
 

UNIVERSITÄTSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF 
 

Klinik und Poliklinik für Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie 

 

Prof. Dr. med. Dr. med. dent. Martin Gosau 

 

 

 

 
in vivo analysis of the inflammatory tissue reactions to a synthetic 

non-resorbable PTFE membrane by means of histopathological and 
histomorphometrical methods 

 

 

 

 

 

Dissertation  
 

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin 

an der Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg. 

 

 

 

 

 

vorgelegt von: 

 

Tadas Korzinskas 

aus Klaipeda (Litauen) 

 

 

 

Hamburg 2019  



 2 

 
 
 
 
Angenommen von der  
Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg am: 04.07.2019 
 
 
Veröffentlicht mit Genehmigung der  
Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg. 
 
 
Prüfungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. Dr. Ralf Smeets 
 
 
Prüfungsausschuss, zweite/r Gutachter/in: Prof. Dr. Thomas Beikler 
 
 
Prüfungsausschuss, dritte/r Gutachter/in: PD. Dr. Till Köhne 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 

Meiner Großmutter Agafija 
 
 
 



 

Inhaltsverzeichnis 
 

Publikationsdissertation 
  

Zusammenfassung Darstellung der Publikationsdissertation 
 
Zusammenfassung (deutsch/englisch) 
 

Literaturverzeichnis 
 

Anhang  
- Erklärung Eigenanteil 

- Danksagung 

- Lebenslauf 

- Publikationsverzeichnis 

- Eidesstattliche Erklärung 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

5-17 

 

18-40 

 
30-32 

 

41-50 
 

55-60



 5 

International Journal of 
Molecular Sciences 

 

Article 

In Vivo Analysis of the Biocompatibility and Macrophage Response of a Non-
Resorbable PTFE Membrane for Guided Bone Regeneration 

Tadas	Korzinskas	1,†	,	Ole	Jung	1,†,	Ralf	Smeets	1,	Sanja	Stojanovic	2,	Stevo	Najman	2,Kristina	

Glenske	3,	Michael	Hahn	4,	Sabine	Wenisch	3,	Reinhard	Schnettler	5 and	Mike	Barbeck	1,6,*	
1 Section for Regenerative Orofacial Medicine, Department of Oral and Maxillofacial Surgery, 

University Hospital Hamburg-Eppendorf, 20246 Hamburg, Germany; tadaskorzinskas@yahoo.de (T.K.); ol.jung@uke.de (O.J.); 
r.smeets@uke.de (R.S.) 

2 Institute of Biology and Human Genetics, Department for Cell and Tissue Engineering, University of Niš, 
Faculty of Medicine, 18106 Niš, Serbia; s.sanja88@gmail.com (S.S.); stevo.najman@gmail.com (S.N.) 

3 Clinic of Small Animals, c/o Institute of Veterinary Anatomy, Histology and Embryology, Justus Liebig University of Giessen, 35390 Giessen, 
Germany; Kristina.Glenske@vetmed.uni-giessen.de (K.G.); Sabine.Wenisch@vetmed.uni-giessen.de (S.W.) 

4 Department of Osteology and Biomechanics, University Hospital Hamburg-Eppendorf, 
20246 Hamburg, Germany; hahn@uke.de 

5 University Medical Center, Justus Liebig University of Giessen, 35390 Giessen, Germany; reiner.schnettler@mac.com 
6 BerlinAnalytix GmbH, 12109 Berlin, Germany 
* Correspondence: mike.barbeck@icloud.com; Tel.: +49-17681022467 
† These authors contributed equally to this work. 
Received: 24 August 2018; Accepted: 25 September 2018; Published: 27 September 2018 

Abstract: The use of non-resorbable polytetrafluoroethylene (PTFE) membranes is indicated for the 
treatment of large, non-self-containing bone defects, or multi-walled defects in the case of vertical 
augmentations. However, less is known about the molecular basis of the foreign body response to PTFE 
membranes. In the present study, the inflammatory tissue responses to a novel high-density PTFE 
(dPTFE) barrier membrane have preclinically been evaluated using the subcutaneous implantation model 
in BALB/c mice by means of histopathological and histomorphometrical analysis methods and 
immunohistochemical detection of M1- and M2-macrophages. A collagen membrane was used as the 
control material. The results of the present study demonstrate that the tissue response to the dPTFE 
membrane involves inflammatory macrophages, but comparable cell numbers were also detected in the 
implant beds of the control collagen membrane, which is known to be biocompatible. Although these 
data indicate that the analyzed dPTFE membrane is not fully bioinert, but its biocompatibility is 
comparable to collagen-based membranes. Based on its optimal biocompatibility, the novel dPTFE 
barrier membrane may optimally support bone healing within the context of guided bone regeneration 
(GBR). 

 

Keywords: PTFE membrane; collagen membrane; biocompatibility; tissue reaction; inflammation; 
macrophage; M1; M2 

 

 

1. Introduction	

Guided bone regeneration (GBR) is widely used in the fields of periodontology, implant dentistry, and 
maxillofacial surgery.  Dental barrier membranes allow for the formation and maintainance of 
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spaces, which, when filled with bone substitutes, stabilizes blood clots and allow the migration of 
osteoprogenitor cells in to the space intended for bone regeneration, while preventing the area from soft 
tissue penetration or collapse [1,2]. In this context, barrier membranes have to fulfill the following main 
criteria: separation of hard and soft tissue up to the time point of completed bone regeneration, 
biocompatibility, space-maintenance, cell-occlusiveness, tissue integration, and clinical manageability, 
amongst other different requirements [3]. Different biological and physical properties of the variety of 
available barrier membranes contribute to clinical decision making regarding their indications for use. 
Resorbable barrier membranes are based on natural or synthetic resorbable polymers, and they are widely 
used for GBR [4]. Most of the resorbable barrier membranes are based on collagen, which is derived from 
different sources, i.e., different species such as pigs or cattle, and different harvesting sites such as the 
subcutaneous connective tissue or the pericardium [5]. Altogether, collagen-based barrier membranes have 
most often been shown to be very biocompatible biomaterials, and they allow for a comparable degree of 
bone regeneration, like non-resorbable membranes [6,7]. Collagen membranes avoid the need for second-
stage surgery for removal, they are easy to handle, are cost effective, and show less morbidity [8]. However, 
the disadvantage of the collagen membranes is their lack of ability to maintain spatial stability, which in some 
cases leads to collapse and therefore diminished grafted bone volume [9]. Resorbable membranes of 
synthetic origin have also been shown to be suitable for bone regeneration. Polylactic acid (PLA)- or 
polylactic-co-glycolic-acid (PLGA)-based membranes provide good spatial stability of the graft material [9]. 
Nonetheless, these biomaterials are degraded by non-enzymatic hydrolysis and cellular metabolization 
under the release of acidic molecules, which negatively influences their biocompatibility and the healing 
process [10]. Altogether, most of the currently available resorbable barrier membranes are limited with 
regard to the treatment of large, non-contained bone defects or multi-walled defects, or in case of vertical 
augmentations. 

Although second-stage surgery is required for their removal, the use of non-resorbable membranes is 
still indicated for GBR procedures in the case of the afore-mentioned clinical situations, as they offer a higher 
form of stability and space-maintaining properties [11]. Commercially available non-resorbable barrier 
membranes are most often made of polytetrafluoroethylene (PTFE). PTFE has been shown to be 
biocompatible, and it maintain its integrity during and after implantation. Some PTFE membranes are 
even combined with structural elements such as titanium [9]. In this context, both high density PTFE 
(dPTFE) and semipermeable expanded PTFE (ePTFE) membranes are available, both providing different 
advantages [12]. While semipermeable PTFE membranes may support a transmembraneous transport of 
nutrients, dense PTFE membranes have shown to act as an efficient barrier against bacterial and cellular 
penetration in different clinical indications, due to its small pore size [13]. 

