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1 Einleitung und Problemstellung 
Erregerinduzierte Entzündungen des Knochens sind aufgrund der geringen 

Durchblutung und dem damit einhergehenden schlechten Ansprechen auf syste-

misch verabreichte Antibiotika auch heute noch schwierig zu therapieren. So 

sieht das Vorgehen bei ausgedehnten Knochenentzündungen die chirurgische 

Herdsanierung, die systemische und gegebenenfalls die lokale Antibiose vor [1]. 

Für die lokale Antibiose haben sich Gentamicin-haltige Polymethylmetacrylat-

Ketten (PMMA) bewährt. Der Vorteil von PMMA als lokaler Wirkstoffträger ist vor 

allem die gleichmäßige Freisetzung des Antibiotikums über einen relativ langen 

Zeitraum. Der operativ notwendige Zweiteingriff zur Entfernung der Ketten und 

die Kompromittierung körpereigener Reparaturprozesse durch den Zement sind 

als Nachteile anzusehen. Im Unterschied dazu wäre ein resorbierbares Träger-

material mit steuerbarer Freisetzungskinetik ideal in der lokalen Therapie von Os-

teomyelitiden. Bei ausgedehnten knöchernen Defekten können Knochenersatz-

materialien osteokonduktiv oder osteoinduktiv wirken. Allgemein wird die Ver-

wendung von Knochenersatzmaterial ab einer Defektgröße von 2 cm im Durch-

messer bzw. ab Defektgrößen von mehr als 50 % in der Zirkumferenz, als sinnvoll 

erachtet. Diese Angaben sind jedoch abhängig von verschiedenen Faktoren wie 

dem Alter des Patienten, dem Zustand des Weichgewebes und dem betroffenen 

Knochen [2-4]. 

Die Auswahl an synthetischen, resorbierbaren Knochenersatzmaterialien zeigt 

hierbei ein nahezu unüberschaubares Angebot von unterschiedlichen Material-

systemen verschiedener Hersteller. Bei der Suche nach resorbierbaren, antibio-

tikahaltigen Knochenersatzmaterialien für die Prävention oder Therapie von Os-

teomyelitiden sind jedoch nur wenige derartige Produkte zu finden (z.B. Herafill® 

[5]. Osteoset® T, Cerament® G und Cerament® V). Durch resistenzgerechten 

Zusatz von Antibiotika mit dem Knochenersatzmaterial wird die Spezifität erhöht, 

was einige Hersteller in den Gebrauchsanweisungen beschreiben, bspw. PerOs-

sal® [6] oder STIMULAN® [7]. Allerdings übernimmt der Arzt für diesen „Off-La-

bel“ Gebrauch jegliche Haftungsrisiken für das Produkt [8].  

Als Ursache für diese geringe Produktvielfalt können die der Zulassung und Ge-

nehmigung zu Grunde liegenden Rechtsvorschriften in Deutschland und Europa 
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angesehen werden. So sind, nach MPG § 13 (1) und daraus resultierend aus 

Anhang IX der Richtlinie 93/42/EWG, sämtliche resorbierbaren Knochenersatz-

materialien als Medizinprodukt der Risikoklasse III (sehr hohes Risiko) eingestuft, 

wodurch diese bereits umfangreichen Prüfungen vor ihrer Markteinführung un-

terzogen werden müssen. Versetzt man Knochenersatzmaterialien jedoch mit 

Arzneimitteln, so gelten diese nach der Definition der European Medicines 

Agency (EMA) als Kombinationsprodukt („Drug-device combinations“). Hieraus 

resultieren noch komplexere Zulassungsverfahren für die Markteinführung [8, 9]. 

Ein bestehendes Medizinprodukt, welches unter Verantwortung des therapieren-

den Arztes mit einem etablierten Medikament versetzt wird, könnte diese Zulas-

sungsverfahren umgehen. Der Arzt wird dadurch aber Hersteller im Sinne des 

Gesetzes und übernimmt sämtliche Haftungsrisiken. Der rechtlich schwierigen 

Situation steht aber der klinische Vorteil entgegen Knochenersatzmaterialien in 

Kombination mit Antibiotika dosis- und resistenzgerecht optimal auf bakterielle 

Entzündungsprozesse abzustimmen.  

Ein Ziel dieser Arbeit war es, unter besonderer Berücksichtigung der klinischen 

Umsetzbarkeit, verschiedene Knochenersatzmaterialien mit Antibiotika zu ver-

setzen. Dabei konnten Knochenzemente und 3D-gedruckte Calciumphosphat-

Scaffolds auf unterschiedliche Weise mit verschiedenen Antibiotika kombiniert 

und nachfolgend deren Freisetzungsverhalten untersucht werden. Für die Kno-

chenzemente wurden zudem weitere Materialcharakterisierungen durchgeführt, 

um veränderte Eigenschaften durch die Antibiotikazusetzung darzustellen. Zu 

den Messverfahren zählten die Untersuchung der Druckfestigkeit, die Rönt-

gendiffraktometrie, die Quecksilber-Porosimetrie und die Rasterelektronenmikro-

skopie. Weiterhin wurde für ausgewählte Kombinationen von Antibiotika und 

Wirkstoffträgern die antibakterielle Wirkung überprüft. 
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2 Kenntnisstand 

2.1 Knocheninfektionen 

Knocheninfektionen sind meist bakterieller, seltener mykotischer Genese [10, 

11]. Im Folgenden soll nur auf die Infektion bakteriellen Ursprungs näher einge-

gangen werden. Durch die bakterielle Infektion wird im Knochen eine Entzün-

dungskaskade ausgelöst, die zum Krankheitsbild der Osteomyelitis führt. Das 

Krankheitsbild der Osteomyelitis versteht sich als eine Entzündung des Knochen-

marks und wurde erstmals im Jahr 1852 von Édouard Chassaignac unter diesem 

Begriff beschrieben [12, 13]. Hingegen wird bei der sog. Osteitis (auch Ostitis) 

die kortikale Struktur mit einbezogen und gilt allgemein als Knochenentzündung. 

Häufig werden jedoch beide Begriffe synonym verwendet [14-16].  

Unbehandelt kann eine Osteomyelitis zur Knochennekrose führen. Aufgrund der 

anatomischen Gegebenheiten des Knochens, insbesondere seiner schlechten 

Gefäßversorgung, ist die Osteomyelitis ein schwierig und zeitintensiv zu thera-

pierendes Krankheitsbild. Für die Häufigkeit von Infektionen des Knochens liegen 

keine aktuellen, fundierten Daten vor. Lediglich vom statistischen Bundesamt 

werden absolute Zahlen der Hauptdiagnosen bei stationärer Behandlung in 

Deutschland veröffentlicht. Diese Angaben stammen aus dem Jahr 2016 und be-

trugen bei der Diagnose „Osteomyelitis“ etwa 14.000 Patienten, bei der „Kno-

chennekrose“ etwa 11.500 Patienten. Weiterhin beschrieben Trampuz und Zim-

merli [17], dass für Implantat-assoziierte Infektionen nicht ausreichend Studien 

mit langen Beobachtungszeiträumen der Patienten vorliegen, sodass zur Epide-

miologie von derart entstandenen Knochenentzündungen keine aussagekräfti-

gen Angaben gemacht werden können. 

Es sollen hier zunächst die anatomischen Grundlagen des Knochens skizziert 

werden. Abbildung 1 stellt den Aufbau des Knochens schematisch dar. Hierbei 

ist zu erkennen, dass sich der Knochen aus zellulären sowie azellulären Bestand-

teilen zusammensetzt. Diese lassen sich nochmals in organische und anorgani-

sche Komponenten unterteilen. Grundsätzlich finden sich im Knochen neben Zel-

len des Blutsystems, vier charakteristische Zelltypen: Saumzellen (engl. „bone 

lining cells“), Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten. Die anorganischen 
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Bestandteile haben einen Anteil von etwa 50 – 60 % und setzten sich wesentlich 

aus nanokristallinem Hydroxylapatit (ca. 45 % des Feuchtgewichts) und anorga-

nischen Ionen (Magnesium, Fluorid, u.a.) zusammen. Die organischen Bestand-

teile haben einen Anteil von 30 – 40 % und bestehen vornehmlich aus Kollagen 

(Typ I) sowie geringen Bestandteilen von Proteoglykanen und unterschiedlichen 

Glykoproteinen. Weitere 10 % bestehen aus Wasser [18-20]. Eine wichtige Kenn-

größe für Freisetzungsuntersuchungen sind Blutflussgeschwindigkeiten inner-

halb des Knochens. Als Richtwerte für die Blutflussgeschwindigkeit wird von 

McCarthy [21] für die Spongiosa 20 mL/min/100g und für die Kompakta 

5 mL/min/100g angegeben.  

 

Dargestellt ist die Makrostruktur eines langen Röhrenknochens mit vergrößerter Darstellung der 
Kompakta-Spongiosa-Grenzfläche und der Spongiosa-Trabekel. In der Mikrostruktur sind Oste-
one der Kompakta sowie die Mikrostruktur der Trabekel mit eingemauerten Osteozyten und auf-
gelagerten Osteoblasten erkennbar. Die Nanostruktur zeigt eine Kollagenfibrille, bestehend aus 
mehreren Tropokollagenhelices mit daran angelagerten nanokristallinem Hydroxylapatit, was ge-
nauer in der Sub-Nanostruktur dargestellt wird. Diese Abbildung wurde modifiziert übernommen 
aus [22] mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Verlags. 

