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Beurteilung der Osseointegration einer Silberbeschichtung
Von Hiiftendoprothesen bei Hunden anhand mikroskopischer Techniken
Schorn, Dominik

Die vorliegende Studie sollte unter Verwendung mikroskopischer
Techniken belegen, dass eine silberbeschichtete Hiiftendoprothese ebenso
gut in den Knochen osseointegriert wird wie eine baugleiche Titanprothese
ohne Silberbeschichtung.

In einer doppelblind, randomisierten in vivo Studie wurde 20 Beagle-
Hunden eine Hiiftendoprothese (10 Titanprothesen, 10 silberbeschichtete
Prothesen) in einen ihrer Hinterldufe implantiert. 365 Tage postoperativ
wurden die Tiere euthanasiert und die entnommenen Femora mechanischen
Testungen, sowie mikroskopischen Untersuchungen zugefiihrt.
Mikroskopisch zeigte sich, analog zu den vorweg durchgefiihrten
mechanischen Testungen, dass die mit Silber beschichteten Endoprothesen
in keinem einzigen Fall mit direktem Knochen-Implantatkontakt in ihr
Lager integriert wurden. Stattdessen trennte eine bindegewebige Matrix das
Implantat vom umliegenden Knochen. Die implantierten Titanprothesen
der Kontrollgruppe zeigten sich in jedem Fall fest in ihr Lager integriert.
Ursdachlich fiir die nicht stattgehabte Osseointegration 1in der
Silberprothesen-Gruppe sehen wir toxische Effekte einer zu hohen

Silberkonzentration auf die Osteoblasten im periprothetischen Gewebe.
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1 Einleitung

1.1 Grundlagen und Theorie

Der Bereich der Endoprothetik spielt in den Fachdisziplinen Orthopédie,
Unfallchirurgie und in der Zahnheilkunde eine tragende Rolle.

Aus dem demographischen Wandel der Bevolkerung, mit Zunahme des
Durchschnittsalters und der Lebenserwartung, ergibt sich eine Zunahme
der Morbiditit > **. Da die Privalenz der primiren Coxarthrose jenseits
der 6. Lebensdekade stetig zunimmt, fiihrt das Altern der Bevdlkerung zu
einer Zunahme der Gesamtprivalenz der Hiiftgelenksarthrose **. Bei
Zunahme des Anspruchs auf korperliche Unversehrtheit und Integritit,
erhoht sich die Anzahl potentieller Patienten fiir eine
Endoprothesenversorgung.

Die endoprothetische Versorgung des Arthrosepatienten erfolgt erst nach
Ausschopfung  aller  konservativen und  weniger  invasiven
Therapiemoglichkeiten. Bei persistierenden Beschwerden und hohem
Leidensdruck des Patienten ist die Implantation einer Prothese haufig
unumgénglich.

In der Tumororthopddie werden grofle Knochendefekte durch eine
(Megaendo-)Prothese ersetzt, um die Funktion der Extremitit erhalten zu
konnen.

Nach traumatischen Ereignissen mit resultierender Zerstorung eines
Gelenkes oder seiner Binnenstrukturen, wird auch im Fachbereich

Unfallchirurgie eine Endoprothesenversorgung durchgefiihrt.



1.1.1 Arthrose

Da die Therapie der Arthrose den groften FEinsatzbereich der
Endoprothetik darstellt, soll hier kurz auf diese Erkrankung eingegangen
werden.

Bei der Arthrose handelt es sich um eine Degeneration des
Gelenkknorpels  und  daraus  resultierenden = Knochenldsionen
(Mikrofrakturen, Zysten) und entziindlichen Verdnderungen der
Gelenkkapsel >’. Atiologisch wird zwischen primdrer und sekundirer
Arthrose unterschieden. Bei der priméren Arthrose ist die Ursache
unbekannt. Ursachen fiir die sekundidre Arthrose sind unter anderem
Uberbelastung von Knorpelarealen durch Achsfehler, Instabilititen und
Gelenkdysplasien.  Entziindliche = Gelenkprozesse, = metabolische
Erkrankungen und Traumen zéhlen ebenfalls zu den Ursachen der
Sekunddrarthrose. Initial kommt es bei der Arthrose zu einem
Elastizititsverlust des Knorpels mit Freilegung kollagener Fasern und
Bildung von minderwertigem Faserknorpel *°. Dies fiihrt im weiteren
Verlauf zur Abnahme der Hohe und Glitte der kartilagindren Schicht,
was zu einer Einschriankung der Pufferfunktion und zur Erhéhung des
Reibungswiderstandes, sowie der Scherkrifte zwischen den
artikulierenden Flachen fiihrt. Osteophytire Anbauten an den Réindern
der Gelenkfliche sind die Folge. Nach anfianglicher subchondraler
Sklerosierung des Knochens kommt es im Verlauf, unter den maximal
beanspruchten Arealen des Gelenks, zu zystischem Abbau von
Knochenmaterial.

Eine genaue Korrelation zwischen diesen radiologisch gut darstellbaren
Verdanderungen (Gelenkspaltverschmélerung, subchondrale Sklero-
sierung, Osteophyten, Gerdllzysten) und der Symptome des Patienten
(Bewegungs-/Belastungsschmerz, Bewegungseinschrinkung etc.) gibt es

nicht. Auch bei schon stark fortgeschrittenem Knorpelverlust kann eine



Arthrose asymptomatisch bleiben. Kommt es schlieBlich durch
Knorpelabriebprodukte oder subchondrale Knochennekrosen zu einer
reaktiven Entziindung, duBert sich dies meist durch die Trias dolor,
tumor, calor und Bewegungseinschrinkung des Gelenkes. Die Indikation
zur Therapie wird somit aufgrund der Beschwerdesymptomatik und nicht
der radiologischen Befunde gestellt.

Bleiben nicht invasive Behandlungen wie Physiotherapie, Gabe von
analgetisch und antiphlogistisch wirkenden Medikamenten, sowie
Orthesenversorgung ohne Erfolg, fiihrt der therapeutische Weg {iber
wenig invasive Eingriffe (z.B. Injektionen mit Kortison oder
Chondroprotektiva, Mikrofrakturierung, Synovialektomie und

Debridement) zur Versorgung des Patienten mit einer Endoprothese.

1.1.2  Endoprothetik

Die Implantation einer Gelenksprothese ist kein neues Therapiekonzept.
Schon 1m 19. Jahrhundert wurden die ersten Endopro-
thesenimplantationen durchgefiihrt. Damals eingebaute Prothesen
mussten aber zumeist schon nach kurzer Standzeit wieder explantiert
werden.  Hauptursache hierfiir waren vor allem Infektion, nicht
stattgehabtes Einheilen der Prothese und die aseptische Lockerung im
weiteren Verlauf >’

Durch moderne Prothesendesigns und neue Materialien ist es gelungen
die Primérstabilitit und das Protheseniiberleben zu verbessern (87% nach
5 Jahren, 80% nach 10 Jahren und 56% nach 15 Jahren) **.Es zeigt sich
aber, dass die Infektion trotz der neuen Implantationstechniken und
Materialien weiterhin als schwere Komplikation bestehen bleibt °*. Auch
heute, im 21. Jahrhundert, stehen neben dem Einbringen von

korperfremden Materialien nur wenige Alternativen zur Rekonstruktion
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des Gelenkes und der Gelenkflachen zur Verfiigung. Vor allem Titan-
Aluminium-Legierungen, Keramiken und Polyethylen zdhlen zu diesen
Materialien. Diese werden mit verschiedenen Beschichtungen wie
Hydroxylapatit kombiniert. Jeder dieser Stoffe kann von verschiedenen
Bakterien, vor allem den Biofilmbildenden Bakterien, besiedelt werden.
Hierbei sind endogene und exogene Infektion voneinander zu
unterscheiden *.

Zu den endogenen Infektionen zdhlen allen voran die hdmatogenen
Infektionen. Der Infektfokus liegt zunédchst in einem anderen Bereich des
Korpers. Die Endoprothese wird dann iiber den Blutweg von den
Erregern erreicht. Ursache fiir eine himatogene Infektion kdnnen eine
akute Sepsis, oder verschiedene lokalisierte Infektionen als Streuherde
sein. Infektionen mit Staphylococcus aureus und [B-hdmolytischen
Streptokokken haben ihren Ursprung vor allem in der Haut (Furunkeln,
Erysipel, infizierter Dekubitus), Escherichia coli Infektionen beginnen
zumeist im  Urogenitalsystem,  Pneumokokkeninfektionen  im
Respirationstrakt,  Salmonellen- und  Anaerobierinfektionen im
Gastrointestinaltrakt .

Endogene Infektionen konnen jederzeit auftreten. Verglichen mit den
exogenen Infektionen manifestieren sie sich jedoch in den ersten 2 Jahren
vergleichsweise selten. Ein anderer Mechanismus ist das versehentliche
Einbringen der Bakterien peri- oder postoperativ im Rahmen einer
Kontamination "°. Hierbei spricht man von einer exogenen Infektion.
Diese Art der Infektion kann sich schon nach Tagen manifestieren oder,
speziell bei ,,Low-Grade-Infektionen®, erst nach Monaten bis zu 2 Jahren
erkannt werden. Ob es zur klinisch relevanten Besiedlung der
Prothesenoberfliche kommt, hdngt von vielen verschiedenen Faktoren,
wie beispielsweise der Virulenz des Erregers, dem Immunsystem des

Patienten, dem Implantat und dem Implantationsort ab **.
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Zur manifesten periprothetischen Infektion kommt es bei den heutigen
hygienischen  Standards und einer primdren Implantation -einer
Hiiftendoprothese in 0,4 — 1,6% der Fille. Handelt es sich bereits um eine
Revision mit erneutem Einbau einer Prothese steigt die Wahrschein-
lichkeit einer Infektion des neuen Implantates auf 1,7 — 5% an ** *. Lag
eine Infektion des vorherigen Implantates vor, steigt das Risiko der
Reinfektion, trotz Debridement und Sanierung der Infektion, weiter an.
Studien zeigen hier Infektionsraten, die bei bis zu 26% liegen konnen *"
47.66.67.76. 78 ' Capanna et al. beschreibt sogar eine Infektionsrate von 43%
bei Revisionsoperationen in der Tumorendoprothetik.