Interestingly, PTFE-based biomaterials are stated to be bioinert, which means they do not induce a 
tissue reaction when introduced to biological tissue [14]. However, it has been shown that nearly every 
biomaterial induces an inflammatory tissue reaction, which is unique for every material depending on its 
combination of physical and chemical properties [15]. This tissue reaction to a biomaterial is  a cascade 
including mainly macrophages as key elements, which have been shown to express both pro- and anti-
inflammatory molecules depending on material factors such as surface topography or surface chemistry 
[16–18]. Based on their molecule expression, macrophages are more or less divided into pro-inflammatory 
M1- and anti-inflammatory M2 subtypes [19,20]. Taken together, it is believed that the successful clinical 
application of a biomaterial has to be accompanied by an “overall M2 tissue reaction” to promote tissue 
healing, while a chronic pro-inflammatory tissue response may lead to negative consequences for tissue 
remodeling, such as fibrous encapsulation [19,20]. Thus, the understanding of the material-specific foreign 
body reaction, and of the interactions of the immune system with a biomaterial is pivotal to ensure the 
safety, biocompatibility, and functionality of a medical device. 

Interestingly, there are very limited data about the degree of the foreign body response to non-
resorbable PTFE membranes. Thus, the present preclinical in vivo study aims to analyze the tissue 
responses to a new synthetic, non-resorbable high-density PTFE barrier membrane. Following 



 

 
implantation into the subcutaneous connective tissue of BALB/c mice for up to 30 days, the hypothesis of 
the bioinertness of PTFE-based biomaterials has been evaluated. A commercially available collagenous 
barrier membrane that has already been examined in different preclinical and clinical studies and described 
as biocompatible biomaterial was used as control material [21–23]. Established histopathological and 
histomorphometrical analysis methods, and especially immunohistochemical detection of M1- and M2-
macrophages have been applied [24–28]. 

2. Results	
 

2.1. Histological (Qualitative) Analysis 

The results of the histological analysis showed an inflammatory tissue reaction within the 
implantation beds of the dPTFE membranes at day 10 post-implantation (Figure 1A). A thin reactive 
tissue wall was detectable surrounding the membranes, which was mainly composed of inflammatory cell 
types such as macrophages and granulocytes, besides single other cell types such as fibroblasts (Figure 
1A). Furthermore, single vessels have been found within the reactive connective tissue (Figure 1A). At 
this time point, no biomaterial-associated multinucleated giant cells (BMGCs) have been observed. 
Furthermore, no tissue ingrowth into the membrane has been detected. 

 

Figure 1.   The histological images from the implantation beds of the analyzed membranes,  i.e.,   the dPTFE membrane (PM) and the collagen 
membrane (CM) within the subcutaneous connective tissue (CT) (MT = muscle tissue). (A) At the surfaces of the dPTFE membrane, a thin 
layer of mononuclear cells that mainly belonged to the monocyte/macrophage line (black arrows) beside single granulocytes (purple arrow) 
were observable. Within the reactive peri-implant  tissue,  mainly  macrophages (black arrows) and fibroblasts (yellow arrows) were found, 
besides small numbers of granulocytes and lymphocytes as well as some small vessels (red arrows) (Movat’s Pentachrome-staining, 400× 
magnification, scale bar = 20 µm). (B) Into the implant beds of the collagen membranes, a comparable tissue reaction, including mainly 
macrophages (black arrows) besides single eosinophils and fibroblasts (purple/yellow arrows) (haematoxylin and eosin (HE)-staining, 400× 
magnification, scale bar = 20 µm). At this time point only some single cells have migrated into the outer regions of the membrane body. 
(C) At day 30 after implantation, the wall of reactive tissue around the dPTFE membranes have visibly been decreased. Macrophages (black 
arrows) were still observed dominating the tissue reaction beside single eosinophils and fibroblasts (purple/yellow arrows) (Movat’s 
Pentachrome-staining, 400× magnification, scale bar = 20 µm). (D) Also, into the implant beds of the collagen membrane mainly 
macrophages (black arrows) have been detected at this time point, together with low numbers of  eosinophils and fibroblasts (purple/yellow 
arrows). At day 30 after implantation, more cells have invaded the membranes body, while the material showed no signs of breakdown (Alcian 
blue-staining, 400× magnification, scale bar = 20 µm). 

 

In case of the collagen membrane (control), a comparable tissue reaction has been observed 
(Figure 1B). Mainly cell types such as macrophages, eosinophilic granulocytes, and single fibroblasts were 
found within the thin walls of the reactive tissue adherent to the biomaterial (Figure 1B). Only some 
single cells penetrated the membrane body at this early post-implantation time point of 10 days 
outgoing (Figure 1B). Furthermore, no BMGCs were detected at this time point. 

The analysis of the immunohistochemically stained slides showed that more CD206-positive M1 
macrophages were observable at this early study time point, compared to M2 positively stained with 
CD163 within the implantation beds of both materials (Figure 2A–D). Interestingly, no differences in the 
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cell numbers of the CD163 nor the CD206 fractions have been microscopically observed between both 
study groups. 

 

Figure 2. Exemplary images of the detection of M2 (CD163) and M1 (CD206) positive macrophages (yellow arrows) into the implantation 
beds of the dPTFE and the collagen membrane at day 10 (A–D) and day 30 (E–H) after implantation (all images: 400× magnification, scale 
bar = 20 µm). 

At day 30 post-implantation, the width of the reactive tissue wall adherent to the dPTFE membranes 
was clearly decreased (Figure 1C). Histopathological analyses showed that the reactive tissue was still 
composed of the same cell types, i.e., macrophages, granulocytes, and fibroblasts (Figure 1C). However, 
the numbers of granulocytes and macrophages have visibly been declined indicating a reduction of the 
degree of inflammation described at day 10 post implantation. At this time point, some single BMGCS 
have been found to be adherent to the dPTFE membranes. Still, no cell penetration or tissue ingrowth into 
the membranes was observed. 

In case of the collagen membranes a similar tissue reaction compared to that observed at day 10 
post-implantation has been detected (Figure 1D). Thus, macrophages, eosinophilic granulocytes and 
fibroblasts were found within the small walls of reactive tissue that are adherent to the material surfaces 
(Figure 1D). Moreover, the same cell types have microscopically been observed within the material 
bodies, but with significantly lower numbers compared to the surface-adherent connective tissue (Figure 
1D). Only very low numbers of BMGCs sporadically found at the material surfaces have been found within 
the implantation beds of the collagen membrane. No ingrowth of complex tissue or any signs of a material 
breakdown have been detected. 

The analysis of the immunohistochemically stained slides showed that the number of CD163-
positive M2 macrophages has clearly decreased in the implantation beds of both biomaterials, while still 
no differences of the cell numbers in both groups could microscopically be detected (Figure 2E–H). 
Furthermore, it was observed that the numbers of CD206-positive M1 macrophages seemed to be 
comparable to the numbers of M2 macrophages in both groups (Figure 2E–H). 

2.2. Histomorphometrical (Quantitative) Analysis 
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The histomorphometrical analysis of the occurrence of pro- and anti-inflammatory cells showed 
that comparable numbers of CD163-positive M2 macrophages were detected in the implantation 
beds of the dPTFE membrane (1295.0 ± 529.8 cells/mm2) and the collagen membrane (1174.0 ± 476.9 
cells/mm2) at day 10 after implantation (Figure 3). Furthermore, comparable numbers of CD206-positive 
M1 macrophages were found in the implantation beds of both biomaterials (dPTFE membrane: 2339.0 ± 
608.6 cells/mm2; collagen membrane: 2159.0 ± 478.8 cells/mm2) at this study time point (Figure 3). In 
the implantation beds of both materials, significantly higher numbers of M1 macrophages (* p < 0.05) 
compared to the numbers of M2 macrophages per mm2 were detected at this time point (Figure 3). 

At day 30 post implantation,  comparable numbers of M2 macrophages have been found in    the 
implantation beds of both membranes (dPTFE membrane: 968.0 ± 185.0 cells/mm2; collagen membrane: 
568.2 ± 320.8 cells/mm2), but without any significance compared to the former study time point (Figure 3). 
Also, comparable numbers of M1 macrophages have been detected within the implant beds of both 
analyzed biomaterials (dPTFE membrane: 1182.0 ± 506.7 cells/mm2; collagen membrane: 1208.0 ± 346.5 
cells/mm2) and no significant differences compared to the numbers of CD163-positive cells have been 
measured (Figure 3). Moreover, in case of both biomaterials, the numbers of M1 macrophages decreased 
significantly compared with day 10 after implantation ( p < 0.001 and 

p < 0.05) (Figure 3). 
 

Figure 3. The results of the histomorphometrical analysis of the M1 and M2´macrophages within the implantation beds f both materials (*/  
p < 0.05 and p < 0.01). 

