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1 Einleitung und Problemstellung

1 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Knochenersatzmaterialien nehmen sowohl in der zahnéarztlichen Chirurgie, als
auch in der allgemeinmedizinischen Chirurgie einen immer grél3eren Stellen-
wert als Alternative zu autologem Knochenersatz ein. Schon 1890 fiihrten Barth
und Ollier experimentelle Untersuchungen mit verschiedenen Materialien durch,
die als Knochenersatzmaterial dienen konnten.! Der Begriff Knochenersatz-
material (KEM) fasst alle nicht kérpereigenen sowie kdrpereigenen Substanzen
zusammen, die zum Ersatz eines knéchernen Defektes verwendet werden kon-
nen. Entsprechend ihrer Herkunft werden die Knochenersatzmaterialien in fol-
gende Gruppen unterteilt: autogen, allogen, xenogen, alloplastisch.

Autogenes Transplantationsmaterial stammt vom selben Individuum. Dabei wird
in der zahnarztlichen Chirurgie kérpereigener Knochen an speziellen Stellen 2
entnommen, was jedoch nur in einem begrenzten Rahmen méglich ist. * * Auto-
genes KEM ist somit osteoinduktiv sowie osteokonduktiv. Durch knochenspezfi-
sche Wachstumsfaktoren (BMP = Bone Morphogenic Protein) erfolgt eine An-
regung von undifferenzierten Mesenchymzellen.® ® Dies regt die Osteogenese
in direkten Knochenverbund an. Zum anderen entsteht durch das KEM eine
Stutzstruktur. Diese unterstiitzt die Neogenese des Eigenknochens.

Allogenes KEM stammt von einem genetisch anderen Individuum derselben Art
(Mensch-Mensch-Transplantat). Da das KEM von einem anderen Menschen
stammt, und es somit nicht mdglich ist, sdmtliche Proteine aus dem Transplan-
tat zu entfernen, bleibt eine allergene Potenz bestehen. Eine Infektionsquelle
(HIV, Hepatitis, etc.) kann bei allogenen Knochenersatzmaterialien nicht defini-
tiv ausgeschlossen werden. Allogenes Material ist im Gegensatz zu autogenem
KEM nur osteokonduktiv und nicht osteoinduktiv.’

Unter xenogenem KEM versteht man Transplantate artfremder Herkunft. Sie
stammen von einer anderen Spezies, wie zum Beispiel vom Rind (bovin) oder
Schwein (porcin). Beispiele hierfir sind Kollagen oder Hydroxylapatit sowie
BioOss® der Firma Geistlich (Wolhusen, Schweiz) welches nur den minerali-
schen Anteil bovinen Knochens beinhaltet.® ° Bei biologischen Knochenersatz-

materialien besteht selbstverstandlich immer die Gefahr einer Antigenitat. Auch
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die Gefahr einer Krankheitsiibertragung kann im Prinzip nicht definitiv ausge-
schlossen werden.*

Alloplastisches Transplantationsmaterial ist kérperfremd. Es handelt sich hierbei
um rein synthetisch hergestellte Knochenersatzmaterialien. Alloplastische Kno-
chenersatzmaterialien umfassen drei Werkstoffgruppen: Metalle, Keramiken
und Polymere. Dies sind zum Beispiel Titan bei der Werkstoffgruppe der Me-
talle, Polymethacrylate und Co-Polymere bei den Polymeren, sowie Polylak-
tide/Polyglykolide. Die Werkstoffgruppe der Keramiken umfasst zum Beispiel
Glasionomere, Hydroxylapatit, bioaktive Glaskeramiken, B-Tricalciumphosphate
als auch die in dieser Arbeit untersuchten keramischen Magnesiumphosphat-
schdume. Nachteil dieser Materialien ist, dass sie weder eine osteopromotive
noch eine osteoinduktive Wirkung besitzen. Vorteile alloplastischer Materialien
sind ihre Biokompatibilitéat, eine ausreichende Druckfestigkeit, je nach Material
ihre Porositat, Resorbierbarkeit, Formbarkeit, Sterilitdt und ausreichende Ver-
fugbarkeit.™

Ein zu korpereigenem, autologem Knochen gleichwertiges KEM, der soge-
nannte ,Goldstandard®, ist momentan noch nicht realisierbar. Die Anforderun-
gen an heutige Knochenersatzmaterialien sind hoch. Sie sollten zum einen
maoglichst den biomechanischen Eigenschaften des nattrlichen Knochens ah-
neln zum anderen einfach herzustellen und zu verarbeiten sein. Heutige Trans-
plantationsmaterialien erfullen in vielfacher Hinsicht wichtige Funktionen. Kno-
chenersatzmaterialien dienen als Platzhalter und anatomischer Formgeber fir
Knochenneubildung. Sie sind somit eine Leitschiene fir die gesteuerte Kno-
chenregeneration. Dabei nehmen sie gleichzeitig eine wichtige Stutzfunktion far
das Periost, als auch die umliegenden Weichgewebe ein. Fir eine Beschleuni-
gung der Knochenneubildung ist die Mdglichkeit gegeben, das KEM als Tra-
gersubstanz zu nutzen. Dadurch lassen sich Wachstumsfaktoren oder Antibio-
tika in die Knochenersatzmaterialien einfigen.*?

Solche Transplantationsmaterialien missen spezielle Eigenschaften erfillen,
um ihrer Aufgabe gerecht werden zu konnen. Ideale Eigenschaften sind eine
osteoinduktive, osteokonduktive Wirkung, Biokompatibilitat, ausreichende
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Druckfestigkeit, Porositat, Resorbierbarkeit, Formbarkeit, Sterilitdt, einfache
Verarbeitung und eine ausreichende Verfiigbarkeit.*®

Als osteoinduktive Wirkung wird die Anregung der Osteogenese, die durch Zy-
tokine in einem direkten Knochenverbund angeregt wird, bezeichnet. Win-
schenswert ist auch eine stimulierende Wirkung auf osteogene Zellen, die die
Neogenese des Knochens fordern soll. Im Idealfall kann durch eine osteoinduk-
tive Wirkung sogar Knochen an neuen Stellen gebildet werden.** **> ** Durch die
osteokonduktive Wirkung soll die Neubildung des Eigenknochens durch das
Knochenersatzmaterial geleitet und somit auch stabilisiert werden. Es bildet
also eine Grundstruktur und Leitstruktur fur die zuktnftige anatomische Form.
Osteokonduktive Knochenersatzwerkstoffe kénnen jedoch keine Neogenese
des Knochens induzieren. Diese drei Wirkungen vereint bisher lediglich das
autogene Knochenersatzmaterial in sich.

Die Porositat eines Knochenersatzwerkstoffes ist fur die Resorptions- und Auf-
bauvorgadnge wesentlich. Ein weiterer Vorteil der Porositat ist die massive Ver-
groRerung der Oberflache des Knochenersatzwerkstoffes. Durch interkonnek-
tierende Poren ist eine durchgangige Vaskularisation des Materials moglich. Fur
eine gute Vaskularisation mussen die Poren einen ausreichenden Durchmesser
von ca. 100 pm besitzen.* Kleinere Poren ermdéglichen das Einwachsen und
Anwachsens von Knochengewebe. Somit kann durch kleinere Poren der Zell-
Implantat-Kontakt ermdglicht werden. Die Anzahl der kleinen Poren sollte den-
noch nicht zu hoch sein, da ansonsten die Gefahr einer unvollstdndigen Vasku-
larisierung besteht. Dies kann dazu fihren, dass bindegewebig umschlossene
Partikel entstehen.!” ' Die Resorption des Knochenersatzmaterials muss in-
nerhalb eines bestimmten Zeitraumes ablaufen. Die Resorption sollte in dersel-
ben Geschwindigkeit ablaufen, in der die Osteogenese durch den Korper voll-
zogen wird. Laufen diese Vorgange nicht parallel ab, kommt es zu einer min-
derwertigen Knochenstruktur oder sogar zu einer Bildung von bindegewebigen
Strukturen. Resorptionsvorgange konnen entweder biologisch tber Zellvermitt-

lung, oder aber {iber chemisch-physikalische Lésungsvorgange ablaufen. *°
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1.1 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung keramischer Schaume mit moglichst hoher
Stabilitat, sowie ihrer Analyse hinsichtlich ihrer Biokompatibilitdt. Um eine ver-
besserte Stabilitdt der bisherigen Keramikschaume zu erhalten, werden ver-
schiedene Arten der Herstellung von keramischen Schaumen getestet. In vo-
rangegangen Arbeiten wurden Uber die Replikation von Polymerschaumen
hochpordse offenporige Magnesiumphosphatschaume (MgP-Schaume) herge-
stellt, deren Druckfestigkeit jedoch weit unter 1 MPa lag.”° Ziel der Materialent-
wicklung in der aktuellen Arbeit ist die Steigerung der Festigkeit durch folgende
Ansatze:

* Im bisherigen Replikaverfahren wurden MgP-Schaume mit hohen Porosi-
taten erzeugt. Die filigranen Stege der MgP-Schaume waren mechanisch
instabil. Durch die Reduzierung der Porositat von Replika-Schaumen auf
ca. 50 % wird versucht eine gesteigerte mechanische Stabilitat bei Erhal-
tung der Interkonnektivitat der MgP-Schaume zu erreichen.

* Erzeugung einer gunstigeren und stabileren Steggeometrie durch alter-
native Herstellungsverfahren, bspw. durch Gasbildner im Schlicker.

* Erzeugung einer anisotropen Porengeometrie bei Replika-Schaumen.
Durch die Gleichrichtung der Poren im MgP-Schaum erhofft man sich ei-
nen knochenahnlichen Aufbau der Schdume sowie mechanische Vortei-
le. Im Knochen richten sich die Spongiosatrabekel in die Richtung der
grof3ten Druck- und Zugspannung, als auch der grof3ten Biegebeanspru-
chung aus. Dadurch besitzen die Knochen eine héhere Stabilitdt. Kno-
chenersatzmaterial das der Struktur der Trabekel im Knochen besser
entspricht wurde in der Literatur bisher noch nicht beschrieben.

» Infiltration der keramischen Schaume mit Polymer als auch die Umwand-
lung zu Struvit soll zu einer Verringerung der Porositat und einer Festi-
gungssteigerung fuhren. Zudem soll geklart werden, wie sich eine Infiltra-
tion auf die Biokompatibilitat auswirkt.

Fur die biologische Untersuchung werden die Werkstoffe mit Zelllinien (Bsp.
Osteoblasten) besiedelt und diese anschlielend kultiviert. Darauf folgt die Zyto-

kompatibilitatsprifung. Diese erfolgt z.B. durch die Untersuchung der Zell-
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proliferation und der Zellaktivitdt. Zudem werden Proben mittels Licht- und
Elektronenmikroskopie analysiert. Die Feststellung der Proteinexpression er-
folgt nach gelelektrophoretischer Auftrennung mittels Western Blot und PCR

Analyse.
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2 STAND DER FORSCHUNG

Der Knochen ist nach dem Zahnschmelz das stabilste Material des menschli-
chen Kdrpers. Er nimmt wichtige Funktionen des Stutz- und passiven Bewe-
gungsapparates ein.”* Im Bereich des Rumpfes, der Wirbelsaule und des Kopf-
es nehmen Knochen einen wesentlichen Bestandteil der Schutzfunktion fir Or-
gane und Nerven ein. Sie dienen der Muskulatur als Ursprungs- und Ansatzort.
Die Sehnen der Skelettmuskeln besitzen tber das Periost einen festen Verbund
mit der Knochensubstanz. Dadurch konnen Kréfte, die durch Kontraktion der
Muskulatur ausgelést werden, auf den Knochen Ubertragen werden und somit
Bewegungen ausgefiihrt werden. Auch metabolisch erfillt der Knochen eine
wichtige Aufgabe, denn er ist der wichtigste Kalziumspeicher des Korpers. 99 %
des Kalziums ist im Knochengewebe gebunden und spielt bei zahlreichen bio-
logischen Prozessen eine wichtige Rolle.??

Das Knochengewebe besteht sowohl aus Knochenzellen als auch aus Kno-
chengrundsubstanz. Es werden vier verschiedene Knochenzellen unterschie-
den. Im Endost sowie im Periost befinden sich zeitlebens wenig differenzierte
Mesenchymzellen mit hoher Proliferationsaktivitat. Osteoblasten und Osteoklas-
ten sind wichtige Zellen des Um- und Aufbaus des Knochens. Die vierte Zell-
gruppe sind die Osteozyten, die das sogenannte trophische Zentrum, das Kno-
chengewebe, erhalten. Die Knochengrundsubstanz besteht zu 65 % aus anor-
ganischer Matrix und zu 35 % aus organischer Matrix (Prozentangaben sind auf
das Trockengewicht bezogen).?® Die anorganische Matrix besteht aus 50 %
Phosphaten, 35 % Kalzium und 7 % Karbonaten, sowie weiteren Mineralien.
Die organische Matrix besitzt eine ungeformte und eine geformte Komponente.
Die ungeformte Komponente besteht aus Proteoglykanen und adhasiven Gly-
koproteinen wie Osteokalzin, Osteonektin und Osteopontin. Zur geformten
Komponente gehdren Kollagenfasern Typ 1.2

Knochen sind durch ihren speziellen Aufbau auf Druck, Zug, Biegung als auch
Torsion belastbar. Makroskopisch unterscheidet man die periphere Kortikalis
oder auch Kompakta genannte dicht strukturierte auf3ere Knochenschicht, so-

wie die im Inneren des Knochens gelegene Spongiosa, ein schwammartiges
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Netzwerk aus Platten und Trabekeln. Zwischen diesen Balkchen befindet sich
das Knochenmark. Durch diese Leichtbauweise mit einem Minimum an Bau-
substanz und ein Maximum an Stabilitat, entfallen nur ca. 10 % des Korperge-
wichtes auf das Skelett. Die hohe Stabilitat des Knochens wird durch die
trajektorielle Anordnung der Trabekel erreicht.?* Dabei richten sich die Spon-
giosatrabekel immer in die Richtung der gréf3ten Druck- und Zugspannung, als

auch der groRten Biegebeanspruchung aus.”

2.1 Calcium- und Magnesiumphosphate

Die Nachfrage nach synthetischem Knochenersatzmaterial steigt durch ihre
positiven Eigenschaften stetig. Alloplastische Knochenersatzmaterialien sind
nicht limitiert vorhanden und ahneln in ihrer Struktur immer mehr dem naturli-
chen Knochen. Nach Transplantation des Knochenersatzmaterials hangt die
Regeneration und Osteosynthese des Knochens von der Resorbierbarkeit des
Ersatzmaterials ab.?® Als vor mehr als 20 Jahren Calciumphosphate als Kno-
chenersatzmaterial vorgestellt wurden, war dies ein grof3er Fortschritt im Be-
reich der Biokeramiken.?” ?® Calciumphosphatzemente, wie zum Beispiel der
schwer resorbierbare Hydroxylapatit oder das schnell resorbierbare B-Tri-
Calcium-Phosphat sind ein alternatives synthetisches Knochenersatzmaterial
zu den ublichen Calciumphosphatkeramiken. Calciumphosphate besitzen eine
hervorragende Biokompatibilitat, Osteokonduktion und Bioaktivitat. > Dennoch
gibt es einige entscheidende Aspekte, die Optimierungspotentiale bieten. Hier-
zu gehoéren beispielsweise die Resorbierbarkeit, das vom Knochenersatz-
material ausgehende Knochenwachstum oder die optimale Handhabung des
Materials fiir den klinischen Bedarf.*

Calciumphosphatzemente sind kaltaushartende pastdose Massen. Sie werden
aus Calcium Orthophosphaten und einer flissigen Phase zu einer Paste ge-
rihrt.?! Diese pastdse Masse ist selbsthartend und zur Nutzung in verschiede-
nen klinischen Situationen von Vorteil.** Calciumphosphatzemente sind formbar
und kdnnen entweder nach Implantation im Korper ausharten, oder auf den De-
fekt abgestimmt und in vitro vorgefertigt werden. ?* Jedoch fehlt diesem Zement

die Makroporositat, eine grundlegende Eigenschaft zur Gewebsneubildung.?
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Keramiken werden im Gegensatz zu den kaltaushartenden Calciumphosphat-
zementen zur Verfestigung gesintert. Durch den Sinterprozess wird das Pulver
durch Warmebehandlung verdichtet. Abhéangig von der KorngréRe des Aus-
gangpulvers und den Sinterbedingungen, wie der Sintertemperatur und -zeit,
kann es zu einer Schrumpfung bzw. Dichtezunahme der Proben kommen.
Durch die Sinterung der Proben werden ihre Eigenschaften verandert und ver-
bessert.3? 33

Bei den Phosphatmaterialien ergeben sich unterschiedliche Stoffsysteme.®*
Dies sind unter anderem Hydroxylapatit (HA), Bruschit (Dicalciumphosphat-
dihydrate, DCPD), Tricalciumphosphate (TCP) sowie Magnesiumphosphate.
Die Orthophosphorsaure ist bei der Bildung von Calciumphosphaten eine wich-
tige Grundsubstanz. Unter Abspaltung von Wasserstoff kann sie in drei Schrit-
ten zu primaren, sekundaren und tertidren Phosphaten dissoziiert werden. Cal-
ciumphosphatverbindungen  kénnen  durch  unterschiedliche  Massen-
kombinationen von Phosphorsaure und Calcium synthetisiert werden.® In Ta-

belle 1 sind einige dieser Verbindungen dargestellt.

Tabelle 1 Zusammensetzung verschiedener Calciumorthophosphate®® und Magnesium-
phosphate; alle Verbindungen finden Einsatz als Edukte fiir die Herstellung von Calcium-
hosphatzementen

Verbindung Summenformel
Monocalciumphosphat Monohydrat (MCPM) Ca(H,PO,), H,O
Monocalciumphosphat Anhydrid (MCPA) Ca(H,PO,),
Calciumhydrogenphosphat (Monetit) CaHPO,
Calciumhydrogenphosphat Dihydrat (Bruschit) CaHPO, 2H,0
a-Tricalciumphosphat (a-TCP) a-Cas (POy) »
3-Tricalciumphosphat (3-TCP) 3-Cas (POy) »
Hydroxylapatit (HA) CasOH(POy)3
Tetracalciumphosphat Caz(P0O,4),0*Cal
Magnesiumdihydrogenphosphat Mg(H,PO,),
Magnesiumhydrogenphosphat Trihydrat MgHPO,*3H,0
Trimagnesiumphosphat Mgs(POy,),
Magnesiumdiphosphat Mg,P,0-,

Monocalciumphosphat Monohydrat (MCPM) kann aus stark sauren Lésungen
gefallt werden. Da MCPM eine hohe Ld&slichkeit in Wasser besitzt und stark

sauer ist, kann es nur in Kombination mit a- oder B-Tricalciumphosphat als
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Knochenzement zum Einsatz kommen.*® *" Calciumhydrogenphosphat kommt
in der Natur als Monetit vor. Die synthetische Herstellung erfolgt durch Umset-
zung von Calciumhydroxid mit Phosphorsdure bei einer Temperatur von uber
75 °C. Bei einer Herstellung unterhalb von 45 °C bildet sich das monokline
Dihydrat des Caliumhydrogenphosphats, das in der Natur als Bruschit vor-
kommt. Sowohl a- als auch B-Tricalciumphosphate werden durch Sinterungs-
prozesse gewonnen. Damit zdhlen sie zu den high-temperature Calciumphos-
phaten. Dabei bildet sich bei einer Temperatur unter 1100 °C die Niedertempe-
raturvariante B-TCP. Die Hochtemperaturvariante a-TCP bildet sich bei einer
Sintertemperatur von tber 1100 °C. ?* Aufgrund ihrer guten Biokompatibilitat
und Resorbierbarkeit sind Bruschit bildende Calciumphosphatzemente von gro-
Rem Interesse. *® Hydroxylapatit ist die am schwer l8slichsten Calciumphos-
phatverbindung, aber auch die stabilste.*® *° Die synthetische Herstellung er-
folgt durch eine Mischung unterschiedlicher Calciumphosphate mit anschlie-
Bender Sinterung. Magnesiumphosphate werden hauptsachlich als Flamm-
schutzmittel, Abfuhrmittel, Futtermittelzusatz oder als keramischer Rohstoff
verwendet.?* Im menschlichen Kérper finden sich Magnesiumphosphate im Ge-
hirn, Knochen, Zahnen, Nerven, Muskeln sowie in Blutkérperchen. Im Grunde
beruhen Magnesiumphosphatzemente auf einer Saure Base Reaktion.*
Grundkomponente ist dabei Magnesiumoxid Pulver das bevorzugt mit Ammoni-
umphosphaten, wie zum Beispiel Diammoniumhydrogenphosphat ((NH,),HPO,)
oder Ammoniumdihydrogenphosphat (NH,H,P0,) als Saure verwendet wird.**
Auf Grund ihrer guten Resorbierbarkeit, Biokompatibilitdt und hohen Stabilitat
sind Magnesiumphosphate eine gute Alternative zu Calciumphosphatzemen-
ten.*” Die unterschiedlichen Magnesiumphosphatderivate sind in Tabelle 1 auf-
gelistet.