Das Keimspektrum umfasst vor allen Dingen Staphylokokken (Staph.
aureus, Staph. epidermidis) und gram negative Erreger . Eine Zunahme
von Infektionen mit multiresistenten Keimen ist zu verzeichnen *.

Die besondere Problematik einer periprothetischen Infektion liegt darin,
dass die Bakterien fiir das Immunsystem und auch fiir eine
medikamentdse Therapie nur schwer erreichbar sind. Ursache hierfiir ist
vor allem die schlechte Durchblutungssituation des periprothetischen
Gewebes. So werden weder immunologisch wirksame Zellen und
Proteine, noch Medikamente in ausreichender Konzentration zum
Infektfokus transportiert. Zudem schiitzen sich manche Bakterien, wie
Staphylococcus epidermidis, mit der Bildung eines Biofilms vor
Medikamenten und der immunologischen Abwehr. Bei erheblichen
Beschwerden des Patienten stellt der komplette Ausbau des infizierten
Fremdkorpers eine kurative Option dar. Einzeitiger, oder zweizeitiger
Wechsel mit Einbringen eines Platzhalters (spacer) sollte bei jedem
Patienten individuell abgewogen werden *°.

Wesentliche Voraussetzungen, um eine periprothetische Infektion zu

: : . . . .79
vermeiden, sind steriles Arbeiten wdhrend der Operation , eine
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perioperative (ggfs. auch postoperative ) Antibiotikaprophylaxe und eine

gute Muskeldeckung des Implantates.

1.1.3 Silber

Um Friih- und Spétinfektionen weiter zu verringern hat sich in den letzten
Jahren die Applikation von Silber, d.h. die Beschichtung der
Fremdoberflichen mit verschiedenen Arten von Silber etabliert. Bei
hoher bakterizider Wirksamkeit gegen Bakterien und Pilze besitzt Silber
nur eine geringe lokale und systemische Toxizitit **.

Als Infektionsprophylaxe wird Silber schon seit dem Altertum benutzt.
Bereits Herodot (ca. 450 v. Chr.) und Konig Cyrus (601-530 v. Chr.)
erwahnte die bakterizide Wirkung von Silber. So wurden groBere
Wasserreserven fiir das Heer von Konig Cyrus in Silberkriigen
transportiert. Auch aus dem alten Agypten sind Uberlieferungen bekannt
in denen aus Silber gefertigte Folien erwdhnt werden, die zur
Wundabdeckung verwendet wurden. Dieses Prinzip der Wundversorgung
wird noch heute angewandt .

Die positiven Eigenschaften von Silber werden in den verschiedensten
Bereichen genutzt. Kontaktflichen von Tiirklinken, Kiihlschrinken und
Hygieneartikeln  erhalten Beschichtungen mit Silberpartikeln. Auch
Tabletten zur Wasseraufbereitung (Camping/Outdoor) enthalten Silber
zur Dezimierung von Keimen.

Urséchlich fiir die bakterizide Wirkung ist der oligodynamische Effekt
einiger Metalle, der bei Silber besonders effektiv ist *' und daher auch in
der Medizin genutzt wird (zentralvendse GefdBkatheter, Harnwegs-
katheter, = Verbandsmaterialien, = GefdBBprothesen, = Knochenzement,
Herzklappen etc.). Erstmalig Erwdhnung fand der oligodynamische
Effekt durch den Schweizer Botaniker Carl Wilhelm von Nigeli (1817-
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1891). Er beschrieb das Absterben von Mikroorganismen in Wasser,
welches mit Metallen in Berithrung kommt ®'. Beim oligodynamischen
Effekt handelt es sich um die Freisetzung ionisierten Silbers. Aus dessen
Eigenschaften ergeben sich verschiedene Mechanismen, die zur Abtotung
des Bakteriums fiihren.

Silberionen besitzen die Fiahigkeit an Zellmembranen, Enzymen,
Nukleinsduren und Komponenten im Cytosol zu binden '’. Dadurch
kommt es zu irreversiblem/er  Funktionsverlust/-einschrinkung
verschiedener Proteine, Enzyme und Membrankanile. Desweiteren
binden Silberionen an die bakterielle DNA und greifen somit in die
Proteinbiosynthese des Bakteriums ein. Die Inhibierung der bakteriellen
Atmungskette ist ein weiterer Angriffspunkt. Silberionen schrianken hier

die Sauerstoffaufnahme der Mikroorganismen stark ein .

Durch oben genannte Mechanismen besitzt Silber grofes toxisches
Potential gegeniiber Keimen bei gleichzeitig geringem toxischem
Potential gegeniiber tierischen Zellen **.

Bereits in niedrigen Konzentrationen (35 parts per billion) zeigt sich die

22

bakterizide Wirkung im therapeutischen Sinne “°. Das Wirkspektrum

erstreckt sich dabei auf eine Vielzahl von Bakterien und auch Pilzen .
Eine toxische Wirkung fiir humane/tierische Zellen wird erst bei
wesentlich hoheren Konzentrationen (300-1200 parts per billion)
beschrieben ™*.

Mogliche Nebenwirkungen des eingebrachten Silbers ist die lokale und
systemische Argyrie. Bei der Argyrie handelt es sich um eine grau-
schiefrige Verfarbung der Haut und Schleimhaut durch Silbereinlagerung
nach ldngerer Einnahme silberhaltiger Préparate, beziehungsweise durch

Verbleiben von silberbeschichteten Fremdkorpern (z.B. Endoprothesen)

im menschlichen Organismus ®*. Ablagerungen in Form von Silbersalzen
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konnten zudem in Organen wie Haut, Mundschleimhaut, Hornhaut, Leber
und Niere beobachtet werden. Die Behandlung mit verschiedenen
Silberverbindungen in hohen Konzentrationen fiihrte zu Argyrie,
Leukopenien, Nervengewebsschidden, Linsenverdnderungen, toxischen

. . 77
Leber- und Nierenschiden .

Entziindungsreaktionen und Fremd-
korpergranulome, basierend auf Silbereinschlusskorperchen, wurden
zwar beschrieben, sind aber als Raritdten anzusehen.

Nicht direkt als Nebenwirkung, aber als unerwiinschtes Ereignis konnen
Resistenzbildungen von Bakterien auftreten. Haufigster Mechanismus ist
die Ausbildung von Metallionenpumpen. Diese befdhigen die
Bakterienzelle dazu die Silberionen mittels ATPase oder {iber einen

membranpotenzialabhdngigen Kation/Proton-Antiporter aus der Zelle

2
auszuschleusen “.

1.1.4 Prinzipien der knochernen Integration von Fremdmaterial

Im Rahmen der stabilen und dauerhaften Integration eines Implantates in
vitales Knochengewebe wird das sogenannte Interface als wichtiger
Faktor angesehen. Als Interface wird der Raum, beziehungsweise die
Kontaktflaiche zwischen Knochen und Implantat bezeichnet.

Zu einer stabilen Verbindung zwischen Knochen und Fremdmaterial
kommt es bei direktem Kontakt zischen Osteoblasten und
Implantatoberflache. Als Ausdruck volliger Integration findet man somit
ein direktes Anwachsen von Knochenzellen an die Fremdoberfliache,
ohne dass eine bindegewebige Zwischenschicht vorliegt *. Branemark
und Albrektsson prigten in diesem Zusammenhang den Begriff
Osseointegration > '® ', Albrektsson und Johansson (2001)
differenzierten diesen Integrationsprozess weiter und beschrieben drei

Phasen: Osteoinduktion, Osteokonduktion und Osteointegration.
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Die Osteoinduktion beschreibt die Einwanderung und Differenzierung
mesenchymaler Stammzellen > mit resultierender Knochenneubildung
(Osteoneogenese) *.

Bei der Osteokonduktion handelt es sich um die Phase der Zellverteilung
und des Knochenwachstums auf der Implantatoberfliche. Das
umliegende Gewebe mit Osteoprogenitorzellen und sprossenden
Kapillaren ndhert sich dem Implantat an. Durch Bewegungen im
Zellverband kommt es zu Spannungserhéhung in der zuvor gebildeten
Fibrinmatrix. Abhéngig von der Beschaffenheit der Implantatoberfldche
(rau oder glatt) losen sich Zellen oder bleiben haften **. Nach
Ausdifferenzierung der Zellen, beginnen sie mit der Produktion von
Osteoid **. Je nach Entfernung der Zelle zum Implantat befindet sich das
Osteoid mit diesem in direktem Kontakt oder nicht.

Stehen nach dem Ablauf der ersten zwei Phasen mehr als 60% der
Implantatoberflaiche mit Knochengewebe in direktem Kontakt, wird dies
als Osseointegration bezeichnet *. Der primir gebildete Geflechtknochen
wird durch Remodelling (physiologischer Umbauprozess, der sich nach
der vorherrschenden Belastung richtet) zu lamelldren Knochen umgebaut
und so das Implantat stabil in das biomechanische Gefiige des Knochens
integriert ®. Diese Festigkeit bezeichnet man als Sekundirstabilitit,

welche fiir die Belastungen im tdglichen Leben erforderlich ist.

1.2 Hypothese

Bei zusitzlicher antiinfektioser Wirkung wird ein mit Silber beschichteter
Schaft einer Hiiftendoprothese nach 12 Monaten ebenso gut in den

Knochen integriert wie ein herkdmmlicher Schaft aus Titan.
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2 Material und Methoden

2.1 Modell

Voraussetzung flir ein geeignetes Versuchsmodell ist, dass die zu
testenden Parameter erfasst werden konnen und den tatsdchlich im
menschlichen Korper stattfindenden Prozessen entsprechen.