 

3. Discussion	

Different barrier membranes are available for guided bone regeneration (GBR) procedures, 
which can mainly be divided into resorbable und non-resorbable materials. Although resorbable 
membranes are preferred due to the avoidance of a second surgery, clinical situations such as bone 
defects outside the ridge contour, multi-walled bone defects, or vertical augmentations require 
maintenance of the spatial barrier, which can be achieved by the application of non-resorbable 
materials such as PTFE membranes [11]. Furthermore, ethical issues due to the xenogeneic origin of 
collagen membranes make PTFE a preferable GBR-membrane due to its synthetic origin [29]. PTFE-
based membranes have been described in manifold to enable successful barrier functionality and associated 
successful bone regeneration, in various preclinical and clinical studies [1,30,31]. Moreover, the 
biocompatibility of PTFE materials has widely been studied, although limited knowledge about the 
underlying cellular responses exists. In this context, PTFE materials have been described to be bioinert 
[32,33]. However, it has been stated that no material implanted in living tissue is inert, because every 
biomaterial induces a tissue response [15]. Thus, the present study was conducted to examine the 
immune responses to a new dPTFE barrier membrane by the means of published histopathological and 
histomorphometrical analysis methods mainly focusing on immunohistochemical detection of M1- and 
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M2-macrophages [24–28]. A collagen membrane described as a biocompatible and resorbable biomaterial 
was used as control [21–23]. 

The results of the present study show that the dPTFE membrane induced a tissue response, 
including inflammatory cell types such as macrophages and granulocytes, up to day 30 post implantation. 
Interestingly, the histomorphometrical detection of both macrophage subtypes showed that more 
CD206-positive M1 macrophages were present at day 10 after implantation, compared to macrophages 
expressing the M2 phenotype, and that this tissue reaction pattern was found to be comparable to the 
control collagen membrane. However, this early pro-inflammatory tissue reaction was not unexpected, 
as it is known that day 10 displays an early post-implantation phase, which still includes the reactions to 
the implantation procedure per se. More interestingly, the analysis showed a decrease of pro-inflammation 
reflected by the significant reduction of M1 macrophages at 30 days in both groups. Although no 
differences between the numbers of CD206-positive cells within the implantation beds of both 
biomaterials have been measured, the decrease of M1 macrophages was more pronounced in the case of 
the dPTFE membrane, as expressed by the higher significance level, as in case of the collagen membrane. 
Taken together, the significantly higher pro-inflammatory tissue response at day 10 after implantation was 
reduced at day 30 to a comparable level of M1 and M2 macrophages, even in the case of the dPTFE 
membrane. 

In this context, it has been reported that an initial response of M1 macrophages that have been 
shown to lead to high levels of pro-inflammatory cytokine expressions to a biomaterial is a necessary 
process, while a prolonged proinflammatory response is associated with material failures, as it will 
induce a severe foreign body reaction or fibrous encapsulation [34]. In contrast, M2 macrophages 
consistently express anti-inflammatory cytokines that lead to a suppression of an inflammatory 
immune response, and that guide the tissue remodeling process [34]. These results lead to the 
conclusion that the dPTFE membrane altogether did induce an inflammatory tissue response that was 
comparable to the collagen membrane, which is considered to be biocompatible [35–37]. The tissue 
reaction to a non-resorbable biomaterial is comparable to that of a resorbable material, and this might be 
explained by the degradation mechanism of collagen-based biomaterials, which are mainly processed by 
physiological enzymes, such as matrix metalloproteinases (collagenases) [37]. This suggests that also in 
case of collagen membranes not a high level of inflammation is required for their degradation and, thus, 
the severity of pro- and anti-inflammation is comparable in the case of both biomaterials. 

Furthermore, the question arises as to what may be the reasons for the found level of inflammation in 
the case of a non-resorbable biomaterial such as the analyzed dPTFE membrane. In this context,  it has 
to be recalled that in healthy conditions, a  physiological  level  of  inflammation has  also been shown to 
be present. Although the number of material-associated inflammatory cells is higher compared to the 
cell distribution in the surrounding connective tissue, it is questionable whether the level of 
expression of pro- and/or anti-inflammatory molecules is really increased  in comparison to the 
immune cells of the healthy connective tissue.  In this context,  it has to   be mentioned that the 
results of the present study can only give limited information about the degree of the inflammatory 
response as the immunohistochemical examination method does not allow for any assertion about 
the (level of) expression of the different cytokines or mediators by macrophages that are involved in 
the inflammatory tissue response to both analyzed biomaterials. Thus, the immunohistochemical 
detection method is not an analysis method that allows for the precise quantification of the severity 
of the foreign body reaction to the biomaterials, although it is a first indicator that allows an insight 
into the general tissue response to a biomaterial. This leads to the conclusion that a standardized in 
vitro test system including the cell types that are involved in the foreign body reaction to a biomaterial 
might also be necessary for analyzing biocompatibility, to prevent the rollout of inadequate biomaterials. 
Furthermore, specialized in vivo analysis methods, such as laser-assisted cell microdissection, which 
allows for the measurement of cytokine release from single cells or cell types, are important tools for 
biomaterial research and development [38,39]. 

Moreover, the time span up to day 30 post implantation might be not sufficient to make a final 
statement about the overall tissue reaction, which has to be regarded as a dynamic process. This means that 
the inflammatory cell or tissue response to the dPTFE membrane might ease after 30 days. However, the 
application of non-resorbable PTFE membranes is most often restricted to only 30 days after their 
application, which makes this investigation period justifiable [12,40]. 
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Altogether, the results of the present study showed that the tissue response to the dPTFE membrane 
involves inflammatory macrophages. However, comparable cell numbers were found in the implant beds 
of a well-described collagen membrane, whose biocompatibility has been investigated and confirmed in 
different studies. Although these data indicate that the analyzed dPTFE membrane is not fully bioinert, 
they show that the device is biocompatible and thus may optimally support bone healing within the 
context of guided bone regeneration. 

4. Materials	and	Methods	
 

4.1. Barrier Membranes 
 

4.1.1. dPTFE Membrane (Permamem®) 

The analyzed synthetic barrier membrane (permamem®, botiss biomaterials, Zossen, Germany) is 
made of non-resorbable high-density polytetrafluoroethylene (dPTFE) (Figure 4A). The membrane 
maintains its structural integrity during implantation and acts as an efficient barrier against bacterial and 
cellular penetration due to its small pore size [41]. The membrane fulfills the requirements of 
biocompatibility according to EN ISO 10993-1 and EN ISO 7405 [41]. 

 

Figure 4. Exemplary scanning electron microscopy (SEM) images of the analyzed membranes. 

(A) dPTFE membrane (500× magnification, scale bar = 20 µm); (B) collagen membrane (500× magnification, scale bar = 20 µm).  
4.1.2. Pericardium-Based Collagen Membrane (Jason® membrane) 

The collagen membrane analyzed in the present study is based on native collagen originating from 
porcine pericardium (Jason® membrane, botiss biomaterials, Zossen, Germany). The standardized 
manufacturing process includes an initial selection of the donor animals based on veterinary-controls. 
During the purification process, the pericardium undergoes a wet-chemical treatment, lyophilization, and 
sterilization by ethylene oxide gas. The collagen membrane exhibits a natural, multilayered structure with 
an increased content of collagen type III (Figure 4B). Also, this membrane has shown to fulfill the 
requirements of biocompatibility, according to EN ISO 10993-1 and EN ISO 7405 [41]. 

4.2. Scanning Electron Microscopy (SEM) 

The (ultra-) structure of both biomaterials imaged by scanning electron microscopy (SEM) using a 
XL30 CP SEM (Philips, Amsterdam, The Netherlands). 

4.3. In Vivo Study Design, Subcutaneous Implantation, and Explantation Procedure 

The in vivo experiments and animal housing were conducted at the Faculty of  Medicine  (University of 
Niš, Serbia). The Local Ethical Committee (Faculty of Medicine, University of Niš, Serbia) authorized the 
described in vivo experiments, on the basis of the Veterinary Directorate of the Ministry of Agriculture, 
Forestry and Water Management of the Republic of Serbia issued the decision number 323-07-00278/2017-
05/6 (Date: 13 July 2017). The animals were kept under standard conditions (water ad libitum, artificial light, 
and regular rat pellet) and standard pre- and postoperative care was ensured. The Local Ethical Committee 
(Faculty of Medicine, University of Niš, Serbia) authorized the described in vivo experiments. 