Die Einteilung der Knocheninfektionen erfolgt unter Betrachtung verschiedener 

Qualitäten, wobei eine einheitliche interdisziplinäre Klassifikation derzeit nicht 

existiert. Nach der aktuellen Leitlinie der Deutschen Gesellschaft für 

Unfallchirurgie erfolgt die Einteilung in Stadien (früh oder spät), nach dem 

Abbildung 1: Schematischer Knochenaufbau 

2.1.1 Klassifikation und Ätiologie der Osteomyelitis 
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Infektionsweg (endogen oder exogen) und nach dem Verlauf (akut oder 

chronisch) [1]. Bei endogenem (bzw. hämatogenem) Infektionsweg gelangen die 

Mikroorganismen von einem Infektionsherd andernorts über den Vektor Blut in 

den betroffenen Knochen [23]. Der exogene Infektionsweg steht meist in 

direktem Zusammenhang mit einer traumatischen Verletzung, seltener mit einer 

Operation, oder wird an den Knochen weitergeleitet durch sich ausbreitende 

Weichteilinfektionen (Diabetischer Fuß, Hautabszess, etc.) [24]. In diesem Fall 

gelangen die Bakterien von der Umwelt oder der Haut direkt in den Knochen. Die 

zeitliche Grenze zwischen frühen und späten Infektionen (nach traumatischem 

Ereignis) wird mit vier Wochen angegeben. Davon abzugrenzen sind die akute 

und die chronische Osteomyelitis. Die akute Form zeigt sich vor allem mit 

radiologischer Unauffälligkeit innerhalb der ersten zwei Wochen einer Infektion, 

wohingegen bei chronischen Formen die Sequesterbildung (Knochennekrose) 

radiologisch erkennbar ist [25]. Außerdem geht die akute Osteomyelitis mit 

klassischen klinischen Entzündungszeichen wie Fieber, Rötung und 

Schmerzhaftigkeit einher. Die chronische Form hingegen kann klinisch völlig 

symptomlos bleiben oder nur unspezifische Schmerzsymptome hervorrufen, 

aber jederzeit in eine akute und somit symptomatische Phase übergehen [26]. 

Hier sei als Sonderform der Osteomyelitis noch die Implantat-assoziierte Form 

genannt, wobei die Entzündung durch den bakteriellen Biofilm auf der 

Implantatoberfläche bedingt ist. Die Entstehung des Biofilms kann durch 

perioperative Kontamination der Implantatoberfläche oder durch hämatogene 

Streuung wenige Tage postoperativ herbeigeführt werden [27].  

Speziell unter klinischen Gesichtspunkten spielt das Alter des betroffenen Pati-

enten für die Therapie und den Verlauf der Knochenentzündung eine entschei-

dende Rolle. Man unterscheidet die Osteomyelitis bei Säuglingen, Kindern und 

Erwachsenen. Auch der singuläre oder multiple Befall von Knochen hat für die 

Therapie entscheidende Folgen. Zudem kann eine Einteilung bezüglich betroffe-

ner Knochen erfolgen. Als besonders prädestiniert für die exogene Form der Os-

teomyelitis gelten Patienten hohen Alters, wobei die endogene Form häufiger bei 

Kindern zu finden ist [28, 29]. Insbesondere die exogene Osteomyelitis steht in 

Zusammenhang mit verschiedenen Komorbiditäten, die lokal eine schlechte 
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Durchblutung bedingen (z.B. langjährige Raucher, Diabetes mellitus, periphere 

arterielle Verschlusskrankheit, therapeutische Bestrahlung). Allgemeine Risiko-

faktoren sind Erkrankungen, die mit einem geschwächten Immunsystem einher-

gehen (z.B. Drogenabusus, Mangelernährung, Diabetes mellitus) [30, 31]. Be-

trachtet man die Knochenentzündung unter mikrobiologischen Aspekten, so 

ergibt sich eine zusätzliche Perspektive dieses Krankheitsbildes. Die endogene 

Osteomyelitis wird meist durch S. aureus ausgelöst, außerdem durch Strep-

tococci, P. aeruginosa, Haemophilus influenzae Typ b (Hib) sowie S. pneumo-

niae [28]. Bei der exogenen Osteomyelitis ist ebenfalls in den meisten Fällen 

S. aureus alleiniger Auslöser oder in einer Mischinfektion beteiligt. Zudem kön-

nen S. epidermidis, P. aeruginosa, Proteus, Streptococci, Serratia und E. coli ur-

sächlich für eine Inflammation des Knochens über einen derartigen Infektionsweg 

sein [32-35]. Die hier aufgeführten Erreger, insbesondere der exogenen Form, 

sind zudem für ihre Biofilmbildung bekannt [36], was die Therapie der Osteomy-

elitis zusätzlich erschwert. Abschließend lässt sich sagen, dass das komplexe 

Krankheitsbild der Osteomyelitis eine adäquate allgemeingültige und eindeutige 

Klassifizierung erschwert [37]. 

Angesichts des zuvor dargestellten komplexen Krankheitsbildes der Osteomyeli-

tis, soll in dieser Arbeit der Fokus auf die akute und die chronische exogene Form 

bei Erwachsenen gelegt werden. Die Therapie der Osteomyelitis sieht bei Er-

wachsenen bei akuten Infektionen zunächst die alleinige systemische Antibio-

tikagabe über einen Zeitraum von 4 – 6 Wochen vor. Dieser kann sich bei Aus-

bleiben eines Therapieerfolgs auf mehrere Monate erhöhen [38]. Ob diese lange 

Therapiedauer zielführend ist, lässt sich aufgrund der unzureichenden Studien-

lage nicht eindeutig bestimmen. Beachtet werden muss hierbei, dass die lange 

Antibiotikagabe mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit des Auftretens uner-

wünschter Arzneimittelwirkungen einhergeht [34, 39]. Allgemein erfolgt die Aus-

wahl des Antibiotikums initial kalkuliert mit einem Breitspektrum-Antibiotikum, bei 

Vorlage des Antibiogramms wird dann auf die gezielte Therapie umgestellt. Bei 

Therapieresistenz innerhalb von etwa 72 h durch die alleinige Antibiotikagabe 

2.1.2 Therapie der Osteomyelitis 
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wird das chirurgische Débridement, mit Entfernung aller entzündlich veränderten 

Strukturen, unumgänglich. Bei chronischen Osteomyelitiden erfolgt chirurgisches 

Débridement und systemische Antibiotikatherapie unmittelbar nach der Diagno-

sestellung [40]. Das invasive Vorgehen sieht die Entfernung allen nekrotischen 

Knochens, sowie entzündlich veränderten Weichgewebes, die adäquate Rekon-

struktion der Weichgewebe und die Stabilisierung der mechanisch beeinträchtig-

ten Knochenstruktur vor. Bei der chirurgischen Herdsanierung sollte zudem indi-

viduell evaluiert werden, ob zusätzlich zur systemischen Antibiose auch eine lo-

kale Antibiose als sinnvoll erachtet wird [1, 41]. Unbehandelt kann sich die Oste-

omyelitis zur Osteonekrose mit weiterführender Knochenzerstörung entwickeln. 

Hierbei besteht auch die Gefahr der Entstehung einer septischen Arthritis. Au-

ßerdem ist mehrfach das Auftreten pathologischer Frakturen durch ausgedehnte 

Knochendestruktion beschrieben worden [42-44]. 

2.2 Knochenersatzmaterialien und -transplantate 

In einem historischen Review zur Geschichte der Calciumphosphate beschreibt 

Dorozkhin [45], dass Knochenersatzmaterialien (KEMs) und diverse Implantate 

schon während der antiken Hochkulturen verwendet wurden. Die synthetischen 

Calciumphosphate wurden jedoch erstmals 1920 von dem Chirurgen Fred H. 

Albee als KEM im Tierversuch erprobt. Seitdem unterliegen sie einer stetigen 

Weiterentwicklung [45, 46]. Heute nehmen KEMs eine nicht wegzudenkende 

Rolle in der Knochenchirurgie ein. Mittlerweile gibt es unzählige unterschiedliche 

Materialien, die sich als Knochenersatz eignen, zudem kommen stetig neue 

Materialsysteme hinzu. Zentrale Herausforderungen sind hierbei neben der 

Biokompatibilität, der Einheilung und dem Abbauverhalten, auch die Vermeidung 

von Implantat-assoziierten Infektionen. 