In dieser Arbeit soll ein Modell entworfen und genutzt werden, welches
die Endoprothetik beim Menschen moglichst exakt repriasentiert.

Da in Tierkliniken der Hiiftgelenksersatz bei Hunden ein inzwischen
hiufiger und gut etablierter Eingriff ist, wurde in diesem Versuch die
Hiiftendoprothese ausgewihlt. Hierdurch konnen Verfidlschungen des
Ergebnisses im Rahmen einer Lernkurve vermieden werden.

Zudem  sollte das Versuchstier anatomisch mit dem Menschen
vergleichbar sein, um makroskopisch eine moglichst identische
Krafteinleitung in den Oberschenkelknochen zu erzeugen. Histologisch-
anatomisch sollten ebenfalls vergleichbare Strukturen (&hnliche
Blutversorgung und Osteonenaufbau) vorliegen.

Der Hund erweist sich hierfiir als das geeignete Versuchstier ®*. Die
Struktur des Knochens ist dem des Menschen, im Vergleich mit anderen

1. 26 . . o
* “°. Hundeknochen weisen eine sekundare

Spezies, sehr &hnlich
Osteonenstruktur auf, wie sie auch beim Menschen vorkommt.
Kaninchen, Schafe und andere Huftiere weisen nur die primére
Osteonenstruktur auf. Besonders im GefaBBverteilungsmuster wird der
Unterschied deutlich. Be1 Mensch und Hund entspringen nutritive Geféalle
baumartig aus den Markraumarterien. Tiere mit  primérer

Osteonenstruktur weisen hingegen eine netzwerkartige Struktur des

intraossdren GefdBsystems auf, die mit der periostalen Oberfliche
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verbunden ist. Im GefdBnetz auftretende Schdden konnen wesentlich
besser toleriert werden, was zu einem schnelleren und nicht mit dem
Menschen vergleichbaren Regenerationsproze3 fiihrt. Somit hat sich auf
internationaler Ebene bei Fragestellungen zur Knocheneinheilung der

. . 939,42, 53,54,58, 64
Hund als Versuchstier etabliert 7> " 777> ™,

2.2 Die Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden Hunde der Rasse “Beagle” (Ziichter: Harlan-
Winkelmann GmbH, Germany) genutzt.

Alle Tiere waren weiblichen Geschlechts. Das durchschnittliche Alter lag
bei 3,5 Jahren, das ungefihre Korpergewicht bei 18 Kilogramm. Bei
einem Alter von 3,5 Jahren gelten Beagle als ausgewachsen, so dass
Komplikationen durch Wachstum im Prothesenlager ausgeschlossen
werden konnten.

Gerade der Beagle eignet sich aufgrund seines ruhigen Gemiites
besonders gut als Versuchstier. UbermiBiges postoperatives laufen und
springen wiirde das FEinwachsen der Prothese gefihrden und dem
Verhalten eines frisch operierten menschlichen Patienten nicht

entsprechen.

2.3 Versuchsgruppen

Die gesamte Versuchsgruppe bestand aus 20 weiblichen Hunden. Jedem
Hund wurde jeweils eine Hiiftendoprothese implantiert.

Es erfolgte eine durch wiirfeln randomisierte Aufteilung in 2 Gruppen
(Gruppe A und Gruppe B). Gruppe A enthédlt 10 Tiere mit einer
silberbeschichteten Hiiftendoprothese, Gruppe B beinhaltet 10 Tiere mit

der herkdmmlichen Titanprothese.
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Eine weitere Randomisierung entschied iiber die Implantation in den
rechten oder linken Hinterlauf.

Pro Tag wurde jeweils ein Tier pro Gruppe operiert. Um eine
Verfdalschung der Ergebnisse im Rahmen einer “learning curve” zu
vermeiden, wurde die OP-Reihenfolge ebenfalls fiir jeden Tag

randomisiert.

2.4 Die Prothese

Im Rahmen dieser Studie wurden zwei Prothesen verwendet. Diese
unterschieden sich lediglich durch die Oberflichenbeschichtung. Die

Grundkonstruktion war bei beiden Prothesen identisch.
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(Abb.1: Konstruktionszeichnung der Prothese Fa. Implantcast, Buxtehude)
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Entwickelt wurde die Prothese durch die Firma Implantcast (Implantcast,
Buxdehude, Liineburger Schanze 26, Germany).

Das Design ist auf die Anatomie und Biomechanik des Hundes hin
entwickelt. Die grofften Unterschiede zur beim Menschen benutzten
Prothese sind die GroBe und Linge. Zum anderen werden beim
Menschen, bei primédrer Implantation, zumeist metaphysir verankernde

Prothesen benutzt. Die hier eingesetzte Prothese verankert sich diaphysir.

(4bb. 2: Titanprothese) (Abb. 3: Silberprothese)

herkdmmliche Titanprothese:
Diese bestand aus einer Aluminium-Vanadium-Legierung (T1A14A6).
Die Oberfliche wurde mittels Korundstrahl aufgerauht, um eine

VergroBBerung der Oberflache zu schaffen.

silberbeschichtete Prothese:

Diese war baugleich mit der Titanprothese, und wurde zusdtzlich mit
einer Oberflichenbeschichtung versehen.

Bevor die eigentliche Beschichtung mit Silber durchgefiihrt werden

konnte, wurde eine Beschichtung der Titanoberfliche mit einer diinnen
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Goldschicht vorweg durchgefiihrt. Die Dicke der Schicht betrug 0,2
Mikrometer mit einer Schwankungsbreite von +/- 20%. Das Auftragen
des Edelmetalls Gold (Au) erfolgte, um als Kathode in einem
galvanischen Element mit dem Silber zu fungieren. Eine reine
Silberbeschichtung hitte zur Folge, dass sich das unedlere Titan anstatt
des Silbers in Losung begeben wiirde. Bei Umkehrung in der
elektrochemischen Reihe, erfolgt hier die Freisetzung von Silber wie es
intendiert ist. Erst bei volligem Aufbrauchen der Silberschicht kommt es

ggf. zum Freiwerden von Titanionen.

Als Verfahren zur Goldbeschichtung wurde die Sputterdeposition
genutzt. Hierbei handelt es sich um eine hochvakuumbasierte
Beschichtungstechnik, bei der Atome aus einem Festkorper (Target)
durch Beschuss mit energiereichen Ionen gelost werden, in Gasphase
tibergehen und dann auf dem zu beschichtenden Gegenstand
kondensieren.

Hierzu befinden sich das Target (hier: Goldtarget aus Au 99,79 Gew.%
und Co 0,2 Gew. %) und das Substrat (hier: Titanprothese) in einem
Vakuumbehilter. Target und Substrat fungieren als Kathode und Anode.
Wird unter dem Target noch ein Magnet angebracht, spricht man auch
von Magnetronzerstiubung. Zwischen Kathode und Anode wird eine
Gleichspannung erzeugt. In das Vakuum eingebrachte positive
Argonionen schlagen aus dem Target Atome heraus, die dann zum
Substrat wandern und dort kondensieren.

Durch die Sputterdeposition kann eine sehr reine, diinne und feste
Beschichtung erreicht werden.

Die eigentliche Implantatbeschichtung aus Silber wurde mittels
Galvanisierung/Galvanotechnik aufgebracht. Bei der Galvanotechnik

befindet sich das aufzutragende Metall (hier: Silber) mit dem zu
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beschichtendem Gegenstand (hier: Prothese) in einem Elektrolysebad.
Das Silber befindet sich an der Anode (Pluspol), die Prothese an der
Kathode (Minuspol). Es wird Strom durch das elektrolytische Bad
geleitet, welcher Metallionen von der Verbrauchselektrode (= Anode)
16st. Diese legen sich durch Reduktion auf die Prothese an der Kathode
ab.

Die Schichtdicke des aufzutragenden Metalls kann durch die Stromstérke
und den Aufenthalt im Elektrolysebad bestimmt werden.

Die Silberschicht auf den verwendeten Implantaten betrug 10 Mikrometer

(Abweichung +/- 5 Mikrometer). Der Reinheitsgrad betrug 99,7 %.

2.5 Die Operation

Hiiftoperationen am Hund werden an der Tierdrztlichen Hochschule
Hannover und an der Technischen Universitdt Miinchen sehr hiufig und
als standardisierter Eingriff durchgefiihrt.

Die angewandte Operationstechnik ist derzeitiger Goldstandard und hat

keinen experimentellen Charakter.

Praoperativ:

Die Hunde bekamen ab dem Abend des praoperativen Tages keine
Nahrung mehr. Kurz vor der Operation erhielten die Tiere zur
Beruhigung Diazepam oder Azepromacin intramuscular.

Desweiteren wurde Atropin zur Verringerung der Speichelproduktion
verabreicht. Ein vendser Zugang zur Volumensubstitution und
Verabreichung der Narkosemedikamente wurde in die Vena cephalica
gelegt.

Zusatzlich bekamen die Tiere einen Singleshot Enrofloxacin (10mg/kg

Korpergewicht) i.v.. Diese Antibiose wurde oral bis zum zweiten
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postoperativen Tag weitergefiihrt.
Operiert wurde jeweils ein Hund pro Gruppe, pro Tag.
Nach Einleitung der Narkose (Intubationsnarkose mit Propofol und

Isofluran) erfolgte das Scheren und Desinfizieren des OP-Gebietes.