In total, 20 female, 6–8 week-old BALB/c mice obtained from the Military Medical Academy 
(Belgrade, Serbia) were randomly allocated into two study groups. Each of the two study groups 
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contained 10 experimental animals and five animals were used for implantation of the respective 
biomaterial per time point (n = 5), i.e., 10 and 30 days. The implantation was conducted following the 
protocol described by Barbeck et al. [24–26,28,42]. In brief, the animals were anesthetized via an 
intraperitoneal injection (10 mL ketamine (50 mg/mL) with 1.6 mL Xylazine (2%)). After shaving and 
disinfection, an incision down to the subcutaneous tissue within the rostral subscapular region was made. 
Subsequently, a subcutaneous pocket was bluntly built by scissors, and the biomaterials were implanted 
into the pocket. Afterwards, the wounds were sutured. 

After the respective study time points, i.e., 10 and 30 days, the animals were euthanized with an 
overdose of the above-mentioned anesthetics and the implantation area, together with the surrounding 
tissue, were explanted. Subsequently, the explanted tissue was fixed using a 4% formalin solution for 24 
h, and then placed into PBS for the following histological workup process. 

4.3.1. Histology and Immunohistochemistry 

For the histological workup, the tissue explants were initially cut into two segments of identical 
dimensions and dehydrated using a series of increasing alcohol concentrations. After a xylol exposure, 
paraffin embedding was performed, followed by the preparation of sections with a thickness of 3–5 µm, 
which were prepared by means of a rotation microtome (SLEE, Mainz, Germany). Three sections of 
every tissue explant were used for histochemical stainings, i.e., haematoxylin and eosin (H&E), and Movat 
pentachrome and Alcian blue. 

Furthermore, four additional sections of every tissue explants were used for the 
immunohistochemical detection of macrophages and their M1- and M2-subforms by means of 
antibodies against the pro- and anti-inflammatory molecules, i.e., hemoglobin scavenger receptor 
(CD163) and mannose receptor (MR, also known as CD206), based on previously published 
methods [28,42–44]. Briefly, the slides were initially treated with citrate buffer and proteinase K at 
pH8 for 20 min in a water bath at 96 ◦C, followed by equilibration using TBS-T buffer. Subsequently,the 
slides were prepared by H2O2 and avidin and biotin blocking solutions (Avidin/Biotin Blocking Kit, 
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Incubated with the respective first antibody for 30 min was 
conducted, followed by incubation with the secondary antibody (goat anti- rabbit IgG-B, sc-2040, 1:200, 
Santa Cruz Biotechnology, Shandon, CA, USA). Afterwards, the avidin–biotin–peroxidase complex 
(ThermoFisher Scientific, Dreeich, Germany) (30 min) was applied, and counterstaining by hematoxylin 
and blueing was conducted. 

4.3.2. Histological Analysis 

The histological analyses to study the tissue–biomaterial interactions within the implantation beds 
of the biomaterials and their surrounding tissue were conducted using an Axio.Scope.A1 microscope 
(Zeiss, Oberkochen, Germany), as previously described [24–28]. These analyses focused on the evaluation 
of the following parameters within the framework of the early and the late tissue response related to the 
implants: fibrosis, hemorrhage, necrosis,  vascularization,  and the presence of neutrophils, lymphocytes, 
plasma cells, macrophages, and biomaterial-associated multinucleated giant cells (BMGCs). Finally, 
microphotographs were taken with an Axiocam 305 color connected to a computer system running the 
ZEN Core (Zeiss, Oberkochen, Germany) connected to the microscope. 

4.3.3. Histomorphometrical Analysis 

The histomorphometrical analyses included the comparative measurements of the occurrence of 
anti-inflammatory and pro-inflammatory cells within the implant beds of the membranes, as 
previously described [24–28]. Briefly, “total scans” were generated with the aid of a specialized 
scanning microscope, which consists of an Axio Scope.A1 microscope combined with a Axiocam 305 
color digital camera and an automatic scanning table (Maerzhaeuser, Wetzlar, Germany) connected to a 
computer system running the ZEN Core software (all: Zeiss, Oberkochen, Germany) containing the 
complete implant area, as well as the peri-implant tissue. The slides stained by the aforementioned 
immunohistochemical methods were digitized. To measure the extents of the cells, the amounts of 
these cells were manually counted using the “count tool” of the Zen Core software, and related to the 
total implant area (cells/mm2). 
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4.3.4. Statistical Analyses 

Quantitative data were shown as mean ± standard deviation after an analysis of variance  (ANOVA), 
which enabled comparison of the data from the study groups via the GraphPad Prism 7.0d software 
(GraphPad Software Inc., La Jolla, California, USA). Statistical differences were designated as significant if the 
p-values were less than 0.05 (* p ≤ 0.05), and highly significant if the p-values were less than 0.01 (** p ≤ 0.01) 
or less than 0.001 (*** p ≤ 0.001). 
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Zusammenfassende Darstellung der Publikationspromotion 
 

Die vorliegende Dissertation beruht auf der Publikation „In vivo analysis of the inflammatory 

tissue reactions to a synthetic non-resorbable PTFE membrane by means of 

histopathological and histomorphometrical methods“. Die Publikation wurde in einem 

international anerkannten peer-reviewed Journal veröffentlicht („International Journal of 

Molacular Sciences“, Einflussfaktor: 3.687 (2017)), in welchem vor allem translationale 

Themen mit klinischem-experimentellem Kontextbezug publiziert. Die Verweise auf 

englischsprachige Abbildungen (Figures) und Tabellen (Tables) beziehen sich auf die hier 

beigefügte englischsprachige Publikation. Gleichnamige deutsche Bezeichnungen nehmen 

Bezug auf die Zusammenfassung.  

  
 

1. Einleitung 
In verschiedenen Fachgebieten der Medizin, wie beispielsweise der Mund-, Kiefer- und 

Gesichtschirurgie oder Oralchirurgie, werden Knochenregenerationen bzw. -augmentationen 

sehr häufig durchgeführt. So muss zum Beispiel sehr häufig der knöcherne Kieferkamm 

sowohl im Bereich des Unter- als auch des Oberkiefers vor einer Zahnimplantatinsertion 

aufgrund von Knochengeweberesorptionen nach Zahnverlusten wieder aufgebaut werden. 

Dies gilt auch im Falle von Defekten im Bereich des Kiefers, welche zum Beispiel durch Unfälle 

oder Tumorresektionen entstehen (Barbeck et al. 2017, Smeets et al. 2014). 

Hierzu kommen je nach Indikation und verschiedenen Einflussfaktoren unterschiedliche 

Knochenersatzmaterialien (KEM) zum Einsatz (Buser 1994, Jung et al. 2013, Scantlebury 

1993, Smeets et al. 2014). Zusätzlich kommen meist auch so genannte Barrieremembranen 

zum Einsatz, welche das knöcherne Defekt- bzw. Augmentationsareal vor einem verfrühten 

Einwachsen von Weichgewebe schützen sollen (Abb. 1). Dieser Vorgang wird insgesamt als 

gesteuerte Gewebe- bzw. Knochenregeneration bezeichnet, wobei zumeist der englische 

Fachterminus – die sogenannte Guided Bone-/Guided Tissue Regeneration (GBR/GTR) –   

genutzt wird (Hammerle et al. 1998).   