Knochenersatzmaterialien und -transplantate können nach verschiedenen Ei-

genschaften eingeteilt werden, so beispielsweise nach der Art ihrer Herkunft, wie 

in Tabelle 1 dargestellt [47]. Vom Patienten selbst entnommene Knochentrans-

plantate werden als autogen bezeichnet. Der Vorteil hiervon ist die besonders 

gute Heilungseigenschaft, als Nachteil sind die begrenzte Verfügbarkeit, der ope-

rative Mehraufwand und die zusätzliche Wundsetzung am Entnahmeort des 
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Transplantates zu nennen [48, 49]. Als Sonderform der autogenen sind an dieser 

Stelle die syngenen Transplantate zu nennen. Diese können nur von eineiigen 

Geschwistern gegenseitig gespendet werden. Allogene KEMs sind von genetisch 

unterschiedlichen Individuen, die derselben Spezies angehören. Als xenogene 

KEMs werden solche bezeichnet, die von Individuen einer anderen Spezies 

stammen, häufig sind diese vom Schwein, Rind oder Pferd. Bei allogener und 

xenogener Knochentransplantatherkunft muss das jeweilige KEM durch ver-

schiedene chemische und/oder physikalische Prozesse aufbereitet werden, um 

Immunreaktionen im Empfängerorganismus möglichst zu minimieren. Dies kann 

durch die Behandlung mit hohen Temperaturen oder hohem pH-Wert erfolgen 

[50]. Die Möglichkeit Krankheiten zu übertragen oder Entzündungsreaktionen 

auszulösen, gilt als Nachteil dieser Transplantate. Gleiches gilt für KEMs pflanz-

lichen Ursprungs, hierbei spricht man von phykogenen Transplantaten. Es kann 

hierfür bspw. das anorganische Gerüst von Algen verwendet werden [51]. Voll-

synthetisches KEM wird als alloplastisch bzw. synthetisch bezeichnet, wobei 

diese Materialien verschiedene Zusammensetzungen aufweisen können. So 

kann synthetischer Knochenersatz bspw. aus Hydroxylapatit (HA), anderen Cal-

ciumphosphaten (z.B. Tricalciumphosphat (TCP), biphasische Calciumphos-

phate), Calciumsulfat, bioaktiven Gläsern (enthalten Siliziumverbindungen) oder 

polymerbasierten Materialien (z.B. Polymilchsäure, Polycaprolacton, Poly-p-dio-

xanon) bestehen [18, 52]. 

Herkunft Erklärung 

autogen/autolog vom Patienten  

syngen/isogen von genetisch identischen Individuen 

allogen/homogen 
von genetisch unterschiedlichem Individuum der gleichen 
Spezies  

xenogen/heterogen von einer anderen Spezies (z.B. Rind, Schwein) 

phykogen pflanzlichen Ursprungs (z.B. Rotalgen) 

alloplastisch synthetisch / künstlich hergestellt  

 

Tabelle 1: Einteilung von KEMs nach der Herkunft [47]  
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Daneben lässt sich KEM nach seinen Heilungseigenschaften einteilen. Man un-

terscheidet osteogene, osteoinduktive und osteokonduktive Eigenschaften. Hier-

bei führt osteogenes KEM zur Knochenneubildung durch darin enthaltene vitale 

Zellen. Diese Form der Knochenheilung tritt nur bei autogenen Transplantaten 

und bei der Kombination von Knochenmarkstransplantaten oder plättchenrei-

chem Plasma mit einem anorganischen KEM auf [53]. Die osteoinduktive Kno-

chenheilung ist davon abzugrenzen. Hierbei regen Wachstumsfaktoren innerhalb 

des Transplantates die körpereigenen mesenchymalen Stammzellen zur Diffe-

renzierung zu Osteoblasten an, welche dann zur Knochenneubildung und -hei-

lung beitragen. Diese Form der Knochenheilung tritt bei autogenen Transplanta-

ten auf sowie bei der Kombination von „Bone morphogenic proteins“ oder ande-

ren Wachstumsfaktoren mit KEMs. Bei der osteokonduktiven Knochenheilung 

wirkt das KEM stabilisierend als Leitschiene für die körpereigene Knochenbil-

dung. So können Blutgefäße und Zellen in die Hohlräume des KEM einwachsen. 

Diese Form der Knochenheilung findet sich bei allen KEMs unabhängig ihrer Her-

kunft [49, 54].  

Weiterhin lässt sich KEM nach seiner Abbaubarkeit einteilen. Man unterscheidet 

hierbei unterschiedliche Abbaumechanismen. Einerseits kann der Abbau passiv 

über chemische Dissolution erfolgen (z.B. Calciumsulfat-hemihydrat) [55]. Dies 

ist möglich sofern das Löslichkeitsprodukt des KEM höher ist als die Konzentra-

tion der gelösten Ionen innerhalb der extrazellulären Flüssigkeit. Andererseits 

kann der Abbau aktiv durch Osteoklasten vermittelt sein. Diese bilden dann ein 

lokal abgeschirmtes Kompartiment, um hohe Salzsäure-Konzentrationen zu er-

zeugen und dadurch den pH-Wert zu erniedrigen, was wiederum lokal die Lös-

lichkeit des KEM erhöht [56]. Weiterhin besteht die Möglichkeit des Abbaus durch 

Makrophagen oder Riesenzellen, die kleinere Partikel von KEM endozytotisch 

aufnehmen und diese abbauen [57]. Die Abbaubarkeit ist insbesondere bei der 

Entwicklung synthetischer KEMs von großer Bedeutung. So gibt es KEMs, wel-

che nach wenigen Wochen resorbiert werden (z.B. α-TCP, Calciumsulfat) und 

andere, die erst nach mehreren Jahren (z.B. HA) vollständig resorbiert werden. 

Weiterhin muss beachtet werden, dass die Abbaurate von KEMs auch durch kör-

pereigenen Faktoren beeinflusst wird [58]. Darüber hinaus gibt es nicht 
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resorbierbare KEMs, welche besonders bei endoprothetischen Operationen zur 

Befestigung angewandt werden (z.B. PMMA).  

Bei relativ schnell abbaubaren KEMs (wenige Monate) besteht das Risiko einer 

bindegewebigen Defektheilung, sofern der Abbau des KEM schneller erfolgt als 

die Knochenneubildung. Daraus resultieren geringere mechanische Eigenschaf-

ten und somit eine verminderte Belastbarkeit des Knochens [52]. Demgegenüber 

hat auch sehr langsam bzw. nicht resorbierbares KEM Nachteile. So kann sich 

der vitale Knochen durch lebenslange Umbauvorgänge an geänderte Belas-

tungsvektoren anpassen. Ist das KEM nicht resorbierbar bzw. nur über Jahre ab-

baubar, ist diese biologisch sinnvolle Adaptation nicht möglich. Es handelt sich 

hierbei um einen funktionell toten Bereich innerhalb des Knochens, der die Ge-

fahr birgt, dass bei sehr langer Verweildauer die Wahrscheinlichkeit der bakteri-

ellen Besiedelung zunimmt [59]. Der Abbauzeitraum sollte den funktionellen An-

forderungen angepasst werden. So sind bspw. nach einer Zahnextraktion und 

angestrebter Implantatversorgung der Erhalt des Alveolarkamms durch KEMs, 

sowie eine schnelle Defektheilung erwünscht. Hierdurch wird der Zeitraum bis 

zur angestrebten Implantation nicht unnötig verlängert. Ein zu langsam bzw. un-

vollständig abgebautes KEM kann hierbei die erfolgreiche Osseointegration des 

Implantats gefährden. Optimal wäre eine möglichst vollständige Resorption des 

KEM bei zeitgleichem Umbau zu vitalem Knochen bevor eine Implantation durch-

geführt wird [60, 61]. Eine andere Anforderung an KEMs stellt die langfristige 

Befestigung einer zementierten Endoprothese im Bereich der Orthopädie dar. 

Hier wird direkt nach Einbringen der Endoprothese eine sehr hohe Festigkeit zwi-

schen KEM und verbleibendem Knochen benötigt. Das KEM sollte nicht um- oder 

abgebaut werden, es dominiert die Klebefunktion zwischen Prothese und Kno-

chen. 

Die synthetischen KEMs können, wie zuvor geschildert, unterschiedliche Zusam-

mensetzungen aufweisen und verschiedenen Fertigungsprozessen unterliegen. 

Dies beeinflusst die mechanischen Eigenschaften wie bspw. die Druckfestigkeit, 

aber auch strukturelle Eigenschaften wie die Porosität oder Charakteristika wie 

2.2.1 Synthetische resorbierbare Knochenersatzmaterialien 
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die Löslichkeit [62]. Bezüglich der Porosität muss beachtet werden, dass inner-

halb der Biomaterialien keine einheitliche Definition der unterschiedlichen Poren-

größenbezeichnungen (Nano-, Mikro-, Meso-, Makroporen) vorliegt. So werden 

bspw. Mikroporen mit ˂ 2 µm [63, 64], sowie mit 40 – 200 nm [65] und 2 – 5 μm 

[66] definiert, weshalb diese Begriffe nur mit den entsprechenden Definitionen 

des jeweiligen Autors aufgeführt werden. Im Folgenden wird ein Überblick über 

die in dieser Arbeit relevanten synthetischen resorbierbaren KEMs, bezüglich ih-

rer chemischen Zusammensetzung und weiterer Eigenschaften, gegeben. Eine 

Zusammenstellung verschiedener Eigenschaften aller in dieser Arbeit relevanten 

anorganischen KEMs findet sich am Ende dieses Kapitels (Tabelle 2). 

Calciumphosphate 

Die Calciumphosphate (CaPs) gehören der Mineralklasse der Phosphate an und 

sind Salze, die elementare P5--Ionen enthalten. Als KEM sind besonders die 

Orthophosphate, die Salze der Phosphorsäure (H3PO4) von sehr großer 

Bedeutung. Neben den Orthophosphaten gibt es die Pyrophosphate (P2O7
4-) und 

die Polyphosphate ((PO3)n
n-), diese finden jedoch als KEM keine Verwendung 

[67]. Die Herstellung synthetischer Calciumorthophosphate kann prinzipiell über 

zwei Mechanismen erfolgen, zum einen über eine Lösungs-Fällungs-Reaktion in 

wässriger Lösung (Niedertemperatur-CaPs), zum anderen über thermische 

Energiezufuhr (Hochtemperatur-CaPs). Niedertemperatur-CaPs sind bspw. der 

Calcium-defizitäre Hydroxylapatit und Dicalciumphosphate wie z.B. Brushit 

(Ca(HPO4)·2 H2O) und Monetit (CaHPO4). Zu den Hochtemperatur-CaPs werden 

der stöchiometrische HA und die Tricalciumphosphate (TCPs) gezählt [68]. Bei 

den Niedertemperatur-CaPs kann auch der pH-Wert, unter dem die Reaktion 

abläuft, die entstehenden Produkte beeinflussen, bei der thermischen Methode 

entscheidet die Temperatur über bevorzugt gebildete CaP-Produkte [69, 70]. 

