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1.Einleitung und Problemstellung

1. Einleitung und Problemstellung

Calciumphosphate als gesinterte Festkérper, Granulat oder als in situ héartende
Zemente [1-3] finden in der regenerativen Chirurgie Anwendung als
Knochenersatzwerkstoffe in funktionell nicht kraftbelasteten Bereichen [4] des
Skelettsystems. Beispielshaft seien Defekte im cranio- bzw. maxillofacialen Bereich [5],
der Orbitaregion [6, 7], der Gehérkndchelchenkette [8], sowie in der regenerativen
Parodontalchirurgie [9] genannt. Die hierbei in seltenen Fallen auftretende postoperative
Osteomyelitis kann entweder durch eine die chirurgische Therapie begleitende
parenterale oder lokale, oder durch eine alleinige Antibiose behandelt werden. Die
Schwierigkeit einer parenteralen oder oralen und damit systemischen Antibiose liegt in
den hohen Dosen, die zur Realisierung einer ausreichenden Konzentration des
Antibiotikums am eigentlichen Wirkort, namlich den Markrdumen des erkrankten
Knochens, zugefuhrt oder eingenommen werden missen. Im Gegensatz zu einer
akuten hédmatogenen Osteomyelitis wird die antibiotische Therapie im Falle einer diffus
sklerosierenden Ostitis oder einer posttraumatisch chronischen Osteomyelitis durch
eine gestdrte Blutzirkulation und Diffusionsbarrieren wie nekrotisches oder entziindlich
verandertes Gewebe erschwert [10].

Neben der rein pharmakologischen Therapie von Knochenentziindungen besteht die
Mdglichkeit eines chirurgischen Eingriffs. Kommt es im Verlauf einer Osteomyelitis zur
Abszedierung, Einschmelzung und Sequesterbildung einzelner Knochenabschnitte,
muld chirurgisch saniert werden. Dies geschieht in Form von Inzision, Kirettage,
Drainage, Spllung und im Falle von Nekrosen durch eine Sequestektomie [11]. Die
durch die Kirettage und die Resektion nekrotischen Gewebes erreichte Anfrischung der
Wundrénder fuhrt normalerweise zu einer verbesserten Durchblutung und der
Einsprossung von KapillargefaBen in das Wundgebiet. Damit werden glnstige
Bedingungen fir eine begleitende systemisch-antibiotische Therapie geschaffen.
Kommt es trotz chirurgischer Sanierung und Antibiose zu einer chronisch
rezidivierenden Form, gibt es die Maglichkeit der hyperbaren Sauerstofftherapie (HBO)
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1.Einleitung und Problemstellung

[12]. Der Patient wird in einer Druckkammer einem erhéhten Sauerstoffpartialdruck
ausgesetzt, die daraus resultierende erhéhte Sauerstoffsattigung von Blut und Geweben
fuhrt letztendlich auch zu einer verbesserten Gewebeoxygenierung von entzindlich
verandertem und damit hypoxischem Gewebe. In Folge steigt die Zellaktivitat der
kérpereigenen Abwehr und damit die Geschwindigkeit des Reparationsprozesses.

Eine weitere therapeutische Médglichkeit bestent in der Verwendung von
Tragersystemen fir die entsprechenden Antibiotika, die im Verlauf der Operation in das
Exzisionsgebiet eingebracht werden und die Pharmaka anschlieRend kontinuierlich Gber
einen bestimmten Zeitraum freisetzen. Beispielhaft genannt sei das Einlegen von mit
Gentamicin angereicherten Poly-(methyl-metacrylat)-Ketten (PMMA) [12]. Der Nachteil
dieses Tragersystems ist die nicht vorhandene Resorbierbarkeit von PMMA. Die daher
obligate Operation zur Entfernung der Kunststoffkérper belastet den oftmals
multimorbiden Patienten zuséatzlich. Ferner kann ein in situ verbleibender, mit
verschiedenen Pharmaka kombinierter, eventuell bioresorbierbarer
Knochenersatzwerkstoff die hochdosierte systemische Antibiose mit ihren
unerwinschten Nebenwirkungen vermeiden und als Wirkstoffdepot dienen. Als
momentan zugelassenes nicht resorbierbares Produkt sei Palacoss angefuhrt [13]. Der
PMMA-Zement enthalt nach der Polymerisation noch Monomere und ist damit potentiell
toxisch. Wiunschenswert ware daher eine Matrix aus einem biokompatiblen,
ausreichend festen, frei modellierbaren und endo- beziehungsweise isotherm
aushéartenden Knochenersatzwerkstoff. Calciumphosphatzemente (CPC) entsprechen
weitgehend diesen Anforderungen. Verschiedene Ansatze der Modifikation von CPC mit
Antibiotika sind literaturbekannt [14, 15]. Unter diesem Aspekt untersucht wurden in der
vorliegenden Arbeit die physikalisch-chemischen und pharmakologischen Eigenschaften
und deren Anderungen von verschiedenen Antibiotika-Zement-Kombinationen. Ziel war
es, ein sowohl  werkstoffkundlich als auch pharmakologisch funktionierendes
Depotsystem auf der Basis von CPC, bestehend aus einer aquimolaren Mischung aus
basischem Tetracalciumphosphat (TTCP) und saurem Calciumhydrogenphosphat
(DCPA) zu entwickeln.
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2. Kenntnisstand

2.1 Antibiotika

Die heute angewandten Antibiotika sind eine Untergruppe der Antiinfektiva. Sie werden
verwendet, um Erreger abzutéten beziehungsweise abzuschwachen, méglichst ohne
den Wirtsorganismus zu schadigen. Eingeteilt werden die verschiedenen
gebrauchlichen Antibiotika nach ihrem Wirkort und Wirkungsmechanismus (Tab. 1).
Bakterizid wirkende Antibiotika téten Erreger ab, indem sie deren Zellwénde oder
Zellmembranen beschadigen. Im Gegensatz dazu stéren bakteriostatisch wirkende
Substanzen die Proteinsynthese und hemmen damit das Wachstum vorhandener Keime
[16]. Antibakterielle Substanzen, die hier eingreifen und die Bildung defekter
Membranproteine  veranlassen (Aminoglykoside, zB. Gentamicin) oder den
Erhaltungsstoffwechsel beeintrachtigen (z.B. Rifampicin), kénnen bakteriostatisch und
bakterizid wirken. Bakterizid wirkende Substanzen schadigen hauptsachlich wachsende
Erreger. Die Kombination mit einem bakteriostatischen Praparat kann also zu einer
Wirkungsabschwéchung des bakteriziden Medikaments fihren. Umgekehrt kénnen sich
die Effekte von Substanzen mit gleichartigem Wirkmechanismus gegenseitig verstarken.

Um den Wirtsorganismus der Keime bei deren Bekampfung méglichst wenig zu
schéadigen ist eine exakte Dosierung der Antibiotika anzustreben. Es wird daher in vitro
die eben ausreichende Konzentration ermittelt, die zur Wachstumshemmung oder
Abtétung des jeweiligen Erregers geniigt. Diese GroBe wird als minimale
Hemmkonzentration bezeichnet. Sie sollte deutlich unter der toxischen Konzentration
liegen, um eine mdéglichst groRe therapeutische Breite zu gewahrleisten. Das ideale
antibiotische Therapeutikum wirkt nur auf den zu bekampfenden Erreger und wird nur in
der minimal notwendigen Konzentration zugeftihrt. Beriicksichtigt werden muB hierbei,
dal es nur sehr wenige Antibiotika gibt, die ausschlieBlich einen einzigen Erreger
bekampfen (z.B. Isoniazid, wirkt nur gegen Tuberkelbakterien). Viele Substanzen wirken
auf mehrere Keime und werden als Breitspektrum-Antibiotika bezeichnet. Unter der
Therapie mit solchen Wirkstoffen muBl die Gefahr eines Infektionswandels beriicksichtigt
werden, da nach Vernichtung der physiologischen Keimfiora eine Besiedlung durch
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2. Kenntnisstand

pathogene Keime erfolgen kann [17]. In diesem Zusammenhang kann es zur Bildung
von Resistenzen kommen, wenn die Stoffwechselaktivitat der Erreger durch die
verwendeten Therapeutika nicht mehr beeintrachtigt wird. Dabei entwickeln sich haufig
Kreuzresistenzen, die nicht nur ein einzelnes Praparat, sondern eine ganze
Wirkstoffgruppe mit gleichem Wirkmechanismus nutzlos machen. Durch den unter einer
antibiotischen Therapie auftretenden enormen Selektionsdruck entwickeln Bakterien
verschiedene Formen von Resistenzen. Durch Adaptation kénnen Keime ohne
Veranderung ihres genetischen Materials durch eine Enzyminduktion tberleben (z.B.
Entwicklung einer Penicillinase). Sind in einer Population primar einige resistente Keime
vorhanden, so werden sich nur diese unter dem Selektionsdruck des Antibiotikums
vermehren und es kommt zu einer primar erworbenen chromosomalen Resistenz.
Sekundér erworbene chromosomale Resistenzen kénnen durch Mutationen und
nachfolgende Selektion entstehen. Durch den Austausch genetischen Materials,
sogenannter Plasmide, zwischen verschiedenen Spezies kénnen nichtresistente Keime
Resistenzmechanismen von resistenten Keimen erwerben: es kommt zu einer
extrachromosomalen Resistenzentwicklung. Die Resistenzmechanismen sind entweder
in der verminderten Aufnahme oder der vermehrten Ausscheidung des Wirkstoffs aus
dem Bakterium zu suchen, oder sie ergeben sich aus einer Desensibilisierung des
Wirkortes oder Kompensation eines Wirkstoff-induzierten Stoffwechseldefekts und
durch enzymatische Inaktivierung des Wirkstoffes innerhalb oder auferhalb des
Bakteriums [18].

Die fur diese Arbeit ausgewahlten Antibiotika mussen folgenden Anforderungen
entsprechen: Mikrobiologisch sollen sie ein maglichst breites Spektrum der tblichen, an
einer Osteomyelitis beteiligten Keime abdecken. Hierzu z&hlen normalerweise aerobe
grampositive Kokken (v.a. Staphylococcus aureus) und gramnegative Bakterien wie
Escherichia coli, Pseudomonas- und Proteus-Arten. Im Mund-Kiefer-Gesichtsbereich
spielt die Eintrittspforte Uber avitale Zahne eine Rolle, hier sind haufig grampositive und
gramnegative Anaerobier beteiligt. Die Substanzen sollten bakterizide Wirkung besitzen,
und das moglichst auch bei geringer Stoffwechselaktivitat der Keime. Die minimale
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2. Kenntnisstand

Hemmkonzentration (MHK) sollte méglichst niedrig sein, um sicherzustellen, daR auch

bei schwécher werdender Wirkstofffreisetzung Bakterizidie erreicht wird.