2.2 Herstellung pordser Tragermateralien

Heutzutage verfolgt man das Ziel, Defekte nicht nur zu ersetzen, sondern dar-
Uber hinaus die Regenerationsfahigkeit des Kdrpers zu unterstitzen und anzu-
regen.*® Um diese Zielsetzung zu erreichen, ist es notwendig, knochen-
strukturnachahmende Knochenersatzmaterialien herzustellen.** Das Vorhan-

densein von interkonnektierenden Poren im Knochenersatzmaterial ist ein ent-
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scheidender Faktor fur die Steuerung und Bildung von Knochengewebe auf

synthetischen Knochenersatzmaterialien. Nach Hulbert et al. sollte die Poren-

gréRRe nicht geringer als 100 pm sein.*® Spatere Forschungsergebnisse ergaben

jedoch, dass bei einer Porengro3e ab 300 um ein besseres Knochenwachstum

erzielt werden kann.*® 4’ *® Die interkonnektierenden Poren bieten dem Kno-

chenwachstum neuen Raum und steigern somit die Proliferation der Knochen-

zellen.*”® Um porése schwammartige Strukturen zu erhalten wurden verschiede-

ne Herstellungsmethoden untersucht, die im Folgenden kurz erlautert werden:

Durch das Replizieren von Schwdmmen versucht man die pordse Struk-
tur nachzuahmen. Dies kann entweder durch die Nachbildung von
Schwammen (positive Replika-Technik)*® oder durch das GieRen von
Schlicker in vorgefertigte Formen (negative Replika-Technik) gesche-
hen.”® Fiir die positive Replika-Technik verwendete man zunéchst Cellu-
loseschwamme und beschichtete diese in Hydroxylapatitschlicker. Nach
Trocknung der Schwamme wurde der Celluloseschwamm herausge-
brannt.>® In einem anderen Experiment versuchte man, sich die Natur zu
Nutze zu machen. Hierzu beschichtete man die Oberflachen von ver-
schiedenen Korallenskeletten mit Hydroxylapatit und schnitt diese dann
zum Defekt passend zu.>® Mittlerweile verwendet man anstatt Cellulose-
schwammen Polyurethanschaume. Nach Trocknung lasst sich nun der
Polyurethanschaum bei 600 °C herausbrennen.'® Die dabei entstehen-
den Schwamme besitzen allerdings nur eine geringe Druckfestigkeit, die
jedoch durch Infiltration mit Polylactid-co-Glycolid (PLGA) erfolgreich
verbessert werden kann.>* Miao et al. verbesserten durch Infiltration der
Schaume mit einem Gemisch aus PLGA und bioaktiven Glasern sowohl
die Druckfestigkeit, als auch die Biokompatibilitat. >> *® Fiir die negative
Replika-Technik werden aus thermoplastischen oder warmeausharten-
den Materialien Gussformen hergestellt. In diese Formen wird der Schli-
cker entweder eingegossen oder hineingespritzt. Nachdem der Zement
ausgehartet ist, muss diese Form entfernt werden. Dabei werden haufig

toxische Losungsmittel verwendet, die beim eventuellen Zurickbleiben

10
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auf den Gerusten jedoch eine Gefahr fir den menschlichen Korper dar-

Stellen.18 57 58 59

* Eine weitere Vorgehensweise bedient sich folgender Methodik: Es wird
versucht, durch Gasbildner bzw. gasbildende chemische Reaktionen ei-
nen Schaum herzustellen.®® ®* Um eine pordse Struktur zu erhalten, nutzt
man eine chemische Reaktion, die in der noch flissigen Zementpaste
ablauft. Hierzu verwendet man die Saure-Base-Reaktion von Natriuhyd-
rogencarbonat (NaHCO3;) mit Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO0,),
bei der Wasser (H,0) und Kohlenstoffdioxid (C0,) Blasen entstehen.®? &
Das so entstehende Knochenersatzmaterial weist jedoch eine geringe
Druckfestigkeit auf und kann somit nur beschrankt verwendet werden.*®
Gegen die direkte Transplantation dieser Schaume spricht die Gefahr ei-
ner Embolie durch Diffusion des Gases in das umliegende Gewebe.®*

* In einem anderen Ansatz erhalt man durch das Einbringen eines protein-
basierenden Schaumbildners porose Keramik. Hierbei wurde Albumin als
Schaumbildner genutzt.®® Diese Methode erlaubt eine groRe Vielfalt an
komplexen Formen. Dazu wird Schlicker mit Albumin vermischt. Nach
vollstandiger Trocknung wird das Albumin herausgebrannt und die erhal-
tene Struktur gesintert.®®

* Eine weitere Herangehensweise dafur, eine schwammartige Struktur im
Zement zu erhalten, ist es, l6sliche Fillstoffpartikel aus der Keramik aus-
zuwaschen oder auszubrennen. Dazu werden feinste Partikel der Ze-
mentpaste hinzugefugt. Abhangig von ihrer Loslichkeit werden diese Par-
tikel entweder kurz vor der Implantation oder erst im Korper herausge-
|0st. Hierbei werden als herauslosbare Partikel unter anderem Manni-
tol®’, Natriumphosphatpartikeln®® oder Calciumsulfatpartikel®® verwendet.
Eine neuartige Entwicklung ist die Fusion von Starke und Schlicker. Der
Grundgedanke dieser Methode basiert auf der Quellung von Starke bei
Hitze und Feuchtigkeit. ° Die PorengréRe und somit auch die Inter-
konnektivitdt des Zementes ist von der Loslichkeit der Partikel wahrend
des Herstellungsprozesses abhangig.”* Ebenfalls mit einberechnet wer-

den muss, dass eine grol3e Menge an Partikeln in den Zementen vor-
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handen sein sollte, um im Endergebnis eine ausreichende Porositat zu
erhalten. Da die so hergestellten Schdume eine geringe Druckfestigkeit
aufweisen, versucht man sie durch resorbierbare Fasern zu verstarken.
Sie sollen die Brichigkeit der Zemente verbessern und sich nach Implan-
tation langsam auflosen. Hierzu wurden Polylactide (PLA), Poly-L-

Lactide (PLLA), als auch Polycaprolacton (PCL) Fasern verwendet.”? "3

l. * 7> untersuchten den Einfluss verschiedener Fasern. Dabei

Xu et a
wurde der Effekt unterschiedlicher Langen von Fasern, sowie deren
Menge im Zement genauer analysiert. Im Zuge dessen ergab sich ein
enormer Vorteil von langen Fasern im Vergleich zu kurzen Fasern, da
diese, nachdem sie sich aufgel6st haben, die Fahigkeit zur Bildung von
interkonnektierenden Poren in den Calciumphosphatzementen besitzen.

* In weiteren Arbeiten wird eine Vermischung von Polylactid-co-Glycolid
(PLGA) mit der Zementpaste untersucht.”® /" Der Grundgedanke hierbei
ist es, parallel zum Abbau der Polymerketten die Freisetzung von kno-
chenmorphogenetischen Proteinen (BMP) zu ermdglichen. Dies sind
Signalproteine, die die Fahigkeit besitzen, als Wachstumsfaktoren die
Knochenbildung anzuregen.’® "

* Porose Werkstoffe konnen auch durch eine Emulsion erzeugt werden, in
der beispielsweise die Zementpaste die hydrophile Phase und Ol die
hydrophobe Phase darstellen.®’ Je nach Mengenverhaltnis der beiden
Phasen und der Art des Emulgators kdnnen unterschiedliche Emulsionen
gebildet werden.®* Somit kann entweder eine Emulsion aus Zement-
Tropfchen in Ol entstehen oder umgekehrt eine Emulsion aus Ol-
Tropfchen in der Zementpaste. Um ein pordses Zementgerist zu erhal-
ten, ist somit nur eine Emulsion aus OI-Tropfchen in der Zementpaste
sinnvoll. Nachdem der Zement ausgehartet ist und die Ol-Tropfchen her-
ausgewaschen sind, bleibt ein poréses Zementgerust zurick. Die Poren-
groRe wird bei dieser Methode durch Anstieg des Ol-Anteils beein-
flusst.%> Auch hier bleibt, neben der geringen Druckfestigkeit, wie auch
bei der gasbildenden Methode, die Gefahr bestehen, dass Ol-Trépfchen

im Gerilst verbleiben und anschlielRend in den Blutkreislauf gelangen
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konnen. Dies birgt die Gefahr einer Embolie. Durch nachtragliche Sinte-

rung der Geriiste versucht man diese Gefahr auszuschlieRen. & 84

Zu anisotropen Porenstrukturen, die in nattrlichen Knochen vorliegen und me-
chanisch stabiler sind, gibt es derzeit noch keine beschriebenen Herstellungs-
verfahren. Das Interesse an Magnesiumphosphatkeramiken als Alternative zu
Calciumphosphatzementen, die in fast allen Verfahren verwendet werden, steigt
stetig an. Dies liegt vor allem daran, dass Magnesiumphosphatkeramiken unter
physiologischen Bedingungen eine sehr gute Resorbierbarkeit besitzen.®> 8¢ &
8 Um einen knochenahnliche Struktur aus Magnesiumphosphatkeramik nach-
ahmen zu kénnen, wurden in dieser Arbeit keramische Schaume aus Magnesi-

umphosphat hergestellt und genauer analysiert.
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3 MATERIAL UND METHODEN

Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Experimente wurden die fol-

genden Materialien verwendet.

3.1 Materialien

Gebrauchsmaterial

Firma/ Firmensitz

Trimagnesiumphosphat
(Mg3(P0O,)), * 8H,0

Octahydrat

Fluka/ Seelze

25% Ammoniumhydroxid (NH,OH)

Merck/ Darmstadt

Destilliertes Wasser

FMZ-Zelllabor Reinstwasseranlage Uni Wirz-
burg

Hydroxylapatit fir Biokeramik (CagHO,3P;)

Merck/ Darmstadt

Epoxydharz L / Harter L
Epoxydharz L / Harter S

R&G Faserverbundwerkstoffe =~ GmbH [/

Waldenbuch

Albumin from chicken egg white, Grade I

Sigma —Aldrich Chemie GmbH/ Steinheim

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO5)

Merck/ Darmstadt

Ammoniumhydrogenphosphat

FMZ-Eigenproduktion

PLGA Resomer RG 502 H

Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co
KG/Ingelheim am Rhein

Dichlormethan

Merck/ Darmstadt

Aceton Merck/ Darmstadt
PBS-Lésung FMZ-Eigenproduktion
Accutase PAA GmbH, Cdlbe

DMEM Invitrogen, Darmstadt

WST-1 Roche Diagnostics, Mannheim

Isoton-Pufferlésung

Beckmann Coulter, Krefeld

Natriumchlorid

Merck/ Darmstadt

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dodecanhydrat

Merck/ Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck/ Darmstadt

Kaliumchlorid

Merck/ Darmstadt

Acetone

Sigma Aldrich, Steinheim

25 % Glutaraldehyd

Sigma Aldrich, Steinheim

Analysesieb 1 mm

Retsch, Haan

Metallbrett 5 x 15 cm

FMZ Werkstatt

PU Schaum 20 ppi

Poret®Ester, EMW Filtertechnik GmbH; Diez

PU Schaum 60 ppi, 80 ppi

PANAFoamtecGmbH, Geretsried

24-/96-Wellplatten

Nunc GmbH&Co KG, Wiesbaden

Locheisen 18 mm

Turnus

Pipetten Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Pipettenspitzen Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorfpipetten Eppendorf AG, Hamburg

Pasteurpipetten

Scherf, Meiningen

Zellkulturflasche 25 cmz?, 75 cm?

Falcon, Heidelberg

Deckglaser 12 mm

Hartenstein, Wirzburg

Osteoblasten MG-63 (CRL-1427)

ATCC, USA

Provil novo

Heraeus Kulzer GmbH, Hanau

Alsint-Gliihkasten 50x25x20

W.Haldenwanger, Technischer Keramik

GmbH&Co.KG, Waldkraiburg

Stahlstecknadeln 30 x 0,60 mm

Prym Consumer Europe GmbH, Stolberg
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Gebrauchsmaterial Firma/ Firmensitz

Bis-acrylamid 2K Fa. Applichem GmbH, Darmstadt
Acrylamid 4K Fa. Applichem GmbH, Darmstadt
3 M Tris-HCL, pH 8,8; Fa. Sigma GmbH, Taufkirchen
0,4 % Sodium dodecyl sulfate Fa. Sigma GmbH, Taufkirchen
0,75 M Tris-HCL, pH 6,8 Fa. Sigma GmbH, Taufkirchen

10 % Ammoniumpersulfat-Losung in Reinst- Fa. Applichem GmbH, Darmstadt
wasser (APS)

50 mM Tris-HCL, pH 8,8; Fa. Sigma GmbH, Taufkirchen
0,38 M Glycin Fa. Applichem GmbH, Darmstadt
0,1 % Sodium dodecyl sulfate Fa. Sigma GmbH, Taufkirchen
0,1 % Coomassie brillant blue Fa. Serva GmbH, Heidelberg

20 % Methanol Fa. Merck KGaA, Darmstadt

7,5 % Essigsaure Fa. Roth GmbH & Co, Karlsruhe
20 % Methanol Fa. Merck KGaA, Darmstadt

60 mM Tris-HCL, pH 6,8 Fa. Sigma GmbH, Taufkirchen
10 % Glycerin Fa. Merck KGaA, Darmstadt

5 % Sodium dodecyl sulfate Fa. Sigma GmbH, Taufkirchen
10 % B-Mercaptoethanol Fa. Sigma, Taufkirchen
Accutase Fa PAA GmbH, Cdlbe

Proliferations-Reagent WST-1 (water soluble Fa. Roche Diagnostics, Mannheim
tetrazolium) Farbstoff WST-1 (4-3(4 -

lodphenyl) — 2 — (4 — Nitrophenyl) — 2H — 5 —

Tetrazolium — 1,3 — Benzendi — sulfonat)

Live/Dead® Viability/Cytotoxicity Kit von Invi- Eugene, Oregon USA
trogen

Ponceau S Fa. Sigma GmbH, Taufkirchen

3.2 Gerate und Hilfsmittel

Gerate/Hilfsmittel Firma/ Firmensitz
Sterilarbeitsbank Heraeus GmbH&Co KG Hanau
Inkubator Juoan GmbH, Unterhaching
Labormikroskop DMIL, Fa. Leica GmbH, Wetzlar
Zellzéhler: Typ Casy 1 Scharfe System GmbH, Reutlingen
Kuhl-Gefrierkombination Bosch GmbH, Miinchen
Autoklav Tuttnauer 3870 ELV Systec GmbH, Wettenberg
Gefriertruhe -80°C Bader GmbH, Wiirzburg
Reinstwasseranlage USF, Ramsbach

Wippschuttler Bihler, Hechingen
Rasterelektronenmikroskop Zeiss, Gottingen

Feinwaage Sartorius, Goéttingen

Labor pH-Meter WTW, Weilheim

Sinterofen Modell ME 12/13 Rhode GmbH, Prutting

Critical Point Dryer CPD 030 Bal-Tec, Witten

Photometer Tecan Spectra Fluor Plus Tecan; Crailsheim

Kritisch Punkt Trockner Bal-Tec; Witten

Mechanischer Teststand Zwick/Roell; Ulm

TestXpert Zwick/Roell, Ulm

Excel 2007/ 2010 Microsoft, USA

Microsoft Office 2010 Microsoft, USA

Spektrometer Magellan 2

OriginLab OriginLab Corporation, Northampton, USA
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3.3 Herstellung der Scaffolds

Keramische Schdume aus Magnesiumphosphat kénnen auf unterschiedliche
Art und Weise hergestellt werden. Die offenporigen Magnesiumphosphat-
schaume wurden sowohl Uber Replikationen von Polyurethanschaumen (PU-
Schaume) als auch Uber das Vermischen eines Albuminschaumes mit Magne-

siumphosphatschlickern hergestelit.

Replika Verfahren

Mit Hilfe einer Stanze (Innendurchmesser 18 mm), wurde aus einem 10 mm
hohen PU-Schaum (60 ppi) Zylinder hergestellt. Diese wurden mit Hilfe eines
Cutter Messers in ihrer Hohe halbiert, um PU-Schaume mit einem Durchmesser
von 18 mm und einer H6he von 0,5 cm zu produzieren. Fir das Replikations-
verfahren wird ein geeigneter Schlicker benétigt, der den gesamten PU-Schaum
durchtranken, aber auch den offenporigen Charakter des PU-Schaums beibe-
halten soll. Hierfir wurden verschiedene Schlickerkonsistenzen getestet. Fur
die Schlickerherstellung wurde die benttigte Menge destilliertes Wasser in ein
Schraubglas abgewogen und zu diesem die entsprechende Menge Ammoni-
umhydroxid (NH,OH) zugegeben. Je nach gewtnschter Schlickerkonsistenz
wurde die entsprechende Menge Trimagnesiumphosphat Octahydrat
Mg5(P0O,), * 8 H,0 zugegeben (vgl. Tab.2). In dem mit einem Deckel verschliel3-
baren Schraubglas wurde die Losung mit Hilfe eines Ruhrfisches auf dem Mag-

netrihrer gerihrt.