1: linker Hinterlauf
2: kranial :
3: kaudal ‘\

/

(Abb. 4: Hund steril abgedeckt)

Darauf folgend konnte die Operation am Hinterlauf des Hundes
beginnen. Gruppenabhingig wurde in den randomisiert ausgewdéhlten
Hinterlauf eine Titan-Prothese bzw. ein mit Silber beschichtetes
Implantat eingebracht.Hierzu wurde in einer lateralen Inzision die Haut
tiber dem Musculus vastus lateralis eroffnet und die Muskulatur zwischen
Flexoren und Extensoren stumpf voneinander getrennt. Nach Freilegung
des Femurs erfolgte die Osteotomie im Bereich der Fossa
intertrochanterica.

Nach Aufbohrung des Markraumes mit 0,5mm Untermall, konnte der
Schaft zementfrei in press-fit-Technik verankert werden. Durch das

press-fit-Verfahren verkantete sich das Implantat innerhalb der
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diaphysdren Femuranteile und gewdéhrleistete somit die Primirstabilitét

der Schaftprothese.

(Abb. 5: Prdparation des Femurs)

Nach Festlegung der geeigneten OffsetgroBe und Reponieren des
Hiiftgelenks folgte die sorgfiltige Faszien- und Subkutannaht. Die Haut

wurde anschlieBend geklammert und steril verbunden.

Postoperativ.  wurden die Tiere zwei Wochen iiberwacht und
physiotherapeutisch betreut.

Alle drei Monate wurde ein Kontrollrontgen der operierten Extremitét
durchgefiihrt.

365 Tage nach erfolgter Operation wurden die Tiere unter Vollnarkose

mit einer Barbituratiiberdosierung euthanasiert.

2.5.1 Drop out

Postoperativ mussten 3 Hunde komplett aus der Studie ausgeschlossen
werden. Die Ursachen, die zum Ausschlufl fiihrten sind im Folgenden

aufgelistet:

- 1x Bandscheibenprolaps mit folgender Fehl-/Minderbelastung der
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operierten Extremitét.
- 1x Hund an Bissverletzung durch Artgenossen verstorben
- 1x oberflachliche Wundinfektion mit beginnender Sepsis; Das Tier

wurde infolgedessen eingeschlifert.

Ein weiterer Hund schied ebenfalls im Verlauf der Studie fiir den direkten
Vergleich der beiden Prothesentypen aus, da er infektionsbedingt
revidiert werden musste. Hierbei wurde die primédre Prothese ausgebaut

und eine zementpflichtige Titanprothese implantiert.

2.6 MeBmethoden

Im Rahmen der Studie  wurden verschiedene Messungen und
Untersuchungen vorgenommen. Hierzu zéhlen radiologische und
laborchemische Untersuchungen, mechanische Testungen, sowie
Herstellung und Auswertung histologischer Priparate. Diese Teilbereiche
wurden von verschiedenen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe durchgefiihrt.
Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag im Bereich der histologischen

Auswertung.

2.7 Histologische Untersuchungen
2.7.1 Materialgewinnung

Das verwendete Material fiir die histologischen Untersuchungen wurde
nach Durchfithrung der biomechanischen Tests in folgender Art und

Weise gewonnen, identifiziert und aufbewahrt:
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Im Anschluss an die Pull-out Tests wurde aus dem metaphysdren und
diaphysdren Implantatlager ein 1 cm langer Knochenblock mit 90 Grad
Schnittfiihrung zur Femurlidngsachse aus dem Knochen entnommen.
Durch eine weitere Schnittfiihrung durch die Mitte des Knochenstiicks
(Medianschnitt), parallel zur Femurldngsachse, erhielt man im optimalen
Fall ein Probenstiick Mit Blick auf den Querdurchmesser beider
Diaphysenseiten. Fiir eine reale Wiedergabe der Schichtdicken einzelner

Gewebe ist der Medianschnitt wichtig (siche Abb.6).

Querschnitt Femur
Kortikalis

falscher Durchmesser
Paramedianschnitt

Medianschnitt echter Durchmesser

Markraus

(Abb. 6: Querschnitt durch Femur)

Jeder der angefertigten Blocke wurde einzeln in einem beschrifteten
Probenbehélter in 97%iger Alkohollosung bis zur Durchfiihrung der

Probeneinbettung aufbewahrt.

2.7.2 Methodik der Gewebeeinbettung

Fiir die histologischen Untersuchungen der Knochenproben werden, im

Rahmen dieser Arbeit, zwei unterschiedliche Einbettungsverfahren
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angewandt. Hierbei handelt es sich zum einen um eine Einbettung in

Paraffin (Paraplast-PLUS), zum anderen um Technovit (Technovit 9100).

Technovit 9100:

Bei Technovit handelt es sich um ein Polymerisationssystem auf der
Basis von Methylmethacrylat (MMA), das in Kéilte aushirtet. Es ist
geeignet flir die FEinbettung von mineralisiertem Gewebe und
Weichgewebe zur histologischen, immun- und enzymhistochemischen
Untersuchung.

Ein besonderer Vorteil von Technovit liegt in seiner Hirte. Diese
verhindert, dass auch nicht entkalkter Knochen beim Schneiden im
Mikrotom nicht aus dem Probenblock gelost wird. Der entfallende Schritt
des Entkalkens ermdglicht eine Untersuchen des Knochens, der dem in

vivo Zustand des Probematerials nahe kommt.

Vorgehen bei der Gewebeeinbettung mit Technovit:

1. Das Gewebe wird fiir 12 Stunden in 4%igem Paraformaldehyd gelegt
und somit fixiert. Es wird Paraformaldehyd 4%ig verwendet, da es
schonend fiir die gewebeeigen Antigene der Probe ist und somit eine gute

Vorraussetzung fiir die Immunhistologie darstellt.

2. Im Folgenden gibt man die Probe fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur

in den Sorensen Phosphatpuffer.

3. Weil Technovit nicht mit Wasser mischbar ist, muss das Gewebe nach

der Fixierung entwissert werden. Dies geschieht mit Alkohol.
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Um dem Gewebe das Wasser zu entziehen, wird es wie folgt in
Alkoholbdader mit steigender Konzentration gegeben. Ein sofortiges
Einbringen der Probe in ein100%iges Alkoholbad wiirde zu einer

Verformung und Schidigung des Gewebes fiihren.

In 70 %igen Alkohol fiir 1 x 7 Tage
In 80 %igen Alkohol fiir 2 x 7 Tage
In 90 %igen Alkohol fiir 2 x 7 Tage
In 100 %igen Alkohol fiir 3 x 7 Tage

Im mangelhaft entwisserten Gewebe entstehen sogenannte Lunkerstellen,
die aus weillem Perlpolymerisat bestehen und das Schneiden sowie die
Schnittqualitdt negativ beeintrachtigen. Um dies zu verhindern wurden
die Einwirkzeiten der Probengrof3e angepasst.

Anschlieend wird die Probe noch fiir 2 x 10 Stunden in Xylol gelegt.
Xylol ist ein Losungsmittel. Es wischt den Alkohol aus und entfettet das

Gewebe.

4. Um das Gewebe in das eigentliche Technovit Polymer einbetten zu
konnen, muss es zuerst eine vierstufige Vorbereitung (Prédinfinfiltarion 1-
3 und Infiltration) durchlaufen. Hierzu wird die Probe nacheinander in

folgende Medien gegeben.

Préinfiltration 1:
Die Priéinfiltrationslosung 1 besteht aus 100ml stabilisierter Basislosung
und 100ml Xylol. Die Probe verweilt bei Raumtemperatur fiir 7 Tage in

dieser Losung.
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Prainfiltration 2:
Die Priéinfiltrationsldosung 2 besteht aus 200ml stabilisierter Basislosung
und 1g Harter 1. Die Probe verweilt bei Raumtemperatur fiir 7 Tage in

dieser Losung.

Prainfiltration 3:

Bevor die Préinfiltrationslosung 3 angemischt werden kann, muss die
Basislosung zuerst entstabilisiert werden. Dies geschieht mit Hilfe einer
Chromatographiesdule die mit 50 g Aluminiumoxid gefiillt ist. Nachdem
die Basislosung den Chromatographen durchlaufen hat, kann sie
entstabilisiert entnommen werden. Die Entstabilisierung bewirkt, dass der
endgiiltig gegossene Probeblock nicht zu hart wird und schneidbar bleibt.
Die Préinfiltrationslosung 3 besteht aus 200ml entstabilisierter
Basislosung und 1g Hérter 1. Die Probe verweilt bei 4°C fiir 7 Tage in

dieser Losung.

Infiltration:

Die Infiltrationslosung besteht aus 250ml entstabilisierter Basislosung, 1g
Harter 1 und 20g PMMA-Pulver. Auch in dieser Losung verweilt die
Gewebeprobe fiir 7 Tage bei 4°C.

5. Sind die oben aufgefiihrten Schritte durchlaufen, kann nun die
eigentliche Einbettung beginnen. Hierzu werden zwei Stammldsungen (A
und B) verwandt. Diese werden im Verhéltnis 9 Volumenteile A und 1
Volumenteil B gemischt.

Die einzubettende Probe wird in die Einbettform gelegt und mit dem

Polymerisationsgemisch (Stammlésung A + B) iibergossen.
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Die Einbettform wird nun in einen vorgekiihlten Exsikkator gestellt und
so lange unter Vakuum gehalten, bis keine Blasen mehr aufsteigen.

Um eine komplette Aushdrtung des Probeblocks zu gewihrleisten, wird
er fiir zwei Tage bei einer Temperatur von 0-2°C aufbewahrt.

Nachdem man den Probeblock aus der Einbettform entnommen hat, kann

er am Mikrotom beschnitten werden.

Paraplast-PLUS:
Paraffin bezeichnet ein Gemisch aus gesittigten Kohlenwasserstoffen
(Alkanen). Es hat eine wachsartige Konsistenz und ist Wasser abstof3end.

Seit Jahrzehnten bewihrt sich Paraffin als Einbettungsmedium.