Tabelle 1: Einteilung der Antibiotika nach Wirkort und Wirkungsmechanismus [19]

Wirkort Pharmakon Wirkungsweise Wirkungsmechanismus
Zellwand gram- Penicilline Bakterizid kompetitive Hemmung der D-Alanyl-
positiver Keime Cephalosporine D-Alanin-Transpeptidase

Vancomycin Bakterizid Interferenz mit transmembranalem
Auswadrtstransport der Zellwand-
bausteine (N-Acetyl-Muraminsé&ure)
Bacitracin Bakterizid Hemmung des transmembranalen
Phospholipidcarriers
Fosfomycin Bakterizid Hemmung der Synthese von N-Acetyl-
Muraminsé&ure
Zytoplasma- Polymyxine Bakterizid Permeabilitdtserhthung der
membran Zytoplasmamembran fiir
niedermolekulare Stoffe
Hemmung der Sulfonamide Bakteriostatisch kompetitive Hemmung der H,-
Tetrahydrofol- Pteridin-p-Aminobenzoes&ure-
séuresynthese Synthetase
Diaminopyrimi- Bakteriostatisch kompetitive Hemmung der
dine Dihydrofolséure-Reduktase
Interferenz mit Gyrasehemm- Bakterizid Hemmung der bakteriellen
bakterieller DNS | stoffe Topoisomerase Il
Nitroimidazole Bakterizid Bindung an bakterielle DNS
Hemmung der Rifampicin Bakterizid Hemmung der DNS-abhéngigen RNS-
RNS-Synthese Polymerase
Hemmung der Makrolide Bakteriostatisch Blockade der Ribosomen an der
Proteinsynthese | Lincosamide mRNS
Tetracycline Bakteriostatisch Andocken von Aminoacyl-tRNS-
Komplexen an mRNS wird verhindert
Aminoglykoside Bakterizid induziert die Bildung von Nonsense-
Proteinen durch Anlagerung falscher
tRNS-Komplexe an die mRNS
Chloramphenicol | Bakteriostatisch Hemmung der Peptidyltransferase
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2. Kenntnisstand

Daneben muR eine gewisse physikalisch-chemische Stabilitat erfullt werden, um das
fertige Depotsystem sterilisieren und Uber einen langeren Zeitraum lagern zu kénnen.
Die ausgewahiten Antibiotika hemmen entweder die Zellwandsynthese (Augmentan und
Vancomycin) oder die Proteinbiosynthese (Clindamycin und Gentamicin). Es wurde
jeweils ein Standardpraparat und das entsprechende Alternativmedikament gewahit.
Alle Medikamente lagen als wasserlésliche, infundierbare Salze oder Sulfate vor.

2.1.1 Augmentan®

Augmentan® ist die Kombination des Aminopenicillins Amoxicillin und des B-
Laktamaseinhibitors Clavulanséure. Die Aminopenicilline sind Uber das Wirkspektrum
der Penicilline wie Strepto- und Pneumokokken hinaus gut wirksam gegen Listerien,
Enterokokken, Haemophilus influenzae, eine Reihe von Escherichia-coli-Stammen
(ca.60%) und mehr als 90% aller Proteus-mirabilis-Stamme. In Kombination mit
Clavulanséure kann die Indikation fur Amoxicillin auf Weichteilinfektionen durch B-
Laktamase-bildende Haemophilus-influenzae-Stamme, Klebsiellen und Staphylokokken
ausgeweitet werden [20]. Aminopenicilline sind nur in trockenem Zustand und bei
Temperaturen unter 25°C lagerungsstabil. Bei leicht saurem pH-Wert sind sie gut
wasserlGslich, aber abhangig von Temperatur, Licht- und UV-EinfluR nur noch bedingt
I6sungsstabil. Aminopenicilline wirken bakterizid, wobei nicht die Konzentration, sondern
vielmehr die Wirkdauer die entscheidende Rolle spielt. Es werden die Transpeptidasen
in der bakteriellen Zellwand gehemmt, die der Quervernetzung und damit Stabilisierung
der Mureinschicht von grampositiven Bakterien dienen. Unter der Therapie mit
Aminopenicillinen kann es zur Ausbildung eines Masern-ahnlichen Exanthems kommen,
daneben muR das Auftreten von Allergien beriicksichtigt werden [21, 22]. Clavulanséure
wird durch Streptomyces clavuligerus gebildet und besitzt nur schwache intrinsische
antimikrobielle Aktivitat. Sie hemmt B-Laktamasen, die von vielen gramnegativen und
grampositiven Keimen gebildet werden, indem der enthaltene B-Laktamring durch das
Enzym geéffnet und anschlieBend ireversibel an das Enzym gebunden wird. Sie ist ein
Suizid-Inhibitor, da das Enzym nach Bindung mit Clavulansdure fur den
Mikroorganismus wertlos wird und das kombinierte Aminopenicillin seine Wirkung
entfalten kann [21].

-B-



2. Kenntnisstand

Abbildung 1: Amoxicillin

o CH.OH

Abbildung 2: Clavulansiure

2.1.2 Clindamycin

Clindamycin ist ein Lincosamid, welches halbsynthetisch aus Lincomycin hergestellt
wird. Es ist leicht basisch, bei pH 2-9 lésungsstabil und gut wasserléslich. Das
Wirkspektrum umfat neben grampositiven Bakterien, speziell Staphylokokken, auch
obligat anaerobe gramnegative Stabchen. Lincosamide wirken tber eine Blockade der
50-S-Untereinheit der bakteriellen Ribosomen bakteriostatisch, bei sehr empfindlichen
Spezies und entsprechend hohen Wirkstoffkonzentrationen auch bakterizid. Das
Resultat ist in jedem Fall eine Stérung der Proteinsynthese. Clindamycin penetriert gut
in Knochen- und Weichgewebe und wirkt gut bei Osteomyelitiden, wenn als Erreger
Staphylokokken nachgewiesen werden kénnen. Die Kombination mit Knochenzementen
scheint daher sinnvoll. Es wird daneben als Ausweichpraparat bei Penicillinallergien zur
Endokarditisprophylaxe bei Zahn- und HNO-&rztlichen Eingriffen und bei akuten
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2. Kenntnisstand

Infektionen mit Anaerobiern verwendet. Die Lincosamide kénnen oral und parenteral
verabreicht werden, wobei Clindamycin die bessere Resorption aufweist. Zu schnell
infundiert kann Clindamycin zu Nausea, Herzrhythmusstérungen und Blutdruckabfall
fuhren, daneben sind gastrointestinale sowie hamatologische Stérungen und
Uberempfindlichkeitsreaktionen aufgetreten [23].
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Abbildung 3: Clindamycin

2.1.3 Gentamicin

Gentamicin ist ein semisynthetisch aus Micromonospora-Stammen gewonnenes
Aminoglykosid. Die sehr gut wasserléslichen und I6sungsstabilen Substanzen sind sehr
thermostabil und eignen sich zum Einsatz in stark exotherm polymerisierenden PMMA-
Knochenzementen [12]. Allen Aminoglykosiden gemeinsam ist ein relativ breites
Wirkspektrum im Bereich gramnegativer Keime, die primar bakterizide Wirkung und der
rasche Wirkungseintritt. Die Wirksamkeit im grampositiven Bereich ist eingeschrankt,
kann aber durch Kombination mit einem zellwandaktiven Antibiotikum gesteigert
werden. Die bakterizide Wirkung ist konzentrationsabhangig, ebenso wie der fur
Aminoglykoside charakteristische postantibiotische Effekt. Aminoglykoside diffundieren
durch von Porinproteinen in der &uBeren Membran gebildete Kanale in den
periplasmatischen Raum. Der Transport durch die innere zytoplasmatische Membran
erfolgt durch das hier vorhandene Membranpotential. Dieser Schritt wird durch einen
Abfall des pH-Werts, Hyperosmolaritét, die Anwesenheit von Ca- und Mg-lonen und
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2. Kenntnisstand

durch anaerobe Verhaltnisse gehemmt. Gegen Anaerobier sind Aminoglykoside
unwirksam, da deren Stoffwechsel kein ausreichend hohes Potentialgefélle zwischen
periplasmatischem Raum und Cytoplasma herstellt und damit die Diffusion durch die
Zytoplasmamembran unméglich ist [24]. Daher ist die Wirkung der Aminoglykoside auf
fakultative Anaerobier auch geringer, wenn diese unter vorwiegend anaeroben
Bedingungen aufwachsen. In Verbindung mit B-Laktam-Antibiotika &Rt sich ein positiver
Synergismus feststellen, das Wirkspektrum erweitert sich in den grampositiven Bereich.
Aminoglykoside wirken Uber eine Stérung der 30S-Untereinheit der Ribosomen. Dies
hat die Bildung von sog. ,Nonsense-Proteinen“ zur Folge. Durch den Einbau solcher
Proteine in die Zellmembran wird diese undicht, es strémen zunéchst lonen, dann

Gentamicin C: R, = R, =CH,
Gentamicin C,: R, =CH,, R,=H
GentamicinC_: R, = R,=H

Abbildung 4: Gentamicin

gréRBere Molekule und schliefllich Proteine aus der Bakterienzelle, was deren Untergang
zur Folge hat [25]. Aminoglykoside werden nach oraler Gabe nicht resorbiert und
miissen daher parenteral verabreicht werden. Aminoglykoside kénnen in Abhangigkeit
von Therapiedauer, Dosierung, Zustand des Patienten und Begleitmedikation zu oto-
und nephrotoxischen Nebenwirkungen fuhren [26, 27]. Die vestibularen und kochlearen
Schédigungen fulhren zu Hér- und Gleichgewichtsstérungen.
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2. Kenntnisstand

2.1.4 Vancomycin

Vancomycin ist ein Glykopeptidantibiotikum und wird aus Streptomyces orientalis
gewonnen. Es ist zusammen mit Teicoplanin ein wichtiges Reserveantibiotikum gegen
lebensbedrohliche Infektionen mit methicillinresistenten Staphylococcus-aureus- und
Enterococcus-Stammen wie beispielsweise Pneumonien, Empyeme, Endokarditiden,
Osteomyelitiden und Weichgewebsabszesse. Auch Staphylokokkeninfektionen eines
Shunt bei dialysepflichtigen Patienten oder eine durch Clostridium difficile
hervorgerufene Colitis werden mit Vancomycin behandelt. Die Indikation ist auf schwere
Infektionen zu beschranken. Vancomycin ist als Hydrochlorid (pH=8) erhaltlich. Es ist im
sauren Milieu gut l6slich, in alkalischer Umgebung dagegen instabil. Mischungen mit
alkalischen Lésungen fiihren zur Ausféllung und sollten daher nicht angesetzt werden.
Das Wirkspektrum liegt im grampositiven Bereich. Glykopeptidantibiotika verhindern den
Zellwandaufbau grampositiver Keime, indem sie vor der enzymatischen Quervernetzung
mit den Wandbausteinen reagieren und somit kein Peptidoglykangertst in Form einer
Mureinschicht zustande kommen kann [28].

Abbildung 5: Vancomycin

-10-



2. Kenntnisstand

Das Antibiotikum wirkt bei sich teilenden Keimen schnell bakterizid. Enterokokken
kénnen Resistenzen bilden, indem sie ihre Zellwandvorstufen so modifizieren, daR
Vancomycin nicht mehr daran binden und deren Aufbau behindern kann. Nach oraler
Gabe werden Vancomycin und Teicoplanin nicht resorbiert, falls eine systemische
Therapie erforderlich ist, mussen sie infundiert werden. Glykopeptidantibiotika sind wie
Aminoglykoside Uberdosiert nephro- und ototoxisch, ferner kann es bei zu schneller
Infusion zu Schmerzen, Phiebitis und Uberempfindlichkeitsreaktionen kommen [24].

2.2 Calciumphosphat-Zemente

Der in dieser Arbeit verwendete Zement gehért zur Werkstoffklasse der
Calciumphosphatzemente. CPC sind mehrkomponentige Mischungen verschiedener
Calciumphosphate. Sie verbinden die Vorteile freier Modellierbarkeit und Adaption an
Knochendefekte mit der sehr guten Biokompatibilitat von Calciumphosphaten [29-31].
Unterschieden werden, je nach pH-Wert der Zementpaste wéhrend des
Abbindevorgangs, Zemente die Hydroxylapatit, HA, im neutralen bzw. basischen
Bereich bilden sowie Bruschit- (Calciumhydrogenphosphat Dihydrat, DCPD) Zemente,
bei denen durch Zusatz von Phosphorséaure oder primaren Calciumphosphaten ein pH <
4.2 eingestellt wurde [32, 33]. Auch eine minimalinvasive Injektion flussiger
Pastensysteme direkt in zerstérte Knochenareale ist méglich [34, 35]. Die
Abbindereaktion findet unter annshernd isothermen Bedingungen statt und erméglicht
so die Einlagerung thermolabiler organischer Molekule und lebender Zellen [36, 37]. Die
nanokristalline Struktur der Zemente erméglicht eine Resorption sowohl durch zelluldren
Abbau (z.B. Hydroxylapatit) als auch Gber Lésungsprozesse (z.B. Bruschit).