Weiterhin lassen sich die Eigenschaften durch zusätzliche Dotierung mit anderen 

Ionen beeinflussen [71]. Eine wichtige Kenngröße der CaPs ist das Verhältnis 

zwischen Calcium und Phosphat (Ca/P-Verhältnis). Es lässt erste Rückschlüsse 

auf die Löslichkeit und die Azidität zu. Allgemein kann davon ausgegangen 

werden, dass mit steigendem Ca/P-Verhältnis die Löslichkeit und die Azidität 

abnehmen [72]. Den CaPs wird generell eine sehr gute Biokompatibilität 
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zugeschrieben, woraus resultiert, dass diese ihren medizinischen Anforderungen 

gerecht werden und eine angemessene Immunreaktion auslösen [20, 73, 74].  

Der Hydroxylapatit (Ca10(PO4)2(OH)2) stellt den mineralischen Hauptbestandteil 

des Knochens und der Zähne dar. Man unterscheidet bei HA zwei verschiedene 

Formen, die sich stöchiometrisch unterscheiden; zum einen den Calcium-defizi-

tären HA (Ca10-x(HPO4)x(PO4)6-x(OH)2-x; 0 ≤ x ≤ 1) mit einem Ca/P-Verhältnis von 

1,50 – 1,67, zum anderen den stöchiometrischen HA (Ca5(PO4)OH) mit einem 

Ca/P-Verhältnis von 1,67 [75, 76]. Einige Autoren definieren als Calcium-defizi-

tären HA nur denjenigen mit einem Ca/P-Verhältnis von 1,5. Davon abgegrenzt 

wird HA mit einem CaP-Verhältnis von 1,5 – 1,67 als präzipitierter HA bezeichnet. 

Die Bildung von Calcium-defizitärem HA erfolgt bspw. bei neutralem pH-Wert 

durch Hydrolyse von α-TCP (Formel 1) oder durch eine Reaktion zwischen Tet-

racalciumphosphat und Calciumhydrogenphosphat-Dihydrat (Formel 2) [77-79]. 

Der Calcium-defizitäre HA weist stets eine monokline Kristallsymmetrie auf. 

 
(1) 

 

 

(2) 

 

Den stöchiometrischen HA erhält man durch Sinterung innerhalb eines Tempe-

raturintervalls von 1100 – 1250 °C [71]. Als Ausgangsstoffe können hierfür Cal-

ciumcarbonat (CaCO3) und Calciumhydrogenphosphat (CaHPO4) eingesetzt 

werden [80]. Es bildet sich dabei ein hexagonales Kristallgefüge [62, 81]. Die 

Löslichkeit des HA ist mit 9,6·10-5 mg/L bei 37 °C sehr gering, woraus sich seine 

vergleichsweise langsame Resorptionsgeschwindigkeit (˃24 Monate) ergibt, die 

hauptsächlich auf den Abbau durch Osteoklasten zurückzuführen ist [70, 82, 83]. 

Jedoch wird dem HA allgemein eine bioaktive Wirkung zugesprochen, darunter 

versteht man das Ausbilden einer chemischen Bindung bei der Interaktion zwi-

schen HA und Knochengewebe [84, 85]. Diese Eigenschaft wird auch als Ver-

bundosteogenese bezeichnet [86].  

Daneben finden auch die Tricalciumphosphate häufig Verwendung als KEM. 

Diese besitzen auf molekularer Ebene ein Ca/P-Verhältnis von 1,5 [76]. Zur Her-

stellung von TCPs müssen die Ausgangsstoffe in diesem Ca/P-Verhältnis 
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vorliegen. Hier wird zwischen zwei Kristallsymmetrien unterschieden: die Nieder-

temperatur-Form β-TCP (β-Ca3(PO4)2), die rhomboedrisch vorliegt und bei Tem-

peraturen von 800 – 1225 °C entsteht, und der Hochtemperatur-Form α-TCP (α-

Ca3(PO4)2), die sich monoklin zeigt und bei Temperaturen von 1225 – 1430 °C 

aus β-TCP entsteht [70, 87]. Die TCPs zeichnen sich durch eine bessere Resor-

bierbarkeit im Vergleich zu HA aus [84], was auf das größere Löslichkeitsprodukt 

zurückzuführen ist. Bei 37 °C beträgt die Löslichkeit für α-TCP 0,24 mg/L und für 

β-TCP 0,15 mg/L [70]. 

Daneben sind die Calciumphosphat-Zemente (CaP-Zemente) ein wichtiger Be-

standteil der synthetischen KEMs. Die Endprodukte dieser Zemente werden über 

eine Lösungs-Fällungs-Reaktion generiert. Es bilden sich hierbei Niedertempe-

ratur-CaPs, meist Calcium-defizitärer HA oder Brushit [88]. Die Vorteile der Ver-

wendung von Zementen als KEM sind die Kombination der zuvor genannten Ei-

genschaften der CaPs (Biokompatibilität, Degradation und Osteokonduktivität) 

mit der Injizierbarkeit und Formbarkeit der Zemente. Daraus ergeben sich neue 

Möglichkeiten bei der Applikation, die deutlich minimalinvasiver ausfallen kön-

nen. Nachteilig müssen die im Vergleich zu gesinterten CaPs relativ geringen 

mechanischen Eigenschaften betrachtet werden, was ihre Indikation auf nicht 

lasttragende Knochendefekte beschränkt [62, 89]. Die Druckfestigkeit der Hydro-

xylapatit-bildenden CaP-Zementen wird in der Literatur mit ca. 30 – 50 MPa an-

gegeben [90, 91].  

Magnesiumphosphate 

Auch die Magnesiumphosphate werden innerhalb der Mineralogie den Phospha-

ten zugeordnet. Die Magnesiumphosphat-Zemente nehmen als KEM in der Me-

dizin eine (noch) relativ geringe Rolle ein, sind jedoch Gegenstand aktueller For-

schung und zeigen als Zemente einige Vorteile gegenüber den etablierten CaP-

Zementen. So weisen sie im Vergleich zu HA-bildenden CaP-Zementen bessere 

mechanische Eigenschaften auf und sind schneller degradierbar. Die Biokompa-

tibilität wird ebenso als sehr gut angesehen, zudem zeigen sie knochenadhäsive 

Eigenschaften [92, 93]. Weiterhin setzen die Zemente Mg2+-Ionen frei, welche die 

Differenzierung von Osteoprogenitorzellen zu Osteoblasten stimulieren und 
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diejenige zu Osteoklasten hemmen kann [94]. Außerdem können auch die Mag-

nesiumphosphate mit weiteren Ionen dotiert werden. 

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen an dem Magnesiumammoni-

umphosphat-Zement Struvit (MgNH4PO4·6H2O) durchgeführt. Als Ausgangs-

stoffe wurden in dieser Arbeit Farringtonit (Mg3(PO4)2) und Diammoniumhydro-

genphosphat ((NH4)2HPO4) verwendet, die dazugehörige Reaktionsgleichung 

zeigt Formel 3. 

 (3) 

Den Struvit-Zementen wird eine gute bzw. schnelle Abbaubarkeit zugeschrieben, 

da sie sowohl durch chemische Dissolution als auch durch Osteoklasten abge-

baut werden können [95]. Besonders die im Vergleich zu den CaPs größere Lös-

lichkeit ist hierfür ursächlich. Die Angaben zur Löslichkeit für Struvit unterliegen 

in der Literatur jedoch relativ großen Schwankungen. Einerseits wird diese bei 

35 °C deutlich oberhalb von 200 mg/L eingeordnet, so beschreiben dies Bhuiyan 

et al. [96] mit ca. 213 mg/L oder Ariyanto et al. [97] mit ca. 250 mg/L. Daneben 

existieren Angaben zur Löslichkeit von ca. 10 mg/L [98, 99]. In der Kristallstruktur 

stellt sich Struvit orthorombisch dar [100]. Außerdem hat sich gezeigt, dass Stru-

vit-Zemente, im Vergleich zu CaP-Zementen, höhere Druckfestigkeiten in kürze-

rer Zeit erreichen, da die Umwandlung in Struvit sehr schnell erfolgt (1 – 2 h) 