Dabei lassen sich grob natürliche von synthetischen sowie resorbierbare von nicht-

resorbierbaren Barrieremembranen, unterscheiden (Imbronito et al. 2002, Liu et al. 2011, 

Wessing et al. 2018). Weltweit wird derzeit aufgrund guter Langzeitergebnisse und der guten 

Biokompatibilität vor allem auf resorbierbare xenogene Membranen auf Basis von Kollagen 

aus verschiedenen porcinen und bovinen Ursprungsgeweben, wie z.B. dem Pericard, 

zurückgegriffen (Wessing et al. 2018). Vor allem die natürliche Resorbierbarkeit dieser 

Biomaterialklasse macht deren Einsatz so erfolgreich, da Kollagenmembranen einen zweiten 

operativen Eingriff, wie im Falle der nicht-resorbierbaren Membranen, überflüssig machen (Liu 
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et al. 2014). Nachteile sind unter anderen die schlechte Volumenstabilität sowie die zum Teil 

frühzeitige Resorption (Elgali et al. 2017). Barrieremembranen sind auch auf Grundlage 

anderer resorbierbarer Materialien wie der Polymilchsäure (Polylactic acid, PLA) oder 

Polyester aus D,L-Milchsäure und Glycolsäure (Polylactic-co-glycolic-acid, PLGA) erhältlich, 

welche allerdings sauer degradieren und so die Geweberegeneration hemmen (Hoornaert et 

al. 2016). Aus diesem Grund werden im Falle bestimmter Indikationen, wie beispielsweise bei 

mehrwandigen oder ausgedehnten vertikalen Kieferkammdefekten, immer noch nicht-

resorbierbare Barrieremembranen eingesetzt, welche eine höhere Formstabilität und einen 

besseren Volumenerhalt aufweisen (Caballe-Serrano et al. 2018). Insbesondere 

Barrieremembranen auf Basis des Polytetrafluorethylen (engl. Polytetrafluoroethylene, PTFE) 

werden auf Grund ihrer guten Biokompatibilität, hervorragenden Barrierefunktion gegen Zell- 

und Bakterienmigration, sowie der Sicherstellung des transmembranösen Transports von 

Nährstoffen und Kombinierbarkeit mit strukturverstärkenden Elementen, wie z.B. Titan, 

bevorzugt eingesetzt (Elgali et al. 2017, Soldatos et al. 2017, Trobos et al. 2018). 

Interessanterweise werden PTFE-Membranen als bioinerte Biomaterialien beschrieben (Kohal 

et al. 1999). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass nahezu jedes Biomaterial abhängig von 

dessen physikalischen und chemischen Eigenschaften eine spezifische Entzündungsreaktion 

hervorruft (Anderson et al. 2008). Die Schlüsselelemente der entstehenden Gewebereaktion 

sind die Makrophagen, welche pro- und antiinflammatorische Moleküle exprimieren und daher 

grob auch in proinflammatorische (M1) und anti-inflammatorische (M2) Subtypen eingeteilt 

werden (Badylak et al. 2008, Brodbeck et al. 2002, Brown et al. 2009, Jones et al. 2007, 

Lamichhane et al. 2017). Es wird angenommen, dass ein erfolgreicher Einsatz von 

Biomaterialien von dem Vorherrschen einer M2-Gewebsantwort abhängig ist (Brown et al. 

2012). Hingegen wird angenommen, dass Biomaterialien, welche eine chronisch pro-

inflammatorische Antwort induzieren, negative regenerative Ergebnisse bedingen, welche 

unter anderem mit einem Gewebsumbau mit fibröser Inkapsulation des Biomaterials 

einhergehen können (Badylak et al. 2008, Brown et al. 2009). 

Während die inflammatorishchen Gewebereaktionen gegenüber anderen und vor allem 

gegenüber resorbierbaren Biomaterialien in den letzten Jahren eingehend untersucht wurden, 

existiert nur wenig Wissen bezüglich des Ausmaßes der Fremdkörperreaktion gegenüber 

PTFE-basierten Biomaterialien wie den Barrieremembranen (Barbeck et al. 2015b, Barbeck et 

al. 2015c, Rolvien et al. 2018). Daher lag das Ziel der vorliegenden Dissertation in der Analyse 

der inflammatorischen Gewebereaktion gegenüber einer nicht resorbierbaren PTFE-Membran 

nach deren Implantation für 10 und 30 Tage in das Subkutane Bindegewebe von BALB/c-

Mäusen. Im Besonderen wurde hierbei auf die Hypothese der Bioinertheit der PTFE-Membran 

eingegangen. Als Kontrollmembran wurde eine in mehreren präklinischen und klinischen 
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Studien bereits untersuchte und als biokompatibles Biomaterial bewertete resorbierbare 

kollagenbasierte Membran eingesetzt (Badylak et al. 2008, Brown et al. 2009).  
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2. Material und Methoden 
 
2.1 Biomaterialien 

 

2.1.1 PTFE-Membran (permamem®) 

Die in dieser Studie untersuchte synthetische Barrieremembran [Abb. 1] setzt sich aus sog. 

high-density polytetrafluoroethylene (PTFE) zusammen. Laut Hersteller erfüllt die 

Barrieremembran die Biokompatibilitätsanforderungen gemäß der EN ISO-Normen 10993 und 

7405 (botiss biomaterials GmbH 2019a). 

 
Abbildung 1: Makroskopische (links) und elektronenmikroskopische (rechts) Darstellung einer 
gebräuchlichen PTFE Membran für die GBR/GTR-Technik.  
 
2.1.2 Kollagenmembran (Jason® membrane) 

Die in dieser Studie untersuchte Perikard-basierte Kollagenmembran (Jason® membrane, 

botiss biomaterials, Zossen, Deutschland) weist laut Hersteller eine natürliche Multi-Schicht-

Struktur auf und enthält einen hohen Anteil an Kollagen vom Typ 3 [Abb. 2]. Auch dieses 

Biomaterial erfüllt laut Hersteller Biokompatibilitätsanforderungen gemäß der EN ISO-Normen 

10993 und 7405 (botiss biomaterials GmbH 2019b). 

 

 
Abbildung 2: Makroskopische (links) und elektronenmikroskopische (rechts) Darstellung einer 
gebräuchlichen porcinen Membran für die GBR/GTR-Technik.  
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2.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM)  

Die beiden Biomaterialien wurden auf ihrer physischen Materialeigenschaften mittels des 

Verfahrens der Rasterelektronenmikroskopie (REM) (Englisch: „scanning electron 

microscope“, SEM) untersucht. Dazu wurden Proben der beiden Biomaterialien zunächst mit 

einer Goldschicht (K550, Emitech, Judges Scientific plc, West Sussex, UK) überzogen, um 

anschließend die Aufnahmen mit Hilfe eines REM-Mikroskops (Camscan Series 2, Obducat 

CamScan Ltd., Cambridgeshire, UK) mit einer Beschleunigungsspannung von 20 kV 

anzufertigen. Zur Visualisierung der Proben wurde die Detektion von Rückstrahl- oder 

Sekundärelektronen angewandt. 

 

2.3. Verfahren der subkutanen Implantation und Explantationsverfahren 

Für die Unterschung der Gewebereaktionen gegenüber den beiden Barrieremembranen 

wurden insgesamt 20 6-8 Wochen alte BALB/c-Mäuse (Military Medical Academy, Belgrade, 

Serbia) eingesetzt, welche zufällig in zwei Studiengruppen eingeteilt wurden. Von den 10 

Versuchstieren pro Studiengruppe wurden jeweils 5 Mäuse zum Zwecke der Implantation des 

jeweiligen Biomaterials pro Zeitpunkt (10 und 30 Tage, n = 5) eingesetzt. 

 

Vor der Implantation der Barrieremembranen wurden die Versuchstiere durch eine 

intraperitoneale Injektion von Ketamin und Xylazin (10 ml Ketamin (50 mg/ml) mit 1.6 ml 2-

prozentigem Xylazin) anästhesiert. Nach Eintreten der vollen Narkosewirkung wurde die 

Rückenhaut der Versuchstiere rasiert und das Operationsareal mit einem 

Hautdesinfektionsmittel (Braun Softasept N, Braun Melsungen AG, Deutschland) desinfiziert. 

Anschließend wurde mit einem Skalpell ein transversal verlaufender Schnitt unterhalb der 

Interskapularregion gesetzt. Daraufhin wurde mittels einer Schere stumpf eine Tasche im 

Unterhautbindegewebe erzeugt. In diese Tasche wurden dann die Biomaterialien eingebracht 

und schlussendlich wurden der Implantationseinschnitt mit Hilfe eines Nahtmaterials (Prolene 

6.0, Ethicon, Deutschland) vernäht.  

Nach Ablauf der jeweiligen Untersuchungszeiträume wurden die Versuchstiere mittels einer 

intraperitoneal verabreichten Überdosis der oben erwähnten Anästhetika euthanasiert und 

anschließend wurde das komplette Implantationsgebiet inklusive des Biomaterial entnommen. 