Tabelle 2 verschiedene Schlickerzusammensetzungen

Destilliertes H,O NH,OH Mgs(POy),* 8 H, O Rihrzeiten
15 ml 5 Tropfen 8¢ 30 min
15 ml 5 Tropfen 10g 30 min
15 ml 5 Tropfen 11g 30 min
15 ml 5 Tropfen 129 60 min

Die Schlickerkonsistenz ist ein wichtiger Faktor daftr, die gleichmafiige Durch-
trankung der PU-Schaume zu ermdglichen, ohne dabei die offenporige Struktur
zu beeintrachtigen. Durch unterschiedliche Mengenzugabe von Mg;(PO,), *
8 H,0 verandert sich die Viskositat des Schlickers. Mit steigender Menge erhoht

sich diese, was zu einer schlechteren Durchtrankung des PU-Schaums flhrt.
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Durch eine erhohte Ruhrzeit des Schlickers mit einer hohen Menge an
Mg;(P0O,), * 8 H,0 lasst sich diese erhohte Viskositat geringfligig verbessern.
Dies lasst eine verbesserte Durchtrankung der PU-Schaume bei einer erhdhten
Pulverzugabe zu. Eine weitere Verbesserung der Viskositat des Schlickers wird
durch die Einstellung eines basischen pH-Wertes von 11 erreicht. Durch Zuga-
be von Ammoniumhydroxid verbessert sich die Pulveraufnahmefahigkeit des
Wassers und die Zahl der Agglomerate verringert sich. Dadurch entsteht eine
homogenere Benetzung der Probenkorper.

Die vorher hergestellten PU-Schaum Zylinder wurden mit dem jeweiligen Schli-
cker infiltriert, bis dieser vollstandig durchtrankt war. Um den Uberschissigen
Schlicker aus den Proben wieder zu extrahieren, wurde mittels eines Siebes
(Porengr. 1 mm) und eines Blechstiicks der tGberschiissige Schlicker herausge-
driickt. Nachdem die Uberschiisse abgesaugt waren, wurden die Proben ge-
wendet und wie mit der vorherigen Seite verfahren. So wurde eine Benetzung
der Stegstrukturen erreicht, ohne jedoch die Poren dabei zu stark zu verstop-
fen. Nach der Trocknung der Proben Uber einen Zeitraum von mindestens einer

Stunde auf einem Blech wurden die Proben bei 1150 °C gesintert.

Umwandlung in Struvit

Die durch das Replika-Verfahren erhaltene MgP-Struktur kann in einer Reaktion
zu Struvit umgewandelt werden. Dazu wurden die gesinterten Mgs(PO,), -
Schaume in Glaspetrischalen gelegt und in eine 3,5 M Di-Ammoni-
umhydrogenphosphat-Losung ((NH,),HPO,) eingelegt. Die Proben verblieben
fur 20 h bei 40 °C im Trockenschrank und wurden nach Entnahme in destillier-
tem Wasser gewaschen. Nachdem die Proben tGber Nacht an der Luft getrock-
net wurden, konnten sowohl Druckfestigkeitsmessungen als auch Zellversuche
durchgefiihrt werden. Des Weiteren wurde die Massenzunahme bei der Um-

wandlung von Farringtonit zu Struvit ermittelt.
Infiltration mit PLGA

Um die Druckfestigkeit zu erhéhen wurden die MgP-Schaume mit dem Polymer
Polylactic-co-Glycolid (PLGA) infiltriert. Dazu wurde 1 g PLGA Pulver in 10 ml
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Dichlormethan gegeben und auf dem Magnetrihrer fir 15 min gerthrt, bis das
PLGA Pulver vollstandig in Dichlormethan gelost war. In die so entstandene
Losung wurden die Proben eingetaucht und anschlieBend mit schwacher
Druckluft abgeblasen, um ein Verstopfen der Poren durch die PLGA Lésung zu
verhindern. Auch hier war eine Trocknung der Proben Uber Nacht an der Luft

notwendig.

Herstellung von Magnesiumphosphatschaumen mittels A lbumin

Bei der Magnesiumphosphatschaumherstellung mittels Albumin, macht man
sich die Struktur des aufgeschaumten Albumins zu Nutzen. Zur Herstellung des
Albuminschaums wurden 2-6 g Albumin in ein Plastikgefald abgewogen. Pro 2 g
Albumin wurden jeweils 5 ml destilliertes Wasser zugegeben. Das Gemenge
wurde mithilfe eines RUhrstabes oder eines Loéffels solange aufgeschlagen, bis
sich ein steifer stabiler Schaum gebildet hatte. Der Schlicker wurde analog zur
Herangehensweise der Replika-Methode hergestellt (vgl. Tab.3). Um den Schli-
cker unter den Albuminschaum heben zu kdénnen, ohne ihn dabei zu zerstoren,
war es notwendig, einen noch gief3fahigen Schlicker herzustellen. Dieser sollte
sich gleichmalig mit dem Albuminschaum verbinden, sodass eine einheitliche
Schichtstarke erreicht werden kann. Dazu wurden unterschiedliche Verhaltnisse
ausgetestet, um herauszufinden welche Schlicker Zusammensetzung nach dem

Sintervorgang das beste Ergebnis erzielen kann (vgl. Tab.3).

Tabelle 3 Schlickerzusammensetzung

Destilliertes H,O NH,OH Mgs(PO,4),* 8 H, O Rihrzeiten
15 ml 3 Tropfen 9g 30 min
15 ml 2 Tropfen 11g 30 min
15 ml 3 Tropfen 11g 30 min
15 ml 4 Tropfen 11g 30 min
15 ml 5 Tropfen 11g 30 min
15 ml 5 Tropfen 12 g 60 min

Zum hergestellten Albuminschaum von 19 g wurde nun 60 g giel3fahiger Schli-
cker hinzugefuigt und untergehoben. Das Albumin-Schlicker-Gemisch wurde in
eine herkdbmmliche Kichenspritze aus Metall gefullt. Dadurch war ein prazises
Einfullen des Schlicker-Albumin-Schaums in zuvor angefertigte Férmchen aus
saugfahigem Papier mdglich. Die ausgeschnittenen Papierstiicke wurden zu

einem Zylinder geformt und mithilfe eines Tesafilms fixiert (siehe Abb. 1). Die
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bis zum Rand beflllten Férmchen wurden daraufhin getrocknet. Anschlie3end
wurden die Proben im Ofen gesintert.

Papierformen

Die Papierformen sollen dem Schlicker-Albumin-Gemisch eine einheitliche
Form geben, sodass reproduzierbare Proben herstellbar sind. Fir die Papier-
formen wurden zwei unterschiedliche Grof3en getestet. Die anfanglich benutzen
Papierformen besal3en einen Durchmesser von 3 cm und eine Hohe von 2,5
cm. Diese erwiesen sich als zu klein und beeinflussten den fertigen Korper,
weswegen sie vergroRert wurden, so dass sie nun einen Durchmesser als auch

eine Hohe von 5 cm besallen.

Abbildung 1 links: Albumin-Schlicker Gemisch in Papier-Form gefillt (& 5 cm), rechts:
Albumin-Schlicker Gemisch ohne Papierform getrocknet (@ 5 cm)

Trocknungszeiten und Lagerung

Bei der Trocknungszeit als auch bei der Lagerung des Probenkérpers wahrend
des Sintervorgangs wurden unterschiedliche Variationen getestet. Dabei wur-
den Trocknungszeiten von ca. 2h bei Raumtemperatur als auch 10, 15, 30, so-
wie 60 min. im Trockenschrank bei 40 °C ausgetestet. Die Lagerung der Pro-
benkdrper wahrend des Sintervorgangs fand stehend (wie befillt), auf dem Kopf
stehend und seitlich liegend statt. Zudem wurde getestet ob das Verbleiben der

Papier-Form an den Probekérpern einen Einfluss auf die Ausgangsform hat.

Anisotrope Porengeometrie

Zur Herstellung einer anisotropen Porengeometrie benétigt man ein Hilfsmittel,
das wahrend des Sintervorgangs sowohl die Kompression auf den PU-Schaum
halten kann als auch feuerfest sein muss. Zudem sollte die Kompression még-

lichst gleichmalig auf den Schaum Ubertragen werden. Daflr ist ein rechtecki-
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ges Sinterformchen mit zueinander parallelen Wanden geeignet. Die Innenma-
Ren der verwendeten Sinterformchen betrugen in der Lange 47 mm, in der Ho6-
he 17 mm und in ihrer Breite 22 mm. Somit lie3en sich unterschiedliche prozen-
tuale Kompressionen in Bezug auf den Ausgangswert der PU-Schaume testen.
Da die Mdglichkeit besteht, dass die Porendichte der PU-Schaume sowohl eine
Auswirkung auf die anisotrope Porengeometrie als auch auf die Interkonnektivi-
tat zwischen den Poren haben kénnte, wurden drei verschiedene Porengrof3en
verwendet: ppi 20, ppi 60 und ppi 80. Die Kompressionen betrugen zwischen
10-60 % in Bezug auf die Ausgangsschaume. Die PU-Schaume wurden je nach
gewinschter prozentualer Kompression mit einem Cuttermesser auf die beno-
tigten MalRe zugeschnitten, wobei die Hohe des PU-Schaums immer 10 mm
betrug. Die Kompression wurde auf die Ausgangsbreite der PU-Schaume be-
zogen. Mit folgender Formel wurde die fir die jeweilige Kompressionsstérke

bendtigte Breite der Grinkdrper errechnet: % x 100%

Entsprechend den in friheren Versuchen erlangten Erfahrungen wurden nied-
rigviskose Schlicker verwendet. Fur die Schlickerherstellung wurden 10 g
Mg;(P0O,), * 8 H,0 verarbeitet. Der nun vorher zugeschnittene PU-Schaum wur-
de mit Hilfe einer Pinzette in das Schraubglas eingebracht und mit dem herge-
stellten Schlicker infiltriert. Um den Uberschissigen Schlicker zu extrahieren,
wurde mit den Proben wie beim Replika-Verfahren beschrieben verfahren. Nun
wurde der mit Schlicker infiltrierte PU-Schaum in die Sinterférmchen gescho-
ben. Dabei musste genau darauf geachtet werden, dass die beiden auf3eren
Langsflachen der Probe plan an den Sinterwanden anlag, um eine gleichmafi-
ge Kompression der Schaume gewahrleisten zu kénnen. Zudem sollte sich die
Probe Uber ihre gesamte Flache auf einer Ebene befinden, also keine Wdélbun-
gen oder &hnliches aufweisen. Dies war jedoch bei steigender prozentualer

Kompression nicht immer maoglich.

Sinterprozess
Der Sinterprozess verlief Gber zwei Rampen. Zu Beginn wurde der Sinterofen
mit einem Temperaturanstieg von 60 K/h langsam auf 600 °C hochgeheizt. Die

Temperatur von 600 °C wurde fur 15 min gehalten und sollte garantieren, dass
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der PU-Schaum vollstéandig ausbrennt. Daraufhin wurde das fir den Sinterpro-
zess bendtigte Temperaturmaximum von 1150 °C bei den Magnesiumphos-
phatschAumen mit einem schnellen Temperaturanstieg von 300 K/h erreicht.
Diese Maximaltemperatur wurde fur 1 Stunde konstant gehalten und nach Be-
endigung langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt. Auch der Sinterprozess des
Albumin-Schlicker-Gemisches verlief bis auf das Temperaturmaximum von

1050 °C analog zum zuvor beschriebenen Sinterprozess.

3.4 Charakterisierung der Scaffolds
Messung der Druckfestigkeit

Da sowohl die Herstellung der anisotropen Magnesiumphosphatschaume
(MgP-Schaume) als auch die Herstellung mittels Albumin keine einheitlichen
Proben hervorbrachten, wurden nur die MgP-Schaume und ihre Modifikationen,
die durch die Replika-Methode hergestellt wurden, auf ihre Druckfestigkeit hin
untersucht. Die mechanische Druckfestigkeitsprifung erfolgte mit einem me-
chanischen Teststand der Firma Zwick/Roell. Dazu wurden die Messparameter
wie in Tab. 5 aufgelistet eingestellt. Der Durchmesser der einzelnen Proben
bewegte sich vor der Messung zwischen ca. 10,5-11,5 mm. Nach den Messun-
gen wurde aus der Kraft bei einer Verformung der Proben von 30 % die Druck-

festigkeit omax VOom Programm TestXpert berechnet.

Tabelle 4 Prufprotokoll bei Druckfestigkeitsmessungen

Vorkraft 0,02 N
Geschwindigkeit der Vorkraft 5 mm/min
Prufgeschwindigkeit lagegeregelt 5 mm/min
Kraftabschaltschwelle 80 % Fmax
Obere Kraftgrenze 2500 N
Max. Verformung 80 %
Kraftmessdose 2,5kN

Herstellung von Schliffpraparaten

Zur Analyse mittels Lichtmikroskop wurden Schliffpraparate der Proben herge-
stellt um eine Aussage uber die mdgliche Differenz zwischen den Oberflachen
der gesinterten Proben und der Interkonnektivitat des Inneren des Schaums zu
treffen. Dazu wurden Epoxydharz L und der dazugehérige Harter S im vorge-
geben Verhaltnis von 10:4 zusammengemischt. Bei diesem Versuch wurden 30

g Epoxydharz L und 12 g des dazugehdrigen Harters S in einen Plastikbecher
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abgewogen und vorsichtig mit einem Holzspatel vermischt. AnschlieRend wur-
den verschiedene Proben in eine zylindrische Silikonform gelegt und langsam
mit dem vorher hergestellten Epoxydharz infiltriert. Nachdem die Probe voll-
standig mit Epoxydharz infiltriert war und keine aufsteigenden Luftblasen mehr
sichtbar waren, wurde die Form zigig bis zum Rand mit Epoxydharz aufgefullt.
Um die Magnesiumphosphatschaume mittels Albumin zu infiltrieren wurde eine
spezielle Konstruktion verwendet um sicher zu stellen, dass der gesamte
Schaum von Epoxydharz infiltriert wird. Zur Infiltration unter Vakuum wurde wie
folgt verfahren (vgl. Abb.2): Ein Tropftrichter diente zum geregelten Einfluss des
Epoxydharzes. In den Zweihalskolben wurden die Proben in einem Einwegplas-
tikbecher, der den Wanden des Zweihalskolbens plan anlag eingebracht. Der
zweite Hals des Kolbens war mit einer Vakuumpumpe verbunden. Durch diese
wurde die gesamte Apparatur 20 min lang vakuumiert. In dieser Zeit wurde 50 g
Epoxydharz L und 20 g des dazugehdrigen Harter L abgewogen und mit einem
Holzspatel vermischt. Zum Einfullen des Epoxydharzes wird die Vakuumpumpe
ausgeschaltet. Befand sich das gesamte Epoxydharz im Tropftrichter wurde
dieser wieder verschlossen, das Vakuum angeschaltet und der Drehverschluss
geodffnet, sodass das Epoxydharz langsam einflieBen konnte. Nach vollstandi-
ger Infiltration wurde die Vakuumpumpe ausgeschaltet. Nach 24 h Aushartezeit
wurden die Proben aus ihren Formen herausgeldst und auf der Nasspapier-
schleifmaschine eben geschliffen. Zuerst mit einer groben Kérnung von 120, bis
die Mitte der Probe erreicht wurde, dann mit schrittweise feineren Kérnung bis

die Koérnung von 1200 erreicht war.

ZuVakuumpumpe

Abbildung 2 Versuchsaufbau zur Infiltration der Proben mit Epoxydharz
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Kompressionsverhalten

Um einen genaueren Einblick in das Verhalten des PU-Schaums wéhrend der
Kompression zu erhalten, wurden vor Kompression des PU-Schaums (ppi 60)
Stahlstecknadeln in einem gleichmaldigen Abstand eingebracht. Dieser Abstand
betrug jeweils 0,5 cm. Auch hier wurden die Auswirkungen der Kompressions-
starke auf die PU-Schaume untersucht. Die Kompressionen betrugen zwischen
10-60 % in Bezug auf die Ausgangsschaume. Der Grunkorper wurde analog
dem Verfahren aus Kapitel 3.3 hergestellt. In die mit Schlicker benetzten PU-
Schaume wurden daraufhin die Stecknadeln in einem Abstand von 0,5 cm hin-
eingesteckt. Danach wurden die Schaume in die Sinterférmchen geschoben
und mitsamt den Stecknadeln wie in Kapitel 3.3 beschrieben bei 1150 °C gesin-
tert. Die Stahlstecknadeln blieben bei einer Temperatur von 1150 °C in ihrer
Form weitestgehend erhalten. Nach Sinterung der Schdume wurden die Ab-
stande der Stecknadeln direkt an den Schaumen gemessen und die Werte mit

den Ausgangswerten verglichen.

3.5 Zytokompatibilitat

Die durch das Replika Verfahren hergestellten Magnesiumphosphatschaume
wurden mit Osteoblasten besiedelt und diese anschliel3end kultiviert. Daraufhin
folgte die Untersuchung der Zellproliferation und der Zellaktivitat. Die Feststel-
lung der Proteinexpression erfolgte nach gelelektrophoretischer Auftrennung

mittels Western Blot und PCR-Analyse.

Puffer und Medien

Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Zellversuche wurden die fol-
genden Puffer und Medien verwendet.

PBS-Puffer (pH-Wert von 7,4) hergestellt aus 8,0 g Natriumchlorid (137 mM),
0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat (1,5mM), 2,8 g Di-Natriumhydrogenphosphat-
Dodecanhydrat (7,8 mM), 0,2 g Kaliumchlorid (2,7 mM) Ad 1000ml| Reinstwas-
ser, bei 20 min bei 121°C autoklaviert.

TBS (Tris — gepufferte Salzlésung): 140 mM NaCl, 10 mM TrisHCL, pH 7,4
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DMEM — Kulturmedium fir Osteosarkomzellen aus 500ml DULBECCO’S MOD
EAGLE MEDIUM (mit 4,5 g/l Glukose, mit GlutaMAX™-Imit Pyruvat) wurden 60
ml entnommen und verworfen, in die restlichen 440 ml DMEM wurden folgende
Komponenten hinein pipettiert: 5,0 ml Penicillin-Streptomycin 10 000 1U/I-10 000
IU/ml, 5,0 ml Hepes Buffer (Solution 1M), 50 ml Foetal Bovine Serum (FCS)
Isotone Losung aus 9,72 g/l Natriumsulfat, wasserfrei, 4,00 g/l Natriumchlorid,
1,00 g/l Dimethylolharnstoff, 0,11 g/l Procainhydrochlorid.

Zellkultivierung

Fir die Zellversuche wurde die Osteosarkomzelllinie MG-63 von der American
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) bezogen. Die Osteosar-
komzellen wachsen in Kultur adhérent und zeigen dabei eine fibroblastide Mor-
phologie. Die Zellen exprimieren die Rezeptoren Rl und RII fir TGF-B. Es liegt
eine genetische Abweichung vom normalen Chromosomensatz vor. Die Zellkul-
tivierung erfolgte bei 37 °C unter einer 5%igen CO,-Begasung, als Kulturme-
dium wurde DMEM verwendet. Bevor eine Kultivierung mit Zellen auf den Pro-
ben, die im Replika Verfahren hergestellt wurden, moglich ist, wurden letztere
durch mehrmaliges Waschen auf dem Wippschuttler auf einen moéglichst neut-
ralen pH-Wert stabilisiert. Dies erfolgte durch achtmaliges Waschen der Proben
mit Reinstwasser sowie im Anschluss mit PBS. Dabei wurden die Proben nach
dem 4. Wechsel umgedreht. Daraufhin erfolgte die pH-Wert Messung mit dem
pH-Meter. Zur Sterilisation der Proben, wurden sie fur 20 min bei 120 °C auto-
klaviert. Dies ist jedoch nur bei Proben aus HA und Mg5(P0O,), méglich. Proben
aus Struvit und PLGA konnten aufgrund ihrer Eigenschaften nicht den hohen
Temperaturen im Autoklaven ausgesetzt werden. Sie wurden mit 70 % Alkohol
fur je 30 min von jeder Seite sterilisiert und nach Beendigung der Einwirkzeit in
der Sterilbank getrocknet. Von jeder Probe (HA; Mg;(P0O,),; Struvit pH 8,5 bzw.
10,5; PLGA) wurden vier Exemplare in die Wells einer 24-Wellplatte gelegt. Fur
jeden Messtag wurde eine solche Wellplatte bendtigt. Als Referenz Uber eine
erfolgreiche Zellkultur diente hier Polystyrol, aus welchem die 24-Wellplatten
hergestellt sind. Als Referenz fur die Proben dienten Hydroxylapatitschaume.