Die in Tabelle 2 aufgelisteten Calcium-Phosphat-Salze sind nach ansteigendem
molaren Verhéltnis Ca/P und damit nach ansteigender Basizitét angeordnet. Bis auf
Fluorapatit (Fap) gehéren sie alle dem ternaren System Ca(OH)>-H3PO4-H20O an.
Fluorapatit bildet zusammen mit verunreinigtem Hydroxylapatit die mineralische Basis
vieler  Hartgewebe im  menschlichen  Kérper. Die  Herstellung von
Calciumphosphatzementen umfat normalerweise Prozesse der Sinterung, der
Ausféllung amorpher Calciumphosphate aus wéssrigen Losungen [38-40] und
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Mahilvorgéange zur Einstellung der PartikelgroRRe [41, 42]. Zweck dieser Verfahren ist die
Gewinnung phasenreiner Calciumphosphate mit definierten PartikelgroRen. Haufig
genutzte Komponenten sind Dicalciumphosphatdihydrat (DCPD),
Dicalciumphosphatanhydrid (DCPA) in Verbindung mit Tetracalciumphosphat (TTCP)
[43-45] sowie einkomponentige Zemente auf Basis von Tricalciumphosphat_(o-TCP/B-
TCP) [46, 47]. DCPD ist als Bestandteil des Endoskeletts und Zwischenprodukt bei der
Bildung von Hydroxylapatit aus amorphem Calciumphosphat bekannt [48]. Zemente, die
als Endprodukt der Abbindereaktion DCPD bilden [49-51], sind aufgrund ihrer
chemischen Léslichkeit unter physiologischen Bedingungen von Interesse. DCPA ist
trotz hoherer thermodynamischer Stabilitit gegeniber DCPD nicht im Endoskelett
nachweisbar [52]. B-TCP wird in einem Sinterprozel (1000°C/24h) aus
DCPA/Calciumcarbonat-Mischungen im Verhaltnis 2:1 gewonnen. Durch Erhitzen von
reinem B-TCP auf 1200-1400°C kann o-TCP gewonnen werden [53]. TTCP dient als
basische Komponente bei der Herstellung von CPC. Es bildet als &quimolare Mischung
mit DCPD oder DCPA in wéssriger L6sung bei pH 7,4 Hydroxylapatit. Synthetisiert wird
TTCP durch Sintern (1300°C) einer aquimolaren Mischung aus Calciumcarbonat und
einem Calciumhydrogenphosphat (DCPD oder DCPA) [54, 55].

Wasser, physiologische Flussigkeiten und Salzlésungen dienen als Reaktionsphase der
Lésung der Edukte und Prazipitation der Produkte. Die Léslichkeit der
Calciumphosphate bestimmt die Richtung der in wassriger Lésung ablaufenden
Reaktionen, also Fallung, Lésung und Phasentransformation. CPC mussen
feuchtigkeitsfrei gelagert werden, da der Zutritt von Wasser die Abbindereaktion zu
Hydroxylapatit einleitet. Hydroxylapatit findet sich als mineralische Phase des
Statzgewebes in Knochen (60-70%) und zu einem noch héheren Anteil im Zahnschmelz
(ca. 98%) [56]. Es liegt hier zumeist nicht in reiner Form, sondern in Mischungen mit
Fap vor.

-12-



2. Kenntnisstand

Tabelle 2: Zusammensetzung und Loslichkeitsprodukte verschiedener Calciumorthophosphate;
alle Verbindungen finden Einsatz als Edukte fiir die Herstellung von CPC

Verbindung Summenformel Ca/P log(Ksp) | log(Ksp)
Verhéltnis bei 25 «C | bei37 C

Calcium-bis-dihydrogenphosphat Ca(H,PO4),-H,0 0.5 Léslich
Monohydrat (MCPM)
Calcium-bis-dihydrogenphosphat Ca(H,POq), 0.5 Léslich
(MCPA)
Calciumhydrogenphosphat Dihydrat CaHPO42H,0 1.0 6.59 [57] 6.63
(DCPD, Brushite)
Calciumhydrogenphosphat CaHPO, 1.0 6.90 [58] | 7.04 [58]
(DCPA, Monetite)
Octacalciumphosphat (OCP) CagHy(PO4)e-5H,0 1.33 96.6 [59] | 95.9[59]
o-Tricalciumphosphat (a-TCP) a-Caz(POs), 1.50 25.5 [60] 25.5
B-Tricalciumphosphat (3-TCP) B-Caz(POy) 1.50 28.9[61] | 29.5[61]
Hydroxyapatit (OHAp) Cas(PO4);0H 1.67 58.4[62] | 58.6 [62]
Tetracalciumphosphat (TTCP) Cay(P04).0 2.0 - 37.4[63]

CPC werden der medizinischen Anforderung hinsichtlich freier Formbarkeit und
mechanischer Stabilitat in nicht kraftbelasteten Bereichen gerecht. Die Biokompatibilitat
ist durch das wahrend des Abbindevorgangs am Implantationsort entstehende
Hydroxylapatit geringer Kristallinitat gewahrleistet, die Reaktion verlauft ferner
weitgehend im physiologischen Bereich um pH 7,5-8. Durch direktes Anmodellieren von
CPC an die Knochenoberflache wird hier die ubermaRige Bildung von Bindegewebe
verhindert und damit die aliméhliche Resorption und Umwandlung des CPC in
kérpereigenes Hartgewebe begtinstigt. Im Tierversuch konnte nachgewiesen werden,
daR der Werkstoff anderen Materialien wie beispielsweise Polymethylmetacrylat
(PMMA) hinsichtlich Toxizitat und Langzeiterfolg Uberlegen ist [64]. Verschiedene CPC
sind als Medizinprodukt fur die Anwendung als Knochenersatzwerkstoffe zugelassen
(Tabelle 3). Die Indikationen der Zemente beschrankt sich auf nicht-lasttragende
Defekte im Bereich des Schadels mit kritischen DefektgréRen von weniger als 25cm?,
eine Kontraindikation besteht fur alle Werkstoffe bei infizierten Knochenlagern.
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Tabelle 3: Kommerzielle CPC-Produkte

Zement Hersteller Komponenten Endprodukt
a-BSM [65, 66] ETEX ACP, DCPD PHA
Biobone [67-69] | Merck GmbH ACP, DCPD PHA
Norian SRS Norian (Synthes- | a-TCP, CaCO3;, MCPM CAP
Norian CRS [70- | Stratec)

73]
BoneSource [5, | Stryker-Leibinger TTCP, DCPA PHA
74]
Calcibon [75] Merck GmbH o-TCP, MCPM, TTCP CAP
Cementek [76] Teknimed o-TCP, DCPA, CaCO; PHA PHA
Biopax [77-79] Mitsubishi Materials | a-TCP TTCP DCPD PHA

2.3 Calciumphosphatzemente als Depotsysteme

Die Eigenschaften der Calciumphosphatzemente hinsichtlich Resorptionsverhalten,
Biokompatibilitat und Osteokonduktivitat [80, 81] gaben AnlaR, die Werkstoffe als
sogenannte  drug-delivery-Systeme zur kontrollieten ~Wirkstoff-Freisetzung zu
verwenden. Es wurden diverse Therapeutika wie z.B. Antibiotka [82-89],
Antiinflammativa [90, 91], Zytostatika [92] oder Knochenwachstumsfaktoren [93-96] mit
verschiedenen Zementen kombiniert. Neben dem Ziel der Infektionsbekampfung dient
die Kombination von Antibiotika mit CPC auch der Infektionsprophylaxe. Infektionen
stellen bei porésen Ersatzmaterialien ein nicht unerhebliches Problem dar [97]. Eine
durch oberflachliche Kontamination ausgeléste Infektion kann durch Uber
Kérperflissigkeit antransportierte Antibiotika bekampft werden. Da aber das Eindringen
von Kérperflussigkeit in eventuell kontaminierte Porositaten nicht gewahrleistet ist, kann
hier ein zuvor eingebrachtes Praparat wirksamen Infektionsschutz leisten.

Tabelle 4: Studien - Calciumphosphatzemente in Kombination mit verschiedenen Pharmaka

Autor Wirkstoff Zement
Otsuka, Nakahigashi et Indometacin (nichtsteroidales Antirheumati- TTCP, DCPD, HaP
al. 1994 [98] kum)
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Autor Wirkstoff Zement
A. Ratier et al. 2001 [83] | Tetracyclin (Antibiotikum) Cementek®
(Teknimed), TTCP,
o-TCP
E. J. Blom, E. H. Burger rhTGF1 (recombinant-human-transforming- o-TCP, DCPA, HaP
et al. 2001 [94, 95] growth-factor 1)
Bohner, Lemaitre et al. Gentamicinsulfat (Antibiotikum) MCPM, B-TCP
1996, 1999 [84, 85]
Takechi, Miyamoto et Flomoxef (Antibiotikum) TTCP, DCPA
al.1996 [86] aw-FSCPC
(antiwashout-fast
setting CPC)
Soriano, Evora 2000 [99] | Poly(d,lHaktid-co-Glykolid)-Polymere mit TCP, HaP
Gentamicin beladen
Benoit et al. 1997 [100] Poly(d,Haktid-co-Glykolid)-Polymere mit JPlaster of Paris*
Vancomycin beladen (Calciumsulfat-
Hemihydrat)

Die Eigenschaften von CPC beruhen unter anderem darauf, das unter physiologischen
Reaktionsbedingungen Hydroxylapatit geringer Kristallinitat entsteht mit gegentber
gesinterten Implantaten deutlich gréRerer spezifischer Oberfiéche. Diese wiederum darf
bezuiglich des Infektionsrisikos nicht unbertcksichtigt bleiben. Hydroxylapatit wird nicht
nur als biokompatibler Knochenersatzwerkstoff, sondern auch als Adsorbens in der
Flussigkeitschromatographie verwendet [101]. Es wird hier speziell zur Abtrennung von
Proteinen und Peptiden verwendet. Da HaP geringer Kristallinitat auch Bakterien gut
absorbiert, ist dieses Material fur die Besiedelung und Plaquebildung durch
Mikroorganismen anfalliger als gesinterter HaP. Dies kann dazu fuhren, daR eine einmal
etablierte Infektion einen Infektionsherd bildet, der unter Umsténden hamatogen streuen
kann und damit den Verlust des Implantats bewirkt. Es sei hier auf die
Entstehungsmechanismen einer Parodontitis verwiesen, bei denen die guten
Anhaftungsméglichkeiten des Zahnschmelzes fur Bakterien eine Schitsselrolle spielen
[9]. Aus diesen Uberlegungen heraus ist der Zusatz von Antibiotika durchaus sinnvoll
und wurde bereits in verschiedenen Studien untersucht (Tab. 4). Nachteil der bisherigen
Arbeiten war, daf nur jeweils das Freisetzungsverhalten eines Antibiotikums aus einer
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Zementmatrix untersucht wurde. Ein Vergleich der unterschiedlichen Studien ist
aufgrund der unterschiedlichen Chemie der Zemente (Bruschit, Hydroxylapatit) mit stark
variablen PorengréRen, pH-Werten und spezifischen Oberflachen nur bedingt méglich.
Aus diesem Grund wurde im Rahmen der Arbeit eine Reihe unterschiedlicher Wirkstoffe
mit einem Zement kombiniert und sowohl das Freisetzungsverhalten als auch der
EinfluR auf die mechanischen Parameter und die Abbindeeigenschaften des Zements
untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1 Herstellung Calciumphosphatzement und Modifikation mit Antibiotika

Mahlung DCPA

Nach Einwiegen von 1250 g Calciumhydrogenphosphat (DCPA, Mallinckrodt-Baker,
Griesheim) in einen 500 ml Mahlbecher aus Achat wurden 100 Kugeln, 10 mm, aus
Achat und 250 ml Ethanol zum Mahlgut zugegeben. Die Mahlung erfolgte Uber 24 h mit
250 U/min bei minltlichem Wechsel der Drehrichtung. Nach Beendigung des
Mahlvorgangs erfolgte die Abtrennung des Mahlguts von den Mahlkugeln Uber ein Sieb
mit 355 ym Maschenweite und die Trocknung des Mahiguts im Ofen an Luft bei 60°C
fur 6 h.