[101]. Die Angaben der Druckfestigkeit für Struvit-bildende Zemente wird abhän-

gig von unterschiedlichen Einflussfaktoren (z.B. Mahldauer, Pulver/Flüssigkeits-

Verhältnis, Abbindezeit) mit ˃50 MPa angegeben [102, 103]. Besonders hervor-

zuheben ist hierbei, dass die endgültige Druckfestigkeit bereits wenige Stunden 

nach dem Anmischprocedere erreicht wird [101]. 
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Im Gegensatz zu den gut vaskularisierten Organen ist die Durchblutung des Kno-

chens verhältnismäßig gering, was die Behandlung entzündlicher Knochener-

krankungen, wie der Osteomyelitis, ausschließlich durch eine systemische Anti-

biose erheblich erschwert. Insbesondere bei der chronischen Osteomyelitis, die 

sich durch die Sequesterbildung auszeichnet, können systemische Antibiotika 

den Wirkungsort schlecht erreichen. Die Vorteile lokaler Wirkstoffträger gegen-

über der systemischen Applikation sind besonders die großen lokalen Wirkstoff-

konzentrationen bei gleichzeitig geringen systemischen Nebenwirkungen. Durch 

die systemische Gabe lassen sich derart hohe Konzentrationen, aufgrund des 

Überwiegens der systemischen Toxizität, nicht erreichen. Bei lokaler Antibiotika-

gabe werden hingegen nur vereinzelt systemische unerwünschte Arzneimittelwir-

kungen beobachtet. Zudem ergibt sich bezüglich der Wirkstoffkonzentration eine 

verlängerte Halbwertszeit (HWZ), da die Medikamente langsamer die Abbauor-

gane (Niere und/oder Leber) erreichen. So wird die lokale Wirkstoffkonzentration 

weniger von der Abbaugeschwindigkeit der Leber/Niere bestimmt, sondern spe-

ziell im relativ gering durchbluteten Knochen von der Freisetzungsgeschwindig-

keit des jeweiligen Wirkstoffträgers. Die idealen Eigenschaften eines lokalen 

Wirkstoffträgers zeichnen sich durch die vollständige Freisetzung am Wirkungs-

ort aus, wobei es zu keiner Beeinträchtigung der Medikamentenwirkung kommen 

sollte. Neben Antibiotika ist auch die Inkorporation zahlreicher anderer Medika-

mente und Wirkstoffe in KEMs Gegenstand aktueller Forschung [107]. 

Außerdem wirken lokale Antibiotika präventiv der Kontamination des KEM selbst 

entgegen, um so der Entstehung Implantat-assoziierter Osteomyelitiden vorzu-

beugen. Dies kann komplexe Implantatsysteme bei endoprothetischen Eingriffen 

betreffen, aber auch bei alleiniger Verwendung von KEM kann es zu dessen bak-

terieller Besiedelung kommen. Durch das Einbringen von KEM kann es bei vor-

handener bakterieller Kontamination des Operationsgebietes zu einem Wettstreit 

um die primäre Besiedelung der Transplantat- bzw. Implantat-Oberfläche zwi-

schen Bakterien und körpereigenen Zellen kommen. Sollten Bakterien den Zellen 

hierbei zuvorkommen, schreitet die Kaskade der Biofilmbildung voran und eine 

2.2.2 Knochenersatzmaterialien als lokale Wirkstoffträger für 
Antibiotika 
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Einheilung des KEM ist ausgeschlossen [108]. Die Oberflächenstruktur von KEM 

ist so beschaffen, dass sie ideale Voraussetzungen für die Adhäsion von Körper-

zellen bietet, jedoch begünstigt diese Struktur auch die bakterielle Besiedelung. 

Durch die Biofilmbildung der Bakterien erhöht sich ihre Antibiotikaresistenz um 

den Faktor 100 – 1000 [109]. Somit ist die gezielte Bekämpfung der Erreger durch 

lokale Freisetzung von Antibiotika, neben intensiver Einhaltung hygienischer 

Standards, ein zielführender Lösungsansatz, um der Implantat-assoziierten Os-

teomyelitis präventiv entgegenzuwirken.  

Die wohl bekanntesten lokalen Wirkstoffträger für Antibiotika innerhalb der Kno-

chenchirurgie sind die Gentamicin-haltigen Polymethylmetacrylat (PMMA) Pro-

dukte. Es haben sich insbesondere antibiotikahaltige PMMA-Ketten für die The-

rapie von Osteomyelitiden bewährt. Nachteilig ist jedoch, dass PMMA nicht re-

sorbierbar ist und somit in einem chirurgischen Zweiteingriff wieder entfernt wer-

den muss [110]. Besonders bei antibiotikahaltigen PMMA-Zementen, die zur Be-

festigung von Endoprothesen verwendet werden, ist die über Jahre andauernde 

Freisetzung der Antibiotika unterhalb der minimalen Hemmkonzentration (MHK) 

kritisch zu betrachten. Als Folge dessen konnte für einige Bakterienspezies sogar 

die Anregung zur Biofilmbildung beobachtet werden und zudem auch das ver-

mehrte Auftreten resistenter Stämme [111]. Die Kombination von resorbierbaren 

KEMs mit Antibiotika ermöglicht somit eine Wirkstofffreisetzung, die spätestens 

nach vollständiger Resorption beendet ist und eine Entfernung überflüssig macht. 

Allgemein sollen resorbierbare Wirkstoffträger über einen gewissen Zeitraum 

eine bestimmte Wirkstoffmenge lokal freisetzen. Für einige Präparate aus Calci-

umsulfat wird die Zugabe von Antibiotika durch den behandelnden Arzt beschrie-

ben (z.B. PerOssal®) [112, 113] oder diese sind als zugelassene Kombinations-

produkte erhältlich (z.B. Osteoset® T, Herafill® G, Cerament® G/V) [114-118]. 

Die erfolgreiche Kombination von CaP-Zementen mit Antibiotika wurde bereits 

mehrfach in der Literatur beschrieben [6, 119-121]. 

Die Freisetzungskinetik der Antibiotika von lokalen Wirkstoffträgern hängt von 

verschiedenen Faktoren wie dem Medikament selbst, der Trägersubstanz und 

dem Elutionsmedium ab. Eigenschaften des verwendeten Medikaments wie des-

sen Ladung und Löslichkeit nehmen Einfluss auf die Freisetzungscharakteristik. 
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So kann die Interaktion zwischen dem Antibiotikum und dem KEM über kovalente 

Bindung oder supramolekulare Wechselwirkungen erfolgen [122]. Daneben be-

einflusst die Oberflächenbeschaffenheit des KEM, genauer die Gesamtporosität, 

die Porengröße und die Tortuosität, die Freisetzungskinetik [107]. Weiterhin neh-

men neben der Löslichkeit und der Hydrophilie des Antibiotikums auch die Ab-

baurate des KEM, Veränderungen des pH-Wertes und der osmotische Druck Ein-

fluss auf das Freisetzungsverhalten [123]. Für abbaubare KEMs zeigen sich nach 

Kluin et al. [124] drei verschiede Freisetzungscharakteristika wie in Abbildung 2 

dargestellt. Die Unterschiede resultieren demnach aus den Degradationseigen-

schaften. Für langsam resorbierbare KEMs, was meist für die CaP-Zemente zu-

trifft, ergibt sich eine diffusionsgesteuerte Freisetzung, die initial stark ansteigt 

und i.d.R. noch vor vollständiger Resorption beendet ist. Weiterhin wird zwischen 

Massen- und Oberflächenerosion unterschieden. Bei den massenerodierenden 

KEMs (z.B. Calciumsulfate, Kollagen) zeigt die Freisetzungskinetik initial einen 

schnellen Anstieg, nimmt dann in ihrer Steigung ab und erreicht erst verspätet 

ein Maximum, nachdem dann die Freisetzung stetig abnimmt. Die oberflächlich 

erodierenden KEMs (z.B. Polycarbonate) ergeben sich durch enzymatischen Ab-

bau in vivo. Hierbei zeigt sich ebenfalls initial ein starker Anstieg der Antibio-

tikafreisetzung und erreicht direkt ein Maximum, dann erfolgt stetig eine geringe 

Abnahme der freigesetzten Wirkstoffmenge, bis diese bei fortgeschrittener Re-

sorption abrupt abnimmt [124]. 

 

Die Freisetzungscharakteristika sind schematisch für resorbierbare Wirkstoffträger abhängig von 
ihrem Resorptionsverhalten dargestellt: A zeigt dies schematisch für langsam resorbierbare Wirk-
stoffträger, B für massenerodierende und C für oberflächlich erodierende. Mit freundlicher Ge-
nehmigung von Taylor & Francis modifiziert übernommen aus [124]. 

Abbildung 2: Freisetzungscharakteristika resorbierbarer Wirkstoffträger 
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Modelle der Wirkstofffreisetzung 

Um die Freisetzungskinetik beschreiben zu können existieren viele empirische 

und semi-empirische Modelle. Diese lassen, durch die Anwendung auf die 

Ergebnisse der Freisetzungsuntersuchungen, Rückschlüsse auf das zugrunde 

liegenden mechanistische Freisetzungsverhalten zu. Je nach Determinations-

koeffizient und Voraussetzungen der verschiedenen Modelle erfolgt die Auswahl 

eines geeigneten Modells. Diese Modelle wurden meist für polymere 

Trägersubstanzen entwickelt und sind somit nur mit beschränkter Aussagekraft 

auf anorganische KEMs übertragbar. Für das Freisetzungsverhalten bei KEMs 

als Medikamententräger hat sich in vielen Arbeiten das Korsmeyer-Peppas 

Modell etabliert [119, 125-127]. Dieses wurde ursprünglich für polymere 

Trägersubstanzen mit der Fähigkeit zur Quellung entwickelt. Es wurden drei 

grundlegende Freisetzungsmechanismen beschrieben: die rein 

diffusionsgetriebene Freisetzung, die quellungsbedingte Freisetzung und die 

Kombination aus beiden [128]. Von Ritger und Peppas [129] wurde dieses Modell 

auf nicht quellungsfähige Materialien erweitert, wobei sich die zugrundeliegenden 

Freisetzungsmechanismen (nach Fick’scher Diffusion, nicht Fick’sche Diffusion 

und Freisetzung nach 0. Ordnung) teilweise veränderten. 