Zusétzlich zu diesen vier Wellplatten wurde eine Wellplatte fur die Rasterelekt-
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ronenmikroskopie angesetzt, diese wurde am filinften Messtag weiterverarbei-
tet. Hierbei wurden von jeder Probe zwei Exemplare verwendet. Als Referenz
dienten auch hier die Hydroxylapatitschdume sowie zwei Glasplattchen. Um die
Proben mit MG-63 Osteoblasten zu kultivieren wurden Zellsuspensionen mit
einer Konzentration von 50 000 Osteoblasten/ml bzw. 100 000 Osteoblasten/ml
hergestellt. Hierzu wurde aus T75 Kulturflaschen das Kulturmedium abgesaugt
und die Zellen durch zweimaliges Waschen mit jeweils 10 ml PBS von jeglichen
Resten des Kulturmediums befreit. Anschlie3ende wurde 1 ml Accutase in die
Kulturflasche pipettiert und fur 8 min bei 37 °C inkubiert. Die Zugabe der Accu-
tase bewirkte eine enzymatische Ablésung der Zellen vom Kulturflaschenbo-
den. Um eine entsprechende Konzentration der Zellsuspension zu erreichen,
wurden die gelosten Zellen entsprechend der gewiinschten Endkonzentration

mit Kulturmedium DMEM verdinnt.

WST Zellaktivitatstest

Dieser Versuch beruht auf der Umsetzung des Farbstoffs WST-1 (4 — 3(4 —
lodphenyl) — 2 — (4 — Nitrophenyl) — 2H — 5 — Tetrazolium — 1,3 — Benzendi —
sulfonat) zu dunkelrotem Formazen in stoffwechselaktiven Zellen. Dies ge-
schieht durch die Succinatdehydrogenase in den Mitochondrien. Die im Photo-
meter gemessene Absorption ist somit direkt proportional zu den Stoff-

wechselaktivitdten der Zellen.
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WST-1  (slightly red) Formazan (dark red)

Abbildung 3 Umsetzung des Farbstoffs WST-1 in Formazan
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Durchfiihrung

Unter der Sterilarbeitsbank wurden DMEM-Medium und WST im Verhéltnis 10:1
zusammengemischt und jeweils 1 ml des Gemisches pro well in eine 24-well
Platte vorgelegt. Die Proben wurden mit ihrer Oberflache nach oben aus den
24-well Platten in die 24-well Platte mit dem vorgelegten WST-Gemisch Uber-
fuhrt. Die 24-well Platte wurde fir 30 min bei 37 °C in den Inkubator gestellt.
Anschliel3end wurden aus jedem Well je 4 x 200 ul der Suspension in eine 96-
well Platte pipettiert. Fir jede Probe wurden 4 Wells angelegt, sodass bei der
Messung mit dem Photometer Vierfachwerte gebildet wurden. Als Leerwert
wurde bei der Messung das Gemisch aus DMEM- Medium und WST verwen-
det. Die 96-well Platte wurde im Photometer Spectra Fluor Plus hinsichtlich ih-

rer Absorption untersucht.

Zellzahlbestimmung

Die Messung der Zellzahl wurde mit dem Zellzéhler Casy Typ 1 der Fa. Schéarfe
System durchgefiihrt. Das Messprinzip basiert auf einer Widerstandsmessung,
die mit einer Pulsflachenanalyse kombiniert ist.

Durchfiihrung

Nachdem das WST-Reagenz (siehe 3.5.1) von den Proben abgezogen wurde,
wurden diese zweimal mit jeweils 1 ml PBS gewaschen. Daraufhin wurde je-
weils 1 ml Accutase auf die Probe pipettiert und ftr 15 min bei 37 °C in den In-
kubator gestellt. Die Accutase-Wirkung wurde mit jeweils 1 ml DMEM Medium
gestoppt. Durch Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen vereinzelt und im
Zellzahler gemessen. Dies geschah mit einer 1 ml Eppendorf Pipette durch
20 maliges Auf- und Abpipettieren. Nach weiterem flnfmaligen Auf- und Ab-
pipettieren mit der 100 pl Eppendorf Pipette wurden 100 pl Zellsuspension in
10 ml sterile isotone Losung gegeben und sofort im Zellz&hler Casy gemessen.

Rasterelektronenmikroskop-Analyse
Fur die Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurden die Zellen getrocknet. Um
die Kritisch-Punkt-Trocknung méglich zu machen, ist eine Vorbehandlung der

Zellen notwendig, bei der das in den Zellen enthaltene Wasser durch Aceton
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ersetzt wird. Die Vorbereitung der Zellen fur die Kritisch-Punkt-Trocknung lauft
wie folgt ab:
1) Waschen der Proben: Zwei- bis viermaliges Waschen der Proben mit PBS-
Puffer in der 24-Well-Platte
2) Fixieren und Stabilisieren der Zellen: Die Proben wurden auf Eis mit 6 %
Glutaraldehyd (Verdinnung aus 4,8 ml 25 % Glutaraldehyd und 15,2 ml
PBS) Uberschichtet und fur 15 min auf Eis fixiert
3) Entwasserung der Préaparate: Umlegen der Schaume in Glas, PBS-Reihe
auf Eis: Die Proben wurden funfmal fir jeweils 5 min mit 5 ml PBS gewa-
schen
Auf die PBS-Reihe folgt die Aceton-Reihe bei Raumtemperatur:
30 % Aceton fur 15 min, 50 % Aceton fir 20 min, 70 % Aceton fur 30 min,
90 % Aceton fur 45 min, 100 % Aceton fur 30 min, Die Proben wurden wei-
tere sechsmal mit 100 % Acteon gewaschen und konnten in der sechsten
Acetonstufe bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt werden.
Kritisch-Punkt-Trocknung
Um die auf den Probekérpern gewachsenen Zellen im REM betrachten zu kon-
nen, mussen diese mittels der Kritisch-Punkt-Trocknung getrocknet werden, um
sie vor Zerstdrung zu schitzen. Bei der Kritisch-Punkt-Trocknung wird die Flus-
sigkeit-Gas-Phase nicht durchlaufen, was zum Vorteil hat, dass eine Deformati-
on bzw. Zerstérung der Zellstrukturen durch die Oberflachenspannung vermie-
den wird. Bei der Kritisch-Punkt-Trocknung wird das in den Zellen enthaltene
Aceton durch tberkritisches CO; ersetzt (Tuitisch= 31 °C; Pkritisch = 7,375 MPa)
Dieser Austausch lauft wie folgt ab: Die Druckkammer wurde mit 100 %igem
Aceton aufgefillt. Die Proben wurden in Probenkdrbchen in die Druckkammer
gegeben und am Boden fixiert. Die Druckkammer wurde fest verschlossen, das
CO,-Ventil gedffnet und komplett mit CO, gefullt. Nach 5 min wurde das Ace-
ton/ CO, Gemisch abgelassen bis nur noch die Proben mit Flissigkeit bedeckt
waren, dann wurde die Kammer erneut mit CO, gefullt. Dieser Vorgang wurde
zehnmal wiederholt bis das gesamte Aceton gegen fliissiges CO, ausgetauscht
war. Beim zehnten Mal wurde das Gemisch erneut abgelassen bis die Proben

gerade noch von Flussigkeit bedeckt sind. Daraufhin wurde die Druckkammer
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auf 40-42 °C erhitzt, dies dauert ca. 15 min. Bei 31 °C war der kritische Punkt
erreicht und die Flussigkeit geht in die Gasphase uber und wurde langsam aus
der Druckkammer abgelassen. Nun wurden die Proben aus der Druckkammer
entnommen und so bald wie méglich mit Gold bedampft. Nach der Gold Be-

dampfung waren die Proben bereit im REM betrachtet zu werden.

Life Dead Farbung

Die Life Dead Farbung zeigt das Verhéltnis zwischen lebenden und toten Oste-
oblasten auf den besiedelten Proben an. Dazu wurde folgende Losung herge-
stellt: 4 ml PBS, 8 pl Calcein 1 mM Stocklésung, 2 pl Ethidium Homodimer 2 mM. Da-
bei betrug die Endkonzentration der beiden Substanzen 2 uM Calcein und 1 pM
Ethidium Homodimer. Von dieser L6ésung wurde nun ca. 1 ml auf jede Probe
pipettiert und dann ftr 30 min im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Proben
unter dem Fluoreszenzmikroskop auf ihren Anteil an lebenden und toten Zellen

hin untersucht.

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Durchfuhrung der Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden neun verschie-
dene Losungen bendtigt. Vor Versuchsbeginn wurden die Glasplatten sowie die
Abstandshalter und Kamme der Gelkammer grindlich mit 96 % Ethanol gerei-
nigt. Zwischen die Glasplatten wurden rechts und links Abstandhalter gelegt
und mit Halteklammern fixiert, so dass die Glasplatten aufrecht stehen konnten
und die Oberseite der Glasplatten biindig abschlossen (vgl. Abb.4). Die Unter-
seite der Glasplatten wurde mit Klebefilm verschlossen. Nun wurde 1 % Agaro-
se in der Mikrowelle zum Kochen gebracht. Die flissige, heil3e Agarose wurde
zum Abdichten der Rander zwischen den Glasplatten verwendet. Dazu wurde
die Agarose unter Verwendung einer Pasteuerpipette am Rand zwischen die
Glasplatten pipettiert, sodass ca. 3 mm Agarose das Gel nach unten hin abdich-
teten. AnschlieBend wurde die HOohe des Trenngels mit wasserfestem Filz-
schreiber auf der Glasplatte markiert. Dabei befand sich die obere Kante ca. 4

mm unterhalb des Kammes.

28



3 Material und Methoden

Gel

Cellophanfolie

{ \ Halteklammer

Glasplatte

\_}'
Abbildung 4 Versuchsaufbau Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Das Trenngel (12% Acrylamid) wird aus 4 ml Losung 1 (0,3 Bis-acrylamid 2K, 200
ml Acrylamid 4K), 2,5 ml Loésung 3 (3 M Tris-HCL, pH 8,8, 0,4 % Sodium dodecyl
sulfate), 3,4 ml H,O reinst, 100 pl Losung 5 (10 % Ammoniumpersulfat-Lésung in
Reinstwasser (APS)), 5 pl TEMED hergestellt. Nach jeder Zugabe wurde die L6-
sung gut geschwenkt. Die Acrylamidldsung wurde bis zur Markierung eingefuillt.
Das Gel wurde mit Hilfe einer Pasteurpipette vorsichtig mit Wasser tberschich-
tet. Das Gel wurde nach ca. 20 min fest und das Wasser wurde wieder abge-
schittet. Das Sammelgel besteht aus 650 pl Lésung 2 (Acrylamid 4K-Loésung
30%), 1,25 ml Lésung 4 (0,75 M Tris-HCL, pH 6,8, 0,4 % Sodium dodecyl! sulfate),
3,1 ml H;O reinst, 150 ul Losung 5 (10 % Ammoniumpersulfat-Losung in Reinst-
wasser (APS)), 5 pl TEMED. Nach jeder Zugabe wurde die Losung gut ge-
schwenkt. Die Losung wurde bis an den oberen Rand der Glasplatte auf das
Trenngel gegossen. In das frisch gegossene Sammelgel wurde langsam der
Kamm gesteckt. Dabei wurde die Bildung von Luftblasen vermieden. Nach ca.
20 min war das Gel fest. Die Proben wurden viermal mit PBS gewaschen und
dabei leicht geschwenkt. Daraufhin wurden die Proben mit jeweils 200 ul Pro-
benpuffer (Lésung 9: Probenpuffer nach Lammli, 1970%° (60 mM Tris-HCL, pH 6,8,
10 % Glycerin, 5% Sodium dodecyl sulfate, 10 % B-Mercaptoethanol)) suspendiert
und fur 5 min bei 95 °C im Heizblock gekocht. Daraufhin wurden jeweils 3 pl
High und Low Marker in 60 pl Probenpuffer (Lésung 9 s.0.) geldst und bei 95 °C
fur 5 min gekocht. Nachdem das Belegungsschema (vgl. Tab. 5) fur die Gel-
taschen angefertigt war, wurde der Kamm vorsichtig aus dem festen Gel ent-
fernt. Nach Entfernung des Klebe-Filmes und der Halteklammern wurde das
Gel in die Gelkammer gestellt. In die untere Kammer wurde der Elektrophore-
sepuffer (Lésung 6: 50 mM Tris-HCL, pH 8,8; 0,38 M Glycin, 0,1 % Sodium dodecyl
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sulfate) gegeben, sodass das Gel im Puffer stand. AnschlieRend wurde das Gel
fest angeschraubt und die obere Kammer mit Puffer gefullt. Nachdem die Pro-
ben aus dem Heizblock entnommen und kurz zentrifugiert wurden, wurden die
Proben nach folgenden Belegungsschemata in die Gelkammern mittels einer

Eppendorfpipette Gberfuhrt.

Tabelle 5 Belegungsschema der Gelkammer fiir die Elektrophorese

Gel 1l H L * PS HA *
Marker 30 pl | Bromphenolblau 2 pl | 50 pl | 80 pl Bromphenolblau
2 ul
Gel 2 H L * Mg Struvit pH 10,5 | *
Marker 30 pl | Bromphenolblau 2 pl | 80 pl | 80 pl Bromphenolblau
2 ul

Nach der Befullung der Gelkammern wurde die Elektrophoresekammer an die
Spannungsquelle angeschlossen, dabei bildete die obere Kammer die Kathode
und die untere Kammer die Anode. Bei einer Stromstéarke von 80 mA bei 2 Ge-
len betrug die Laufzeit ca. 90-120 min. Nach Beendigung der Laufzeit war die
Lauffront, die durch das Bromphenolblau markiert wurde, am unteren Rand an-
gelangt. Nun wurde der Strom abgeschaltet und die Gelkammer abgebaut.
Nach der Trennung der Glasplatten konnte das Sammelgel mit einem Skalpell
vom Trenngel abgeldst werden. Zur Orientierung des Belegungsschemas wur-
de die rechte untere Ecke des Gels abgetrennt. Das Trenngel wurde im Wes-

tern Blot weiterverarbeitet.

Western Blot

Fur die Durchfihrung des Western Blots wurde das bei der Gelelektrophorese
entstandene Gel ausgemessen und fir 15 Min. in Graphitblotpuffer 3 (25 mM
Tris-HCI, 40 mM DL-Norleucin, 20 % Methanol) gelegt. Aus Whatmanpapier wurden
18 Blatt in GelgroRRe, 5,8 cm x 8,3 cm, zurechtgeschnitten sowie ein Blatt Nitro-
zellulose. Fur den Blottingvorgang wurde folgender Stapel aufgebaut: 3 Blatt
Whatmanfilter wurden in Graphitblotpuffer 2 (300 mM Tris-HCI, 20 % Methanol)
getrankt und auf die untere Platte der Blotapparatur gelegt und mit einem Rea-
genzglas glatt gerollt und mdgliche Luftblasen entfernt. Auf diese wurden 3 Blatt
in Graphitblotpuffer 2 getrdnkte Whatmanfilter aufgelegt und glatt gerollt. Nun
folgten 3 Blatt Whatmanfilter, die in Graphitblotpuffer 1 (25 mM Tris-HCI, 20 %
Methanol) getrdnkt wurden. Diese wurden auf die vorhergehenden Whatmanfil-
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ter aufgelegt und glatt gerollt. Nachdem die Nitrocellulose in Graphitblotpuffer 1
getrankt wurde, wurde diese sorgfaltig auf den Whatmanfilter-Stapel gelegt.
Auch bei der Nitrocellulose wurde die rechte untere Ecke analog zum Polyac-
rylamidgel abgeschnitten. Auf die Nitrocellulose wurde vorsichtig das Polyac-
rylamidgel gelegt. Nun folgten wieder 3 Lagen mit je 3 Blatt in Graphitblotpuffer
3 getrankte Whatmanfilter, diese wurden jeweils glatt gerollt. Zum Abschluss

wurde die obere Graphitplatte der Blotkammer aufgelegt (vgl. Abb. 5).

Kathode {-) - Graphitplatte
_ 9 LagenWhatmanfilter in Puffer
_. ____ _— Polyacrylamidgel
" Nitrocellulose
_— 3 Logen Bl
3 Lagen Puffer 1
Anode (4 6 Lagen Puffer 2

Abbildung 5 Aufbau der Blotkammer

Die Graphit-Blotkammer wurde an die Spannungsquelle angeschlossen, dabei
diente die obere Graphitplatte als Kathode die untere als Anode. Die anzule-
gende Stromstarke wurde aus der Hohe und Breite des Polyacrylamidgels be-
rechnet. Pro cm? der Blotflache wurde eine Stromstarke von 0,8 mA angelegt.
Diese betrug bei einem Stapel somit 38,5 mA, und bei zwei Stapeln 77 mA.
Nach 90 Min. wurde die Spannungsquelle ausgeschaltet und die obere Gra-
phitplatte abgenommen. Die 9 Lagen Whatmanfilterpapier wurden verworfen
und das Gel in Comassieblau gefarbt und wieder entfarbt. Die Nitrocellulose-
membran wurde fur 2 Min. in Ponceau S eingelegt und hiernach mit Reinstwas-
ser auf einer Glasplatte abgespult. Dadurch wurden die Proteinbanden sichtbar
und ein vollstandiger Transfer liel3 sich Uberprifen. Die Probenspuren PS, HA,
Mg, Struvit pH 10,5 wurden nun in Streifen geschnitten und vorsichtig mit Blei-
stift beschriftet. Die Probespuren wurden zum Entfarben in TBST 10 min auf
dem Wippschuttler gewaschen. Nachdem der Puffer abgeschuttet wurde, er-
folgte die Absattigung Uber Nacht bei 4°C in Absattigungslésung. Von den er-
haltenen Nitrocellulosestreifen wurde jeweils ein Streifen jeder Probe fur die
Inkubation mit den Antikérpern verwendet. Die Inkubation mit dem ersten Anti-

korper erfolgte fir jeweils einen Streifen jeder Probe mit monoclonalem Antikor-
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per gegen BSP (Mouse Anti Bone Sialoprotein), alkalischer Phosphatase sowie
mit monoclonalem Antikdrper gegen Vinkulin. Sowohl das monoclonale anti 3-
Tubulin als auch das monoclonale anti Vinkulin wurde in einem Verhaltnis 1:200
mit Absattigungslésung verdinnt. Das anti BSP sowie die anti alkalische Phos-
phatase wurden in einem Verhdltnis von 1:1000 mit Abséattigungslosung ver-
dinnt. Die Nitrocellulose wurde fur die Inkubation zwischen Haushaltsein-
schweil3folie gelegt und diese direkt neben der Cellulose an drei von vier Seiten
zusammengeschweil3t. Nun wurde die jeweilige Antikérperlésung direkt in die
offene Seite geflllt. Nachdem die entstandenen Luftblasen vorsichtig nach oben
herausgedrickt wurden, wurde die vierte Seite ebenfalls verschweil3t. Die ein-
geschweilRten Nitrocellulosestreifen wurden mit Klebeband auf einem Dreh-
schuttler befestigt und fur 90 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 90 Min.
wurde die Folie wieder aufgeschnitten und der Blot vorsichtig aus der Folie ge-
nommen. Die Nitrocellulosestreifen wurden dreimal fir jeweils 10 Min. in TBST
auf dem Wippschittler gewaschen. Nun folgte die Inkubation mit dem 2. Anti-
korper. Dieser wurde sowohl fur die Nitrocellulosestreifen, die als erstes mit
monoclonalem anti B-Tubulin inkubiert, als auch fir die Streifen, die als erstes
mit monoclonalem BSP inkubiert wurden, verwendet. Als zweiter Antikorper
wurde Biotin-SP-conj. rabbit anti mouse in einer 1:5000 Verdinnung mit TBST
verwendet. Die Inkubation des zweiten Antikorpers erfolgte fur 60 Min. bei
Raumtemperatur in einer Glasschale in 15 ml der Verdinnung auf dem Wipp-
schuttler. AnschlieRend wurden die Streifen erneut dreimal fur 10 Min. in TBST
auf dem Wippschuttler gewaschen. Fir die Inkubation mit Streptavidin wurde an
Qdot 625 gekoppeltes Streptavidin in einer Verdiinnung von 1:2000 in TBST
verwendet. Die Inkubation erfolgte fiur 60 Min. bei Raumtemperatur in einer
Glasschale in 1 ml der Verdinnung auf dem Wippschiuttler. Anschlie3end wur-
den die Streifen erneut dreimal fir 10 Min. in TBST auf dem Wippschduttler ge-
waschen.Daraufhin wurden die fluoreszierten Streifen unter der UV-Lampe

sichtbar gemacht und fotografiert.
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4 ERGEBNISSE

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der durchgefuhrten Versuche dar-

gestellt und erlautert.