Herstellung und Mahlung TTCP

100,0 g Calciumcarbonat (CC, Merck, Darmstadt) und 136,06 g DCPA wurden in eine
Duranglasflasche (1 1) mit 300 ml Isopropanol fur 1 h mit einem Magnetriihrer
homogenisiert. AnschlieBend wurde Uber Glasfritte (PorengréRe 4) abfiltriert und der
Filterkuchen bei 80°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das so getrocknete Pulver
wurde in einen ALSINT Tiegel (500ml) Gberfuhrt und bei 1500°C fur 18 h gesintert
(Oyten Thermotec). Der Sinterkuchen wurde anschlieBend an Luft abgeschreckt, um
eine Zersetzung der metastabilen TTCP-Phase im Bereich zwischen 800-1200°C zu
TCP und CaO zu vermeiden. Die Zerkleinerung des Sinterkuchens erfolgte zuerst mit
Mérser und Pistill und Siebung <355 um. Jeweils 36,6 g des gesiebten Pulvers wurden
unter Zusatz von 1,0 g Natriumphosphat im 500 ml Achatmahlbecher mit 4 Kugein (30
mm) gemahlen; Mahlparameter: 20 min, 200 U/min, 2 Richtungen.

Mischung des Zements

Beide Komponenten wurden im aquimolaren Verhéltnis (13,6 g DCPA; 36,6 g TTCP) im
Achatmahlbecher mit 4 Kugeln (30 mm) bei 100 U/min fir 1 h gemischt. Die fertige
Zementmischung wurde Uber ein Sieb der Maschenweite 355 um von den Kugeln
abgetrennt und feuchtigkeitsdicht im Exsiccator gelagert.
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Der fertige Zement wurde anschlieBend mit jeweils 1, 2 und 5 Gewichtsprozent

Antibiotikum vermischt. Die Zement-Antibiotikum-Pulvermischungen wurden auf einem

Taumelmischer fur jeweils 24 h homogen vermengt und anschlieRend feuchtigkeitsdicht

im Exsiccator gelagert. Die verwendeten Antibiotika waren:

e Augmentan iv. 2,2 g; Trockensubstanz, Infusionsflasche, SmithKline Beecham
Pharma GmbH, 80791 Minchen

¢ Clindamycin-Hydrochlorid, 100 mg, Nr. 27543, Sigma-Aldrich, D-89552 Steinheim

e Gentamicin sulfate from micromonospora purpurea, BioChemika, Fluka Chemie
GmbH, CH-9471 Buchs, Vertrieb: Sigma-Aldrich, D-89552 Steinheim, Best.Nr.:
48760, 5¢g

e Vancomycin-Hydrochlorid 500 mg, Abbott GmbH, D-65205 Wiesbaden

3.2 Bestimmung der Abbindezeit nach Gilmore

Die Abbindezeit eines Zements ist definiert durch die Zeitspanne zwischen Anmischung
und Aushartung. Die Abbindezeit wurde Uber die Penetrationsmethode nach Gilmore
bestimmt. Die hierzu eingesetzten Gilmore-Nadeln waren durch die in Tabelle 5
aufgefihrten GroRen definiert: Die Durchfuhrung der Messung erfolgte in der auf
37+1°C temperierten Feuchtigkeitskammer bei einer Luftfeuchtigkeit von mehr als 90%,
um ein Verdampfen der flussigen Phase des Zements wahrend der Abbindereaktion zu
vermeiden (Abbildung 6). Die Feuchtigkeitskammer besteht aus einer doppelwandigen
Edelstahlkammer, die Innenseite ist nach oben hin offen, die Vorderseite ist durch eine
PMMA-Tur verschlossen. Die doppelwandige Bodenplatte ist mit einem Zu- und Abflul
versehen. Die Gilmore-Nadel ist an einem Stempel befestigt und kann an der Oberseite
der Apparatur mit einer Schraube fixiert werden. In der Mitte der Bodenplatte ist die
Probenform auf einem von auflen drehbaren Teller befestigt. An der Deckelplatte sind
zwei Ventilatoren zur Umwaélzung der Innenluft der Kammer angebracht. Um eine
Luftfeuchtigkeit von mehr als 90% zu erreichen, war es teilweise notwendig, den Boden
der Kammer mit einigen ml Wasser vor einer Messung zu befeuchten. Zur Vermeidung
der Kondensation von Wasser an Gilmore-Nadel und Probenform wurden diese auf
Temperaturen von 37+1°C beheizt. Der Zement galt als abgebunden, wenn die Nadel
nicht mehr in die Oberflache eindrang. Die Beurteilung erfolgte optisch mit dem
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unbewaffneten Auge. Nach Beendigung der Messungen wurden die Eindricke in die
Zementoberflache mit einem Mikroskop bei 10facher VergréRerung nachbeurteilt.

Tabelle 5: Charakteristika Gilmore-Nadeln

Nadel Gewicht: Durchmesser:
G1 113,398 g (1/4 pound) 2.117 mm (1/12 inch)
G2 453,592 g (1 pound) 1.106 mm (1/24 inch)

Vor Beginn der Messungen wurde die Klimakammer (Abb. 6) auf eine Temperatur von
37+1°C und eine Luftfeuchtigkeit von mehr als 90% gebracht. Hierfur wurde das
Thermostat mit dem ZufluR der Bodenplatte und dem AbfluR der Wand verbunden und
auf eine Temperatur von ca. 38-39°C geregelt. Der AbfluR der Bodenplatte und ZufluR
der Wand wurden ebenfalls miteinander verbunden. Zur Umwalzung der Luft wurden die
beiden an der Deckelplatte der Kammer angebrachten Ventilatoren an eine
Gleichstromquelle (U=12V) angeschlossen. Die Uberwachung von Temperatur und
Feuchtigkeit in der Kammer erfolgte durch ein Thermohygrometer. Um eine vollsténdige
Durchwarmung der Apparatur zu gewahrleisten, erfolgten die beschriebenen
MaRnahmen 1 h vor Beginn der ersten Messung. Zum Anmischen der
Zementmischungen wurde als flissige Phase aqua ad injectabilia, Fa. Delta-
Pharma/Pfullingen, verwendet. Die Mischung erfolgte reproduzierbar in Latex-
Fingerlingen mit ein Vibrationsmixer (Thermolyne vibratory mixer Maxi mix Il, Typ
37600, Fa. Barnstead, lowa/USA) fur 15 s. Zum Auspressen der Paste wurde mit Hilfe
der Klammer das geschlossene Ende des Fingerlings zwischen den Rollen der
Auspressapparatur befestigt. Durch Drehen der Rollen wurde die Zementpaste zum
offenen Ende des Fingerlings hin gepreft, mit Hilfe des Spatels in die vorgewarmte
Probenform tberfuhrt und mit dem zylindrischen Ende des Spatels komprimiert. Durch
Abziehen mit einem Glasobjekttrager wurde die Zementoberflache gegléttet. Die befilite
Form wurde in die Apparatur eingebracht und die Markierung der Apparatur mit einem
Teilstrich der Form in Ubereinstimmung gebracht.
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Deckel
Stempel Befestigung
Ventilator
[ ]
|— Stempel
Abflug Wand
/Gilmone—NadeI
_—Prifkérper Form
Zuflu®
Wand
v
AbfluR
Zuflu®
Bodenplatte ) Bodenplatte
Drehvorrichtung

Abbildung 6: Feuchtigkeitskammer zur Bestimmung der Abbindezeiten

Die Zeit von Beginn des Anmischvorgangs bis zum Einbringen der Form in die
Apparatur betrug maximal 1 min. Die Messung der Abbindezeit begann nach 4 min
durch vorsichtiges Absenken der Gilmore-Nadel auf die Zementoberflache; die Zeit und
der durch die geschlossene Tur sichtbare Eindruck wurden notiert. AnschlieBend wurde
die Form extern um 60° (nachster Teilstrich) gedreht und alle zwei Minuten eine weitere
Messung vorgenommen. Die Zeit vom Beginn der Messung bis zu dem Zeitpunkt, an
dem die Nadel nicht mehr in die Oberflache eindrang, wurde protokolliert. Fir jede
Charge wurde die Priifung zweimal durchgefthrt. Nach Beendigung der Messung wurde
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der Prifkérper vorsichtig aus der Form entnommen und jeder Eindruck mit Hilfe eines
Auflichtmikroskops bei 10facher VergréRerung nachbeurteilt.

3.3 Mechanische Testung der Zemente

Die Untersuchungen zu den mechanischen Eigenschaften der verschiedenen
Calciumphosphatzement-Mischungen wurden statisch auf einem Materialprifstand nach
validierter Methode [102] durchgefiihrt. Bestimmt wurde die Druckfestigkeit (CS,
compression strength) und diametrale Zugprifung (DTS, diametral tensile strength)
anhand zylindrischer Priifkdrper nach definierter Verdichtung der Zementpaste wahrend
der Herstellung und 24 h Aushartung bei 37°C.

Priifkérperherstellung

Die Prifkorper fir die unterschiedlichen und im folgenden beschriebenen Prifmethoden
wurden mit der gleichen Apparatur in Edelstahlprobenformen hergestellt. Der
AuRendurchmesser dieser Formen betrug 19 mm, die Lange 37 mm, die Bohrung hatte
einen Durchmesser von 6 mm + 0.013 mm. Um die Paste verdichten zu kénnen,
wurden nach dem Befillen Edelstahldruckstempel in die Bohrungen der Probenformen
eingesetzt. Deren Durchmesser betrug 5.975 mm + 0.013 mm, die Lange 16 mm
(Prufkérper fur DTS und Freisetzung) bzw. 25,4 mm (Prifkérper fur CS). Die Einwaage
fur eine Prufung (jeweils 6 CS- bzw. DTS-Prufkérper) erfolgte nacheinander; fur CS-
Prufkérper wurden jeweils 800 mg, fur DTS-Prufkérper jeweils 200 mg ausgewogen.

Nach dem Positionieren der Probenform in der Hulse der Zementbefullungsapparatur
(Abb. 7) wurde ein 16 mm langer Stempel fur die CS-Prifkérper bzw. ein 25,4 mm
langer Stempel fur die DTS-Prifkérper in die Form eingebracht. AnschlieRend wurde die
jeweilige Flussigkeitsmenge mit einer Pipette aufgenommen; ein Pulver/
Flussigkeitsverhaltnis von 3,3 : 1 erforderte bei 800 mg Zement 224 pl Flussigkeit (aqua
ad injectabilia), bei 200 mg Zement 56 pl Flussigkeit. Die Flussigkeit wurde dem Zement
mit der Pipette bei minimaler Benetzung der Fingerling-Oberflache zugegeben, der
Fingerling mit der Klammer unter Minimierung des Luftvolumens verschlossen und fur
15 s mit dem Vibrationsmixer gemischt. AnschlieBend wurde die Paste mit Hilfe des
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Spatels in die Edelstahlprobenform eingebracht und mit dem zylindrischen Ende des
Spatels komprimiert. Die Form wurde mit einem 16 mm Stempel verschlossen. Zur
Bestiickung der Zementverdichtungsapparatur wurden zunéchst die Hilsen aus der
Formfullapparatur entfernt. Die Probenform wurde aus der Hulse entnommen und in die
Zementverdichtungsapparatur  Gberfihrt, der Hebelarm wurde mit Hilfe von
Wasserwaage und Réndelschraube waagerecht ausgerichtet und das Vorgewicht von
1465 g (= 2.7 MPa Verdichtungsdruck) zum Verdichten des Zementes fur 5 s an den
Hebelarm angelegt. Hiernach erfolgte das Plazieren des Standardgewichts von 386 g
(23 N) am Hebelarm und die waagrechte Ausrichtung des Hebels mit Hilfe der
Réandelschraube; diese Arbeitsschritte sollten in 30 s abgeschlossen sein. Der gesamte
Herstellungsvorgang durfte bis hier einen Zeitraum von 2 min nicht Gberschreiten. Die
Beschickung der Apparatur wurde fur jeden Prufkérper einer Testserie wiederholt.