Bei dem Korsmeyer-Peppas Modell wird die prozentuale kumulative bzw. abso-

lute Freisetzung der Medikamente aufgetragen gegen die Zeit betrachtet. Als Vo-

raussetzung sollte eine gleichmäßige Verteilung des Medikaments innerhalb der 

Trägermatrix angenommen werden. Die Anpassung erfolgt nach der Formel 4.  

 

Hierbei ist Mt die freigesetzte Konzentration zum Zeitpunkt t, M∞ die initiale bela-

dene Antibiotikamenge und k (% · s-1) die Freisetzungskonstante. Mit dem Expo-

nenten n erfolgt schließlich die mechanistische Zuordnung der Freisetzung. Da 

die untersuchten Zemente nicht zur Quellung fähig sind, erfolgt die Zuordnung 

des Exponenten n gemäß dem Modell von Ritger und Peppas [129]. Es gilt an 

zylindrischen Körpern hierfür: n ˂ 0,45 quasi Fick’sche Diffusion, n = 0,45 

Fick’sche Diffusion, 0,45 ˂ n ˂ 1 anormaler (= nicht Fick’scher) Transport, n = 1 

Mt

M∞

 = k ∙ t
n
 (4) 
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Freisetzung nach 0. Ordnung [129, 130]. Für die hier untersuchten KEMs verläuft 

die Degradation um ein Vielfaches langsamer als das gesamte Freisetzungsin-

tervall lang ist, demnach wird eine der Diffusion zugrundeliegende Freisetzung 

angenommen (n ≤ 0,45). 

Die mathematische Darstellung der Fick’schen Diffusion wird in Formel 5 darge-

stellt (1. Fick’sches Diffusionsgesetz). Demnach zeigt sich der Massefluss 

j (mol/s · m2) in einer proportionalen Beziehung zum Diffusionskoeffizienten 

D (m2/s) und dem Konzentrationsgradienten 
∂c

∂x
 (mol/m4).  

Weiterhin existiert ein zweites Fick’sches Diffusionsgesetz, welches in Formel 6 

dargestellt ist. Dieses beruht auf der in Formel 7 gezeigten Kontinuitätsgleichung. 

Diese stellt den Zusammenhang zwischen der Konzentrationsänderung ∂c zum 

Zeitpunkt ∂t, mit dem Massefluss ∂j der entsprechenden Richtung ∂x. Bei Kombi-

nation der Kontinuitätsgleichung mit dem 1. Fick’schen Diffusionsgesetz ergibt 

sich das 2. Fick’sche Diffusionsgesetz, welches die zeitliche Konzentrationsän-

derung mitberücksichtigt. 

 

2.3 Antiinfektiva 

Die ursprüngliche Begriffsdefinition der Antibiotika wurde von Selman A. Waks-

man geprägt. So sind demnach Antibiotika Substanzen, die antimikrobielle Ei-

genschaften (wachstumshemmend/bakteriostatisch oder abtötend/bakterizid) 

aufzeigen und von Mikroorganismen selbst produziert werden [131]. Syntheti-

sche Substanzen, die antimikrobielle Wirkungen zeigen, werden davon abge-

grenzt als Chemotherapeutika bezeichnet. Im heutigen Sprachgebrauch wird 

diese Unterscheidung nur noch selten beachtet [132, 133]. Wichtige Kenngrößen 

j = −  D 
∂c

∂x
 

 
(5) 

 

∂c

∂t
 = 

∂

∂x
 ∙ (D 

∂c

∂x
) 

 

(6) 

 
 

∂c

∂t
 = −  

∂j

∂x
 (7) 



 

21 

 Kenntnisstand  

für Antibiotika sind ihr Wirkspektrum, die minimale Hemmkonzentration (MHK) 

und die minimale bakterizide Konzentration (MBK). Das Wirkspektrum ist, sofern 

keine Resistenzmechanismen greifen, durch die Pharmakokinetik des jeweiligen 

Antibiotikums bedingt. Als MHK wird die geringste Konzentration eines Antibioti-

kums bezeichnet, welche die Vermehrung einer bestimmten Bakterienspezies in 

vitro verhindert. Hingegen bezeichnet die MBK die geringste Antibiotikakonzent-

ration, die nach einer Einwirkzeit von 6 h (DIN) 99,9 % einer festgelegten Anzahl 

von Bakterien abtötet [134]. Wichtig ist hierbei, dass es sich um in vitro bestimmte 

Laborwerte handelt, die nicht direkt auf die klinische Anwendung übertragen wer-

den können. Ursächlich ist hierfür unter anderem, dass in vivo auch die Präsenz 

von lokalen Faktoren (Serumproteine, pH-Wert, bivalente Ionen, die Art der bak-

teriellen Lebensform (planktonisch o. sessil)) Einfluss auf MHK und MBK nehmen 

[135-138]. So kann durch die Biofilmbildung die Sensibilität einer Bakterienspe-

zies gegenüber Antibiotika um den Faktor 100 – 1000 erniedrigt sein [109, 139]. 

Für die Effektivität der antimikrobiellen Therapie ist entscheidend, dass die loka-

len Antibiotikakonzentrationen ein Vielfaches der MHK überschreiten, um Resis-

tenzen vorzubeugen und die Variabilität des Wertes auszugleichen [140]. Für An-

tibiotika in KEMs hat sich die initial häufig beobachtete erhöhte Freisetzung (sog. 

„burst release“) als positive Eigenschaft gezeigt. Auf diese Weise ist initial eine 

Abtötung aller lokal ansässigen Bakterien anzunehmen. Die hohen Wirkstoffspie-

gel der Antibiotika sind, besonders bei erhöhter Antibiotikaresistenz der Bakte-

rien, z.B. innerhalb eines Biofilms oder bei nur partiell vorhandener Sensibilität, 

wesentlich von Vorteil.  

Vielfach diskutiert wurde die Gefahr der Resistenzentwicklung bei lokal applizier-

ten Antibiotika durch die prolongierte Freisetzung von relativ geringen Wirkstoff-

mengen (nahe der minimalen Hemmkonzentration). Dies ermöglicht es Bakterien 

unterschiedliche Resistenzmechanismen gegenüber dem verwendeten Antibioti-

kum zu entwickeln. Jedoch konnte auch durch systemische Antibiotikaapplikation 

die Entstehung von erworbenen bakteriellen Resistenzmechanismen nachgewie-

sen werden. Die antibiotikaresistenten Stämme können demnach durch subthe-

rapeutische Serumspiegel im Verdauungstrakt oder im jeweiligen Infektionsfokus 

entstehen [141]. Besonders in Bereichen mit hoher Bakteriendichte ist die 
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Möglichkeit des Genaustauschs wahrscheinlicher (horizontaler Gentransfer), 

was die Entstehung von erworbenen Resistenzen begünstigt [142]. So sollte all-

gemein eine antibiotische Therapie nur mit vorausgegangener Prüfung der Not-

wendigkeit erfolgen, dies schließt jedoch die präventive Gabe bei entsprechen-

dem Risikoprofil nicht aus. Demnach kann die Kombination von Antibiotika mit 

KEMs, insbesondere als adjuvante Maßnahme zum chirurgischen Débridement, 

weiterhin eine zielführende Therapie bakterieller Infektionen darstellen [143]. 

Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika wurden nach verschiedenen Krite-

rien ausgewählt. Zum einen wurden bereits in PMMA-Knochenzementen etab-

lierte Wirkstoffe, insbesondere Gentamicin (z.B. in PALACOS®, SmartSet®) und 

Vancomycin (z.B. neben Gentamicin in Copal® G+V enthalten) als sinnvolle Prä-

parate angesehen, zum anderen wurde in der Literatur nach weiteren, in der Or-

thopädie häufig verwendeten Antibiotika gesucht [144]. Außerdem sollten die 

ausgewählten Wirkstoffe in den Herstellerangaben als Indikation die Knochen- 

und Weichteilinfektion aufgeführt haben. Weiterhin mussten die Antibiotika eine 

ausreichende Löslichkeit im wässrigen Milieu aufzeigen, weshalb nur intravenös 

zu verabreichende Präparate für die Versuche dieser Arbeit infrage kamen. Für 

die klinische Anwendung der adjuvanten lokalen Antibiotikatherapie sollte außer-

dem berücksichtigt werden, dass sich unterschiedliche systemisch und lokal ver-

abreichte Antibiotika in ihrer Wirkung nicht antagonistisch beeinflussen [145]. 

Schließlich wurden folgende Antibiotika für erste orientierende Untersuchungen 

herangezogen: Gentamicin, Vancomycin, Cefuroxim, Ciprofloxacin und 

Clindamycin. Die Strukturformeln dieser Antibiotika sind am Ende dieses Kapitels 

in Tabelle 3 dargestellt. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden insbesondere 

Gentamicin und Vancomycin verwendet. 

Gentamicin 

Gentamicin zählt zur Gruppe der Aminoglykoside. Es wurde 1963 erstmals aus 

Mikromonospora extrahiert und seine antibakterielle Wirkung vorgestellt [146]. 