4.1 Replika Verfahren

Pulvermenge im Schlicker

Um die aufgenommene Pulvermenge auf den gesinterten Schaumen zu erfas-
sen, wurde die mittlere Masse von jeweils 10 gesinterten Proben bestimmt, um
mdogliche Hohenunterschiede der PU-Schaumen zu mitteln. Wie in Abb. 6a zu
erkennen ist, ist ein annahernd linearer Anstieg der Massen mit dem steigenden
Mg5(P0O,), * 8 H,0/H,0 Verhaltnis erkennbar. PU-Schaume, die mit einem nied-
rig viskosen Schlicker, also mit einer geringeren Pulvermenge (8 g Mg,(P0,), *

8H,0 / 15ml H,0) infiltriert wurden, besitzen auch eine geringere Masse. Dies
lasst sich darauf zurlckfuhren, dass PU-Schaume zwar mehr niedrig viskosen
Schlicker aufnehmen, dieser jedoch bei Kompression der Proben auch wieder
leichter verdrangt wird. Je hoher die Viskositat des Schlickers, desto weniger
Schlicker wurde durch Kompression aus dem PU-Schaum entfernt. Dies hat zur
Folge, dass die Anzahl der verstopften Poren mit Anstieg der Pulvermenge im

Schlicker zunimmt.
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Abbildung 6 a) Mittlere Masse der gesinterten MgP-Schaume (Grinkérper von 0,5 cm Ho-
he), der PLGA infiltrierten Schaume sowie der zu Struvit umgewandelten Schdume abhangig
von ihrem Pulver/H,O Verhaltnis; b) Mittlere Masse der gesinterten MgP-Schaume (Grinkor-
per von 1 cm Hohe) abhangig von ihrem Pulver/ H,O Verhaltnis
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Die mittlere Masse der gesinterten Schaume, deren Grunkdrper 1 cm hoch war,
entspricht in etwa den doppelten Werten der mittleren Masse der Proben mit
einer Ausgangshéhe von 0,5cm (vgl. Abb. 6b). Durch Umwandlung der
Schaume zu Struvit oder Infiltration mit PLGA steigt auch ihre Masse an (vgl.
Abb.6a). Die Massenzunahme der zu Struvit umgewandelten Proben mit 0,18 g
ist am hochsten. Dagegen zeigt die Infiltration der Proben mit PLGA nur einen
geringen Massenzuwachs von 0,04 g. Somit sind die mit PLGA infiltrierten Pro-
ben in ihrer Masse nur um ca. 30 % angestiegen. Durch die Umwandlung der
zuvor hergestellten MgP-Schaume zu Struvit lagern sich Kristalle an die vor-
handene Steggeometrie an und stabilisieren diese. Dabei lauft folgende Reakti-

onsgleichung ab:

20 h bei 40°C
2Mg4(PO,), + 3(NH,),HPO, + 36H,0 —— 5 6MgNH,PO, * 6H,0 + H;PO,

Durch die Umwandlung der MgP-Schaume entsteht eine Massenzunahme von
74 mg bei einer mittleren Ausgangsmasse von 156 + 28,5 mg. Anhand der
Massenzunahme von 74 mgq ist erkennbar, dass die Reaktion zu Struvit nicht
vollstandig ist, da bei einer vollstindigen Reaktion die Massenzu-nahme 120
mg betragen wirde. Durch Berechnung des Struvit-Anteils mit Hilfe der Reakti-
onsgleichung ergab sich im Komposit ein Struvit-Anteil von 73,23 %.
Interkonnektivitat

Die Interkonnektivitat der keramischen Schaume lasst sich Uber das Verhaltnis
an offenen zu geschlossenen Poren ermitteln. Um dieses Verhaltnis zu errech-

nen, wurden mikroskopische Aufnahmen der keramischen Schéume als auch
von den angefertigten Schliffbildern angefertigt (vgl. Abb. 7a-f). Dabei wurde

der Einfluss der unterschiedlichen Pulvermenge auf die Porositat der Schdume

untersucht.

Tabelle 6 Gezahlte offene und geschlossene Poren der gesinterten Schaume, sowie Verhalt-
nisbildung offener Poren zu den gesamten Poren (gesamt=offene+ geschlossene) in %

Verhaltnis Wasser/Pulvermenge

Mga(PO,),*8H,0 15/10 15/11 15/12
Anzahl der offenen Poren ~239 ~252 ~283
Anzahl der geschlossenen Poren ~97 ~147 ~178
Verhaéltnisbildung offene Poren / gesamte N _ N
Poren (offen+geschlossen) in % 711 63,2 61.4
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Die offenen und geschlossenen Poren konnten anhand der Aufnahmen gezahilt,
und unter Bericksichtigung ihrer jeweiligen VergréfRerung auf die mittelwertige
Gesamtflache der Schaume von 98,52 cm? hochgerechnet werden (vgl. Tab.
6). Tabelle 6 verdeutlicht, dass die Pulvermenge einen Einfluss auf die Porositat
der Schaume hat. Sowohl die offenen, als auch die geschlossenen Poren stei-
gen bei hoherer Pulvermenge an. Jedoch uberwiegt die Zunahme der ver-
schlossenen Poren.

Abbildung 7 a) Mikroskopische Aufnahme bei 12,5 fache VergroRerung der Oberflache ei-
nes MgP-Schaums (15 ml/10 g); b) Mikroskopische Aufnahme der inneren Porenstruktur des
MgP-Schaumes (15 ml/10 g) bei 6,3 fache VergroRerung eines Schliffpraparates; c) Mikro-
skopische Aufnahme bei 8 fache VergrolRerung der Oberflache eines von MgP-Schaums
(15 ml/11 g); d) Mikroskopische Aufnahme der inneren Porenstruktur des MgP-Schaumes (15
ml/11 g) bei 6,3 fache VergroRerung eines Schliffpraparates; e) Mikroskopische Aufnahme
bei 8 fache VergréRerung der Oberflache eines von MgP-Schaums (15 ml/12 g); f) Mikrosko-
pische Aufnahme der inneren Porenstruktur des MgP-Schaumes (15 ml/12 g) bei 6,3 facher
Vergrof3erung eines Schliffpraparates

Bei einer Pulvermenge von 10 g Mg;(P0,), *8H,0sind 71,1 % Poren auf der
gesamte Oberflache des gesinterten Schaums offen. Dagegen sind bei einer

Pulvermenge von 11 g und 12 g Mg;(P0,), * 8 H,0 ca. 10 % weniger offene Po-

ren als bei einer Pulvermenge von 10 g auf den gesinterten Schaumen vorhan-

den. Daraus ergibt sich, dass die Pulvermenge und somit die Schlickerkonsis-
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tenz einen Einfluss auf die Interkonnektivitat der keramischen Schaume hat. Je
geringer die Pulvermenge, dass heil3t je niedriger die Viskositat des Schlickers
ist, desto offenporiger lassen sich die Schaume gestalten. Genaueres Betrach-
ten der Rander der einzelnen keramischen Proben ergab, dass dieser Bereich
vermehrt geschlossene als offene Poren aufweist (vgl. Abb. 8). Besonders deut-
lich ist dies bei einer Pulvermenge von 12 g Mg5;(P0O,), * 8 H,0. Es ist davon
auszugehen, dass dies durch die Schlickerkonsistenz und die Art der Herstel-
lung bedingt ist. Allgemein ist festzustellen, dass die offene Porositdt zum Rand

hin abnimmt.

Abbildung 8 Mikroskopische Aufnahme des Randbereiches der in Abbildung 7 gezeigten
MgP-Schaume a) MgP-Schaum (15 ml/ 10 g) bei 8 facher VergréRerung; b) MgP-Schaum
(15 ml/ 11 g) bei 8 facher VergréRerung; c) MgP-Schaum (15 ml/ 12 g) bei 8 facher Vergré-
Berung

Mechanische Stabilitat

Mit Druckfestigkeitsmessungen wurde der Einfluss der Pulvermenge an
Mg, (PO,), * 8 H,0 auf die mechanische Stabilitdt der Magnesiumphosphat-
schaume (MgP-Schaume) untersucht. In den folgenden Abschnitten werden die
einzelnen Druckmessungen der Proben genauer dargelegt und miteinander
verglichen. Die unterschiedlichen H,0/ Mg3(P0,), Verhaltnisse wirken sich auf
die mechanische Stabilitat der MgP-Schaume aus. MgP-Schaume mit einer
Pulvermenge von 8 g in 15 ml Wasser wiesen eine sehr geringe Druckfestigkeit
auf. Sie betrug nur ca. 0,024 MPa. Somit waren die keramischen Schdume sehr
fragil und briichig (vgl. Abb. 9a). Die Proben, die bei gleichbleibender Wasser-
menge mit einer Pulvermenge von 11 g hergestellt wurden, zeigten mit 0,046
MPa eine rund doppelt so hohe Festigkeit. Eine sehr viel héhere mechanische

Stabilitat zeigten die Proben mit einem H,0 /Mg5;(P0,), Verhaltnis von 15 ml zu
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10 g. Bei den Messungen ergab sich eine Festigkeit von 0,095 MPa. Im &hnli-
chen Bereich lagen die Proben, die mit einer Pulvermenge von 12 g Mg;(P0,), *
8 H,0 hergestellt wurden. Die mechanische Stabilitat lag um nur 0,003 MPa ho-
her als bei den Proben 15 ml zu 10 g Mg5(P0O,), * 8 H,0 und betrug 0,098
MPa. Somit ist festzustellen, dass die Pulvermenge im Schlicker sich auf die
Stabilitat der keramischen Schaume auswirkt (s. Abb. 9a). Auch der subjektive
Eindruck bestatigt, dass die Proben mit einer h6heren Pulvermenge eine hohe-
re mechanische Stabilitat besitzen.

a) b)

0,154

0,10 4

0,05 +

Druckfestigkeit (MPa)
Druckfestigkeit (MPa)

0,00 - )
15/08 15/10 15/11 15/12  15/10 1 cm 15/12 1 cm PLGA Struvit

Abbildung 9 Druckspannung der verschiedenen MgP-Schaume im Vergleich bei 30 % Ver-
formung a) Druckfestigkeit der unterschiedlichen MgP-Schaume bei einer Ausgangshoéhe des
Grunkorpers von 0,5 cm, die beiden rechten Balken (15/10 1 cm; 15/12 1 cm) zeigen die
Druckfestigkeit der MgP-Schaume bei einer Ausgangshéhe des Grinkérpers von 1 cm. b)
Druckfestigkeit der mit PLGA infiltrierten und zu Struvit umgewandelten Schaume im Ver-
gleich
Jedoch sind die Messungen mit starken Schwankungen behaftet, so dass der
Wert fUr das Wasser/Pulver-Verhaltnis 15/11 von dieser Aussage abweicht. Ur-
sachen fur diese Schwankungen liegen moéglicherweise im manuellen Verfah-
ren der Probenherstellung. Eine weitere Ursache fur die Schwankung konnte
dartiber hinaus sein, dass die beiden Probenoberflachen nicht exakt planparal-
lel zu den Prifstempeln lagen. Um eine planparallele Oberflache zu erhalten
wurden die Grinkorper auf 1 cm erhéht. Obwohl die Oberflachen der gesinter-
ten Schaume paralleler zueinander waren, wirkte sich dies nicht auf die mecha-
nische Stabilitdt der gesinterten Schaume aus (s. Abb. 9a). Die mechanische
Stabilitat nahm Gberraschenderweise im Vergleich zu den urspriinglichen Pro-

ben sogar etwas ab. Keramische Schaume mit einer Pulvermenge von 10 g
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bzw.12 g wiesen eine Abnahme von 0,074 MPa bzw. 0,065 MPa auf. Sowohl
die zu Struvit umgewandelten MgP-Schaume als auch die PLGA infiltrierten
Schaume wurden auf ihre mechanische Festigkeit untersucht und mit denen der
MgP-Schaume verglichen. Hierbei zeigte sich eine deutliche Steigerung der
Druckfestigkeit. Die zu Struvit umgewandelten Proben wiesen eine Festigkeits-
zunahme von ca. 3,71 MPa auf. Bei PLGA infiltrierten Schdumen war eine me-
chanischen Stabilitat von ca. 1,1 MPa zu beobachten. Im Vergleich zu den
MgP-Schaumen ist dies eine Festigkeitszunahme von ca. 1 MPa. Durch die
Modifikationen der MgP-Schaume mit PLGA oder Struvit ist eine deutliche Stei-
gerung der mechanischen Stabilitat ersichtlich. Im Vergleich wird deutlich, dass
die zu Struvit umgewandelten Schdume eine hdhere Stabilitat aufweisen, als

die mit PLGA infiltrierten Schaume.

Relative Dichte
Die Porositat der Proben lasst sich Uiber die relative Dichte der Proben darstel-
len. Die relative Dichte wurde Uber die Dichte der Ausgangsprobe und der Dich-

te von Farringtonit p = 2,75 g/cm® mittels folgender Formel errechnet:

Ausgangsprobe
P AUSEANESPTODE w 100%

p Farringtonit
Die relative Dichte der Schaume steigt mit der Menge an Mg;(P0O,), * 8 H,0.
MgP-Schdume mit einer Pulvermenge von 11 g Mgs(P0O,), * 8 H,0 besitzen
mit 46,21 % die hochste relative Dichte. Eine hohe relative Dichte sollte eine
hohe mechanische Festigkeit der keramischen Schdume zur Folge haben. Dies
weicht bei einem Wasser/Pulververhaltnis von 15/11 ab. Jedoch kann diese
Abweichung angesichts der grof3en Standardabweichung ausgeklammert wer-
den. Im Vergleich dazu besitzen die Proben mit einer Pulvermenge von 10 g
und 12 g Mg;(P0O,), *8H,0 eine &hnliche relative Dichte von 33,17 % bzw.
35,82 %. Dies korreliert mit den Druckfestigkeitswerten der Proben (vgl.
Abb. 9a). Die hochste Porositat, sowie auch parallel die niedrigste mechanische
Festigkeit, weisen die keramischen Schaume mit einer Pulvermenge von 8 g
Mgs(P0O,), *8 H,0 auf. Durch die Umwandlung der MgP-Schaume zu Struvit
nimmt die Masse durch Anlagerung von Struvitkristallen auf den MgP-

Schaumen zu. Die relative Dichte der Proben lasst sich somit neu errechnen.
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Die relative Dichte wurde Uber die Dichte der Ausgangsprobe und einer ent-
sprechend der Mengenanteile gemittelten Dichte (O(stuvivrar)=1,989 g/cm®) aus
73,23%  Struvit und 26,77 %  Farringtonit  (p(srwin= 1,711 g/lem?;

p Ausgangsprobe
1,989

P(Farringtonity= 2,75 g/cm?®) mittels folgender Formel errechnet: x 100 %

Die Mengenanteile wurden durch die Reaktionsgleichung der Struvitbildung
und den Molmassen von Struvit und Farringtonit berechnet. Die relative Dichte
betragt 77 %. Somit ist die Porositat der Struvit-Schdume im Vergleich zu den
MgP-Schaumen um ca. 40 % niedriger (Abb. 10). Dies lasst sich durch die Bil-
dung von Struvitkristallen an der Oberflache erklaren. Auch durch die Infiltration
mit PLGA nimmt die Masse der Proben zu und erhoht die relative Dichte der
Proben. Die relative Dichte wurde, wie bei den mit PLGA infiltrierten MgP-
Schaumen, Uber die Dichte der Ausgangsprobe und einer entsprechend der
Mengenanteile gemittelten Dichte (0pLcarar)=1,725 g/cm®) aus 66,4 % PLGA

und 33,6 % Farringtonit (peLeay= 1,206 g/cm?; p(raringtonin= 2,75 glcm®) mittels

p Ausgangsprobe

folgender Formel errechnet: T

X 100% Die entsprechenden Men-

genanteile wurden aus dem Probenvolumen ermittelt. Die PLGA infiltrierten
Schaume weisen eine relative Dichte von 58,9 % auf. Dies bedeutet eine nur
geringe Einbul3e der Porositat der Schaume. Die relative Dichte der PLGA infil-
trierten Schaume liegt somit ca. 16 % unter der der zu Struvit umgewandelten

Schaumen.

100
80
60 —

40

Relative Dichte (%0

20

15/08 15/10 15/11 15/12 PLGA Struvit

Abbildung 10 Relative Dichte der gesinterten MgP-Schaume, PLGA infiltrierten Schaume
sowie der zu Struvit umgewandelten Schaume. Die relative Dichte veranschaulicht die Porosi-
tat der Schaume.
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4.2 Durch Albumin geschdumte Mg-Phosphate

Mechanische Stabilitat

Um einen stabilen keramischen Schaum mit Hilfe von Albumin herzustellen,
wurden unterschiedlich viskose Schlicker hergestellt. Dabei wurden unter-
schiedliche Pulvermengen von 9 g bis 12 g Mg;(P0O,), * 8 H,0 verwendet (s.
Tab. 7). Auch die Tropfenmenge an NH,OH wurde variiert.

Tabelle 7 Auflistung der unterschiedlichen Schlickerkombinationen, die Lagerungen der Grin-

koérper wahrend der Trocknungsphase. Sowie die Ergebnisse der einzelnen Versuchs-
konstellationen.