Wasserwaage
@) O Hebelarm
Gewicht
Hebelarm- Stempel
Halterung
Zementprobe
robenform

hohenverstellbare
Formhalterung

Sockelhalterung

Grundplatte

Abbildung 7: Zementbefiillungsapparatur
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Fingerling e
mit Zement drehbare
Walzen
Probenform
~—"1

Grundplatte

Hulse \Stempel

Abbildung 8: Formfiillapparatur

Die so praparierte Zementverdichtungsapparatur mit Formen, Zementprifkérpern und
Gewichten wurde fiir 4 h in ein Wasserbad bei 37°C und 90% Luftfeuchtigkeit Uberfuhrt.
AnschlieBend wurden die Prifkérper aus den Formen entfernt; hierzu wurden die
Probenformen mit der konischen Offnung nach unten in die zylindrische Vertiefung der
Druckpresse positioniert; durch Driicken des Hebelarms der Druckpresse konnten die
Prufkérper aus der Form gedriickt werden. Die Prifkérper wurden in Préparategléaser
Uberfuhrt, gekennzeichnet und mit einer definierten Menge CPC-geséttigter Lésung
Uberschichtet (DTS-Prifkérper mit 0,5ml Lésung, CS-Prufkérper mit 2,0ml Lésung
Uberschichtet). Die Praparategléser mit den Prufkérpern wurden fir weitere 20 h bei
37°C im Wasserbad gelagert.

Mechanischer Test von DTS-Prifkérpern

Durchmesser und Lange der Prufkérper wurden auf £0.01 mm mit einer Feinschieblehre
bestimmt, das Gewicht der Prifkérper wurde auf +0.0001 g mit einer Laborwaage
ermittelt und die Werte im Prifprotokoll festgehalten. Die statische Material-
Prifmaschine war mit planen Edelstahlstempeln auf der oberen und unteren Seite
ausgestattet, diese wurden mit feuchtem Filterpapier abgedeckt. AnschlieBend wurden
die DTS-Prifkérper auf der Mantelflaiche zwischen den Stempeln positioniert. Die
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Prufung erfolgte mit einer Vorschubgeschwindigkeit von 10 mm/min bis zum Bruch des
Prufkorpers. Die Bruchkraft und der Bruchverlauf jedes Priufkérpers wurde im
Prifprotokoll festgehalten. Nur Prutkérper mit  DTS-Bruchverlauf wurden zur
Berechnung der Zugfestigkeit herangezogen, fehlerhafte Prifkérper wurden im Protokoll
vermerkt. Die diametrale Zugfestigkeit jedes Prifkérpers wurde berechnet nach:

DTS [MPa] = 2F max / (Adl) (1

mit  Fmax = Bruchkraft (N)
d = Priufkérperdurchmesser (mm)
| = Prufkérperlange (mm)

Mechanische Priifung von CS-Priifkérpern
Die Prufkérper wurden nach dem gleichen Prinzip wie bei der DTS-Prufung zunéchst
vermessen und gewogen, die Werte wurden im Prifprotokoll festhalten.

Die CS-Prufkérper wurden auf der Zylindergrundflaiche zwischen die mit feuchtem
Filterpapier abgedeckten Stempeln positioniert, die Prifung erfolgte mit einer
Vorschubgeschwindigkeit von nur 1 mm/min bis zum Bruch des Prufkorpers. Die
Bruchkraft wurde ebenso wie UnregelmaBigkeiten im Prifprotokoll vermerkt. Die
Druckfestigkeit jedes Prufkérpers wurde berechnet nach:

CS [MPa] = 4F pax / (Ad?) (2)

mit  Fmax = Bruchkraft (N)
d = Prufkérperdurchmesser (mm)
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3.4 Bestimmung der Freisetzungskinetik der Antibiotika

Prifkérper zur Bestimmung der freigesetzten Wirkstoffmenge

Die Herstellung der Prifkérper zur Charakterisierung der Freisetzungskinetik der
verschiedenen Wirkstoffe erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie die CS- und DTS-
Prifkérperherstellung. Der Zement wurde mit jedem zu testenden Antibiotikum als
Pulver/Pulvermischung versetzt. Es wurden Mischungen mit 1, 2 und 5 Gew.%
Antibiotikum hergestellt. Die Prufkérper bestanden aus 500 mg Pulvermischung und 140
pl aqua ad injectabilia. Von jeder Konzentration wurden je 3 Prufkérper hergestellt, die
allerdings nur 2 h im oben beschriebenen Wasserbad in der Zementverdichtungs-
apparatur belassen wurden. Nach 2 h wurden die Prifkérper in gekennzeichnete
Praparateglaser' eingelegt, die 10 ml PBS-Puffer enthielten. Die Glaser mit den 5%igen
Prufkérpern mit Augmentan, Clindamycin und Vancomycin muf3ten aus meftechnischen
Grinden mit 20 ml PBS-Puffer befullt werden.

Die Auslagerung der zur Untersuchung der Diffusion der Antibiotika hergesteliten
Prifkérper erfolgte in physiologischer, phosphatgepufferter Kochsalzlésung mit pH 7,4
(PBS). Die Herstellung von PBS erfolgte nach folgender Zusammensetzung:

PBS-Fufferlésung pH 7,4

8,0 g Natriumchlorid NaCl, Fa. Merck

0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO,, Fa. Merck

2,8 g Dinatriumhydrogenphosphat, Na,HPQ4*12 H,0 Fa. Merck

0,2 g Kaliumchlorid KCL, Fa. Merck

ad 1000 ml Reinstwasser, ¥z h bei 121°C autoklavieren (Autoklav Typ 3870 ELV,
Fa. Duttnauer)

Um die Temperatur wahrend der Auslagerung zur Diffusionsmessung konstant zu
halten, wurden die in 10 und 20 ml GlasgefaRen liegenden Prifkérper in einem
Inkubationsschrank (Fa. Memmert/Schwabach) bei 37°C aufbewahrt. Um die Lésung in

! Bspl.: V23 bedeutet :Vancomycin 2% Priifkdrper 3, sh. auch Anhang: Ergebnisse
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Bewegung zu halten wurde ein Ruttler (Typ L-40, GFL, Fa. Hartenstein/Wurzburg) in
dem Inkubationsschrank installiert, auf welchem die Glasgefale wahrend der
Auslagerung standen.

Zur Ermittlung der freigesetzten Wirkstoffmengen wurde die PBS-Lésung aus diesen
Glasgefalen in regelmaBigen Intervallen mit einem UV-Spektrometer (CARY-1 uv-
visible spectrophotometer, Fa. Varian/Australia) vermessen. Als Kivetten dienten
Quarzglaskivetten (Hellma® Prazisionskivetten Suprasil®, Typ 104-QS, Schichttiefe
10,00 mm, Ausmessung K 283). Nach 5, 30 und 60 min, 2, 4und 8 h, 1, 2, 4, 7, 14 und
28 Tagen wurde die Extinktion der jeweiligen Lésung mit dem Spektrophotometer
bestimmt. Es wurden je 3 Messungen durchgefuhrt, der PBS-Puffer wurde nicht
ausgetauscht und nach den Messungen wieder in die entsprechenden Glaser
zurickpipettiert. Aus den Mittelwerten wurde die Konzentration (C in mg/ml) des
Antibiotikums in der PBS-Lésung berechnet.

C = E/my (3)

mit  E = Extinktion
my = Steigung der Eichgeraden des jeweiligen Antibiotikums

Auf den jeweiligen Prufkérper und das Volumen der PBS-Lésung bezogen, konnte
daraus der prozentuelle Anteil der freigesetzten Menge von der dem Prifkdrper
urspriinglich zugesetzten Gesamtmenge des Wirkstoffes berechnet werden.

Anteil [%] = E/my X mMp/Mpges X Vpas/mag x 100 (4)
mit  mp= Masse des abgebundenen Prufkorpers
Mpges = Masse des Prufkérpers nach dem Anrdhren (immer 640 mg)

Vpgs = Volumen des PBS-Puffers
mag = Masse des zugesetzten Antibiotikums (5, 10 und 25 mg)
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Gemessen wurde bei den Wellenlangen mit den jeweils charakteristischen
Extinktionsmaxima. Diese wurden fiir die vier untersuchten Antibiotika mittels einer nicht
Uberséttigten Lésung (PBS und Antibiotikum, C = 0,5 mg/ml) ermittelt.

Augmentan®: A =273nm
Clindamycin: A =208 nm
Gentamicin: A =246 nm
Vancomycin: A =269 nm

Mit Hilfe dieser Extinktionsmaxima wurden Eichgeraden erstellt. Hierzu wurden
Lésungen a 10 ml mit 0,1; 0,25; 0,75; 1; 2; 3 und 4 mg/ml des jeweiligen Antibiotikums
hergestellt und vermessen. Aus den Ergebnissen konnten die Eichgeraden (Abb. 10 bis
13) und daraus wiederum die Steigungen my und die maximalen Konzentrationen Crmax
abgeleitet werden, bis zu welchen die Extinktionen linear anstiegen und die damit die
meftechnisch relevanten oberen Grenzwerte bildeten.

Augmentan®: Cmax = 1,25 mg/ml
Clindamycin: Cmax = 0,50 mg/ml
Gentamicin: Cmax = 2,50 mg/ml
Vancomycin: Crmax = 1,00 mg/ml

Zusammen mit maximal 25 mg Antibiotikum/Prufkérper (bei 500 mg Trockengewicht =
5%) ergaben sich die unterschiedlichen Volumina PBS, in denen die Prufkorper
ausgelagert wurden:

10 ml far Augmentan® 1%, 2%; Gentamicin 1%, 2%, 5%; Vancomycin 1%, 2%
20 ml fur Augmentan® 5%, Vancomycin 5%

Um auch fir Clindamycin 10 ml (1%, 2%) und 20 ml (5%) Glaser verwenden zu kénnen,
wurde das Trockengewicht der Prifkérper auf 200 mg und damit die enthaltene
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3. Material und Methoden

Wirkstoffmenge auf max. 10 mg reduziert, um einen linearen Anstieg der Extinktion zu
gewahrleisten.

3.5 Sonstige Charakterisierungsmethoden

Die Untersuchung der Morphologie der verschiedenen ausgehérteten Zementmatrices
erfolgte mit einem Rasterelektronenmikroskop DSM 940, Fa. Zeiss/Oberkochen, die
Phasenzusammensetzungen wurden mit einem Roéntgendiffraktometer D5005, Fa.
Siemens/Karlsruhe ermittelt. Zeta-Potential Messungen an den Calciumphosphat-
Partikeln erfolgte mit einem Zeta-Sizer 3000, Fa. Malvern/Herrenberg in wassriger
L.&ésung ohne und mit Zusatz der Antibiotika.
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4. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war, die physikalischen und chemischen Eigenschaften von
Calciumphosphatzement in Kombination mit Antibiotika verschiedener Wirkungsweisen
zu untersuchen. Bereits das Anmischverhalten der verschiedenen Kombinationen
unterscheidet sich teilweise stark von dem reinen Calciumphosphatzements.
Entscheidend fur den chirurgischen Einsatz sind neben den rheologischen
Eigenschaften auch die Abbindezeiten, die erreichbare Endfestigkeit und vor allem die
Freisetzungskinetik der beigefugten Pharmaka.

4.1 Initiale Abbindezeit nach Gilmore

Der Zusatz von 1-5 Gew.% Antibiotikum zur Trockenmasse beeintrachtigt im Fall von
Vancomycin und Augmentan® die Abbindezeit nur unwesentlich; bei Zusatz von
Clindamycin verkirzt sich die Abbindezeit erheblich.