Die Aminoglykoside wirken bakterizid, indem sie die Proteinsynthese durch irre-

versible Bindung an die 30S-Untereinheit der bakteriellen 70S-Ribosomen 

2.3.1 Auswahl geeigneter Antibiotika 
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hemmen [147]. Der bakterizide Effekt durch die Hemmung der Proteinsynthese 

wird in der Literatur kontrovers diskutiert. So könnte zum einen der Einbau feh-

lerhafter Proteine in die Zellmembran dafür ursächlich sein. Weiterhin wird eine 

starke Inhibition der Ribosomen erwähnt, sodass kaum Proteine hergestellt wer-

den können. Außerdem könnte auch die überschießende Produktion fehlerhafter 

Proteine zu oxidativem Stress innerhalb des Bakteriums führen [148]. Das Wirk-

spektrum von Gentamicin ist nur schwach im grampositiven Bereich, hingegen 

stärker im gramnegativen Bereich ausgeprägt. Als unerwünschte Arzneimittelwir-

kungen (UAWs) sind besonders die irreversible Vestibulo- und Ototoxizität zu 

nennen [149]. Weiterhin werden allergische Reaktionen [150] und die Nephroto-

xizität (meist reversible Einschränkung der glomerulären Filtration) [151] be-

schrieben. Untersuchungen von Philp et al. [152] zur Zytotoxizität von Gentamicin 

gegenüber Osteoblasten ergaben bei einer lokalen Konzentration von 1,7 mg/mL 

eine geringgradig verringerte Vermehrungsrate, die sich nach 3 d reversibel 

zeigte. Jedoch beschrieben Isefuku et al. [153], dass bereits Konzentrationen ab 

0,1 mg/mL die Aktivität der alkalischen Phosphatase etwas herabsetzen. 

Cefuroxim 

Cefuroxim wird als Cephalosporin der großen Gruppe der β-Lactam-Antibiotika 

zugeordnet. Nach der wirkspektrumbezogenen Einteilung der Paul-Ehrlich-Ge-

sellschaft zählt es zur Gruppe 2 der Cephalosporine. Es ergibt sich ein bakterizi-

der Wirkmechanismus durch den β-Lactamring. Dieser reagiert mit Enzymen, die 

an der Quervernetzung der bakteriellen Zellwand beteiligt sind (sog. Penicillin-

bindenden-Proteinen), wodurch diese inhibiert werden. Folglich kommt es zu ir-

reversiblen Zellwandschäden, welche die Lyse des Bakteriums bedingt. Cefuro-

xim wirkt gut im grampositiven Bereich (Streptokokken und Staphylokokken, nicht 

MRSA) und zusätzlich auch im gramnegativen Bereich (z.B. E. coli, H. in-

fluenzae), jedoch besteht eine Wirkungslücke gegen Enterokokken und Pseu-

domonaden [154, 155]. Als UAWs werden bei Cefuroxim Übelkeit, Erbrechen und 

gastrointestinale Beschwerden genannt. Seltener kommt es zum Stevens-John-

son-Syndrom, zur pseudomembranösen Kolitis, zu Kopfschmerzen, zur toxi-

schen epidermalen Nekrolyse oder zu Hypersensitivitäten [156]. Von Salzmann 

et al. [157] konnten für Cefuroxim zytotoxische Effekte auf Osteoblasten ab einer 
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Serumlevel-Konzentration von 1 mg/mL festgestellt werden. Unterhalb dieser 

Konzentration zeigten sich geringe reversible Beeinträchtigungen des Zellmeta-

bolismus. 

Ciprofloxacin 

Ciprofloxacin wird zur Gruppe der Fluorchinolone gezählt. Diese Gruppe leitet 

sich von den vollsynthetisch hergestellten Chinolonen ab, wobei durch Substitu-

tion eines Fluor-Atom an C-6 die Untergruppe der Fluorchinolone entstand [158]. 

Der Wirkmechanismus von Ciprofloxacin ist auf die Hemmung der bakteriellen 

Topoisomerase II und in geringerem Ausmaß auch auf Hemmung der Topoiso-

merase IV zurückzuführen. Die Topoisomerasen sorgen während der Replikation 

für die ideale Verpackung der DNA im Bakterium. Die Topoisomerase II ist für die 

Bildung von geordneten Schleifenstrukturen zuständig, um die DNA möglichst 

eng und doch gut ablesbar innerhalb des Bakteriums zu lagern. Die Topoisome-

rase IV trennt nach der Replikation, bedingt durch die ringförmige bakterielle 

DNA, die ineinander verschlossenen DNA-Duplikate. Die Hemmung dieser En-

zyme zeigt eine bakterizide Wirkung [159, 160]. Als UAWs sind für Ciprofloxacin 

Übelkeit, Erbrechen, Diarrhoe, Kopfschmerzen, Unruhe und Abgeschlagenheit 

bekannt [160, 161]. Als schwerwiegende Nebenwirkung von Ciprofloxacin ist die 

Tendinopathie mit oftmals einhergehender Sehnenruptur bekannt [162, 163]. Cy-

totoxische Effekte auf Osteoblasten werden für Ciprofloxacin von Holtom et al. 

[164] ab Konzentrationen von 0,04 mg/mL (IC50) angegeben. 

Clindamycin 

Clindamycin gehört zur Gruppe der Lincosamide und leitet sich von dem heute 

nicht mehr gebräuchlichen Lincomycin, welches aus Streptomyces lincolnensis 

isoliert wird, ab. Clindamycin wird halbsynthetisch hergestellt, indem eine 

Hydroxylgruppe des Lincomycins durch ein Chloratom ausgetauscht wird. 

Clindamycin wirkt bakteriostatisch, indem es an die 50S-Untereinheit der 

bakteriellen Ribosomen bindet. Hierbei wird die Aminoacyl-t-RNA im 

Peptidyltransferase-Zentrum der Ribosomen blockiert, was schließlich die Pro-

teinsynthese unterbindet. Das Wirkspektrum schließt alle grampositiven 

Bakterien und aerobe gramnegative Stäbchen ein [165-167]. Als UAWs sind 

neben Übelkeit, Erbrechen, Schmerzen an der Einstichstelle und metallischem 
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Geschmack, besonders die Gefahr der Entstehung einer pseudomembranösen 

Kolitis durch Überwuchern von Clostridium difficile zu nennen. Daneben kann es 

zum Auftreten eines akut generalisierenden pustulösen Exanthems kommen 

[168, 169]. Zytotoxische Konzentrationen auf Osteoblasten werden nach Naal et 

al. [170] ab lokalen Konzentrationen von 0,5 mg/mL beobachtet. Für geringere 

Konzentrationen wird ein zytostatischer Effekt angenommen. 

Vancomycin 

Vancomycin wurde 1957 erstmals von E.C. Kornfeld und Eli Lilly aus Streptomy-

ces orientalis isoliert und zählt zur Gruppe der Glykopeptide [171]. Es handelt 

sich um ein relativ großes Molekül (1,45 kDa) welches durch die Verbindungen 

seiner phenolischen Seitenketten eine relativ starre Raumstruktur aufweist. Der 

antibakterielle Wirkmechanismus beruht auf der Komplexierung einer C-termina-

len Seitenkette (D-Alanyl-D-Alanin) an einer Peptidoglykan-Vorstufe [172]. 

Dadurch ist das Substrat der bakteriellen Transpeptidase blockiert und eine 

Quervernetzung des Peptidoglykans während der Zellwandsynthese bleibt aus 

[173]. Daneben beeinträchtigt Vancomycin die Permeabilität der bakteriellen Zell-

membran und die RNA-Synthese [174]. Daraus ergibt sich besonders im gram-

positiven Bereich eine bakterizide Wirkung für sich teilende Prokaryonten [175]. 

Bekannte UAWs von Vancomycin sind die vermehrte Histaminfreisetzung, was 

sich als sog. „Red Man Syndrome“ zeigt. Dieses geht mit einer Rötung des Ober-

körpers in Kombination mit Juckreiz einher. Weiterhin sind Muskelkrämpfe, 

Bauchschmerzen, Fieber und Hypotonie beschrieben. Schwerwiegende Neben-

wirkungen sind die Ototoxizität (bei Serumlevel zwischen 80 – 100 µg/mL), die 

Neutropenie, die Thrombozytopenie, die Phlebitis, die Nephrotoxizität und selte-

ner das Stevens-Johnson-Syndrom [174, 176-178]. In Untersuchungen zur Toxi-

zität gegenüber Osteoblasten wird von Edin et al. [179] eine zytotoxische Kon-

zentration von 10 mg/mL und unbedenkliche Konzentration mit 1 mg/mL ange-

geben. Weiterhin zeigten Philp et al. [152], dass Konzentrationen von ca. 

5 mg/mL keinen Einfluss auf die Lebensfähigkeit der Osteoblasten nehmen. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Verwendete Knochenersatzmaterialien und 
Antibiotika 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene synthetische Knochenersatzma-

terialen mit ausgewählten, klinisch relevanten Antibiotika beladen und anschlie-

ßend ihr Freisetzungsverhalten untersucht. Die antibiotikabeladenen Zemente 

wurden weiteren materialcharakterisierenden Untersuchungen, wie Messungen 

der Druckfestigkeit, der Porosität und der Phasenzusammensetzung, unterzo-

gen. 