Schlickerzusammensetzung Lagerung Ergebnis
H,O/NH,OH/Mg3(PO,4),*8H,0
15/3/9 stehend Zerfallen, im mittleren Be-
reich noch etwas erhalten;
keine einheitliche Form
15/3/11 stehend zerfallen
15/4/11 stehend Boden plan, im Inneren
deutlich Risse erkennbar
15/5/11 stehend Risse am Boden, keine
einheitliche Form
15/5/12 stehend Stabil, Risse in der Mitte
15/5/11 Auf Kopf stehend und 15 min | Keine sichtbaren grol3en
im Trockenschrank bei 40°C | Risse mehr vorhanden;
Boden plan; stabiler
15/5/11 Auf dem Kopf stehend und | Zylindrische Form;
10 min im Trocken-schrank | Boden wieder leichte Risse
bei 40°, Papierform entfernt | in der Mitte; Zieht sich bis
ins Innere durch
15/5/11 Seitlich liegend + 15 min im | Seite platt gedrickt; Risse
Trockenschrank bei 40°C seitlich bis ins Innere, deut-
lich zu erkennen, dass es
nicht zu einem “ganzen”
Stiick gesintert wurde

Die Schlickerkonsistenz ist fur die Stabilitdt des ungesinterten Albumin-
Schlicker Schaums von wesentlicher Bedeutung. Bei einer zu dunnflissigen
Konsistenz verliert der aufgeschlagene Albuminschaum seine Stabilitdt. An-
dersherum schadet auch ein z&hflie3ender Schlicker dem Albuminschaum. Die-
ser ist zu schwer und hat zur Folge, dass der instabile Schaum zusammenfallt.
Deshalb musste ein Mittelmal® der Viskositat des Schlickers gefunden werden.
Aus diesen verschiedenen Versuchen kann man herauslesen, dass eine Schli-

ckerkombination von 15 ml H,0 / 5 Tropfen NH,OH / 11 g Mg5(P0,), * 8 H,0 die
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besten Ergebnisse erzielt. Auch die unterschiedliche Lagerung des Albumin-
Schlicker Schaumes wahrend des Sintervorganges wurde untersucht. Eine seit-
liche Lagerung zeigte keinerlei Besserung hinsichtlich der Rissbildung und so-
mit der mechanischen Stabilitdt. Dabei war eine Sinterung auf dem Kopf ste-
hend ohne Papierform von Vorteil. Die Schdume hatten ihre Form in etwa be-
halten, konnten jedoch in ihrer mechanischen Stabilitat als Einheit nicht tber-
zeugen. Bei Belastung durch Fingerdruck zerfielen die keramischen Schaume
in kleinere Einzelteile. Das Problem der einheitlichen Formgebung konnte trotz
unterschiedlicher Lagerungen, Schlickerkonsistenzen und Verwendung ver-
schiedener Formen nicht gelost werden. Auch der Versuch mit dem Ziel, nach
Sinterung der Albuminschdume eine einheitliche Form Uber einen Ausstecher
zu erhalten, konnte nicht realisiert werden, da die keramischen Schaume in sich
zu instabil waren (siehe Abb. 11a).

a)

c)

Abbildung 11 a) Versuch der Formgebung der gesinterten Albumin Schaume durch einen
Ausstecher, b) Albumin Schaum (15/5/11) nach Sinterung in seitlicher Lage, der vor der Sin-
terung fur 15 min bei 40 °C im Trockenschrank getrocknet wurde; ¢) Albumin Schaum
(15/5/11) nach Sinterung des Griinkdrpers auf dem Kopf stehend, vor der Sinterung wurde
der Grunkroper fur 15 min bei 40 °C im Trockenschrank getrocknet; d) Zustand der Untersei-
te eines Albumin Schaums 15/5/11 nach der Sinterung
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In Abb. 11d ist die Rissbildung (siehe Pfeil) an der Unterseite der gesinterten
Schaume sichtbar. Durch die Risse in den Proben konnte die Druckfestigkeit

nicht sinnvoll gemessen werden.

Mikroskopische Analyse

Auf den mikroskopischen Aufnahmen der Schliffpraparte ist die Porengeometrie
der keramischen Schdume im Detail zu sehen. Besonders deutlich ist erkenn-
bar, dass die Poren keine einheitliche Grol3e besitzen sondern in ihrem Durch-
messer variieren (Abb. 12). Des Weiteren wird deutlich, dass die Poren keine
Interkonnektivitat besitzen sondern in sich geschlossene Kugeln sind. Das heif3t
es ist keine offenporige Struktur erkennbar. Im Vergleich zu den keramischen
Schaumen, die durch die Replika Methode hergestellt wurden, zeigt sich eine

geringere offene Porositat.

a)

Abbildung 12 Mikroskopische Aufnahme der Schliffpraparate des Albumin Schaums, deutlich
erkennbar ist die fehlende Interkonnektivitdt und somit eine geringe Porositat a) bei 7-facher
VergréRerung b) bei 12,5-facher VergréRerung

Rasterelektronenmikroskopische Analyse

Durch REM-Aufnahmen konnten die Ergebnisse, die schon bei der lichtmikro-
skopischen Analyse erkennbar waren, weitestgehend bestétigt werden. Die
Aufnahmen zeigen jedoch, dass die Poren nicht in sich geschlossen sind, son-
dern kleine Locher in den Porenwanden besitzen (Abb. 13). Der Porendurch-
messer der keramischen Schaume variiert sehr stark und bewegt sich in einem

Bereich zwischen 100-500 pum. Es ergibt sich eine uneinheitliche Porengeo-
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metrie in den MgP-Schaumen. In Abb. 13 ist der Wechsel einer geschlossenen
und offenen Oberflache des MgP-Schaums erkennbar. Die durch Albumin
Schaum entstehende Porenstruktur ist grundsatzlich gunstiger fur eine hohe
Stabilitat, als die diinnen Stege des Replika-Verfahrens.

Abbildung 13 REM-Aufnahmen des Albumin Schaumes. Sichtbar sind die einzelnen kugeli-
gen Poren, die durch die kleinen Perforationen eine Interkonnektivitat aufweisen. Der Poren-
durchmesser bewegt sich in einem Bereich von 100-500 uym a-b) MgP-Schaum 15/11, c-d)
MgP-Schaum 15/12

4.3 Anisotrope Porengeometrie

Erzeugung anisotroper Porengeometrie

Die Testung von Polyurethanschaumen (PU-Schaume) mit unterschiedlichen
pore per inch (ppi) Einheiten von 20, 60 und 80 erbrachte folgende Ergebnisse:
PU-Schaume mit einer geringen Porendichte (20 ppi) erwiesen sich als mecha-
nisch instabil. Sie zerfielen nach dem Sintern. Auch eine hohe Porendichte der
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PU-Schaume von 80 ppi wirkte sich bei Komprimierung negativ auf die Poren-
struktur aus. Die feinen Poren des PU-Schaums verstopften und verloren ihre
Porositat. Bessere Ergebnisse erzielten PU-Schaume mit einer mittleren Po-
rendichte von 60 ppi. Bei ihrer Kompression zeigte sich eine angedeutete, wenn
auch nicht einheitliche Porengeometrie. Zudem war auffallig, dass sich auch bei
einem 60 ppi PU-Schaum eine starke Kompression des Ausgangschaumes ne-
gativ auf die Bildung von offenen Poren auswirkte. In Tabelle 8 ist eine kurze
Auflistung der Versuchsreihen mit den jeweiligen Ergebnissen aufgefuihrt. Eine
zu starke Komprimierung der Schaume erwies sich als nachteilig. Sie verstopfte
zum einen die Poren und liel3 zum anderen keinerlei Porengeometrie erkennen.
Die Versuchsreihen wurden mit einem dunnflissigem Schlicker mit einer Zu-

sammensetzung von 15 ml/10 g Mg5(P0,), * 8 H,0 durchgefuhrt.

Tabelle 8 Versuchsreihen verschiedener Kompressionen von verschiedenen PU-Schiumen
und ihre Ergebnisse

Kompression | Beobachtung Schliffpréaparate
PPI20 | 30% Schaum nach Sintern zerfallen -
50% Schaum nach Sintern zerfallen --
60% Schaum nach Sintern sehr fragil, zerfallt | --
in einzelne Stucke
PPI 60 30% kompakter rechteckiger Schaum, zer- | Poren teils verstopft,
bricht beim Zerschneiden in eine An- | leichte gleichgerichtete
zahl von kleineren zusammenhaftende | Porengeometrie zZu
Sticken erkennen, jedoch nicht
gleichmaRig
50% Rechteckiger stabiler Schaum Teils stark verstopft,
leichte gleichgerichtete
Porengeometrie zZu
erkennen, jedoch nicht
gleichmafig
60% Verbacken zu einem kompakten Stiick | Sehr stark verstopft,
weder Poren noch
Porenstruktur zu er-
kennen
PPI 80 | 30% Innen teils mit HohlrAumen durchsetzt, | Stark verbacken, Po-
kompakter rechteckiger Schaum, zer- | ren
fallt beim Zerschneiden
50% Kompakter rechteckiger Schaum nach | Stark verbacken, Po-
dem Sintern, auch stabil beim Zer- | ren sind nich erkenn-
schneiden bar
60% Kompakter rechteckiger Schaum nach | Stark verbacken, Po-
dem Sintern, auch stabil beim Zer- | ren sind verklebt
schneiden

Durch die Kompression sinkt die Porositat der Schaume und eine Steigerung
der Stabilitat ware zu erwarten. Unter dem Mikroskop ist deutlich zu sehen,

dass eine zu starke Komprimierung zur fast vollstdndigen Verstopfung der Po-
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ren fuhrt (vgl. Abb.14a). Es ist somit bei einer Kompression von 60 % des Aus-
gangschaumes keinerlei Porengeometrie erkennbar. Werden die PU-Schaume
um eine geringere Prozentzahl komprimiert, zeigt sich nach Sinterung der
Schaume eine angedeutete Porengeometrie (vgl. Abb. 14). Die Porengeometrie
ist jedoch nicht einheitlich bzw. nicht ausgepragt genug. Eine Kompressionstar-
ke, bei der die Schaume eine gleichméalRlige anisotrope Porengeometrie erhal-
ten, konnte noch nicht gefunden werden. Dennoch ist bei einer niedrigen Kom-

pressionsstarke von 10-40 % eine angedeutete Porengeometrie erkennbar.
a) b)

Abbildung 14 a) Mikroskopische Aufnahme eines MgP-Schaumes-Schliffpraparates ppi 60 bei
6,3-facher VergréRRerung; die Kompression erfolgte von den Seiten (rechts und links im Bild),
60% Kompression; b) Mikroskopische Aufnahme eines MgP-Schaumes-Schliffpraparates ppi
60 bei 6,3-facher VergréRerung; die Kompression erfolgte von den Seiten (von rechts und links
im Bild), 20% Kompression

Kompressionsverhalten

Sowohl in den Rasterelektronenmikroskopaufnahmen als auch bei den lichtmik-
roskopischen Aufnahmen der Schliffpraparate war eine angedeutete anisotrope
Porengeometrie sichtbar. Diese zeigte sich jedoch nicht einheitlich auf der ge-
samten Breite des gesinterten keramischen Schaums. Um ein genaueres Bild
davon zu erhalten, wie sich die Kompression auf den PU-Schaum (60 ppi) aus-
wirkt, wurden vor der Kompression der Schdume Stecknadeln in einem ein-
heitlichen Abstand von 0,5 cm in den PU-Schaum gesteckt. Dabei wurde der
Randbereich mit den beiden &ulReren Stecknadeln und der innere Bereich mit
den mittleren Stecknadeln definiert.
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a)

0,5cm

Abbildung 15 Kompression der PU-Schaume mit Stecknadeln im ungsinterten Zustand a)
Kompression eines 60 ppi PU-Schaums um 10 %; b) Kompression eines 60 ppi PU-Schaums
um 20 %; c) Kompression eines 60 ppi PU-Schaums um 50 %; d) Kompression eines 60 ppi
PU-Schaums um 60 %

Im ungesinterten Zustand war auch bei Kompression der Schaume von 20-
40 % der Abstand der Stecknadeln noch recht gleichmalig, wie in Abb. 15a-b
zu sehen ist. Dagegen war bei einer Kompression der PU-Schaume ab 50 %
und hoher keine GleichméaRigkeit mehr zu erkennen (vgl. Abb 15c-d). Grund
dafur ist wahrscheinlich, dass sich der PU-Schaum nach oben wdlbt, was na-
turlich keine einheitliche Kompression bewirkt. Dieser Effekt verstarkt sich, je
groRer der Ausgangsschaum wird, sprich je groRer die Kompression des
Schaumes ist. Um das Kompressionsverhalten der PU-Schaume wahrend des
Sinterprozesses zu untersuchen, wurden die Stecknadeln mitgesintert (s.
Abb.16). Nach Sinterung wurden die sich ergebenden Abstande direkt am ge-
sinterten Schaum gemessen und mit denen der Ausgangsschaume verglichen.
In Abb. 16 b-e wird ersichtlich, dass der Randbereich des Schaums etwas star-

ker komprimiert wird als der Mittelbereich des Schaumes.
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Abbildung 16 a) In Schlicker getréankter PU-Schaum mit Stecknadeln, die vor Kompression
des Schaumes um 30 %, in einem einheitlichen Abstand von 0,5 cm gesteckt wurden; b)
Unterseite eines keramischen Schaumes (Breite gesinterten Schaumes ca. 1,2 cm) nach
Sinterung mit Stecknadeln bei einer seitlichen (hier im Bild von oben und unten) Kompression
von 10 %; c) Frontale Ansicht eines keramischen Schaumes (Breite gesinterten Schaumes
ca. 1,3 cm) nach Sinterung mit Stecknadeln bei einer seitlichen (hier im Bild von rechts und
links) Kompression von 30 %; d) Unterseite eines keramischen Schaumes (Breite gesinterten
Schaums ca. 1,2 cm) nach Sinterung mit Stecknadeln bei einer seitlichen (hier im Bild von
oben und unten) Kompression von 40 %; e) Frontale Ansicht eines keramischen Schaumes
(Breite gesinterten Schaums ca. 1,5 cm) nach Sinterung mit Stecknadeln bei einer seitlichen
(hier im Bild von rechts und links) Kompression von 50 %

Aus den gemessenen Abstdnden zwischen den Nadeln in den gesinterten
Schaumen wurde mit Hilfe der Ausgangswerte folgendes lokales Kompressi-
onsverhalten ermittelt (vgl. Abb.17). Der unterschiedliche Abstand zwischen
Rand und Mitte verandert sich auch bei einer geringer werdenden Kompression
nicht. Es bleibt auch bei einer geringen Kompression ein kompakter Rand, also
eine hohere Kompression an den Randern bestehen.

100
80
60

40 |

Kompression in %

20

Randbereich Mittelbereich

Abbildung 17 Lokales Verhalten der keramischen Schdume bei &uf3erer Kompression. Durch die ge-
messenen Abstande der Stecknadeln in den gesinterten Schdumen wurden mit Hilfe der vor der Sinte-
rung bestimmten Ausgangswerte das lokalen Kompressionsverhalten ermittelt
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Bei einer geringeren Kompression von 10-40 % zeigt sich im mittleren Bereich
ein recht homogenes Kompressionsverhalten, sodass man &hnlich wie im
menschlichen Knochen einen kompakten und einen spongiésen Bereich erhalt
(Abb.18). Somit ist dieser Ansatz eine anisotrope Porengeometrie zu bilden fir
eine niedrige Kompression des PU-Schaumes ppi 60 von 10-40 % grundséatz-

lich gut, er muss aber noch optimiert werden.

a)

Abbildung 18 Schliffpraparate eines keramischen Schaums der seitlich (im Bild von rechts
und links) um 20 % komprimiert wurde bei 6,3-facher VergréRerung a-b) Randbereich des
Schaums, c¢) Mitte des Schaums

Rasterelektronenmikroskopische Analyse

Die REM Analyse ergab ein mit den vorherigen Ergebnissen Ubereinstimmen-
des Bild. Wie in Abbildung 19 a-c zu erkennen ist, sind die Poren verstopft und
teilweise miteinander verklebt. In Abb. 19 a ist am rechten Bildrand deutlich der
Randbereich des gesinterten MgP-Schaumes zu erkennen. Dieser erscheint
kompakt und dicht verschlossen - wie die Kompakta des Knochens.

a)

Abbildung 19 a-c MgP-Schaum 80 ppi bei einer Kompression von 60 %

Bei der Betrachtung des Mittelbereiches eines MgP-Schaumes (60 ppi) bei ei-

ner Kompression von 30 % durch das REM lasst sich eine angedeutete aniso-
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trope Porengeometrie erkennen (vgl. Abb. 20). Diese Gleichrichtung der Poren
ist nicht sehr ausgepréagt, aber durchaus an einer Mehrzahl der Poren erkenn-
bar. Bei Analyse des Randbereichs sind in Abb. 20 c-d eine Zunahme an ge-
schlossenen Poren deutlich zu erkennen. Die geschlossenen Poren nehmen
soweit zu, bis sich ein kompakter Rand ohne jegliche Porositat bildet. Dieser
Ubergang lasst eine Ahnlichkeit zum menschlichen Knochen erkennen. Auch im
Knochen gibt es einen Ubergang von der Spongiosa zur Kompakta. Damit &h-
nelt der in den Versuchen hergestellte MgP-Schaum in seinem Aufbau sehr
stark der natirlichen Knochenstruktur.

Abbildung 20 REM-Aufnahmen eines MgP-Schaums, Kompression von 30 %, a-b) Mittelbe-
reich des Schaums; c-d) Randbereich des Schaums
Um die Gleichrichtung der Poren zu verdeutlichen, wurden die Poren jeweils in
threr X- und Y-Richtung vermessen, gemittelt und ins Verhaltnis gesetzt (siehe
Tabelle 9). Dabei wird deutlich, dass die Poren in ihrer X-Achsen Richtung brei-

ter sind als in ihrer Y-Richtung. Die Poren sind um das ca. 1,77-fache breiter als
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hoch. Mit diesen Daten wird verdeutlicht, dass eine anisotrope Porengeometrie

vorhanden ist.

Tabelle 9 Porendurchmesser in X- und Y-Richtung gemessen, gemittelt

Gemessene Poren X-Achse Y-Achse

87 291,67 pm 164,77 pm

4.4 Zytokompatibilitat

In den folgenden Versuchsreihen wurden die MgP-Schaume auf ihre Zytokom-

patibilitat getestet und mit Kontrollen aus Hydroxylapatit (HA) verglichen.