Tabelle 6: Initiale Abbindezeiten

Antibiotikum Augmentan® Clindamycin Gentamicin Vancomycin
Abbindezeit [min]
1 Gew.% 16 9 18 16
2 Gew.% 16 7 22 16
5 Gew.% 16 5 26 18
Referenz Calciumphosphatzement ohne Antibiotikum: Abbindezeit 16 min

Deutliche Verlangerungen ergeben sich bei Zusatz von Gentamicinsulfat. Je héher der
Anteil am Trockengewicht, desto langsamer bindet der Zement ab. Gleichzeitig
verandern sich die rheologischen Eigenschaften. Die mit Gentamicinsulfat versetzten
Pasten verflissigen makroskopisch bei gleichem PL-Verhaitnis stark, hierunter leidet die
Verarbeitbarkeit. Ein gezieltes Modellieren und Auffullen der Probenformen war nur
erschwert méglich.
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4.2 Mechanische Eigenschaften der Zemente

Die Veranderungen in der kristalinen Struktur beeinflussen auch die
anwendungsrelevanten Eigenschaften der einzelnen Mischungen. Der Zusatz von 5
Gew.% Clindamycin, Gentamicin und Vancomycin verandert die Abbindezeiten und die
mechanischen Eigenschaften am deutlichsten (Tab. 6 - 8).

Tabelle 7: Druckfestigkeiten von Calciumphosphatzement mit Antibiotika

Zement-Modifikation Druckfestigkeit [MPa] mit
1% | 2% | 5%
Calciumphosphatzement ohne Zusatz 64,9+5,1
Augmentan® 652+53 57,8+3,0 59,8 +4,7
Clindamycin 56,0 +9,0 471+71 39,5+4,0
Gentamicin 64,5+5.2 518+75 40,5+5,1
Vancomycin 60,0+ 5,6 64,9+6,9 384175

Tabelle 8: Zugfestigkeiten von Calciumphosphatzement mit Antibiotika

Zement-Modifikation Zugfestigkeit [MPa] mit
1% | 2% 5%
Calciumphosphatzement ohne Zusatz 73+0,8
Augmentan® 6,2+0,8 6,9+0,9 6,3+1,3
Clindamycin 7,0+0,9 73+08 55+1,0
Gentamicin 6,9+1,2 7,0+0,7 45+1,0
Vancomycin 74+0,8 6,5+1,5 50+1,3

Der nicht mit Wirkstoff beladene Zement weist eine Druckfestigkeit von etwa 65 MPa
und eine diametrale Zugfestigkeit von 7 MPa nach 24 h Aushartung auf. Durch
Modifikation mit jeweils einem Prozent Antibiotikum verandern sich die Festigkeitswerte
nicht dramatisch. Bei Zusatz von 2-5 Gew.% verringert sich die Druckfestigkeit um bis
zu 26,6 MPa (5% Vancomycin), die Zugfestigkeit geht um bis zu 2,5 MPa (5%
Gentamicin) zurtick. Neben der starken Verflussigung bei 2% / 5% Gentamicinzusatz
und der verzégerten Abbindereaktion kommt es bei einem Zusatz von 5% Antibiotikum

generell zu einer signifikanten Verschlechterung der Festigkeitswerte, die bis auf die
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Mischungen mit Augmentan® die Anforderungen an die gewinschte Stabilitat nicht
zufriedenstellend erfullen. Der Zusatz von bereits 1% Clindamycin verringert die
Druckfestigkeit um etwa 14%, 5 Gew.% Zusatz reduzieren diesen Wert um ca. 40% im
Vergleich zur Antibiotikum-freien Mischung. Ahnlich verschlechtern sich die Werte flr
die diametrale Zugfestigkeit.

4.3 Partikelladung (Zeta-Potential) nach Wirkstoffmodifikation

Durch den Zusatz von Antibiotikum &ndern sich die Zeta-Potentiale der verschiedenen
Calciumphosphatpartikel. Durch die eingebrachten Sulfatgruppen bei Zusatz von
Gentamicin wurde die Umkehr des Zeta-Potentials und eine positive Aufladung der
Partikeloberflachen erreicht. Die drei anderen Antibiotika bewirkten keine
Ladungsumkehr aber eine teilweise deutliche Verstarkung des Potentials (Tabelle 4).

Tabelle 9: Zeta-Potentiale verschiedener Calciumphosphatpartikel in wissriger Phase

Calciumphosphat Zeta-Potential [mV]

Wasser Gentamicin Vancomycin Augmentan®
Calciumhydro- -18,4 19,3 -15 -23,9
genphosphat
Tetracalcium- -15 10,6 -8,2 -16,6
phosphat
Hydroxylapatit, -1,5 14,9 -0,5 -13,8
gefalit

4.4 Zementmorphologie und Phasenzusammensetzung nach Aushartung
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, daB die nadelartigen Kristalle (0.5-1 um
Lange, 50-100 nm Durchmesser, Abb. 9) von abgebundenem Calciumphosphatzement
bei Zusatz von Gentamicin clusterartig verdichtet vorliegen und groRe Poren bilden
(Abb. 10). Ahnliche Strukturen weisen auch die abgebundenen Zemente auf, die mit ieb
Gew.% Augmentan und Vancomycin versetzt wurden (Abb.11, 12).
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Abbildung 9: kristalline Struktur von Abbildung 10: Calciumphosphatzement mit 5%
Calciumphosphatzement Gentamicinsulfat

Abbildung 11: Calciumphosphatzement mit 5%  Abbildung 12: Calciumphosphatzement mit 5%
Augmentan Vancomycin

Anhand von  Rontgendiffraktogrammen  kénnen in  allen  untersuchten
Zementmischungen Hydroxylapatit geringer Kristallinitat als Reaktionsprodukt anhand
der charakteristischen Beugungsreflexe bei 2 Theta = 25.9 und 21-35° sowie Anteile
nicht reagierten Tetracalciumphosphats Uber die Reflexe bei ca. 2 Theta = 29°
nachgewiesen werden (Abb. 16). Der Zusatz der verwendeten Antibiotika fuhrt also
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offensichtlich nicht zu einer Inhibition der Abbindereaktion, wohl aber zu einem
geénderten Wachstumsverhalten der Hydroxylapatitkristalle. Dies kann mit den durch
die beigegebenen Antibiotika unterschiedlich stark veranderten Oberflachenladungen
der Zementpartikel in flissiger Phase begrindet werden. Das Zeta-Potential der
Hydroxylapatitoberflache liegt ohne Antibiotikazusatz nahe Null, es findet wahrend des
Prazipitationsvorgangs keine gegenseitige elektrostatische AbstoRung der Kristallite
statt. Resultat ist eine fein vernetzte, filz&hnliche Struktur von nadelartigen Kristallen mit
ca. 0,51 pm Lange und 50-100 nm Durchmesser. Eine Aufladung fluhrt zu
elektrostatischer AbstoBung und damit letzendlich zu einem geénderten
Kristallwachstum. Besonders deutlich wird das im Fall von Gentamicin, hier werden die
Partikeloberflachen positiv geladen. Es bildet sich eine groRporige, clusterférmige
Textur, in der nurmehr verbackene Kristalle gefunden werden kénnen. Ein &hnliches
Wachstumsmuster 1aRt sich bei Zusatz von Augmentan und Vancomycin beobachten.
Augmentan verandert die Struktur im Endergebnis dabei am geringflgigsten.

Intensitét [w.E.]

5% Augmentan

5% Gentamicin

5% Vancomycin

kein Antibiotikum

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
2Theta []

Abbildung 13: Rontgendiffraktogramme von ausgehartetem CPC nach Zusatz verschiedener
Antibiotika
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4.5 Freisetzungsverhalten der Antibiotika

Zur Bestimmung der aus den Prufkérpern freigesetzten Menge Antibiotikum wurde die
Extinktion (E) der Auslagerungslésungen bestimmt. Um hieraus wiederum die
Konzentration (C [mg/ml]) und damit die Menge Antibiotikum in mg ausrechnen zu
kénnen, waren Eichgeraden zur Bestimmung der Geradensteigung (m) nétig.

E=C/m ©)
mit m=Ax/Ay

Die Extinktionen der vier vermessenen Antibiotika sind in Tabelle 9 wiedergegeben.

Tabelle 9: Steigung der Eichgeraden und linearer Bereich

Antibiotikum Augmentan® Clindamycin Gentamicin Vancomycin
m=4ax/ay 2,7057 4,4917 0,1687 2,9738
Extinktionsmaximum A 273 208 246 269
[nm]
Bereich linearer Anstieg 0-1,0 mg/mi 0-0,5 mg/ml 0-2,0 mg/mi 0-1,0 mg/ml
von E

Die starkste Extinktion und damit den engsten Mef3bereich hat Clindamycin. Es hat eine
rund 26fach héhere Extinktion als Gentamicin, welches den gréten MeBbereich mit der
geringsten Standardabweichung (SD) aufweist. Augmentan®und Vancomycin haben ein
zueinander ahnliches Absorbtionsverhalten sowie einen vergleichbaren MeRbereich.
Die experimentell ermittelten Eichgeraden sind in Abbildung 13-16 dargestelit.

Neben den Veradnderungen der anwendungsrelevanten Parameter wie Abbindezeit und
Endfestigkeit wirken sich die strukturellen Unterschiede im Kristallaufbau auch auf die
Freisetzungskinetik der einzelnen Antibiotika aus. Waéhrend des
Beobachtungszeitraums von 32 Tagen wurden zwischen 12% (Vancomycin 5%) und
62% (Gentamicin 1%) des enthaltenen Antibiotikums abgegeben.
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Extinktion

Abbildung 14:

Extinktion
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Abbildung 15: Eichgerade Clindamycin
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Abbildung 16: Eichgerade Gentamicin
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Abbildung 17: Eichgerade Vancomycin
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4. Ergebnisse

Gentamicin wurde in allen Konzentrationsstufen sehr schnell und viel freigesetzt (Abb.
17). In den ersten 4 Stunden gaben die Prifkérper durchschnittlich 18-32% der
enthaltenen Menge an Gentamicin an die Pufferlésung ab. Nur die mit 1% Augmentan®
beschickten Prifkérper setzten Uber einen initialen Zeitraum von 10 Stunden mit 34%
geringfiigig mehr Wirkstoff frei.
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5 a0 -
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Auslagerungszeit [h]

Abbildung 18: Freisetzung von Gentamicinsulfat aus Calciumphosphatzement in Abhéngigkeit der
Wirkstoffbeladung

Der bereits in anderen Studien beobachtete initiale Burst [14, 103] trat auch bei der hier
verwendeten Zementmischung auf. Offensichtlich wird durch die héhere Porositét und
damit groRBere Oberflaiche der mit Gentamicin versetzten Prifkérper die Diffusion der
Wirkstoffe erleichtert. Dem gegentber steht die vergleichsweise hohe Schwankung der
Wirkstofffreisetzung bei Gentamicin. Die entstehenden Poren sind scheinbar nicht
gleichmaRig uber die Oberflachen der Prufkérper verteilt. Die initial hohe Freisetzung

konnte auch im Fall von Augmentan® (Abb. 18) und Clindamycin (Abb.19) beobachtet
werden.
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Abbildung 19: Freisetzung von Augmentan® aus Calciumphosphatzement in Abhingigkeit der
Wirkstoffbeladung

Die Struktur des abgebundenen, mit Augmentan® versetzten Zements ahnelt der von
Gentamicin-beladenem Zement. Die Porositdt und auch die Verteilung der Poren
bewirkt hier ahnliche Effekte hinsichtlich Burst und Freisetzungsschwankungen.
Augmentan® wurde gegen Ende des Beobachtungszeitraums gleichméaRiger
abgegeben als Gentamicin. Zwischen Tag 37 und 155 diffundierten nurmehr 3-8%
Gentamicin im Gegensatz zu 4-25% Augmentan® in die Pufferlésung.