Vorgehen bei der Gewbeeinbettung mit Paraplast-PLUS:

1. Das Gewebe wird fiir 24 - 48 Stunden in 4%igem Paraformaldehyd
gelegt und somit fixiert. Es wird Paraformaldehyd 4%ig verwendet, da es
nicht die Antigene der Probe zerstort und somit eine gute Vorraussetzung
fiir die Immunhistologie darstellt.

2. Nach der Fixierung wird das Gewebe fiir 24 h bei Raumtemperatur auf
einem Schwenker in Sorensen-Phosphatpuffer (pH 7,4) gelagert. Die
Pufferlosung wird alle acht Stunden erneuert.

3. Weil Paraffin nicht mit Wasser mischbar ist, muss das Gewebe nach
der Fixierung entwissert werden. Dies geschieht mit Alkohol nach

folgendem Schema:

In 70%igen Alkohol fiir 24 Stunden
In 90%igen Alkohol fiir 24 Stunden
In 96%igen Alkohol fiir 24 Stunden
In 100%igen Alkohol fiir 24 Stunden
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Um nun wieder den Alkohol aus der Probe zu verdringen wird diese nach

der Alkoholreihe fiir mehrere Tage in Zedernholzdl gebettet.

5. SchlieBlich kann die Probe in Paraffin tiberfiihrt werden. Auch hier
muB3 eine Losungsreihe mit ansteigender Konzentration durchlaufen

werden, um das Gewebe nicht zu schiadigen.

Zedernholzol-Paraffingemisch (1:1) fiir 24 Stunden, bei 48°C
Paraffin 1 fiir 8 Stunden, bei 60°C

Paraffin 2 fiir 16 Stunden, bei 60°C

Paraffin 3 fiir 8 Stunden, bei 60°C

Paraffin 4 fiir 16 Stunden, bei 60°C

Paraffin 5 fiir 4 Stunden, bei 60°C

6. Hat das Gewebe die oben aufgefiihrten Schritte durchlaufen, kann es
nun eingebettet werden.

Hierzu wird die Gewebeprobe mit der zu untersuchenden Seite nach
unten in eine Einbettform gelegt und mit fliissigem, auf 60°C erwérmten,
Paraffin {ibergossen. Ist der Probenblock ausgehértet und aus der Form

genommen, kann mit dem Schneiden am Mikrotom begonnen werden.

2.7.3 Schneiden am Mikrotom

Zum Schneiden der Probeblocke wurde das Mikrotom RM 2145 der
Firma Leica benutzt.

Nach Einspannen und Ausrichten des Probenblocks in die
Haltevorrichtung wurden solange Schnitte abgetragen und verworfen, bis
die Tiefe des Probenblocks erreicht war in der man einen Medianschnitt
durch die Femurquerachse erlangt. Nur in dieser Schnittebene kann der

reale Durchmesser verschiedener Gewebeschichten gemessen werden
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(siche Abb.6). Nach erreichen der relevanten Schicht wurden mehrere
Schnittpriparate (Sum Schichtdicke) angefertigt, auf einem Objekttrager
ausgelegt und mit einer Deckfolie fixiert. Es folgte die Beschriftung der

Objekttrager mit der Probennummer, um Verwechslungen zu vermeiden.

2.7.4 Die Farbungen

Alle Schnittpriaparate wurden nach drei Firbemethoden angefarbt.

Hématosin-Eosin-Fiarbung:
Sie ist gut geeignet als Ubersichtsfirbung und fiir diesen Zweck die am
hiufigsten verwendete Firbung. Zellkerne zeigen sich blau-violett,

Zellplasmaproteine rot.

Féarbung nach Masson-Goldner:
Diese Féarbung eignet sich gut zur Darstellung von Bindegewebe und

Mukos/Schleim. Beides wird griin-bldulich angefarbt.

Féarbung nach van Kossa:
Die Van-Kossa-Farbung erbringt den Nachweis kalkhaltiger und
kalkproduzierender Zellen und ist spezifisch fiir Osteoblasten. Diese

werden hierbei schwarz-braunlich angefarbt.

7 2 o
%%wm .
3 . 3

1, . 2. 3.
(Abb.7: Probe 419 in 1.HE-Férbung, 2. Masson-Goldner-Firbung, 3. v.-Kossa-Fdrbung)
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2.7.5 Mikroskopie

Die fertigen Schnittbildprdparate wurden mit einem Olympus BX 51
Mikroskop unter 40 facher Vergréf3erung ausgewertet.

Von allen 16 Proben wurden Ubersichtsaufnahmen in 40facher
VergroBerung angefertigt und regions of interst (ROI) am Interface nach
Zufall gesetzt und das Interface auf Osseointegration untersucht (sieche
Ergebnisse 3.1.3., Tab.1)

Anschliefend wurde an den Schnittpridparaten aller 16 Proben an sechs,
in etwa gleichen Abstinden ausgewihlten Bereichen des Interfaces die
Schichtdicke der bindegewebigen Matrix gemessen (siche Abb.8). Aus
diesen sechs Messungen wurde der jeweilige Mittelwert und Median,
Standardabweichung, Minimum- und Maximumwert ermittelt (Siehe

Ergebnisse 3.2.1., Tab.2).

: Kompakta des Femurknochens
2.: bindegewebige Zwischenschicht
3.: ehemaliger Sitz der Prothese

Probe 419 in 40facher VergroBerung, van Kossa Farbung
(Abb. 8: Schichtdickenmessung kollagene Matrix)
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2.7.6  Methodenkritik
zur Operation und Entnahme:

Bei der Implantation kam es in zwei Féllen zu Fissuren im kndchernen
Lager. Die Knochen wurden mit Draht Cerclagen und
Osteosyntheseplatten ~ versehen. Diese Tiere wurden trotzdem
ausgewertet, da nur 20 Tiere an dem Versuch teilnahmen. Um aus
tierschutzrechtlichen Gesichtspunkten eine mdoglichst geringe Menge an
Tieren zu verwenden und da mit dieser Anzahl von Tieren bereits
signifikante Ergebnisse erzielt werden konnten, wurde auf das

Ausschopfen der genehmigten Anzahl der Tiere (26 Stiick) verzichtet.

Der per Konusverbindung befestigte Kugelkopf musste vom Implantat
gelost werden. Mittels zweier Zangen, die ausschlieBlich am
Implantatkorper angriffen, um keinen Zug auf den Knochen auszuiiben,
konnte die Konusverbindung geldst werden. Hierbei wurde das Implantat
im Lager erschiittert. Das Entfernen des Kugelkopfes war jedoch

unerlasslich.
zur histologischen Praparation und Auswertung:

Die Proben fiir die histologische Untersuchung wurden nach den pull-out
Tests entnommen. Die bei den mechanischen Testungen entstandenen
Krifte miissen bei der Betrachtung und Auswertung des Interface
beriicksichtigt werden. Es ist bekannt, dass an den Titanprothesen
Knochenmaterial haften geblieben ist. Daraus ist abzuleiten, dass die
unter dem Mikroskop betrachtete Grenzfliche zwischen Knochen und

Implantatlager nicht dem reellen Interface entspricht. Das Anhaften des
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Knochens am ausgerissenen Implantat spricht fiir eine stattgehabte

Osseointegration.

Eine Analyse der direkten Osteoblasteninteraktion mit der
Implantatoberfliche konnte nach stattgehabten pull-out-Tests nicht
durchgefiihrt werden.

Da an mehreren Probeblocken beim Zuschneiden Beschddigungen
auftraten, konnte die Anfertigung des Schnittprdparates nicht immer aus
dem Medianschnitt erfolgen. Starke Abweichungen konnten aber

vermieden werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Ubersichts- u. Detailaufnahmen der Schnittpriparate

Die Rahmen der einzelnen Proben zeigen jeweils auf der linken Seite ein
Ubersichtsbild in Masson-Goldner-Fiarbung, in dem eine “region of
interest (ROI) durch einen roten Kasten gekennzeichnet ist. Dieser
Bereich wird auf der rechten Seite in Masson-Goldner-Farbung und Van-
Kossa-Féarbung vergrofert dargestellt.

Die Im-Bild-MaBstibe in den Ubersichtsbildern haben eine Linge von
2500um. In den ROI-Bildern entsprechen die Im-Bild-MaBstibe einer
Lange von 500um.

3.1.1 Histologie Silberprothesen

Priparat 404

-
. &

Ubersicht ' Q
1 AN

ROI in Masson-Goldner-Féarbung
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Priiparat 419

Ubersicht

Priparat 516

| —

Ubersicht

ROI in Van-Kossa Farbung

ROI in Masson-Goldner-Féarbung

Priparat 551

Ubersicht

ROI in Masson-Goldner-Férbung
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Priparat 1146

Ubersicht

ROI in Van-Kossa-Féarbung

Priparat 1200

Ubersicht

Priparat 1204

Ubersicht

ROI in Masson-Goldner-Farbung
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Priparat 1311

Ubersicht

Priparat A

Ubersicht

ROI in Masson-Goldner-Féarbung
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3.1.2 Histologie Titanprothesen

Priparat 406

ROI in Van-Kossa-Féarbung

Ubersicht

Priparat 498

ROI in Van-Kossa-Farbung

= e

i

Ubersicht

ROI in Masson-Goldner-Farbung
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Priparat 713

Ubersicht

Priparat 820

Ubersicht

Ry ) 4
ROI in Van-Kossa-Farbung

Priparat 1199

Ubersicht

g - -,

ROl in Masonoldner-Fﬁrbung
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Priparat 1812

Ubersicht

R

ROI in Masson-Goldner-Féarbung

Priparat E

Ubersicht

Lokalisation des Interface nicht moglich
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Wie in den oben dargestellten histologischen Bildern zu sehen, findet sich
bei keiner der mit Silber beschichteten Prothesen ein direkter Kontakt
zwischen Knochen und Implantat. Eine Osseointegration ist nicht
nachzuweisen. Stattdessen umgibt eine bindegewebige Matrix das
Implantat und trennt dieses vom umliegenden Knochen.