Es folgte eine Fixierung für 24 Stunden mittels einer 4-prozentigen neutral gepufferten 

Formaldehydlösung, welche gefolgt war von dem Zuschnitt der Explantate in Segmente 

identischer Größe von circa vier Millimetern Breite. Diese Explantatsegmente wurden zum 

Zwecke der weiteren histologischen Aufarbeitung in Einbettkassetten (Histosette®, VWR, 

Deutschland) eingebracht sowie einer Dehydratation mittels einer aufsteigender Alkoholreihe 

(60-100%) mit anschließender Xylol-Einwirkung und einer initialen Durchdringung des 

Gewebes mit flüssigem Paraffin unterzogen. Das Ausblocken der Explanatsegmente in 
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Paraffin ermöglichte die Anfertigung eines Paraffinquaders zur weiteren Herstellung von 

Schnittpräparaten, wobei die Kassette als Blockunterlage diente. So konnten mittels eines 

Rotationsmikrotoms (RM2255, Leica, Deutschland) 2 - 4 Mikrometer dicke fortlaufende 

Schnitte von den Explanatsegmenten inklusive der Biomaterialien angefertigt werden, welche 

auf Glasobjektträger (AA00000102E, Menzel, Braunschweig, Deutschland) aufgebracht 

wurden. Nach einem Trocknungs- und einem Entparaffinierungsschritt waren die 

Schnittpräparate im Folgenden Abschnitt beschriebenen histochemischen und 

immunhistochemischen Färbetechniken aufbereitet. 

 

2.3.1. Histochemische und immunhistochemische Färbemethoden  

Zur Beurteilung der Gewebereaktionen gegenüber den Biomaterialien wurden die folgenden 

histochemischen und immunhistochemischen Färbungen angewendet: Drei Schnittpräparate 

jedes Gewebeblocks wurden mit der Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung), der Movat 

Pentachrom-Färbung sowie der Alcian-Färbung angefärbt. Weiterhin wurden zwei 

Antikörperfärbungen zum Nachweis von pro- (Anti-CD163-Antikörper [EPR19518], abcam, 

Cambridge, Vereinigtes Königreich, Verdünnung: 1:100) und anti-inflammatorischer 

Makrophagen (Anti-CD206-Antikörper, abcam, Cambridge, Vereinigtes Königreich, 

Verdünnung: 1:50) verwendet, um deren Aufkommen innerhalb der Implantationsareale der 

Biomaterialien histomorphometrisch bestimmen zu können.  

  
2.3.2. Histopathologische Analytik  

Die histopathologische Analytik der Gewebereaktionen gegenüber den untersuchten 

Barrieremembranen wurde mit Hilfe eines Diagnostiklichtmikroskops (Axio.Scope.A, Zeiss, 

Oberkochen, Deutschland) durchgeführt. Bei diesen qualitativen Untersuchungen standen die 

vergleichenden Ausprägungen der (inflammatorischen) Gewebereaktionen unter besonderer 

Berücksichtigung der beteiligten Zellen, der Implantatbettvaskularisierung, eventueller 

fibrotischer oder nekrotischer Reaktionen, sowie die zelluläre Degradation der Biomaterialien 

im Vordergrund. Diese Untersuchungen wurden nach bereits mehrfach publizierten Methoden 

durchgeführt (Barbeck et al. 2016a, Barbeck et al. 2016b, Ghanaati et al. 2012). Des Weiteren 

wurden histologische Aufnahmen mit Hilfe einer Digitalkamera (Axiocam 305 color, Zeiss, 

Oberkochen, Deutschland) und eines damit verbundenen Computers mit der Zeiss Zen 

Software (Axiocam 305 color, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) angefertigt. 

 
2.3.3. Histomorphometrische Messung 

Die histomorphometrische Messung beinhaltete die vergleichende Bestimmung des 

Aufkommens pro- und anti-inflammatorischer Makrophagen-Subtypen innerhalb der 

Implantationsareal der beiden Barrieremembranen basierend auf einer bereits mehrfach 
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beschriebenen Technik (Barbeck et al. 2017). Dazu wurden zunächst sog. “total scans”, das 

heißt zusammengesetzte Aufnahmen mit einer 100-fachen Vergrößerung des gesamten 

Implantationsareals der (Barbeck et al. 2015a, Barbeck et al. 2014, Barbeck et al. 2016b, Tawil 

et al. 2018)Biomaterialien, mit Hilfe eines speziellen Mikroskops (Axio.Scope.A, Zeiss, 

Oberkochen, Deutschland) verbunden mit einer Digitalkamera (Axiocam 305 color, Zeiss, 

Oberkochen, Deutschland) und einem automatischen Scanning-Tisch (Maerzhaeuser, 

Wetzlar, Germany) sowie einem Computer-System, welches die ZEN Core Applikation (Zeiss, 

Oberkochen, Germany) ausführte, angefertigt. Hierbei wurden die immungefärbten 

Schnittpräparate digitalisiert, um anschließend zunächst die Größe des Implantationsareals 

der Barrieremembranen zu bestimmen (in mm2). Weiterhin wurde die Anzahl der angefärbten 

pro- und anti-inflammatorischen Zellen bestimmt, um diese auf das jeweilige 

Implantationsareal beziehen zu können (in Zellzahl/mm2). Diese Daten standen für die im 

Folgenden beschriebene statistische Auswertung zur Verfügung. 

 

2.3.4. Statistische Auswertung  

Die histomorphometrischen Auswertungsdaten wurden zunächst einer Varianzanalyse 

(ANOVA) zur Analyse unabhängiger Stichproben unterzogen, welche aufzeigte, ob es 

zwischen den Stichproben signifikante Unterschiede gab. Anschließend wurde ein LSD post 

Hoc-Test durchgeführt. Für diese Berechnungen wurde die Software GraphPad Prism 7.0d 

(GraphPad Software Inc., La Jolla, USA) verwendet. Die statistischen Differenzen wurden mit 

einem P-Wert von p < 0,05 (*P < 0.05) als signifikant und mit einem P-Wert von p < 0,01 (**P 

< 0.01) bzw. einem P-Wert von p < 0,001 (***P < 0.001) als hoch signifikant festgelegt. 

Abschließend wurde die Software zum Erstellen der Graphen benutzt, wobei die Daten als 

Mittelwerte und Standardabweichungen dargestellt wurden.  
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3. Ergebnisse 
 

3.1. Ergebnisse der histopathologischen Auswertung 

Mittels der histopathologischen Untersuchung konnte in den Implantationsarealen der PTFE-

Membran eine entzündliche Gewebsreaktion in den am 10 postoperativen Tag entnommenen 

Proben nachgewiesen werden (Abb. 3A). Ein dünner reaktiver Zellwall, welcher sich meist aus 

Makrophagen und Granulozyten, sowie einzelnen anderen Zellentypen, wie z.B. Fibroblasen 

bestand, umrandete die eingebrachten Membranen (Abb. 3A). Des Weiteren konnten einzelne 

Gefäße im reaktiven Bindegewebe nachgewiesen werden. Zu diesem Zeitpunkt konnten keine 

Biomaterial-assozierten mehrkernigen Riesenzellen (engl. biomaterial-associated 

multinucleated giant cells, BMGCs) detektiert werden. Es konnte auch kein Einwachsen vom 

Gewebe in die Barrieremembranen beobachtet werden. 

 

In den Implantationsbetten der Kollagenmembran (Kontrollgruppe) konnte am 10. 

postoperativen Tag eine ähnliche Gewebsreaktion beobachtet werden (Abb. 3B). In dem 

dünnen, an das Biomaterial adhärenten reaktiven Gewebe konnten hauptsächlich 

Makrophagen, eosinophile Granulozyten und einzelne Fibroblasten nachgewiesen werden. 

Nur einzelne in das Biomaterial migrierte Zellen waren zu diesem Zeitpunkt sichtbar (Abb. 3B).  

Des Weiteren konnten keine Biomaterial- assozierten Riesenzellen innerhalb der 

Implantationsareale der Kollagenmembranen zu diesem Zeitpunkt gesichtet werden.  
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Abbildung 3. Histologische Aufnahmen des Implantationsbetts der untersuchten Membranen (A und 

C: PTFE Membran (PM) sowie B und D: Kollagenmembran (CM)) am Tag 10 und 30 postoperativ. 

Abkürzungen und Pfeile: Subkutanes Bindegewebe (CT), Muskelgewebe (MT), Makrophage (schwarzer 

Pfeil), Granulozyten (purpurner Pfeil), Fibroblasten (gelber Pfeil), Blutgefäße (roter Pfeil). (A und C: 

Movat Pentachrom-Färbung, 400-fache Vergrößerung, Maßstabsbalken = 20µm; B: Hämatoxylin und 

Eosin-Färbung, 400-fache  Vergrößerung, Maßstabsbalken = 20µm; D: Alzian Blau-Färbung, 400-fache  

Vergrößerung, Maßstabsbalken = 20µm). 