Zellaktvitat und Zellproliferation
Versuchsreihe 1

Dabei zeigte sich in der ersten Versuchsreihe ein geringes Zellwachstum der
Osteoblasten auf den Referenzschdumen aus HA (vgl. Abb. 21a). Dies fuhrte
auch zu einer geringen Zellaktivitdt der Zellen auf den Referenzschaumen. Im
Vergleich dazu war mit jedem Messtag auf den hergestellten MgP-Schaumen
eine kontinuierliche Steigerung der Zellzahl ersichtlich. Die dazugehérige
Zellaktivitat zeigte ein Ubereinstimmendes Ergebnis (vgl. Abb. 21a). Auf den zu
Struvit umgewandelten MgP-Schaume kultivierten Zellen zeigten im Vergleich
zu den MgP-Schaumen sowohl ein etwas geringeres Zellwachstum als auch
eine geringere Zellaktivitat. In dieser Versuchsreihe wurden zwei in ihrem pH-
Wert unterschiedliche Struvit Schaume verwendet. Bei einem hdheren pH-Wert
der zu Struvit umgewandelten Proben lie3 sich eine deutliche Abnahme des
Zellwachstums erkennen. Da die mechanische Stabilitat unabhangig von den
pH-Werten ist, wurden die folgenden beiden Versuche mit Struvit-Proben mit
einem pH-Wert von 8,5 fortgefiihrt. Das Ausbleiben eines Zellwachstums auf
den Referenzschdumen kénnte von einem alkalischen pH-Wert der Schdume
herfihren. In den folgenden Versuchsreihen wurde versucht durch vorheriges
Waschen der Proben einen neutralen pH-Wert der Proben zu erreichen. MgP-
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Schaume zeigten in dieser Versuchsreihe sowohl die hochste Zellproliferation
als auch die hochste Zellatmung auf im Vergleich zur Kontrolle aus HA.

a) b)

100 1004

Mg3(P04)2
Struvit pH 8,5
Struvit pH 10,5

[ Vg3(PO4)2
90 [ struvit pH 8,5 90
[ Struvit pH 10,5

%

Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10 Tag 3 Tag5 Tag 7 Tag 10
WST z

Abbildung 21 a) WST von Osteoblasten MG 63 Versuchsreihel, b) Zellzahl von Osteoblasten
MG 63 Versuchsreihe 1

Versuchsreihe 2

Die hochste Gesamtaktivitat als auch die hochste Zellproliferation zeigten in der
zweiten Versuchsreihe die Osteoblasten auf den Referenzschdume aus HA.
Die Zellproliferation der Osteoblasten war auf allen Proben eher gering im Ver-
gleich zu den Referenzproben jedoch vergleichbar (vgl. Abb. 22a). Auch hier
wiesen die MgP-Schaume nach den Referenzschaumen, gefolgt von den zu
Struvit umgewandelten und PLGA infiltrierten MgP-Schaumen, die héchste
Zellzahl auf. Bei der Zellaktivitat zeigte sich jedoch ein gegensatzliches Bild
(vgl. Abb. 22b). Hier zeigten die auf den PLGA-Proben kultivierten Zellen den
hdchsten Wert. Deutlich zu beobachten ist auch ein enormer Anstieg der Zellak-
tivitat von Tag 7 auf Tag 10, so dass die zellulare Gesamtaktivitdt der Osteo-
blasten bei den PLGA infiltrierten MgP-Schdumen an Tag 10 am hdchsten ist.
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a) b)
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Abbildung 22 a) WST von Osteoblasten MG 63 Versuchsreihe 2, b) Zellzahl von Osteoblas-
ten MG 63 Versuchsreihe 2

Versuchsreihe 3

Auch in der dritten Versuchsreihe zeigten die Zellen die auf HA kultiviert wurden
sowohl die hdchste Gesamtaktivitat als auch die hochste Zellproliferation. Die
Zellzahl auf den MgP-Schaumen liegt im Bereich der Zellzahl der Referenz-
schdume (vgl. Abb. 23b). Eine dichte Osteoblasten Besiedelung war in dieser
Versuchsreihe auf den Struvit-Proben zu erkennen. Die Zellen auf PLGA infil-
trierten Farringtonit Schaume wiesen ein etwas geringeres Wachstum im Ver-
gleich zu den Referenzschdumen auf. Bei den WST-Tests liel3 sich eine hohe
Aktivitat der Zellen bei den MgP-Schaumen erkennen (vgl. Abb. 23a). Trotz ei-
ner hohen Zellzahl auf den Struvit-Proben wurde eine geringere Zellaktivitat
festgestellt. Bei genauerer Betrachtung der Wells unter dem Mikroskop konnte
man erkennen, dass sich bei den Struvit-Proben im Vergleich zu den Referenz-
schadumen viele Zellen auf dem Boden der Wells angesiedelt hatten. Dies ware
eine mogliche Erklarung fur den starken Anstieg der Zellzahl auf den Struvit-
Proben. Eine weitere Auffalligkeit ist die einheitliche Abnahme der Zellzahlen
am 7. Tag der Messungen bei allen Proben. Mdglicherweise kam es hier zu
einem vollstdndigen und nicht mehr steigerungsfahigen Bewuchs der Proben,
sodass die Zellzahlen ricklaufig sind.
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Abbildung 23 a) WST von Osteoblasten MG 63 Versuchsreihe 3, b) Zellzahl von Osteoblas-
ten MG 63 Versuchsreihe 3
Western Blot

Um die osteoinduktive Wirkung der Strukturen zu Uberprifen, wurde die Ex-
pression von knochenspezifischen Proteinen mittels Western Blot analysiert.
Dazu wurden die Proteinproben von den auf den Prufkdrpern kultivierten Zellen
mit Antikdrpern gegen Vinkulin, Bone Sialoprotein (BSP) und alkalische Phos-
phatase (ALP) getestet. Die erhaltenen Signale wurden densitometrisch aus-
gewertet und auf das Kontrollprotein Tubulin normalisiert. Vinculin ist ein Be-
standteil von Zell-Matrix-Verbindungen in fokalen Adhé&sionen. Beim immunolo-
gischen Protein-Nachweis mit dem spezifischen Antikorper gegen Vinculin zeig-
te sich, dass auf Struvit die hdochsten Signale erhalten werden. Das etwas
schlechtere Signal der Osteoblasten an der MgP-Oberflache kann eventuell aus
der Oberflachenstrukur der Schaume resultieren. BSP ist ein Marker fur Osteo-
blasten, der zeigt, wie differenziert die Zellen auf der Oberflache sind. Hier zeigt
sich sowohl bei HA als auch bei MgP-Schaumen ein gleich gutes Ergebnis. Bei
Struvit ist der Marker geringer als bei HA. Ein weiterer fliir Osteoblasten spezifi-
scher Marker ist die ALP, auch hier zeigt sich ein ahnliches Bild bei HA und
MgP-Schéaume (vgl. Abb.24), dass niedrigste Signal erhielt man auf Struuvit.
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Abbildung 24 Signalstéarke normiert zum Tubulin Signal

Rasterelektronenmikroskop

Beim Vergleich des Zellwachstums und der Zellmorphologie konnte eine ver-
gleichbare Form der Osteoblasten beobachtet werden. Es zeigten sich vor al-
lem Unterschiede in der erkennbaren Zellzahl, ZellgroRe als auch in der Aus-
pragung ihrer zytoplasmatischen Fortsatze. Auf den Glasplattchen zeigte sich
eine dichte und vollstandige Besiedlung mit Osteoblasten (vgl Abb. 25a-b). Auf
den Referenzschaumen aus Hydroxylapatit zeigte sich eine glatte Oberflache,
auf der unterschiedlich groRe Osteoblasten siedelten. Einzelne flache Osteo-
blasten sind auf Abb. 25c-e erkennbar. Auffallig war hierbei, dass die Osteo-
blasten sich vermehrt auf den Stegen befanden. In den Poren selbst waren we-
nige Osetoblasten erkennbar, insgesamt waren die Zellen deutlich groRer als

auf der Glasoberflache.
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Abbildung 25 a-b) Osteoblasten Besiedlung auf Glasplattchen; c-e) Osteoblasten Besiedlung
auf Hydroxylapatit (HA) - Schaumen

Im Vergleich zu den Referenzschdumen zeigten die MgP-Schaume eine raue
Oberflachenstruktur. Auf den MgP-Schaumen waren mehrere unterschiedlich
grol3e Osteoblasten sichtbar. Im Unterschied zu den Referenzschaumen siedel-
ten die Osteoblasten hier sowohl auf den Stegen, als auch in den Poren. Es
zeigte sich hier eine dichtere Besiedlung der Schaume (vgl. Abb. 26a-c). Die
Oberflache der zu Struvit umgewandelten Farringtonitschdume zeigte eine krist-
lline Struktur (vgl. Abb.26 d-i). Zu beobachten war, dass die Struvit-Kristalle
kaum von Osteoblasten besiedelt wurden. Sie kénnten aufgrund ihrer Oberfla-
che zu glatt fur die Osteoblasten sein. Vor allem grofRe Kristalle wurden nicht
besiedelt. Dennoch waren auch hier mehrere unterschiedlich grof3e Osteoblas-
ten zwischen den Kristallen erkennbar (Abb.26 d-i). Die Zellen besiedelten auch
hier die Stege als auch die Poreninnenflache.
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a) b) ©)

Abbildung 26 a-c) Osteoblasten Besiedlung auf MgP-Schaumen; d-i) Osteoblasten Besiedlung
auf Struvit-Proben

Life Dead Farbung

Bei der Life Dead Farbung werden lebende Zellen durch Calcein griin, und tote
Zellen durch Ethidium Homodimer rot angefarbt. Danach wurde das Verhéltnis
von lebenden zu toten Zellen tberpruft. Dabei zeigten sich auf den Referenz-
schaumen die lebenden Zellen in der Uberzahl. Es waren kaum tote Zellen
sichtbar (vgl. Abb. 27a). Auch auf den MgP-Schaumen war eine eindeutige ho-
here Anzahl an lebenden Zellen und nur vereinzelt tote Zellen erkennbar

(vgl. Abb. 27b). Eine leichte Abnahme der Gesamtzellzahl war sowohl bei den
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Struvit- als auch PLGA-Proben zu beobachten. Dennoch war bei diesen Proben
das Verhaltnis zwischen lebenden und toten Zellen recht ausgeglichen.

a) b) C)
Abbildung 27 Die Osteoblasten wachsen sehr gut auf den jeweiligen Proben, die lebenden

Zellen stellen sich gruin dar, die abgestorbenen Zellen rot. a) Hydroxylapatit b-c) MgP-
Schaum, d-e) PLGA, f) Struvit
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5 DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Herstellung von mechanisch stabilen
Magnesiumphosphatschaumen (MgP-Schaume) sowie deren Zytokompatibilitat
zu untersuchen. Dazu wurden Uber verschiedene Methoden keramische
Schdume aus Magnesiumphosphat hergestellt und sowohl ihre mechanische
Stabilitat als auch ihre Porositat untersucht. Die Biokompatibilitdt der einzelnen
keramischen Schaume wurde in verschiedenen Zellversuchen Gberprtift.

Durch unterschiedliche Herstellungsarten, die teilweise bereits in der Literatur
beschrieben wurden, wurden keramische Schaume hergestellt.”® Die Herstel-
lung keramischer Schaume mit einer anisotropen Porengeometrie wurde bis-
lang noch nicht in der Literatur beschrieben. Somit ist dies ein neuer Ansatz um
den Knochen ahnliche keramische Schdume herzustellen.

Es wurde zum einen die Replika-Methode verwendet. Hierbei wird versucht, die
Struktur eines Polyurethanschaums (PU-Schaum) zu replizieren.”* Dazu wur-
den Schlicker mit verschiedenen Pulvermengen ausgetestet. Nach Sinterung
wurde der Einfluss der Pulvermenge auf die Porositat, die Massenzunahme,
und ihre mechanische Stabilitat analysiert. Bei Untersuchung der Masse zeigte
sich ein direkter Einfluss der Pulvermenge auf die Massenzunahme der kerami-
schen Schaume. Zwischen der Menge an verwendetem Mg;(P0,), * 8 H,0 und
Massenzunahme ist ein linearer Zusammenhang erkennbar. Dies ist auf den
Herstellungsprozess und die Viskositat des Schlickers zurlickzufuihren. Niedrig
viskoser Schlicker kann durch den PU-Schaum zwar besser aufgenommen
werden, wird aber bei Kompression auch wieder leichter verdrangt. Je zahflie-
Bender der Schlicker ist, desto weniger Schlicker wird durch Kompression aus
dem PU-Schaum entfernt. Eine hohe Pulvermenge im Schlicker verringert somit
die Porositat der Proben. Da die Gesamtporositat beim Replika-Verfahren ten-
denziell zu hoch ist, ist eine Absenkung durchaus erwiinscht. Von einer Verrin-
gerung der Porositat wird eine Steigerung der Druckfestigkeit erhofft. Die Aus-
wirkungen der unterschiedlichen H,0/Mg5(P0,), Verhaltnisse auf die mechani-
sche Stabilitdt der MgP-Schaume wurden durch Druckfestigkeitsprifungen un-

tersucht. Keramische Schaume mit einem geringen Wasser-Pulver-Verhaltnis
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sind sehr fragil und briichig und weisen eine geringe Druckfestigkeit auf. Dieses
Ergebnis spiegelt auch die niedrige relative Dichte dieser keramischen Schéu-
me wieder. Bei einer Pulvermenge von 10 g Mg5;(P0,), * H,0 und hdheren Pul-
vermengen erhalt man eine annahernd gleichbleibende mechanische Stabilitat
der MgP-Schaume. Sie liegt jedoch weit unter 1 MPa. In vorangegangen Arbei-
ten lag die Druckfestigkeit bei etwa 0,058 MPa.%? Die Druckfestigkeit der in die-
ser Arbeit getesteten Magnesiumphosphatschaume ist um etwa das doppelte
hoher. Sie liegt bei ca. 0,1 MPa womit die im Rahmen dieser Arbeit erzeugten
Schaume sehr viel stabiler sind, als die bisher bekannten und genutzten. Dar-
aus ergibt sich, dass mit einer Zunahme an Pulvermenge im Schlicker auch die
Stabilitat der keramischen Schaume steigt. Damit sind die Proben mit einer ho-
heren Pulvermenge weniger briichig und besitzen eine héhere mechanische
Stabilitat. Diese Steigerung kann durch die steigende relative Dichte der
Schaume erklart werden. Wie auch schon Barralet et al. beschrieben, wirkt sich
die Porositat der Schaume auf die mechanische Stabilitat aus.”® Dabei ist bei
den hier hergestellten Schdumen zu beachten, dass die Stabilitat der MgP-
Schaume auch Uber die Randbereiche erreicht wird. Durch den Herstellungs-
prozess werden die Poren an der Oberflache weitestgehend verstopft, was
letztendlich zu einem kompakteren Randbereich fuhrt. Dadurch ergibt sich eine
Art stabiler Mantel ahnlich der Kompakta im Knochen um die keramischen
Schaume herum, und stabilisiert diese zusétzlich.

Um eine Steigerung der mechanischen Festigkeit zu erhalten wurden die
Schaume zum einen mit PLGA infiltriert, als auch zu Struvit umgewandelt. Die
porose Eigenschaft der keramischen Schaume bleibt sowohl bei einer Infiltra-
tion mit PLGA als auch bei Umwandlung zu Struvit erhalten.’* Die Infiltration
und Umwandlung der Schaume gleicht kleine Risse in den Stegen, die durch
die Sinterung entstehen, aus. Durch PLGA verstarkte Schdume weisen eine
Druckfestigkeit von etwa 1,1 MPa auf und liegen damit Gber der Zielsetzung von
1 MPa. Deutlich héhere Werte wurden fur porése Calciumphosphatkeramiken
mit PLGA-Modifikation beobachtet.”® Ahnliche Ergebnisse waren auch bei
PLGA infiltrierten Hydroxylapatit Schaumen zu erkennen.®® Bei den zu Struvit
umgewandelten Schdumen liegt die Erh6hung der Druckfestigkeit sogar noch
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um einiges hoher, und zwar bei ca. 3,8 MPa. Somit hat die Umwandlung der
MgP-Schdume zu Struvit eine starke Druckfestigkeitssteigerung zur Folge. Ur-
sache fur Steigerung der Druckfestigkeit ist die Zunahme der relativen Dichte
der umgewandelten Schaume. Berechnet auf die jeweiligen Dichten der einzel-
nen Infiltrate ergibt sich eine Steigerung von 25-40 %. Daraus ergibt sich, dass
durch eine Infiltration der MgP-Schaume mit PLGA oder durch die Umwandlung
zu Struvit die mechanische Stabilitdt um ein vielfaches gesteigert werden kann.
Als Grund hierflr kann angefiuihrt werden, dass die Porositat der Schaume eine
signifikante Auswirkung auf die mechanische Stabilitat besitzt.”’

Um eine gunstigere Steggeometrie der keramischen Sch&ume zu erzeugen,
wurde ein alternatives Herstellungsverfahren mittels Albumin untersucht. Die
Porengeometrie des Albuminschaumes ist eher kugelférmig mit weitgehend
geschlossenen Porenwédnden und hat somit eine grundlegend andere Geomet-
rie als der vorgefertigte PU-Schaum. Albumin hat, wie auch schon von Ribeiro
et al. gezeigt, einige Vorteile: Es ist gesundheitlich unbedenklich, Biokompati-
bel, kostengiinstig und unlimitiert vorhanden.®® Um einen mechanisch stabilen
keramischen Schaum herzustellen wurden verschiedene Schlickerkonsistenzen
ausgetestet und ihr Einfluss auf den Schaum und seine Porositat untersucht.
Der wesentliche Einfluss der Viskositat des Schlickers wurde bereits von
S. Dhara et al. beschrieben.?® Bei einer Kombination von 15 ml H,0, 5 Tropfen
(NH,OH) und 11 g Mg5;(P0,), * 8 H,0 erhielt man recht stabile ungesinterte Al-
bumin-Schlicker-Schdume. Eine weitere Problematik bestand darin, dass die
gesinterten Schaume keine einheitliche Form und auch Risse aufwiesen oder
sogar wahrend des Sinterungsprozesses zerfielen. Um dieser Problematik ent-
gegenzuwirken wurden sowohl verschiedene Arten von Lagerungen wahrend
des Sinterns, als auch unterschiedliche Trocknungen getestet. Die Risse wur-
den dadurch in ihrer Anzahl geringer, zogen sich aber weiterhin durch den ge-
sinterten Schaum. Trotz mehrerer unterschiedlicher Versuchsansatze konnte
die Rissbildung in den gesinterten Schaumen jedoch nicht vollstandig verhindert
werden. S. Dhara et al. ® versuchten durch tropfenweise Zugabe von Salpeter-
saure die Rissbildung wahrend der Trocknung zu verhindern. Aus der Saure-

zugabe resultiert eine Denaturierung des Albumins und somit ein stabilerer
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Griinkorper, der ohne Spaltbildung getrocknet werden kann.®® ' Dabei kommt
es jedoch durch die sdurebedingte Koagulation der Pulverpartikel auch zu einer
grof3en Schrumpfung der Schaume, was letztendlich die Porositat der Schdume
einschrankt.?2® Um eine weitere Optimierung der Albumin Versuchsreihe zu er-
zielen, wird empfohlen, in weiteren Versuchen das Mg;(P0,), * 8 H,0 Pulver zu
kalzinieren. Mdglicherweise enthélt das hier verwendete Mg;(PO,), * 8 H,0 zu
viel Wasser. Eine geringere Menge an Wasser in den ungesinterten Schaumen
konnte zu einem stabileren keramischen Schaum fiihren. Die mikroskopischen
und REM Aufnahmen lieRen deutlich erkennen, dass die Schaumstruktur nach
Sinterung weitestgehend erhalten blieb. Die kugeligen Poren waren tber kleine
Defekte in den Porenwanden miteinander verbunden. Die Porengrél3e von 100-
500 um ist ginstig fur das Knochenwachstum.?® Ahnliche PorengréRen von
100-800 pum wurden bei durch Albumin geschaumten Calciumphosphatzemen-
ten beobachtet.’™*