Die vergleichsweise niedrigste Freisetzungsrate weist Vancomycin auf. Nach 10 Tagen
waren erst 5-14% und nach 150 Tagen 14-25% des Antibiotikums aus dem Zement
abgegeben worden. Auch initial wird Vancomycin in deutlich geringerem MaR
abgegeben als die drei anderen Antibiotika. Nach 2 Stunden waren erst 4-10%
nachweisbar. Annahernd derselbe Prozentsatz (4-7%) war bei Clindamycin bereits nach
5 Minuten in der Pufferlosung mef3bar. Der Zusatz von Vancomycin bewirkt ebenfalls
eine clusterartige, porige Struktur im abgebundenen Zement (vgl. Abb. 19). Trotz dieser
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Struktur wurde das Makromolekil Vancomycin (vgl. Abb. 5) deutlich schlechter
freigesetzt als die Ubrigen untersuchten Antibiotika. Inwiefern die GréRe und der Aufbau
(Molekulargewicht ~ 1500Da, trizyklisches Glykopeptid [104]) die Freisetzung
beeinflussen, ist nicht bekannt.
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Abbildung 20: Freisetzung von Vancomycin aus Calciumphosphatzement in Abhéngigkeit der
Wirkstoffbeladung

Clindamycin wird initial am schnellsten freigesetzt (Abb.20). Nach 5 Minuten
Auslagerungszeit waren bereits zwischen 4% und 7% des Gesamtgehaltes abgegeben.
Wie bei Augmentan® und Gentamicin stagnierte die Freisetzung nach 24 Stunden.
Zwischen dem 2. und 36. Tag wurde nur noch 2-5% Clindamycin freigesetzt.
Zusammenfassend konnte bei Augmentan®, Clindamycin und Gentamicin eine initial
schnelle und hohe Freisetzung beobachtet werden. Gegen Ende des
Beobachtungszeitraums waren zwischen 31% (Clindamycin) und 49% (Gentamicin) des
Gesamtgehalts an Antibiotikum aus den Prufzylindern in die PBS-Lésung diffundiert.
Allen drei Freisetzungen gemein ist ein annéhernd exponentieller Verlauf mit einer nicht
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volistandigen Abgabe der Gesamtmenge an zugesetztem Wirkstoff. Auch Vancomycin
weist eine anndhemnd exponentielle Freisetzung auf. Es fehlt hier jedoch der

ausgepragte initiale Burst und der steile Konzentrationsanstieg innerhalb der ersten 24
Stunden.
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Abbildung 21: Freisetzung von Clindamycin aus Calciumphosphatzement in Abhingigkeit der
Wirkstoffbeladung
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5. Diskussion

Gegenstand der Arbeit war die Modifikation eines  Apatit-bildenden
Calciumphosphatzements aus basischem Tetracalciumphosphat und saurem
Calciumhydrogenphosphat mit verschiedenen, Kklinisch fur die Therapie einer
Osteomyelitis relevanten Antibiotika. Der Zusatz diverser Pharmaka zu
Calciumphosphatzementen verschiedenster Zusammensetzung zur Schaffung eines
drug-delivery-Systems wurde bereits mehrfach untersucht [15, 82-86, 88-96, 98-100,
106-108]. Die Kombination von CPC mit Antibiotika fihrte, wie auch in der vorliegenden
Arbeit nachweisbar, zu einer Wechselwirkung der wasserléslichen Salze mit der
Abbindereaktion der Zemente, verbunden mit Anderungen der Zementstruktur und den
anwendungsrelevanten Eigenschaften.

Die Wechselwirkung von Halogenen, speziell Chlorid, auf das Abbindeverhalten von
Calciumphosphatzementen und die Beeinflussung ihrer mechanischen Eigenschaften
war Gegenstand einer Untersuchung von A. Ratier et al.[83]. Der in dieser Studie
verwendete Zement war eine Mischung aus TTCP und a-TCP, der mit Phosphorsdure
angemischt wurde (Cementek®, TEKNIMED - France). Als Antibiotikum wurde
Tetracyclin zugesetzt, das von Calciumphosphaten stark adsorbiert wird. Tetracyclin
wird Ublicherweise als gut wasserldsliches Hydrochlorid verabreicht, es fihrt bei
Einnahme wéhrend der Mineralisation der zweiten Dentition durch die Adsorption an
Calciumphosphaten zu einer graugelblichen Verfarbung der bleibenden Zahne. Neben
der ublichen Hydrochloridverbindung wurde in dieser Arbeit Tetracyclin auch als
Trihydrat eingesetzt. Hierzu wurde das Tetracyclin-Hydrochlorid in einer gesattigten
Calciumsulfatiésung gelést, 15 h gerthrt, das Prézipitat abgefiltert und getrocknet. Im
Vergleich konnte dem verwendeten Zement die 7-fache Menge an Tetracyclin zugesetzt
werden, wenn das Hydrochlorid zuvor mit Calciumsulfat in das Trihydrat umgesetzt
wurde. Vergleichsparameter waren die diametrale Zugfestigkeit, Druckfestigkeit und die
Bildung der HaP-Kristalle in der Zementmatrix. Die mechanischen Eigenschaften der mit
Tetracyclinhydrochlorid versetzten Proben waren insgesamt schlechter als diejenigen
der Chloridionen-freien Proben. Die Autoren fuhren dies auf die Gegenwart der
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Halogen-lonen zuriick. Normalerweise bildet sich Hydroxylapatit Uber zwei
Zwischenschritte. Zunachst entsteht Bruschit (DCPD), dann Octocalciumphosphat
(OCP) und schlieRlich Hydroxylapatit. Die Anwesenheit der Chlorid-lonen fuhrt zu einer
direkten Bildung von Hydroxyhalogenapatit ohne OCP-Bildung. Der so entstehende
Apatit besitzt nicht dieselben mechanischen Eigenschaften wie reiner HaP. Bei der
Verwendung weitgehend chloridfreien Tetracyclins konnten die Autoren bis zu einem
Zusatz von 7% nur geringfugige Verschlechterungen bei den CS- und DTS-Werten und
ein nur geringfigig verlangsamtes und verdndertes Kristallwachstum von HaP
nachweisen. Nicht untersucht wurde in dieser Studie das Freisetzungsverhalten des
veranderten Tetracyclins, ebenso wurde die fur eine Freisetzung uber Diffusion
notwendige Wasserloslichkeit nicht berlcksichtigt oder mit der des Hydrochlorids
verglichen.

Die in der vorliegenden Arbeit aufgetretenen Veranderungen bei Zusatz von
Vancomycin, Clindamycin und Gentamicin kénnen ebenso auf die Anwesenheit freier
Chlorid- und Sulfat-lonen und deren Einbau in die wachsenden Kristalle wahrend der
Abbindereaktion zuriickgefihrt werden. Beobachtet wurden fir alle drei Wirkstoffe eine
Verringerung der Druckfestigkeit um bis zu 40% nach Modifikation mit 5 Gew.% des
Antibiotikums, teilweise verbunden mit drastischen Anderungen der rheologischen
Eigenschaften der Zementpaste und einer Verlangerung der Abbindezeit (Gentamicin-
Sulfat). Demgegenuber wurden bei der Verwendung von Augmentan® nur geringfigige
Anderungen der anwendungsrelevanten Zementeigenschaften beobachtet. Die beiden
in Augmentan® enthaltenen Pharmaka Amoxicillin und der B-Laktamase-Hemmer
Clavulansaure liegen hier als Natrium- bzw. Kaliumsalz vor. Die freiwerdenden Natrium-
und Kalium-lonen beeinflussen das Kristallwachstum in der Zementmatrix offensichtlich
weit weniger als Halogen- und Chalkogenionen (vgl. Abb. 9-12). Die Zeta-Potentiale der
Edukte TTCP und DCPD verandern sich nur vergleichsweise geringflgig bei Zusatz von
Augmentan® und die Abbindezeit bleibt in allen Konzentrationsstufen unbeeinfluf3t (vgl.
Tab. 2, 3). Die lonen reagieren zu NaOH und KOH und werden Uber die PBS-Lésung
gepuffert.
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Die Wechselwirkung der Antibiotika mit den im Zement enthaltenen Calciumphosphaten
nimmt ebenfalls EinfluR auf das Freisetzungsverhalten der Wirkstoffe. Abbildung 21
zeigt fur eine Konzentration von 2 Gew.% des Wirkstoffs die Freisetzungsprofile der
einzelnen  Antibiotika im  Vergleich. Wahrend Gentamicin Uber den
Beobachtungszeitraum von 4 Wochen mit einer Gesamtmenge von nahezu 50% des
eingesetzten Wirkstoffs freigesetzt wird, werden fur die anderen Wirkstoffe teilweise nur
Freisetzungsmengen von 12-27% gemessen. Diese verhaltnismaRig geringe
Absolutfreisetzung steht im Widerspruch zu Ergebnissen der Literatur, bei denen
oftmals eine nahezu quantitative Freisetzung Uber den Beobachtungszeitraum erfolgte.
Bohner et al. erzielten mit einer Mischung aus B-TCP und MCPM in Kombination mit
Gentamicinsulfat und Polyacrylsdure eine Freisetzung von 58-100% innerhalb der
ersten 2 Tage [84]. M. Benoit et al. fanden fur die Kombination von Plaster of Paris
(Calciumsulfat-Hemihydrat) mit Vancomycinhydrochlorid einen Bursteffekt mit mehr als
70% Freisetzung innerhalb des ersten Tages [100].
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Abbildung 22: Vergleich der Freisetzung von 2% Antibiotikum aus Calciumphosphatzement
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Grunde fur die nicht-quantitative Freisetzung der Wirkstoffe in dieser Arbeit liegen
offenbar in der Herstellung der Prifkérper und der Wechselwirkung der Salze mit
Bestandteilen der Zementmatrix begrindet. Ersteres umfasste analog zur Herstellung
der Priufkérper fur die mechanische Testung eine definiete Kompression der
Zementpaste, um reproduzierbare Eigenschaften der ausgeharteten Zementmatrix zu
erhalten. Hierbei kommt es allerdings zu einem Auspressen von Zementflissigkeit
verbunden mit einer Reduktion der Zementporositdt. Aufgrund der guten
Wasserloslichkeit der Antibiotikasalze fuhrt dieser Schritt somit zu einem nicht naher
bestimmten Verlust der Gesamtwirkstoffmenge innerhalb der Zementmatrix, der bei der
Berechnung der relativen Freisetzung unberlicksichtigt blieb. Der zweite Effekt ist auf
eine Reaktion des basischen Zementbestandteils TTCP mit den primar gut
wasserloslichen  Antibiotikasalzen  zurtick zu  fihren. Das enthaltene
Tetracalciumphosphat reagiert priméar mit Wasser zu Hydroxylapatit und Calciumoxid.

3Cay(PO4)20 + H20 —> Cayo(PO4)s(OH)2 + 2Ca0 (6)

Calciumoxid kann anschlieRend aus den als Salzen vorliegenden Antibiotika (AB) die
jeweilige, nur bedingt wasserlésliche Base freisetzen:

2AB-H3"CI" + Ca(OH), —> 2AB-H, + Ca®*2CI" + 2H,0 (7)

Je mehr Antibiotikum wahrend des Abbindevorgangs in den Prufkérpern durch die
Reaktion mit Calciumoxid in die freie Base umgesetzt wird, desto weniger lgsliches
Antibiotikum-Hydrochlorid beziehungsweise -Sulfat steht spéater fur die Diffusion aus der
Zementmatrix zur Verfugung. Je besser léslich das nicht als Salz vorliegende
Antibiotikum ist, desto weniger beeintrachtigt die Reaktion mit Calciumoxid das
Freisetzungsverhalten aus dem abgebundenem Zement. Vancomycin ist das gréRte
und am schwersten l6sliche Molekul der verwendeten Antibiotika und zeigt mit nur 12%
die geringste Freisetzung, Clindamycin ist vergleichsweise klein, auch als freie Base
besser I6slich und wird deutlich besser freigesetzt (Abb. 21).
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Vor diesem Hintergrund erklart sich auch das unterschiedliche Freisetzungsverhalten
bisheriger Studien, teilweise unter Verwendung derselben Wirkstoffe. Die Autoren
verwendeten hierbei abweichende Zementmatrices, beispielsweise Zemente auf
Grundlage des nahezu neutralen o-Tricalciumphosphats (keine CaO Bildung) oder stark
saure Zementmatrices aus B-Tricalciumphosphat / Monocalciumphosphat, die bei einem
pH-Wert < 4.2 Bruschit als Abbindeprodukt bilden [85]. Die verwendeten Edukte sind
weniger stark basisch als TTCP und es erfolgt keine Reaktion mit Gentamicinsulfat, in
deren Verlauf die freie Antibiotikabase gebildet werden kann. Uber den
Beobachtungszeitraum wurde das gesamte enthaltene Gentamicinsulfat freigesetzt. In
diesem Fall waren auch die Anderungen der anwendungsrelevanten Eigenschaften des
Zements anders ausgepragt. Der zugesetzte Wirkstoff verbesserte die diametrale
Zugfestigkeit des abgebundenen DCPD um das Vierfache und lieB durchschnittlich
dinnere und kleinere DCPD-Kristalle entstehen. Ahnlich wie bei der Verwendung von
reinem Calciumphosphatzement veranderte sich in dieser Untersuchung die
Abbindezeit, sie verdoppelte sich hier bei Zusatz von 3% Gentamicinsulfat im Vergleich
zu GS-freiem Zement. Der Zusatz von Antibiotika zu CPCs auf Tricalciumphosphat-
Basis scheint unproblematischer und fur die physikochemischen Eigenschaften dieses
Werkstoffs giinstiger zu sein als die Kombination mit dem auf TTCP/DCPD-basierenden
Zement dieser Arbeit.