 

Weiterhin zeigte die histopathologische Auswertung der immunhistochemisch gefärbten 

Präparate, dass zu diesem Zeitpunkt innerhalb der Implantationsareale der beiden 

Biomaterialien die Anzahl der CD206-positiven M1-Makrophagen die Anzahl der CD163-

positiven M2 Makrophagen überwog (Abb. 4A-D). Interessanterweise konnten keine 

Unterschiede bezüglich der Anzahl der CD206- und CD163-positiven Zellen in beiden 

Studiengruppen zu diesem Zeitpunkt beobachtet werden. 

 
Abbildung 4. Exemplarische Bilder mit immunhistochemisch markierten M2- (CD163) und M1- (CD206) 
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Makrophagen (gelbe Pfeile) innerhalb der Implantationsareale der PTFE- und der Kollagenmembran 

am 10. (A-D) und 30. (E-H) postoperativen Tag.  

 

In den am 30. postoperativen Tag entnommenen Proben der PTFE-Membran-Gruppe konnte 

eine sichtliche Verschmälerung des reaktiven Zellwalls beobachtet werden (Abb. 3C). Durch 

die histopathologische Untersuchung konnten zwar die gleichen Zelltypen, das heißt 

Makrophagen, eosinophile Granulozyten und einzelne Fibroblasten, innerhalb der 

Implantationsareale der nicht-resorbierbaren Membran detektiert werden, jedoch zeigte sich 

ein deutlicher Rückgang der Makrophagen- und Granulozytenanzahlen, was im Vergleich zu 

den Ergebnissen am 10. postoperativen Tag einen deutlichen Rückgang der Entzündung 

aufzeigte. Zu diesem Zeitpunkt fanden sich einzelne PTFE-Membran-adhärente multinukleäre 

Riesenzellen (Abb. 3C). Es konnte jedoch keine Zelleinwanderung oder Gewebseinsprossung 

in die Membran beobachtet werden.  

 

Inerhalb der Implantationsareale der Kollagenmembranen (Kontrollgruppe) konnte am 30. 

postoperativen Tag eine vergleichbare Gewebsreaktion wie bereits am 10. postoperativen Tag 

beobachtet werden (Abb. 3D). In dem dünnen, dem Biomaterial adhärenten reaktiven 

Gewebe, konnten ebenfalls hauptsächlich Makrophagen, eosinophile Granulozyten und 

einzelne Fibroblasten nachgewiesen werden (Abb. 3D). Innerhalb der Biomaterialkörper selbst 

konnten zu diesem Zeitpunkt die gleichen Zellen nachgewiesen werden, jedoch in einer viel 

geringeren Anzahl um Vergleich zu den Zellanzahlen innerhalb des umgebenden 

Bindegewebes (Abb. 3D). Des Weiteren konnte eine geringe Anzahl von multinukleären 

Riesenzellen weiterhin in dem das Material umgebenden Bindegewebe gesichtet werden. In 

keinem der Präparate konnte eine Fragmentierung des Biomaterials oder ein Einwachsen von 

größeren Gewebeanteilen beobachtet werden. 

 

Die Auswertung der immunhistochemisch gefärbten Präparate am 30. postoperativen Tag 

zeigte, dass zu diesem Zeitpunkt in den Implantationsarealen beider Biomaterialien die Anzahl 

der CD163-positiven M2-Makrophagen deutlich reduziert war und vergleichsweise in beiden 

Studiengruppen war (Abb. 4E und G).  Interessanterweise konnten auch keine Unterschiede 

der mikroskopisch beobachteten Anzahl der CD206- -positiven M1-Makrophagen zwischen 

den beiden Gruppen beobachtet werden (Abb. 4F und H). Des Weiteren schien die Anzahl der 

M1- und M2Makrophagen in beiden Gruppen ähnlich zu sein. 

 
3.2. Ergebnisse der histomorphometrischen Auswertung 

Die histomorphometrische Auswertung der am 10. postoperativen Tag entnommenen 

Präparate zeigte eine vergleichbare Anzahl von CD163-positiven proinflammatorischen 
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Makrophagen im Implantationsbett der PTFE-Membran (1295.0 ± 529.8 Zellen/mm2) und der 

Kollagenmembran (1174.0 ± 476.9 Zellen/mm2) (Abb. 5). Des Weiteren konnte auch eine 

vergleichbare Anzahl von CD206-positiven Makrophagen innerhalb der Implantationsareale 

der beiden Biomaterialien (PTFE Membran: 2339.0 ± 608.6 Zellen/mm2; Kollagenmembran: 

2159.0 ± 478.8 Zellen/mm2) nachgewiesen werden (Abb. 5). Weiterhin waren die Anzahl der 

M1- Makrophagen war zu diesem frühen Zeitpunkt in beiden Studiengruppen signifikant höher 

(* p<0.05) im Vergleich zu den Anzahlen der M2-Makrophagen (Abb. 5).  

 

In den am 30. postoperativen Tag entnommenen Präparaten konnte einerseits eine ähnliche 

Anzahl von M2Makrophagen innerhalb der Implantationsareale der beiden Biomaterialien 

detektiert werden (PTFE Membran: 968.0 ± 185.0 Zellen/mm2; Kollagenmembran: 568.2 ± 

320.8 Zellen/mm2) detektiert werden, jedoch ohne signifikanten Unterschied zu den Anzahlen 

an dem früheren Studienzeitpunkt (Abb. 5). Weiterhin waren die Anzahlen der M1-

Makrophagen zu diesem Zeitpunkt in den Implantationsarealen beider Biomaterialien ebenfalls 

vergleichbar (PTFE Membran: 1182.0 ± 506.7 Zellen/mm2; Kollagenmembran: 1208.0 ± 346.5 

Zellen/mm2) ohne signifikanten Unterschied zur Anzahl der CD163-positiven Makrophagen 

(Abb. 5). Jedoch konnte eine signifikante Reduktion der Anzahl an M1- Makrophagen im 

Vergleich zu den Anzahlen am 10. postoperativen Tag beobachtet werden (••p < 0.01 und •p 

< 0.05) (Abb. 5). 

 

 
Abbildung 5.  Ergebnisse der histomorphometrischen Untersuchung des Aufkommens von M1- und 

M2-Makrophagen in den Implantationsarealen der beiden Biomaterialien (*/•p  < 0.05 und ••p < 0.01).  
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4. Diskussion 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die PTFE-Membran bis zum Tag 30 eine 

Gewebeantwort mit Vorhandensein von inflammatorischen Zellen wie Makrophagen und 

Granulozyten hervorrief. Darüber hinausgehend zeigte die histomorphometrische Analyse, 

dass am 10. postoperativen Tag in beiden Studiengruppen vergleichbare Anzahlen an CD163-

positiven antiinflammatorischen als auch CD206-positiven proinflammatorischen 

Makrophagen detektiert wurden, wobei an diesem frühen Zeitpunkt in beiden Gruppen 

signifikant mehr proinflammatorische Zellen im Vergleich zu den anti-inflammatorischen 

Makrophagen bestimmt wurden. 

Während am Tag 30 vergleichbare Anzahlen an CD163-positiven Makrophagen in beiden 

Studiengruppen ermittelt wurden, zeigte sich in beiden Gruppen eine signifikante Reduktion 

der proinflammatorischen M1-Makrophagen. So konnten an Tag 30 in beiden Gruppen 

vergleichbare Anzahlen an pro- als auch antiinflammatorischen Zellen detektiert werden. 

Interessanterweise war die Reduktion der M1-Makrophagen in der Gruppe der PTFE-

Membran stärker ausgeprägt als in der Kollagenmembrangruppe. 

 

Einerseits ist die frühe proinflammatorische Gewebsantwort am Tag 10 nicht unerwartet, da in 

dieser frühen Postimplantations-Phase die Gewebsreaktionen auf den Implantationseingriff 

selbst zurückzuführen sind. In diesem Kontext sollte erwähnt werden, dass die Initiale M1-

Makrophagen Antwort, welche mit hoher Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen 

auf das Biomaterial einhergeht, einen notwendigen Prozess darstellt, wohingegen aber eine 

prolongierte proinflammatorische Gewebsantwort mit dem „Versagen“ eines Biomaterials in 

Verbindung stehen kann und als Folge einer Fremdkörperreaktion eine fibröse Einkapselung 

bedingen kann (Rolvien et al. 2018). 