Durch die Erzeugung einer anisotropen Porengeometrie bei Replika-Schaumen
wurde eine Gleichrichtung der Poren angestrebt. Eine Herstellungsmethode, die
eine anisotrope Porengeometrie erzeugt, wurde bislang noch nicht in der Lite-
ratur beschrieben. Im Knochen richten sich die Spongiosatrabekel sowohl in die
Richtung der gro6f3ten Druck- und Zugspannung, als auch in die der grof3ten
Biegebeanspruchung aus. Dadurch erlangt Knochen eine héhere Stabilitat.?*
Zur Herstellung einer anisotropen Porengeometrie wurde versucht, eine einheit-
liche Kompression auf die PU-Schaume zu Ubertragen. Dazu wurden unter-
schiedliche PU-Schaume und Kompressionsstarken untersucht. Hierbei erwies
sich eine zu starke Komprimierung der Schaume als nachteilig. Bei einer Kom-
primierung der Ausgangschaume um den Faktor 50-80 % resultierte eine Ver-
stopfung der Poren. Zudem verdichtete sich der Schlicker in so starkem Mal3e,
dass die Poren verklebten. Somit liel3 sich bei einer hohen Kompression keiner-
lei Porengeometrie erkennen. Auch eine Porendichte der PU-Schaume von 80
ppi wirkte sich bei Komprimierung negativ auf die Porenstruktur aus. Die schon
im PU-Schaum bestehenden dichten Poren wurden durch Kompression noch
dichter aneinander gepresst, sodass bei einer hohen Kompression fast keinerlei
Porengeometrie mehr vorhanden blieb. Auch PU-Schaum mit einer geringen
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Porendichte von 20 ppi zeigte kein erfolgversprechendes Ergebnis. Nach Sinte-
rung unter Kompression zerfiel der MgP-Schaum. Dabei war die mechanische
Instabilitat unabhangig von der Starke der Kompression. Bessere Ergebnisse
erzielte eine niedrigere Komprimierung von 10-40 % der Ausgangsschaume bei
PU-Schaumen von 60 ppi. Sowohl in den REM Aufnahmen als auch bei den
lichtmikroskopischen Aufnahmen der Schliffpraparate zeigten die Schaume eine
leichte anisotrope Porengeometrie. Das Kompressionsverhalten der Schaume
erwies sich hierbei jedoch lokal unterschiedlich. Mit Hilfe von Stecknadeln, die
in einem einheitlichen Abstand von 0,5 cm in den unkomprimierten PU-Schaum
(ppi 60) eingebracht und mitgesintert wurden, konnte die unterschiedliche Kom-
pressionrate des Schaums gemessen werden. Der Randbereich des Schaums
wurde deutlich starker komprimiert als der Mittelbereich. Daflr ist wahrschein-
lich die Kontaktflache zwischen dem PU-Schaum und der Sinterform verant-
wortlich. Zusétzlich wird durch das Herstellungsverfahren Schlicker im Randbe-
reichen aufgestaut. Ein weiterer moglicher Grund kodnnte sein, dass der
Schaum sich beim Versuch der Kompression nach oben auswdlbt, wodurch
keine einheitliche Kompression erwirkt werden kann. Dieser Effekt nimmt mit
zunehmender Gro3e des Ausgangsschaumes zu. Dennoch war bei einer gerin-
geren Kompression von 10-40 % im mittleren Bereich ein relativ homogenes
Kompressionsverhalten zu beobachten. Der zur Peripherie kompakter werden-
de Schaum ist keineswegs nachteilig, sondern eventuell sogar von Vorteil. Der
kompakte Rand kdnnte als mechanische Stabilisierung der filigranen Schaume
genutzt werden. Auch &ahnelt dieser Aufbau dem des menschlichen Knochens,
der ebenfalls einen kompakten und einen spongidsen Bereich besitzt. Somit
stellt der Ansatz, durch eine niedrige Kompression von 10-40 % des PU-
Schaumes mit 60 ppi eine anisotrope Porengeometrie zu bilden, prinzipiell eine
gute Herangehensweise dar, sie muss jedoch noch in einigen Punkten optimiert
werden. Dazu zéhlt unter anderem die Steigerung der mechanischen Festigkeit,
sowie eine starkere anisotrope Porengeometrie, die moglicherweise durch eine
andere Art der Kompression der PU-Schaume erzeugt werden kdnnte.

Die Biokompatibilitatsprufung erfolgte durch die Untersuchung der Zellprolife-

ration sowie der Zellaktivitat. Zudem wurden die Proben mit Licht- und Elektro-
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nenmikroskopie analysiert. Die Feststellung der Proteinexpression erfolgte nach
gelelektrophoretischer Auftrennung mittels Western Blot. In der vorliegeden Ar-
beit erfolgte eine Kultivierung von humanen Osteoblasten (Osteosarkomzelllinie
MG-63) auf den hergestellten MgP-Schaumen, sowie auf Referenzschaumen
aus HA. Die Zellkultivierung auf den Oberflachen erfolgte tber einen Zeitraum
von 10 Tagen. Es wurde das Zellproliferationverhalten mittels Zellzdhlung sowie
die mitochondriale Aktivitat der Zellen mittels WST-Test untersucht. Die Ver-
suchsreihen wurden insgesamt dreimal durchgefiihrt, dabei wurde in jedem
Versuch eine Zellkonzentration von ca. 50 000 Zellen pro ml auf die Schaume
aufgebracht. Es wurden im ersten Versuch zwei in ihrem pH-Wert unterschiedli-
che Struvit Schaume verwendet. Hier liel3 sich bei einem héheren pH-Wert der
zu Struvit umgewandelten Proben eine deutliche Abnahme des Zellwachstums
erkennen. Eine mogliche Erklarung fur diesen Einbruch kbnnte sein, dass die
zu Struvit umgewandelten Farringtonit Schaume mit einem pH-Wert von 10,5
alkalischer sind als jene mit einem pH-Wert von 8,5 und somit einen negativen
Einfluld auf die Zellkultur haben. Da die mechanische Stabilitdt unabhéngig von
den pH-Werten ist, fuhrte man die folgenden Versuche mit Struvit-Proben mit
einem pH-Wert von 8,5 fort. Vergleicht man die Ergebnisse der Zellzahlung, so
war eine unterschiedliche Starke des Proliferationsverhaltens auf den Schéau-
men zu beobachten. Auf den MgP-Schaumen konnte in den Versuchen im Ver-
gleich zu den Referenzschdumen aus HA ein kontinuierliches Wachstum der
Osteoblasten beobachtet werden. Die Zellen auf den zu Struvit umgewandelten
MgP-Schaumen reihten sich in ihrem Proliferationsverhalten zwischen den
MgP-Schaumen und den PLGA Proben ein. Auf den PLGA infiltrierten MgP-
Schaumen konnte sowohl in Versuch 2 als auch in Versuch 3 das geringste
Wachstum der Osteoblasten ermittelt werden. In Versuch 3 lief3 sich im Ver-
gleich zu den vorangegangenen Versuchen ein starkes Wachstum auf den zu
Struvit umgewandelten Farringtonit Schaumen erkennen. Auffallig in Versuch 3
ist der einheitliche Abfall der Zellzahlen bei allen Proben bis Tag 7. Auch wenn
kein einheitliches Wachstumsmuster erkennbar war, zeigte sich dennoch eine
ahnliche Wachstumstendenz auf den einzelnen Schaumen. Mdgliche Erklarun-

gen flur die Variationen der Ergebnisse der einzelnen Versuchsreihen kénnten

63



5 Diskussion

zum Beispiel unterschiedlichen Lagerungen der einzelnen Prifkérper sein. An-
dererseits ware es auch mdglich, dass sich die Zellen am Tag der Aussaat in
unterschiedlichen Stadien des Zellzyklus befunden haben und es dadurch zu
unterschiedlichen Ergebnissen kam. Anhand des WST-Tests konnte die Stoff-
wechselaktivitat der gesamten Zellen auf den Proben miteinander verglichen
werden. Bei der Auswertung der unterschiedlichen Versuchsreihen konnte auch
hier keine eindeutige Ubereinstimmung der einzelnen Versuchsreihen ermittelt
werden. Die Zellen auf den MgP-Schaumen wiesen im ersten und dritten Ver-
such vergleichbare Werte auf. Sie besal3en in diesen beiden Versuchsreihen
nach den Referenzschdumen die starkste Aktivitat, gefolgt von der Aktivitat der
Zellen auf den Struvit Proben. PLGA infiltrierte MgP-Schaume wiesen auch hier
in beiden Versuchen (1 und 3) die geringsten Werte auf.

In Versuch 2 (Abb. 23) war eine umgekehrte Reihenfolge der Aktivitat der Oste-
oblasten auf den Proben zu beobachten. Dabei zeigten Zellen auf den PLGA
Proben die starkste Aktivitat nach denen auf HA-Schaumen. Darauf folgten die
Kulturen auf den Struvit Proben. Den geringsten Wert zeigten in dieser Ver-
suchsreihe die Zellen auf MgP-Schaumen. Zusammenfassend konnte fur die
Versuchsreihen festgestellt werden, dass die Osteoblasten auf den MgP-
Schaumen sowohl ein kontinuierlich starkes Zellwachstum, als auch eine hohe
Zellaktivitat aufwiesen. Daran schlossen sich die Kulturen auf den zu Struvit
umgewandelten und PLGA infiltrierte MgP-Schaumen an. Die Zellen auf den
PLGA Proben zeigten an Tag 7 und 10 sowohl ein stark steigendes Zellwachs-
tum, als auch eine hohe Zellaktivitat. Diese Ergebnisse stimmen mit vo-
rangegangenen Experimenten (iberein.'? 1% 1%pje Analyse der Proteinexpres-
sion erfolgte nach gelelektrophoretischer Auftrennung mittels Western Blot. Da-
bei wurden folgende Proteine getestet: Vinculin, Bone Sialoprotein (BSP) sowie
alkalische Phosphatase (ALP). BSP und ALP sind osteoblastenspezifische
Marker. Dagegen ist Vinculin ein Bestandteil der fokalen Adhasionen. Beim im-
munologischen Proteinnachweis zeigte sich eine etwas starkere Expression von
Vinkulin auf den zu Struvit umgewandelten MgP-Schaumen als an der Magne-
siumphosphatoberflache. Diese hohere Vinculinexpression ist ein Indiz fur eine

bessere Haftung. Allerdings ist es ebenso mdoglich, dass die Zellen auf der
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Magnesiumphosphatoberflache nicht so gut adharieren und so mehr fokale Ad-
hasionen ausbilden missen um eine der auf HA &quivalenten Adhéasion zu er-
halten. Dafur spricht, dass auf den Struvitkristallen keine Zellen zu finden sind
und insgesamt weniger Zellen auf der Magensiumphosphatoberflache nachge-
wiesen wurden. Bei den beiden osteoblastenspezifischen Markern zeigte sich
ein vergleichbares Ergebnis: Die MgP-Schaume wiesen eine fast gleiche Prote-
inexpression wie die Referenzschaume aus HA auf. Lediglich zu Struvit umge-
wandelte MgP-Schédume zeigten einen niedrigeren Wert als MgP-Schaume und
die Referenzschdume. Die Proteinexpression der osteogenen Marker spricht
dafir, dass MgP-Schaume sich als Knochenersatzwerkstoff eignen und durch
sie die spezifischen Eigenschaften der Osteoblasten nicht verandert werden.

Durch REM Aufnahmen konnte die Besiedelung der Oberflachen durch Osteo-
blasten analysiert werden. Beim Vergleich des Zellwachstums und der Zellmor-
phologie konnten keine Unterschiede in der Form der Osteoblasten beobachtet
werden. Es zeigten sich vor allem Unterschiede in der erkennbaren Zellzahl,
ZellgréRe als auch in der Auspragung ihrer zytoplasmatischen Fortsatze. Auf
den Referenzschdumen aus HA war eine glatte Oberflache sichtbar, auf der
einzelne flache Osteoblasten siedelten. Auffallig war hierbei, dass die Osteo-
blasten sich vermehrt auf den Stegen befanden. Im Vergleich zu den Referenz-
schaumen zeigten die MgP-Schaume eine rauere Oberflachenstruktur. Mehrere
unterschiedlich groRe Osteoblasten waren auf den MgP-Schaumen sichtbar.
Im Unterschied zu den Referenzschaumen siedelten die Osteoblasten hier so-
wohl auf den Stegen als auch in den Poren. Die Oberflache der zu Struvit um-
gewandelten MgP-Schaume zeigte eine kristalline Struktur. Die Struvit-Kristalle,
vor allem die groRRen Kristalle, wurden kaum von Osteoblasten besiedelt. Sie
kénnten aufgrund ihrer Oberflache zu glatt fur die Osteoblasten sein. Obwohl
sich bei den Struvit Proben EinbufRen in der Zellzahl ergaben, konnten héhere
Werte bei der Zellaktvitdt durch die dichte Besiedlung der Zwischenrdume er-
reicht werden. Mdglicherweise konnten nicht alle Zellen aus den inneren Berei-
chen des Schaumes herausgeldst werden, so dass dies zu einer Reduktion der
Zellzahl fuhrte. Durch die Life Dead Farbung wurde das Verhaltnis von leben-

den zu toten Zellen Uberprift. Unter dem Fluoreszenzmikroskop zeigten sich
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sowohl auf den Referenzschdumen als auch auf den MgP-Schaumen die le-
benden Zellen in der Uberzahl. Auf den Struvit- und PLGA-Proben war ein aus-
geglichenes Bild an lebenden und toten Zellen erkennbar. Wobei der Anteil an
toten Zellen héher als auf den MgP-Schaumen war. Aufgrund des schlechteren
Verhaltnisses von lebenden zu toten Zellen kann man schlie3en, dass die Stru-
vit- und PLGA-Proben eine geringfligig weniger gute Biokompatibilitat zeigen

als die MgP-Schaume.
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6 ZUSAMMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Arbeit war es, keramische Magnesiumphosphatschaume (MgP-
Schaume) herzustellen und sie auf ihre Biokompatibilitat hin zu testen. Dabei
sollte die mechanische Stabilitdt durch verschiedene Arten der Herstellung ver-
bessert werden. Hierfir wurden die Replika-Methode, sowie die Methode zur
Herstellung von MgP-Schaumen mittels Albumin verwendet.

Mittels der Replika-Methode wurden unterschiedliche Pulvermengen ausgetes-
tet um eine optimale mechanische Stabilitdt und Porositat zu erhalten. Hier-
durch konnten keramische Schaume hergestellt werden, die einer mechani-
schen Belastung von ca. 0,1 MPa standhielten. Die relative Dichte bewegte sich
dabei in einem Rahmen von 25-45 %. Zur Verbesserung der mechanischen
Stabilitat der hergestellten Farringtonit Schaume erfolgte die Umwandlung zu
Struvit bzw. PLGA Infiltration. PLGA-infiltrierte MgP-Schdume wiesen eine
enormen Steigerung der Druckfestigkeit von ca. 1 MPa auf, zu Struvit umge-
wandelte MgP-Schaume fuhrten sogar zu einer Druckfestigkeitssteigerung von
etwa 3,5 MPa. Es ergab sich weiterhin eine Steigerung der relativen Dichte,
was zu einer Verringerung der Porositat flihrte. Diese betrug nach Umwandlung
Zu Struvit ca. 74 %, bei PLGA infiltrierten MgP-Schdumen 58,5 %. Dabei ist zu
beachten, dass die Steigerung der relativen Dichte der PLGA infiltrierten Pro-
ben in einem akzeptablen Bereich liegt. Dieser Ansatz sollte in zuktnftigen Un-
tersuchungen weiter verfolgt werden.

Die alternative Herstellung durch geschaumtes Albumin konnte keine einheitli-
chen mechanisch stabilen Schaume erzeugen. Trotz mehrerer unterschiedli-
cher Versuchsansatze konnte die mechanische Instabilitdt der Schaume nicht
signifikant verbessert werden. Die Poren gestalteten sich kugelférmig und be-
sal3en einen Durchmesser von ca. 100-500 um, was sie gut fur eine Vaskulari-
sierung und folgendes Knochenwachstum geeignet macht. Die Poren waren
zwar vermehrt in sich geschlossen, jedoch war eine Interkonnektivitat durch
kleine Defekte zwischen den Porenwanden durchaus gewahrleistet. Da die

wande zwischen den Poren sehr dinn waren, ware es moglich, dass sie sich
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ausreichend schnell auflosen. Somit ist letztendlich eine Vaskularisierung auch
bei Vorhandensein einer Mehrzahl an geschlossenen Poren plausibel.

Eine anisotrope Porengeometrie bei Replika-Schaumen konnte angedeutet er-
zeugt werden. Die anisotrope Porengeometrie wurde mittels unterschiedlich
starker Kompression verschiedener Polyurethanschdume (PU-Schaume) unter-
sucht. PU-Schaume mit einer hohen (80 ppi) bzw. niedrigen (20 ppi) Porendich-
te oder eine hohen Kompression der PU-Schaume waren ungeeignet, eine
anisotrope Porengeometrie zu erzeugen. Die besten Ergebnisse erzielten 60
ppi PU-Schaume. Bei diesen waren die Poren prinzipiell gleichférmig ausgerich-
tet, jedoch ergab sich im Randbereich der Proben eine starkere Kompression,
welche die Gleichrichtung schwer erkennbar machte. Dies verlieh den Schau-
men einen knochen&hnlichen Aufbau.

Die Biokompatibilitatsprifungen erfolgten mittels Zellproliferations- und Zellakti-
vitditsmessung, sowie durch Western Blot. Bei den Versuchsreihen zeigten die
MgP-Schaume sowohl eine gute Zellproliferation von ca. 17 % (vgl. Referenz-
schdume ca. 16 %), als auch eine gute Zellaktivitdt von ca. 33 % (vgl. Refe-
renzschaume ca. 40 %). Auch bei den Proteinnachweisen zeigten MgP-
Schaume sich fast gleichauf mit den Referenzschdumen aus HA. Sowohl die
Zellzahlen als auch die Zellaktivitat waren auf den MgP-Schaumen tendenziell
hoher als auf den zu Struvit umgewandelten und PLGA infiltrierten Schaumen.
Dennoch ist zu bedenken, dass sowohl PLGA infiltrierte als auch zu Struvit um-
gewandelte Schaume eine Verbesserung ihrer mechanischen Stabilitat zeigten
und eine gute Biokompatibilitat besalRen.

Die in dieser Arbeit erstellten keramischen Schaume stellen hinsichtlich ihrer
Stabilitat eine Verbesserung dar und bieten aufgrund ihrer knochenahnlichen
Struktur eine hervorragende Basis zur Vaskularisierung mit nachfolgendem
Knochenwachstum. Weiterhin sprechen die guten Ergebnisse der Biokompatibi-
litatsprifungen, sowie die bessere Resorbierbarkeit der MgP-Schaume, fir den
Einsatz von MgP-Schaumen als alternatives Knochenersatzmaterial. Um dieses
Potential endgiltig einschatzen, Uberprifen und bestatigen zu kénnen, bedarf
es sowohl weiterer Versuchsreihen nach den in dieser Arbeit vorgestellten Me-

thoden, als auch weiterfihrende Ansatze zukinftiger Untersuchungen.
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