Die folgende Tabelle legt die mikroskopisch erhobenen Ergebnisse dar:

3.1.3 Tabellarische Auflistung Interface

Direkter Kollagene
Probe Knochenkontakt Zwischenschicht
404 (Silber) nein ja
419 (Silber) nein ja
516 (Silber) nein ja
551 (Silber) nein ja
1146 (Silber) nein ja
1200 (Silber) nein ja
1204 (Silber) nein ja
1311 (Silber) nein ja
A (Silber) nein ja
406 (Titan) ja nein
498 (Titan) ja nein
713 (Titan) ja nein
820 (Titan) ja nein
1199 (Titan) ja nein
1812 (Titan) ja nein
E (Titan) nicht beurteilbar nicht beurteilbar

(Tab.1: Ergebnisse Interface)

3.1.4 Chi-Quadrat-Test

Der Chi-Quadrat-Test wird zur Uberpriifung von Hiufigkeitsverteilungen
eingesetzt, bei Variablen mit nominalem Skalenniveau. Mit dem Chi-
Quadrat-Test untersucht man also Verteilungseigenschaften einer

statistischen Grundgesamtheit. Jedes Versuchstier hat zwei Merkmale:
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Osseointegration (ja/nein) und Prothesenmaterial (Titan/Titan-Silber).
Mit dem Chi-Quadrat-Test wird die Hypothese iiberpriift, ob die beiden
Merkmale voneinander unabhingig sind. Da beim Chi-Quadrat-Test nur
Haufigkeiten verglichen werden, ist es bei diesem Test unerheblich, was

als unabhingige und was als abhédngige Variable angesehen wird.

Bei einer der Proben (Probe E) aus der Titangruppe konnte in der
mikroskopischen Untersuchung das Interface nicht sicher identifiziert
werden. Diese Probe wurde in der unten dargestellten Tabelle als nicht

osseointegriert gewertet.

Silberprothese Titanprothese
osseointegriert (n) 0 6
nicht osseointegriert (n) 9 1

(Tab.2: Chi-Quadrat-Test)

Aus den vorliegenden Parametern ergibt sich ein p-Wert von p<0,001.
Allgemein {iblich ist es einen p-Wert von weniger als 0,05 mit
"signifikant" und von weniger als 0,01 mit ,hoch signifikant“ zu
bezeichnen. In einigen Fillen werden p-Werte von weniger als 0,10
dariiber hinaus "grenzwertig signifikant" genannt. Der Unterschied in der
vorliegenden Berechnung ist also hoch signifikant. Daraus folgt, dass mit
hoher Wahrscheinlichkeit in der Grundgesamtheit der Versuchstiere ein
Zusammenhang zwischen der Osseointegration und dem implantierten
Prothesenmodell existiert. Somit ist mit an Sicherheit grenzender
Wahrscheinlichkeit davon auszugehen, dass die Titan-Silber Prothesen

nicht osseointegrieren.
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3.2 Schichtdickenbestimmung der kollagenen Matrix

3.2.1 Ergebnisse tabellarisch

Ps M1 M2 M3 M4 M5 M6 | Durschnitt | Median | min = max |Stabw

404 105,7 126,1 212,9 898 9414 9977 547,0/ 555,5105,7, 997,7 401,1
419 | 94,4 2934 3864 411,8 649,9 905,7 456,9  399,1 94,4 905,7 2594
515 |250,9| 4204 461,77 472,2 6853 836,2 521,11 466,95 2509 836,2 1894
551 |283,8) 333,9| 467,77 935,6 1192,8 1251,5 744,21 701,65 283,8| 1251,5/ 3983
1146 1 380,7 4334 972,3 996,1| 1261,8| 1437.,8 913,7| 984,21 380,7 1437,8 391,8
1200 | 622,21 1008,9| 1046,2 1216,8 1267,9 1565,5 1121,3| 1131,5 622,21 1565,5 2873
1204 | 450,7 4519 818 1018,41 1804,3| 1859,2 1067,1 918,2/450,7| 1859,2| 576,4
1311 1335 146,9 153,7 213,7| 261,8| 568,2 246,3 183,7/ 133,5| 568,2) 150,6
A 21,11 162,6| 167,5 203,8) 410,6 5047 245,1) 185,65 21,1 504,7 163,0
PT

406 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0
498 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0
713 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0
820 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0
1199 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0
1812 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0 0,0 0 0 0 0

Ps= Proben Silberprothesen, PT= Proben Titanprothesen, M= Messung, min= Minimalwert, max=

Maximalwert, Stabw= Standartabweichung, Malleinheit: um

(Tab.3: Messungen der kollagenen Zwischenschicht)

3.2.2 Student t-Test:

Mit dem Student t-Test kann untersucht werden, ob die
Mittelwertunterschiede, die man bei zwei Untergruppen festgestellt hat,
signifikant sind und somit auch fiir die Grundgesamtheit gelten.

Die von uns erfaliten Messungen ergaben im student t-Test eine
Wabhrscheinlichkeit fiir ein zufilliges Zustandekommen von 0,07%. Das
Ergebnis ist damit hoch signifikant (p=0,0007).
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Studie war zu untersuchen, ob e¢ine mit Silber
beschichtete Titanprothese ebenso gut in den Oberschenkelknochen
osseointegriert wird wie eine herkdmmliche Titanprothese ohne
Silberbeschichtung. Da sich Titan und dessen Legierungen durch gute
Biokompatibilitit, Korrosionsbestindigkeit, Osseointegration und
hervorragende mechanische Eigenschaften experimentell '®2* "7 sowie
im klinischen Gebrauch als Prothesenmaterial etabliert hat, wire es von
Vorteil diese FEigenschaften durch zusitzliche infektprophylaktische
Eigenschaften des Silbers zu erweitern.

Um diese Frage addquat beantworten zu konnen, mufl sich das
Versuchsmodell den Gegebenheiten einer in den menschlichen
Organismus implantierten Prothese moglichst stark anndhern. Das
gewidhlte Hundemodell erweist sich, wie bereits im Material und
Methoden Teil (Kap. 2.2) ausfiihrlich dargelegt, als geeignet.

Das Verfahren der Zellkultur hat sich ebenfalls bei Fragen zur
Osseointegration etabliert. Vor allem die einfache, giinstige und daher
hiufig replizierbare Durchfithrung ist dabei von Vorteil. Die in vitro
Bedingungen dieser Testmethode weichen jedoch von dem
Einwachsverhalten eines Implantates in einem lebenden Organismus ab
2. So finden physikalische/dynamische Belastungen wie Druck- und
Zugbelastungen, die als addquater Reiz fiir Osteoblasten gesehen werden
und das Zusammenspiel von Osteoblast und Osteoklast als Bone-
Multicellular-Unit keine Beachtung. Insbesondere Faktoren des
Immunsystems des Organismus mit Entziindungsreaktionen, AbstoBung,
Uberempfindlichkeit, Allergie und Infektion werden nicht beriicksichtigt.
Das FEinbringen von Priifkorpern in verschiedenen Knochentypen bei

diversen Tierrassen ist ebenfalls ein héufig verwendetes Testmodell.
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Hierbei werden genormte Priifkorper (Pins, Cages, Zylinder etc.)
vorwiegend transkortikal in den Knochen des Versuchstieres eingebracht.
Als Versuchstiere dienen meist Kaninchen oder Ratten. Die Operation ist
mit geringem Aufwand durchzufiihren und die zu beachtenden
Tierschutzgesetze erlauben eine hohe Anzahl von Versuchen.

Nachteile dieses Versuchsmodells sind die nicht mit einer Prothese
vergleichbaren physikalischen/dynamischen Belastungen. Desweitern
weicht die Knochenheilung bei Nagetieren (primire Osteonenstruktur)
und bei transkortikaler Implantation der Priitkérper von der
Implantateinheilung bei einem menschlichen Prothesentriger ab " .
Weiterhin sind Nagetiere aufgrund ihrer vergleichsweise geringen
Lebenserwartung bei Langzeitversuchen an adulten Tieren nur begrenzt
einsetzbar (z.B. einjahres Follow-up). Potentielle Spétfolgen (Lockerung
nach Monaten, Spitinfektion >12 Monate) sind teilweise so nicht
messbar.

Tiere mit primérer Osteonenstruktur besitzen im Vergleich zu Primaten
schnellere und komplikationslosere Reparations- und Heilungsvorginge
%% Die transkortikale Insertion der Priifkorper ist aufgrund des dichteren
kndchernen Lagers nur bedingt mit der diaphysdren bzw. metaphysiren
Insertion einer Hiifttotalendoprothese zu vergleichen. Auch die
dynamische, axiale Belastung der Priifkorper ist aufgrund des Insertions-
ortes (z.B. laterale Tibia) nicht vergleichbar mit einem intramedulldr
eingebrachten Schaft einer Endoprothese '>. Daher gilt der Einbau einer
krafttragenden Endoprothese als Goldstandart. Somit ist die
Ubertragbarkeit von Zellkulturverfahren und Priifkdrpertestungen auf den
Menschen aus oben aufgefiihrten Griinden begrenzt.

Bisherige Veroffentlichungen zeigen, dass lediglich beim Hund eine
vergleichbare Krafteinleitung in den Oberschenkelknochen vorliegt.

Ebenso ist der Aufbau, die Elastizitit und Regenerationsfahigkeit des
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. w1 1 1. 15,25, 48, 51, 60, 69,
Hundeknochens dem menschlichen Knochen sehr ahnlich > =2 ™
39,42, 53, 54, 64

Diese Arbeit  zeigte, analog zu den vorweg in dieser Studie
durchgefiihrten mechanischen Testungen (axialer pull-out-Test), dass die
silberbeschichteten Endoprothesen in keinem einzigen Fall mit direktem
Knochen-Implantatkontakt in das prothetische Lager integriert wurden
(siche Tab.3).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Titanprothesen der
Kontrollgruppe einen direkten Kontakt zum Oberschenkelknochen mit

adidquater Osseointegration aufwiesen.