Daher ist es von entscheidender Bedeutung, dass die signifikant reduzierte 

proinflammatorische Gewebsantwort am Tag 30 post implantationem auf eine vergleichbare 

Anzahl der M1 und M2 Makrophagen reduziert wurde. Zudem wurde aus den gewonnenen 

Daten ersichtlich, dass hinsichtlich der Induktion von pro- und antiinflammatorischen 

Makrophagen keinerlei Unterschiede mehr zwischen der PTFE- und der Kollagenmembran 

am Tag 30 detektiert wurden. 

Es kann also geschlussfolgert werden, dass die dPTFE Membran eine vergleichbare 

entzündliche Gewebsantwort und damit ähnliche Gewebeverträglichkeit wie die 

Kollagenmembran, welche als biokompatibel gilt, hervorgerufen hat (Chattopadhyay et al. 

2014, Onuki et al. 2008, Parenteau-Bareil et al. 2010).   

Die vergleichbare Gewebeantwort auf die zwei verschiedenen Biomaterialien, das heißt die  

nicht-resorbierbare PTFE-Membrane und die resorbierbare Kollagenmembran, kann am 

ehesten mit dem Degradationsmechanismus der Kollagenmembran erklärt werden, da diese 
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– im Falle eines physiologischen Abbaus - hauptsächlich durch Enzyme wie die Matrix-

Metallproteinase (Kollagenase) degradiert werden (Parenteau-Bareil et al. 2010). Die 

vorliegenden Ergebnisse zeigen daher, dass für die Degradation von Kollagenmembranen 

keine ausgeprägte entzündliche Gewebsantwort nötig ist. Weiterhin stellt sich die Frage nach 

dem Grad der entzündlichen Gewebsantwort im Falle der PTFE Membran, welche eigentlich 

als bioinertes Material gilt (Sykaras et al. 2000). Da sich die Anzahl sowohl der pro- als auch 

der antiinflammatorischen Makrophagen im Falle der Kollagenmembran und der PTFE-

Membran nicht unterscheiden und die Biokompatibilität der Kollagenmembran bereits in 

früheren Untersuchungen bestätigt wurde, kann die PTFE-Membran ebenfalls als 

biokompatibel angesehen werden (Rothamel et al. 2012). 

Jedoch zeigt das Vorhandensein von M1- und M2-Makrophagen im Implantationsbett der 

PTFE-Membran, dass dieses Biomaterial als nicht bioinert angesehen werden kann. Hierzu 

muss erwähnt werden, dass auch im gesunden Gewebe Entzündungszellen wie Makrophagen 

„physiologisch“ vorhanden sind (Gordon et al. 2017). Daraus leitet sich die Frage ab, ob der 

Grad der Expression von pro- und antiinflammatorischen Molekülen im Falle der PTFE-

Membran aber auch der Kollagenmembran höher ist als durch die Immunzellen des gesunden 

Bindegewebes, auch wenn die Anzahl der entzündlichen Zellen im an das Implantat 

angrenzende Gewebe höher ist als im umgebenden Bindegewebe.. Hier sollte erwähnt 

werden, dass die immunhistochemische Untersuchung nur bedingt den Grad der 

entzündlichen Gewebsantwort wiedergeben kann, da durch diese Methodik keine Möglichkeit 

der Quantifizierung der Expression von Zytokinen und Entzündungsmediatoren durch die 

Makrophagen gegeben ist. Daher ermöglichen diese Ergebnisse eher eine grobe Orientierung 

als eine exakte Quantifizierung der entzündlichen Gewebeantwort. Dies impliziert die 

Notwendigkeit eines standardisierten in vitro Untersuchungssystems für 

Biokompatibilitätsuntersuchung unter Zuhilfenahme der Zelltypen, welche an der 

Fremdkörperreaktion teilnehmen. Des Weiteren sind in vivo Untersuchungsmethoden, wie die 

Laser- gestützte Mikrodissektion zur Messung der Zytokinfreisetzung von einzelnen Zellen, für 

Forschung und Entwicklung von Biomaterialien sehr wichtig. 

Weiterhin sollte erwähnt werden, dass die Untersuchungsdauer von 30 Tagen für eine 

Aussage bezüglich der Gewebsantwort als nicht ausreichend angesehen werden könnte, da 

diese Reaktion einen dynamischen Prozess darstellt. Da aber der Einsatz der dPTFE 

Membranen auf 30 Tage begrenzt ist, kann der Untersuchungszeitraum als ausreichend 

angesehen werden.  

Insgesamt kann die PTFE-Membran auf Grundlage der in der vorliegenden Dissertation 

erhobenen Daten als biokompatibel angesehen werden. Das Vorhandensein von 

Makrophagen im Implantationsbett zeigt jedoch, dass die PTFE-Membran kein bioinertes 

Biomaterial darstellt. 
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5. Zusammenfassung  
Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, die Gewebereaktion gegenüber einer nicht-

resorbierbaren PTFE-Membran im Vergleich zu einer resorbierbaren Kollagenmembran in vivo 

zu untersuchen. Die Materialien wurden mit Hilfe des subkutanen Implantationsmodels in das 

Bindegewebe von BALB/c-Mäusen eingebracht am 10. und 30. postoperativen Tag explantiert.  

Die gewonnenen Proben wurden histochemisch und immunhistochemisch gefärbt. Es folgte 

eine histopathologische Untersuchung und histomorphometrische Messung mit einer 

abschließenden statistischen Auswertung.  

Es konnte gezeigt werden, dass beide Biomaterialien bis zum Tag 30 eine inflammatorische 

Gewebereaktion hervorriefen. Am 10. postoperativen Tag war die proinflammatorische 

Gewebeantwort in beiden Gruppen vorherrschend, was sich in signifikant höheren Anzahlen 

von M1-Makrophagen im Gegensatz zu M2-Makrophagen äußerte. Eine signifikante 

Reduktion der proinflammatorischen M1-Makrophagen am Tag 30 konnte in beiden Gruppen 

nachgewiesen werden, während die Anzahlen der M2-Makrophagen in beiden Gruppen auf 

einem vergleichbaren Niveau blieben. Die Anzahl der M2-Makrophagen war in beiden 

Gruppen gleich hoch und die Reduktion der M1-Makrophagen in der Gruppe der PTFE-

Membran war signifikant höher als in der Kollagenmembrangruppe.  

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die signifikant höhere proinflammatorische 

Gewebsantwort am Tag 10 auch in Falle der dPTFE Membran am Tag 30 post implantationem 

auf eine vergleichbare Anzahl der M1-Makrophagen reduziert wurde. 

Da im Falle der Kollagenmembran, deren Biokompatibilität erwiesen ist, eine ähnlich hohe 

Zellanzahl an M1- und M2-Makrophagen wie in der Gruppe der PTFE-Membran nachgewiesen 

werden konnte, kann davon ausgegangen werden, dass die PTFE-Membran biokompatibel 

ist. Das Vorhandensein von Makrophagen im Implantationsbett lässt aber die Einstufung der 

PTFE Membran als bioinertes Biomaterial nicht zu. 
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Summary  
The present publication aimed to compare the in vivo tissue reaction between a non-resorbable 

PTFE-membrane and a resorbable collagen membrane. The materials were implanted 

subcutaneously in BALB/c-mice and were explanted after 10 and 30 days after the operation. 

After material workup, all test samples were histochemically and immunohistochemically 

stained before histopathological, histomorphometric and statistical analysis.   

Up to day 30, both materials induced an inflammatory tissue reaction. After 10 days, 

predominant inflammatory tissue reaction was visible in both groups with significant higher M1-

macrophages compared to M2-macrophages. After 30 days, significant lower M1-

macrophages could be detected in both groups, while the number M2-macrophages remained 

on an equivalent level. Thereby, the number of M2-macrophages were similar in both groups 

and the quantitative reduction of M1-macrophages were significantly higher in the PTFE-

membrane group. 

Summarizing, the PTFE-membrane showed a higher proinflammatory tissue reaction after 10 

days, which was reduced on a similar level after 30 days to its collagen pendant.  

Since the overall biocompatibility for resorbable collagen membranes could be shown in 

several previous studies and M1-/M2-macrophagic reaction were similar in both groups, the 

application of PTFE-membranes can be assumed to biocompatible. However, the presence of 

macrophages within the implantation area neglects that PTFE-membranes are inert 

biomaterials.  
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