom Mischungsverhéltnis als auch von dem Zeitraum zwischen Polymerisation und
Implantation in den Organismus bestimmt. Unsere PMMA-Probekdrper waren von der
Firma Boehringer Ingelheim Pharma KG maschinell auspolymerisiert worden. Zwischen
Herstellung und Implantation lagen mindestens drei Monate. So lieBen unsere histo-
pathologischen Untersuchungen keine systemischen Wirkungen des PMMA erkennen.
Unsere Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen von Petrolati et al. (1999) und
Sobolewska (1999) iiberein.

PMMA weist eine geringe Feuchtigkeits- und Wasseraufnahme auf und ist chemisch
bestidndig gegeniiber der interstitiellen Gewebefliissigkeit. Es neigt allerdings zu Span-
nungskorrosion (Wintermantel u. Ha 1996 c). Bei unseren Probekdrpern waren her-
stellungsbedingte Eigenspannungen durch einen nachfolgenden Temperprozess beseitigt
worden, wodurch das Risiko einer Auflosung des Polymethyl-Methacrylats zusétzlich
vermindert werden konnte. Hier konnte die Ursache fiir die Beobachtungen von Mendes et
al. (1974) liegen, welche PMMA-Partikel in den regiondren Lymphknoten von Hunden
nach Hiiftgelenkersatz durch PMMA-haltige Prothesen nachwiesen.

4.2.4 Organische Verinderungen nach intraossirer Implantation
von spritzgegossenem, amorphem, niedrigmolekularem

Poly(L-Lactid) (PLLA)

Der PLLA-Abbau erfolgt hydrolytisch, wobei einige Arbeiten auch {iber eine enzymatische
Degradation und eine Beschleunigung des Abbaus durch freie Radikale berichten
(Williams u. Mort 1977, Schakenraad et al. 1990, Ali et al. 1993). Unabhingig vom Degra-
dationsmechanismus entsteht als Endprodukt L-Milchsdure (Gohl 2002). Diese auch
natiirlich vorkommende Substanz wird in den Kdorperzellen iiber den Krebs-Zyklus zu CO,
und H,O abgebaut und entweder iliber die Lunge abgeatmet oder iiber die Niere im Urin
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ausgeschieden (Brandt et al. 1984, Bendix u. Liedtke 1998). So konnten wir erwartungs-
gemdll nach intraossdrer Implantation von PLLA weder makroskopisch noch mikros-
kopisch pathologische Organverdnderungen im Thoraxsitus, im Abdomen, in den Nieren
oder in den Gonaden finden. Unsere Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen von
Beumer et al. (1994) und Margevicius et al. (1996) tliberein, welche Herz, Lunge, Leber,
Milz und Niere von Widstar-Ratten nach subcutaner Implantation von PLLA bzw. Leber
und Milz nach Implantation von PLA-verstirkten Bandern in das Kniegelenk von Schafen
makroskopisch obduzierten und histopathologisch untersuchten.

Im Gegensatz zu Verheyen et al. (1993) und Margevicius et al. (1996), welche PLA-haltige
Bolzen in Ziegen bzw. PLA-verstirkte Bander als Ligamentersatz bei Schafen implan-
tierten, konnten wir keine PLA-Partikel in den regiondren Lymphknoten erkennen.
Allerdings zeigte sich unsere Implantatverweildauer mit maximal neun Monaten deutlich

kiirzer als in den oben genannten Studien.

4.3 Ausblick

Spritzgegossenes, amorphes, niedrigmolekulares Poly(L-Lactid) zeigt sich erst nach 116
Wochen vollstindig resorbiert (Pistner et al. 1991, Pistner et al. 1994). Da erst die voll-
staindige Resorption die Gefahr von Zersetzungsprodukten bannt, sind also unbedingt
weitere Untersuchungen, insbesondere mit einer lingeren Verweildauer der definierten
Implantate, notwendig, um die hier vorgelegten Ergebnisse zu bestitigen. Anstelle von
Ratten, welche ein durchschnittliches Lebensalter von 2,5-3 Jahren erreichen, miissten zu
diesem Zwecke zum Beispiel Hunde oder Schafe als Versuchstiere gewdhlt werden. Schafe
sind zudem, trotz differenter Knochenfeinstruktur und der daran gebundenen Unterschiede
in der Gefilversorgung, dem Menschen hinsichtlich der kndchernen Regenera-
tionsprozesse am dhnlichsten (Wissing u. Stiirmer 1986, Wissing et al. 1990, Lippuner et
al. 1992). Nach Wissing und Stiirmer (1986) zeigen Schafe gegeniiber dem Hund ein
wesentlich homogeneres Bild der durch die experimentelle Manipulation gesetzten Scha-
digung, was die Interpretation des Versuchsergebnisses erleichtern soll. AuBBerdem besitzt
das Schaf dem menschlichen Skelett dhnliche Ausmafle und die mechanisch wirkenden

Belastungen sind mit denen am Menschen vergleichbar (Stiirmer u. Schuchardt 1980).
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Erst die Berticksichtigung auch der kurz- und langfristigen systemischen Toxizitdt von re-
sorbierbaren Polymeren bei der vorklinischen Risikoanalyse erlaubt den breiten verant-

worteten Einsatz dieser Materialien bei Patienten.
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5 Zusammenfassung

Die Induktion von Autoimmunerkrankungen als systemische Wirkung wurde in den
1990iger Jahren nach vorangegangenem jahrzehntelangem Gebrauch den Silikonen ohne
wissenschaftlichen Nachweis unterstellt. Dies zeigt, wie wichtig es ist, dass relativ neue
(bioresorbierbare) Materialien auch systemisch gut charakterisiert werden.

Zylinder (2,8 x 1,1 mm) und zerkleinerte Materialproben mit gleicher Masse (in

Gelatinekapseln abgefiillt) aus
e kommerziell reinem (cp) Titan,
e Polymethyl-Methacrylat (PMMA) und

® niedrig molekularem, amorphem Poly(L-Lactid) (Molekulargewicht My;s: 120 000)
wurden in das linke Femur von jeweils 25 spezifiziert pathogenfreien (SPF) Sprague
Dawley-Ratten implantiert. Zwei weitere Gruppen von je 25 Tieren dienten als schein-
operierte und unoperierte Kontrollgruppen.

Geplant war eine Implantationszeit von bis zu 24 Monaten. Durch Ubertragung von Kei-
men aus der Cara-Ratten-Zucht der Abteilung fiir Experimentelle Zahnmedizin der Zahn-,
Mund- und Kieferklinik der Universitit Wiirzburg entwickelte sich eine epidemische Pneu-
monie mit Mycoplasma pulmonis, superinfiziert mit Pasteurella pneumotropica. Deshalb
musste aus tierschutzrechtlichen ethischen Griinden der Implantationsversuch nach neun
Monaten terminiert werden. Alle Tiere wurden makroskopisch obduziert sowie Organ-
pakete mit Lungen, Herz, Trachea und Bronchien, Thymus und Halslymphknoten,
Mamma, Leber, Milz, Pankreas, Nieren und Gonaden entnommen und zur mikros-
kopischen Untersuchung in 5 %iger Formaldehyd-Losung fixiert.

Die histopathologische Auswertung konnte in keiner Gruppe Hinweise auf systemische
Wirkungen der verwendeten Implantate identfizieren.

Neue Biomaterialien sollten immer in geeigneten (eventuell langlebigeren) Versuchs-

tiermodellen auch auf systemische Fernwirkungen hin untersucht werden.
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