Direkter Kollagene Mechanische
Probe Knochenkontakt | Zwischenschicht Testungen
404 (Silber) nein Ja Implantat locker
419 (Silber) nein Ja Implantat locker
516 (Silber) nein Ja Implantat locker
551 (Silber) nein Ja Implantat locker
1146 (Silber) nein Ja Implantat locker
1200 (Silber) nein Ja Implantat locker
1204 (Silber) nein Ja Implantat locker
1311 (Silber) nein Ja Implantat locker
A (Silber) nein Ja Implantat locker
406 (Titan) ja Nein Implantat fest
498 (Titan) ja Nein Implantat fest
713 (Titan) ja Nein Implantat fest
820 (Titan) ja Nein Implantat fest
1199 (Titan) ja Nein Implantat fest
1812 (Titan) ja Nein Implantat fest
E (Titan) nicht beurteilbar nicht beurteilbar Implantat fest

(Tab.4: mikroskopische Beurteilung vs. mechanische Testungen)

Die aufgestellte Hypothese, dass silberbeschichtete Implantate ebenso gut
in den Knochen integriert werden wie herkdmmliche Titanimplantate,
konnte nicht bestdtigt werden. Ursache hierfiir konnten verschiedene

Mechanismen sein:
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Die Oberflichenbeschaffenheit des Prothesenschaftes wird durch die
Silberbeschichtung verdndert. Die mikroskopisch kleinen Exkavationen
und Einbuchtungen werden durch die zusitzlich aufgetragene Schicht
reduziert. Die Rauhigkeit und die Gesamtoberfliche nehmen ab. Diese
spielen fiir das Anhaften der Knochenzellen aber eine entscheidende
Rolle * % % 7' Schneider et al. und Bowers et al. konnten ebenfalls
nachweisen, dass eine rauhere Oberfliche mit einer stirkeren
Mineralisation und einem vermehrten zellulirem attachment (Anhaftung)
einhergeht ' "°. Da aber bei Titanimplantaten verschiedene Ober-
flichengeometrien (z.B. sandgestrahlt, geédtzt oder maschiniert)
verwendet werden und diese gut osseointegriert werden > ', reicht dieser
Ansatz unseres Erachtens nicht aus, um das Versagen der
Silberimplantate zu erkliren.

Ein Grund fir das Versagen der Silberprothesen, konnte die
Biovertrdglichkeit des Silbers, abhidngig von dessen Konzentration im
periprothetischen = Gewebe sein. Cortizo et al. untersuchten
morphologische Verdnderungen, Zellwachstum und Differenzierung von
Osteoblasten nach Exposition mit reinem Metall (Ag, Cu, Pd, Au und
NiTi Legierung) in einer Elektrolytlosung >*. Kupfer zeigte sich hier am
starksten zytotoxisch. Eine Korrelation zweiter Ordnung zwischen
Zellzahl und freigesetzten Metallionen konnte nachgewiesen werden.
Zudem zeigte sich eine starke Abhédngigkeit vom Zeitpunkt der Messung
und von der Lokalisation der Zellen zum Metall. Wéhrend nach vier
Stunden nur direkt um die Kupferprobe eine Verminderung der Zellzahl
um 40% zu beobachten war, Zeigte sich nach 24 Stunden auch in
groferer Distanz zur Kupferprobe eine leichte Abnahme der Zellzahl und
eine weitere Reduktion direkt am Metall auf 2%.

Bei der Silberprobe zeigten sich erst nach 48 Stunden Exposition
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zytotoxische Effekte (Abnahme der Mitoserate, kleinere Zellen,
Apoptosefiguren) auf die Osteoblasten. Der geringere zytotoxische Effekt
steht in Korrelation zur geringeren Konzentration von in Losung

gegangenen Metallionen (Kupfer: 0,225mg/1, Silber 0,001mg/l ~1ppb).

Zainali et al. beschreiben eine stark verminderte mechanische Fixierung
und verminderten Implantat-Knochenkontakt auch bei goldbeschichteten
Implantaten **. Analog zu unserer Studie verwendeten Zainali et al. ein
Hundemodell und eine hundertprozentige Beschichtung des Implantates
mit dem Edelmetall. Die Titanzylinder (9 beschichtet, 9 unbeschichtet)
wurden mit der press-fit Methode in die proximale Tibia der Hunde
eingebrachten. Nach vier Wochen wurden die Tiere euthanasiert. Es
folgten mechanische Testungen, histologische Untersuchungen
(Knochen-Implantatkontakt) und Untersuchungen auf die Freisetzung
von Goldionen. Wie in unserer Studie zeigte sich auch bei Zainali et al. in
der mechanischen Testung eine signifikante Abnahme der Fixierung des
Implantates im Lager (50%) und histomorphologisch eine Abnahme des
Knochen-Implantatkontaktes (iiber 35%). Autometallographisch konnten
im periprothetischen Raum Goldionen nachgewiesen werden. Diese
waren grofitenteils von Makrophagen phagozytiert worden. Da wir in
vorangegangenen Studien keine Silberpartikel im periprothetischen
Gewebe nachweisen konnten *°, sahen wir im Rahmen dieser Studie die
Notwendigkeit fiir eine Autometallographie nicht gegeben.
Untersuchungen zur Silberkonzentration und Zelltypisierung im
periprothetischen Gewebe sollen im Rahmen unserer Studie noch folgen.
Als Hauptursache fiir den geringeren Knochen-Implantat Kontakt
vermuten Zainali et al. eine immunmodulatorische Komponente der
Goldbeschichtung. Antiinflammatorische Effekte sind fiir Gold

nachgewiesen '~ ®. Es wirkt als spezifischer COX-2 Inhibitor ”°, blockiert
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NF-kB-DNA-Interaktionen und einige Transkriptionsfaktoren *, die in
Entziindungsreaktionen involviert sind. Dass eine negative Korrelation
zwischen Knochenheilung und Entziindungsreaktionen besteht, konnte in

6. 7. 32 . . . .
> 2% Fur Silber sind solche immun-

mehreren Studien belegt werden
modulatorischen Effekte bislang nicht bekannt. Da bei den silber-
beschichteten Implantaten unserer Arbeit ebenfalls eine signifikante
Abnahme von Implantatfixierung und Knochen-Implantat Kontakt vorlag
und fiir Silber kein immunmodulatorischer Effekt bekannt ist, gehen wir
davon aus, dass es sich in beiden Studien primidr um einen toxischen
Effekt von Silber und Gold handelt. Edelmetalle, wie Gold und Silber,
werden neben Bismut, Eisen, Kupfer, Blei, Zink, Zinn, Nickel, Cadmium,
Chrom und Uran allgemein zu den Schwermetallen gezdhlt und konnten
daher toxisch auf Zellen wirken. Eine eindeutige und wissenschaftlich
anerkannte Definition des Begriffs “Schwermetall” fehlt jedoch * .
Erwiesen ist, dass nicht jedes Metall, welches aufgrund seiner Dichte und
seines Atomgewichts zu den Schwermetallen gezdhlt wird, auch toxisch
ist. Es ist nicht die Masse des Metalls, die ausschlaggebend fiir die
Toxizitidt ist, sondern seine Dosis und die Verfiigbarkeit der Substanz fiir
die Aufnahme durch einen Organismus. Diese ist bei metallischen
Elementen unter anderem von ihrer Elektrophilie (Lewis-Aziditit) und
positiven Nettoladung abhingig **. Somit ist die Zugehorigkeit von Silber
und Gold zu den Schwermetallen ein Indiz fiir ihre potentielle Toxizitit,

jedoch kein Beweis.

Die Abhingigkeit zwischen der Dosis von elementarem Silber und dem
Verhalten von Osteoblasten weist auch Hardes et al. in einer in vitro
Studie aus 2007 nach *'. Gemessen an der Aktivitit der alkalischen
Phosphatase von Osteosarkomzellen zeigte sich bei Hinzugabe von

geringen Mengen (5-10 mg) Silberpartikeln (PartikelgroBe unter 90um)

51



signifikant hohere Aktivitit der alkalischen Phosphatase im Vergleich zu
der Titankontrollgruppe. Bei Supplementation von 20-25 mg zeigte sich
eine Abnahme der Zellfunktion im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Auch Gosheger et al. konnten im Zellkulturversuch zeigen, dass Silber in
geringer Konzentration eher aktivierend, in hoher Konzentration toxisch
auf Osteoblasten wirkt *°.

In einer in vitro Studie aus dem Jahre 2004 bestdtigte sich auch in Bezug
auf Silberbeschichtungen von Prifkorpern, dass niedrige Silber-
konzentrationen in einer Legierung mit Titan (Silberanteil: 0,7-20%)
keine toxischen Auswirkungen auf die verwendeten Zelllinien
(Osteoblasten, Epithelzellen) hatte, wogegen eine deutliche Wachstums-
hemmung der Zellen bei reinem Silber zu sehen war .

Wir gehen davon aus, dass in unserem Versuchsmodell die Silber-

konzentration im periprothetischen Lager zu hoch war, um ein

Anwachsen von Osteoblasten zu gewihrleisten.

Die Messungen der vorweg erwihnten in vitro Studien konnten eine
Beziehung zwischen der eingebrachten absoluten Masse des Silbers und
der Osteoblastenkulturen zeigen. Allerdings wurden keine Umgebuns-
konzentrationen bestimmt, so dass iiber die aktiv wirkende Konzentration
an der Osteoblastenzellmembran keine Aussage getroffen werden kann.
Es ist bisher nicht bekannt welche Silberkonzentration fiir Osteoblasten
im Interface notwendig ist, um diese in Threr Funktion zu
verlangsamen/behindern oder sie sogar abzutoten.