Die starken Wechselwirkungen zwischen dem basischen TTCP und den als Salzen
vorliegenden Pharmaka stellen fur den klinischen Einsatz somit ein Problem dar. Zum
einen verschlechtern sich die anwendungsrelevanten Parameter wie Abbindezeit,
Plastizitat, Modellierbarkeit und Endfestigkeit, zum anderen werden die Antibiotika
teilweise in die schwerer I6sliche Form der freien Base tberfuhrt. Das verringert den
Vorrat an potentiell freisetzbarem Wirkstoff per Diffusion und das antibakterielle
Zeitfenster und erschwert damit die Dosierbarkeit. Sollte sich der Gewebe-pH-Wert
infolge einer wieder aufflammenden Entziindung in den sauren Bereich verschieben,
waére allerdings mit diesem System eine erneute Freisetzung des als freie Base noch im
Zement vorliegenden Antibiotikums denkbar. Genaue Untersuchungen Uber die
Umsatzraten und die verbliebene antibiotische Aktivitat der Pharmaka sowie weitere
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mikrobiologische und in-vivo-Studien sind notwendig, um funktionierende Modelle eines
Depotsystems fir Antibiotika auf Basis von TTCP/DCPD-Zementen zu entwickeln. Eine
Méglichkeit zur Vermeidung von Wechselwirkungen zwischen den funktionellen
Gruppen der Antibiotika und den Calciumphosphaten stellt die Verwendung von
Polymersystemen auf Poly-Milchsaurebasis dar. Das Einkapseln der Antibiotika in diese
biodegradierbaren Mikropartikel kénnte eine Entkopplung der Abbindereaktion der
Zemente und der Wirkstoff-Freisetzung bewirken, da die Hydrolyse solcher Polymere
erst nach Abbinden des Zementes einsetzt. Eine Methode zur Gewinnung verkapselter
Wirkstoffe wurde von N. Kofler et al. [105] beschrieben. Zunachst wird das Polymer in
einem organischen Ldsungsmittel, hier Dichlormethan, gel6st und mit PBS emulgiert.
Diese w/o-Emulsion wird mit einer wéassrigen Losung, die das gewinschte Pharmakon
enthalt, erneut zu einer w/o/w-Emulsion dispergiert. Wahrend 12-18 h Ruhren verdampft
das Lésungsmittel und die Mikropartikel bilden sich. Ahnliche Untersuchungen mit
Poly(d,l-Laktid-co-Glykosid)-Systemen (PLGA) wurden mit unterschiedlichen Pharmaka
wie Wachstumsfaktoren [106], Haloperidol (Neuroleptikum) [107] oder Heparin [108]
durchgefiithrt. Eine Verkapselung der in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika kdnnte
eine kontrollierte Diffusion der gesamten Menge des zugesetzten Antibiotikums
erméglichen und damit ein gleichmaBiges und steuerbares Freisetzungsprofil bewirken,
ohne die physikalisch-chemischen Eigenschaften von CPC zu beeintrachtigen.
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6. Zusammenfassung

Calciumphosphatzemente, die aus den Edukten TTCP und DCPD hergestellt wurden,
kénnen nicht ohne weiteres mit Clindamycinhydrochlorid, Gentamicinsulfat und
Vancomycinhydrochlorid kombiniert werden, ohne daB die physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Zementmischungen verandert werden. Bei der Kombination mit
Amoxicillinnatrium und Clavulansdurekalium verandern sich die physikalisch-
chemischen Eigenschaften sowohl des Zementes als auch der Antibiotika nicht
gravierend. Wahrend des Abbindevorgangs reagiert TTCP mit Wasser teilweise zu stark
basischem Calciumoxid. Dies fuhrt einerseits zu einer Freisetzung von Chlor- und
Sulfat-lonen, andererseits zur Bildung der freien Base des gelésten Antibiotikums. Die
freigesetzten lonen nehmen EinfluR auf das Zeta-Potential der Partikeloberflachen und
verandern so die rheologischen Eigenschaften der Zemente. Sie werden in den
préazipitierenden Hydroxylapatit eingebaut und verschlechtern hierdurch die
mechanische Stabilitdtt der abgebundenen Zemente. Die hierbei auftretenden
Porositdten verhindern eine langsame Abgabe der Wirkstoffe, es kommt zu einem
hohen initialen Freisetzen (Burst). Durch die Umwandlung der Salze in die freie Base
aufgrund des basischen Reaktionsumfeldes steht nicht die gesamte Menge der
enthaltenen Antibiotika fur die Diffusion aus dem Zement zur Verfigung. Die noch im
Zement enthaltene Restmenge kann bei einer pH-Wert-Anderung beispielsweise
aufgrund einer Entziindung und des hierbei sauren Gewebe-pH-Werts unkontrolliert
freigesetzt werden. In weiterfuhrenden Untersuchungen muB versucht werden, die
gegenseitige Beeinflussung von CPC und Pharmakon zu vermeiden. Dies kann mit Hilfe
von Wirkstoff-beladenen, biodegradierbaren PLGA-Mikropartikeln erreicht werden.
Ferner muR} die antimikrobielle Wirksamkeit auf die Zielorganismen und die
Biokompatibilitdt von derartigen neuen Depotsystemen in vivo untersucht werden, um
die klinische Anwendbarkeit des Verfahrens zu Uberprifen.
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8. Anhang

8. Anhang
Angegeben ist die durchschnittliche Freisetzung der einzelnen Prufkérper in % der
Gesamtmenge an enthaltenem Antibiotikum

Tabelle 10: Priifkérper mit 1 Gew.% Augmentan®

Prifk6rper A1 A12 A13
tinh % % %
2 14,8 35,3 373
4 16,8 36,6 39,2
24 17,9 36,2 43
48 19,1 42,3 50,8
120 20,2 46,7 54,4
170 171 44,3 52,4
288 23,2 50,3 58,2
816 34,5 66,1 85,7
3984 28 95,2 90,9

Tabelle 11: Priifkorper mit 2 Gew.% Augmentan'”

Priifkbrper A21 A22 A23
tinh % % %

2 1,1 13,6 13,4

4 11,4 14,1 13,8

6,5 11,7 14,5 14,2

24 12,1 14,9 14,5

48 12,3 15 14,7

72 12,9 15,5 15,2

140 13,2 15,9 15,7
816 29,2 33,5 32
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Tabelle 12: Priifkrper mit 5 Gew.% Augmentan®

Priifk6rper A51 A52 A53
tinh % % %
2 13,9 11,4 13
4 13,7 11,9 13,1
6,5 13,9 12,1 13,3
24 13,5 12,6 13,6
48 137 12,2 13,3
72 13,8 13,2 13,8
140 14,4 13,7 14,1
816 26,5 29,2 239
3984 30,5 247
Tabelle 13: Priifkorper mit 1 Gew.% Clindamycin
Priifk6rper C11 C12 c13
tinh % % %
0,08 7 57 73
1 13,7 16,5 18,4
3 15 18,8 211
8 16,7 22 24,7
24 20,5 26,4 30,2
240 23,8 30,3 35,1
674 23,3 30,8 35,8
Tabelle 14: Priifkorper mit 2 Gew.% Clindamycin
Priifk6rper C21 Cc22 Cc23
tinh % % %
0,08 52 5,6 4,9
1 13,4 13,3 12,4
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Priifk6rper c21 c22 c23
tinh % % %
3 15 16,5 14,8
8 17 17,5 15,2
24 18,6 20 17,8
240 20,3 22 19,5
674 20,4 22,2 19,7
Tabelle 15: Priifkorper mit 5 Gew.% Clindamycin
Prifk6rper C51 C52 C53
tinh % % %
0,08 43 41 44
1 12 11,3 13,4
3 16,7 15,6 18,1
8 19 15,9 18,6
24 22,8 17,7 20
240 253 23,2 22,8
674 26,1 27,5 22,6
Tabelle 16: Priifkdrper mit 1 Gew.% Gentamicin
PriifkGrper G11 G12 G13
tinh % % %
2 7 9,1 2
4 19,8 25,1 8.4
8 25,9 30,1 15,6
30 50,1 63,8 42,4
50 50,5 59,7 37,9
170 50,9 54,9 31,9
700 65 79,9 47,8
890 66,7 80,1 51,9
3720 88,6 83,1 48,5
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Tabelle 17: Priifkorper mit 2 Gew.% Gentamicin

Priifk6rper G21 G22 G23
tinh % % %

2 21,4 22,4 26,3

4 26,7 28,5 29,5

8 283 33,3 34,3
30 40,9 441 40

50 35,3 39,1 40,8

170 33,6 45,9 37,6

700 39,4 52 43,2

890 39,7 52,4 40,6
3720 41,2 51,8 48

Tabelle 18: Priifkdrper mit 5§ Gew.% Gentamicin

Priifk6rper G51 G52 G53
tinh % % %

2 246 38,8 23,4

4 27,3 40,9 276

8 28,7 443 29,3

30 31,7 475 33,1

50 29 43,2 28,7

170 30,4 42,4 32,7
700 30,5 45,7 34

890 31 45,6 30,8

3720 34,6 51,3 38,3

Tabelle 19: Priifkorper mit 1 Gew.% Vancomycin

Priifk6rper V11 V12 V13
tinh % % %

2 13,3 8,5 10,5
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Priifk6rper V11 V12 V13
tinh % % %
2 144 9,8 1,7
24 15,2 10,3 12
48 18,9 14,3 13,8
144 19,5 13,4 15,8
170 21,8 15,8 18,4
816 36,5 21,7 26,4
3984 66,8 23,3 25,6
Tabelle 20: Priifkorper mit 2 Gew.% Vancomycin
Prifk6rper V21 v22 va23
tinh % % %
2 49 43 4
4 55 4,8 43
24 7 6,8 6
48 7.9 78 73
144 8,9 8,4 8,9
816 13,6 12,9 14,1
3984 16,1 13,7 17,5
Tabelle 21: Priifkorper mit 5§ Gew.% Vancomycin
PriifkGrper V51 V52 V53
tinh % % %
2 43 4 2
4 51 47 438
24 5,8 57 57
48 7 7,8 6,9
120 6,6 7.6 6,4
144 7,8 8,8 73
816 12,7 14,9 13,2

-60-




8. Anhang

Prafkérper V51 V52 V53
tinh % % %
3984 15,1 19,4 15,3

Freisetzungsprofile der vier Antibiotika bei jeweils gleicher Wirkstoffkonzentration
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Abbildung 23: Freisetzung 1% Antibiotikum aus CPC
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Abbildung 24: Freisetzung 2% Antibiotikum aus CPC
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Abbildung 25: Freisetzung 5% Antibiotikum aus CPC
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