Da es sich beim Interface um einen Raum mit geringem Volumen
handelt, sind Riickschliisse durch einen in vitro Versuch, bei dem die
Zelllinien von einer Losung umgeben sind, nur bedingt moglich. Auch
Priitkorper, die in spongidsen Knochen eingebracht werden,

beriicksichtigen diese rdaumlichen Gegebenheiten nicht. Bei diaphysérer
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Verankerung einer Prothese ist der Raum zwischen Implantat und
Knochen sehr klein. Zudem kann durch perioperative Manipulation
(Markraumbohrer, Rasparatorium) eine verminderte Durchblutungs-
situation im Implantatlager entstehen, die zu einer Behinderung des
Abtransportes und Akkumulation der Silberionen fiihrt. Aus diesem
Grunde konnen schon durch geringe Mengen geloster Silberionen hohe
Konzentrationen im Interface entstehen.

Es ist sinnvoll in einer weiteren Studie zu untersuchen, welche
Konzentrationen im Interface vorlagen und wie diese gegebenenfalls
reduziert werden konnten (siche auch 4.1 Ausblick).

Abschliefend ist aufgrund vorliegender Resultate davon auszugehen,
dass der Osseointegrationsmechanismus bei derzeitiger Silber-
beschichtung dauerhaft im Langzeitversuch unterbunden wird. Bei
fehlender Kraftiibertragung zwischen Implantat und Knochen im
Interface kommt es somit erwartungsgemill, im durchgefiihrten
Tierexperiment, zu keiner kraftschliissigen Verbindung. Daraus resultiert
eine verringerte Belastbarkeit der operierten Extremitit, was bei den
Hunden durch Parameter wie humpelndes Gangbild und Atrophie der

Muskulatur erfasst werden konnte '°.

Die Extrapolation auf den
Menschen kann nach derzeitigem Forschungsstand zu &dhnlichen
Ergebnissen fiihren. Allerdings ist hier zu beriicksichtigen, dass in der
Standbeinphase  beim  schnellen Gehen das Mehrfache des
Korpergewichtes vollstindig durch die Hiifttotalendoprothese an den
Knochen weitergegeben werden muss. Zusitzliche Kompensations-
moglichketen wie 3 weitere Beine (wie beim Vierbeiner) existieren nur
unter Nutzung von Kraftverteilungshilfsmitteln wie ein Gehstock,
Unterarmgehstiitzen oder Rollator. Das zu erwartende Gangbild ist bei

Lockerung der Totalendoprothese beim Menschen als deutlich schlechter

anzusehen als bei einem Vierbeiner. Dies wird im Hundeexperiment
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dahingehend bestitigt, dass die Tiere trotz manifester Lockerung relativ
gut laufen konnten, in dem sie die operierte Extremitit entlasteten .

Die Indikation zur Implantation einer auch intramedulldr mit Silber
beschichteten Prothese ist sehr zuriickhaltend zu stellen. In der Kosten-
Nutzen-Risikoabwdgung sollte der Vorteil durch den antiinfektiven
Effekt dem Nachteil einer moglichen fehlenden Osseointegration weit
tiberlegen sein. Im Rahmen von Heilversuchen, zum Beispiel bei
persistierender Osteomyelitis und drohendem Gliedmassenverlust, kann
eine Implantation sinnvoll sein. Die (Re-)Infektion des Implantates kann
bei ausreichend persistierender Silberoberfliche hochstwahrscheinlich
auch intramedulldr suffizient verhindert werden. Bereits durchgefiihrte
Testungen zeigten eine antimikrobielle Wirksamkeit gegen noch hdhere
Bakterienkonzentrationen als sie bei Reinfektionen implantatassoziierter
Infekte zu finden sind *°. Nach Erradikation des Infektes konnte die
lockere Silberprothese gegen ein zu zementierendes Implantat (nach ca.
12 Monaten) ausgetauscht werden.

Im Rahmen einzelner Heilversuche (Priv. Doz. Dr. U. Lehmann,
Klinikum Forchheim) konnten bereits silberbeschichtete Hiiftschifte
implantiert werden, die aufgrund &hnlicher Lockerungsmuster die

Tierexperimente indirekt bestétigen.

Bei der Abwidgung von Vor- und Nachteilen einer komplett
silberbeschichteten Prothese ist zu beriicksichtigen, dass nur lokal
toxische Wirkungen zu erwarten sind, die eine Osseointegration lokal
behindern werden, aber von keiner Fernwirkung im Korper auszugehen
ist. Dies wird auch durch bereits in den Menschen implantierte
extramedulldr silberbeschichtete Megaendoprothesen gestiitzt, die iiber
eine grofle Oberfliche verfiigen. Die in den Organen und im Blut

gefundenen Konzentrationen wurden als nicht toxisch bezeichnet *°,
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Es ist davon auszugehen, dass auch in unserem Versuch systemisch keine
hoheren Konzentrationen wirksam wurden, auch wenn dies nicht

gemessen wurde und somit nicht erneut verifiziert werden kann.

4.1 Ausblick

Der Grund fiir die Durchfiihrung dieser Studie war die Aussicht auf ein
Implantat, welches gute osseointegrative Eigenschaften besitzt und
zugleich vor einer Besiedlung mit Bakterien geschiitzt ist. Um dieses Ziel
zu erreichen konnten folgende Losungsansidtze in Erwédgung gezogen

werden:

- Reduzierung des Silberanteils in der Implantatbeschichtung
- Kombination mit osseoinduktiven oder osseokonduktiven Materialien
- Verwendung eines anderen Materials zur Beschichtung der Implantate

- Modifizierung der Morphologie der Implantatoberfliche

Im Anschluf3 an unsere Studie sollten Testungen zur Bestimmung einer
geeigneten Silberkonzentration der Beschichtung erfolgen. Wie bereits
erwiahnt konnte die Arbeitsgruppe um Thull und Gliickermann
Erkenntnisse auf diesem Gebiet erbringen. In den einzelnen
Versuchsgruppen wurden Titanpriifkorper mit einer Silber-Titanlegierung
(0,7%; 1%; 3%; 4%; 5%; 7,5%; 9%; 18%; und 20% Silberanteil) mittels
Sputtertechnik beschichtet und die Wirkung dieser Beschichtung auf die
Proliferations- und Differenzierungsleistung von Osteoblasten und
Epithelzellen in vitro untersucht. In keiner dieser Gruppen konnte ein
toxischer EinfluB auf die Zellen nachgewiesen werden ». Somit konnte
die Reduzierung des Silberanteils eine Osseointegration des Implantates

bewirken. Ob dies in vivo der Fall ist, sollte Gegenstand nachfolgender

55



Untersuchungen sein. Desweiteren gilt es zu priifen, ob mit einer
Reduktion des Silbergehaltes die bakterizide Wirkung im Implantatlager
weiter gegeben ist.

Durch eine zusitzliche Beschichtung der Silberschicht auf der Grundlage
von Polymeren, oder anderen Substanzen konnte die Freisetzung der
Silberionen verzogert und zudem eine flir Osteoblatsen kompatible

Oberflachenstruktur geschaffen werden.

Um eine zusdtzliche Verbesserung der Osseointegration zu erreichen
konnte Silber mit osseoinduktiven oder osseokonduktiven Materialien
kombiniert werden. Stoffe wie Hydroxyapatit und Calciumphosphat
fiihren durch ihre Oberflichenmorphologie und ihrer stimulierenden
Wirkung auf das Knochenwachstum zu einem verstirkten Anwachsen der
Knochenzellen an das Implantat *7>%*",

In einer aktuellen in vivo Studie aus dem Jahre 2009 zeigte sich auch fiir
eine Beschichtung von Priifkdrpern mit Hyaluronsdure eine signifikante

Steigerung des Knochen-Implantat Kontaktes und einer Beschleunigung

der Knochenreifung >’

An der ETH Ziirich hat das Team um Wendelin Stark eine Folie
entwickelt, die aus einer Polymerbasis besteht. Auf diese werden
Calciumphosphatpartikel (20-50nm) aufgebracht. Diese sind wiederum
mit bis zu 2nm groBen Silberpartikeln versetzt. Das Calciumphosphat
wird von Bakterien fiir ihren Stoffwechsel bendtigt und daher
aufgenommen. Somit inkorporieren die Bakterien auch die Silberpartikel,

die zum Tod des Bakteriums fiihren 2.

Gollwitzer und Heidenau et al. beschiftigen sich derzeit mit der

Entwicklung einer antiinfektiosen Titanoxidbeschichtung. Als Grundlage
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dient eine Sol-Gel-Tauchbeschichtung auf der Basis von Titanoxid. In
diese konnen antibakteriell wirkende Substanzen integriert werden.
Kupfer zeigte hierbei die giinstigsten Ergebnisse. In bereits
durchgefiihrten in vitro Versuchen konnte eine antibakterielle
Wirksamkeit bei gleichzeitiger Zytokompatibilitdt nachgewiesen werden

33,44 il i - -
. Die in vivo Untersuchungen stehen hierzu noch aus.

Ein weiterer interessanter Ansatz liegt in der Beeinflussung der
Kommunikation der Bakterien im Biofilm. Dieser Kommunikations-
vorgang wird als ,,quorum sensing® bezeichnet. Uber ihn werden mehrere
Prozesse der Bakterienkolonie, wie Resistenz-, Abwehr- und
Wachstumsprozesse gesteuert. Interventionen in diesen Prozess konnten
therapeutisch genutzt werden. *.

Auch die Verwendung von immunmodulatorischen Stoffen ist zur Zeit
Gegenstand der Forschung. Etienne et al. berichtet von einem Schutz fiir
Implantate vor bakterieller Kolonisation durch Beschichtungen mit

Defensinen oder pegyliertem Polypeptid ' 2*.
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