Calciumphosphat-Zement 

Für Untersuchungen an Knochenzement wurde der ready-to-use Calciumphos-

phat-Knochenzement „INNOTERE Paste-CPC“ (INNOTERE GmbH, Radebeul, 

Deutschland) verwendet. Die Zusammensetzung dieser Paste geht auf den von 

Khairoun et al. [184] beschriebenen Biocement D zurück. Die exakte Zusammen-

setzung wurde von Heinemann et al. [185] beschrieben. Demnach enthält der 

Zement die folgenden Bestandteile: 60 Gew.-% α-TCP, 26 Gew.-% DCPA (= Mo-

netit; CaHPO4), 10 Gew.-% Calciumcarbonat (= Calcit; CaCO3) sowie 4 Gew.-% 

ausgefällten HA. Diese Paste wurde dann zusätzlich mit 2,5 % K2HPO4 innerhalb 

einer öligen Suspension versetzt. Das Öl bestand aus Miglyol 812 mit 8-12 C 

gesättigten Fettsäuren. Darüber hinaus enthielt die ölige Komponente zwei Ten-

side (14,7 % (w/w) Rizinusöl-Ethoxylate und 4,9 % (w/w) Hexadecylphosphat). 

Der Zement ist in Spritzen mit unterschiedlichen Füllmengen erhältlich. Die 

Dichte des Zements beträgt nach Angaben des Herstellers ca. 2 g/mL. Für die 

Versuche dieser Arbeit wurden aus dem Zement quaderförmige Probekörper 

(Abbildung 3) mit Abmessungen von etwa 12 x 6 x 6 mm hergestellt.  

 

 

 

3.1.1 Calciumphosphat-Knochenersatzmaterial  
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Hydroxylapatit-Scaffolds 

Es wurden 3D-gedruckte Hydroxylapatit-Scaffolds „INNOTERE 3D Scaffold“ 

(INNOTERE GmbH, Radebeul, Deutschland) untersucht. Abbildung 3 zeigt die 

verwendeten quaderförmigen Scaffolds mit den Maßen von 10 x 10 x 5 mm. 

Nach den Herstellerangaben wurden die Scaffolds aus der „INNOTERE Paste-

CPC“ gedruckt und bei 50 °C unter gesättigter Wasserdampfatmosphäre über 

mehrere Tage ausgehärtet [186]. Im Anschluss daran wurden die Scaffolds für 

2 d in isotoner NaCl-Lösung ausgelagert und abschließend getrocknet. Die im 

Rahmen dieser Arbeit zusätzlich verwendeten „unbehandelten“ Scaffolds wurden 

nach der Aushärtung lediglich getrocknet, woraus nach den Herstellerangaben 

eine hydrophobere Oberfläche resultiert. 

  

Abbildung 3: CaP-Probekörper 

A zeigt CaP-Zement-Probekörper. B zeigt CaP-Scaffolds. 

 

Außerdem wurden verschiedene Eigenschaften eines Struvit-bildenden Ze-

ments, aus eigener Herstellung, auf die Zugabe von Antibiotika untersucht. Die 

Ausgangspulver MgPO4·3H2O und Mg(OH)2 wurden von der Firma Alfa Aesar 

bezogen. Am Lehrstuhl wurde dann durch einen Sinterprozess das Farringtonit-

Ausgangspulver (Mg3(PO4)2) generiert und Mahlprozessen unterzogen. Das so 

erzeugte Magnesiumphosphat-Pulver wurde dann mit 3,5 M Diammoniumhydro-

genphosphat-Lösung ((NH4)2HPO4) vermischt, wodurch die Bildung von Struvit 

ausgelöst wurde. Der Struvit-Zement wurde in den Versuchen dieser Arbeit stets 

in einem Pulver-Flüssigkeitsverhältnis von 3:1 angemischt. Zur Erstellung von 

Probekörpern wurden das Pulver und die flüssige Phase auf einer Glasplatte 

3.1.2  Magnesiumphosphat-Knochenzement 

A        B 
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mithilfe eines Zementspatels vermischt, bis eine homogene Masse entstand. An-

schließend konnte die Zementpaste in Silikonformen überführt werden. Für die 

Freisetzungsuntersuchungen hatten die Probekörper die Form eines Zylinders 

mit einem Radius von ca. 13 mm und einer Höhe von ca. 7 mm (ca. 2 g), für 

Untersuchungen der Druckfestigkeit die Form eines Quaders mit den Kantenlän-

gen von 12 x 6 x 6 mm (ca. 0,85 g). 

Wie bereits in Kapitel 2.3.1 eingeführt, wurden Antibiotika verwendet, die sich 

bisher bei Infektionen des Knochens bewährt haben. In Tabelle 4 sind die einge-

setzten Antibiotika aufgeführt. Die Rekonstitution, der als Pulver vorliegenden 

Antibiotika, erfolgte mit Reinstwasser nach den Angaben der Hersteller. 

Wirkstoff Konzentration/Menge Darreichungsform Hersteller 

Gentamicin 
Sulfat 
 

40 mg / 1 mL Ampulle 
MerckSerono, 
Darmstadt, 
Deutschland 

Cefuroxim-
Natrium 
 

250 mg 
Pulver in 
Durchstechflasche 

Fresenius Kabi, 
Bad Homburg, 
Deutschland 

Ciprofloxacin 200 mg / 100 mL Infusionslösung 
Fresenius Kabi, 
Bad Homburg, 
Deutschland 

Clindamycin 
Phosphat 

300 mg / 2 mL Ampulle 
Fresenius Kabi, 
Bad Homburg, 
Deutschland 

Vancomycin 
Hydrochlorid 

500 mg 
Pulver in Durch-
stechflasche 

Demo GmbH, 
Hallbergmoos, 
Deutschland 

 

3.1.3 Verwendete Antibiotika 

Tabelle 4: Übersicht der in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika 
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3.2  Allgemeiner Versuchsaufbau und Messme-
thode 

Die Antibiotikabeladung erfolgte bei den Hydroxylapatit-Scaffolds durch Eintau-

chen in die jeweilige Antibiotikalösung. Dabei wurden die Probekörper einzeln in 

Rollrandgläser (10 mL, A. Hartenstein, Würzburg, Deutschland) gelegt und 2 mL 

der Antibiotikalösung dazugegeben. Auf diese Weise wurden die Probekörper 

vollständig von der Antibiotikalösung bedeckt. Lediglich für Ciprofloxacin wurden 

die Scaffolds aufgrund der geringeren Ausgangskonzentration der Infusionslö-

sung in einem Volumen von 20 mL beladen. Die Konzentration der jeweiligen 

Antibiotikalösung und die aus den verwendeten Volumina resultierende absolute 

Antibiotikamenge, sind nachfolgend in Tabelle 5 dargestellt.  

Antibiotikum Konzentration [mg/mL] Absolute Antibiotikamenge [mg] 

Gentamicin   40   80 

Cefuroxim   25   50 

Ciprofloxacin     2   40 

Clindamycin 150 300 

Vancomycin   50 100 

 

Freisetzungsuntersuchungen des Calciumphosphat-Knochenzements (INNO-

TERE Paste-CPC) wurden mit den Antibiotika Vancomycin und Gentamicin 

durchgeführt. Die Masse der Zementpaste in einer Spritze betrug ca. 7,4 g. Bei 

einer Dichte von 2 g/mL ergibt dies 3,7 mL Zementpaste. Die Hälfte des Zemen-

tes wurde in eine zweite, leere Spritze mithilfe eines Luer-Lock-Adapters (Com-

bifix®, B. Braun Medical AG, Sempach, Deutschland) überführt. Die 1,85 mL Ze-

mentpaste wurden mit einer weiteren Spritze mit jeweils 0,6 mL Antibiotikalösung 

3.2.1 Antibiotikabeladung der Hydroxylapatit-Scaffolds 

Tabelle 5: Konzentration und absolute Antibiotikamenge der verwendeten 
Antibiotikalösungen 

3.2.2 Antibiotikabeladung von Calciumphosphat-Zement 
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vermischt, dies entspricht etwa einem Verhältnis Zement zu Flüssigkeit von 3:1. 

Der Aufbau dieser Mischvorrichtung ist im Anhang in Abbildung 28 gezeigt. Für 

den Mischvorgang wurden 5 bzw. 10 Mischzyklen durchlaufen, wobei zuerst 

stets die Zementpaste in die Spritze mit der Antibiotikalösung gedrückt wurde 

und sich letztlich, nach Abschluss des Mischzyklus, die Zementpaste wieder in 

der Ausgangsspritze befand. Es war festzustellen, dass der nur 5 Mischzyklen 

unterzogene Zement optisch Inhomogenitäten aufzeigte, während sich der 10x 

gemischte Zement augenscheinlich homogen darstellte. Dies wird in Abbildung 

4 gezeigt. Um geeignete Probekörper herzustellen wurde die antibiotikabeladene 

Zementpaste in Silikonformen mit den Maßen 12 x 6 x 6 mm (entspricht 

0,432 mL) gefüllt. Man erhielt aus einer Spritze (ca. 1,85 mL Zementpaste) fünf 

quaderförmige Probekörper, da sowohl in den Luer-Lock-Adaptern als auch in 

der Spritze ein Restvolumen an Zementpaste zurückblieb. Die Silikonform wurde 

dann bei 100 % Luftfeuchtigkeit und 37 °C gelagert (über 24 h bei Proben für die 

Druckfestigkeitsuntersuchung und 1 h bei Proben für die Freisetzungsuntersu-

chungen).  

 

Die Aufnahme erfolgte nach Durchmischung der Zementpasten mit der Antibiotikalösung vor Ab-
füllung in Silikonformen zur Probekörperherstellung. Es sollen die Unterschiede der Homogenität 
bezüglich der Anzahl von Mischzyklen gezeigt werden. A zeigt den 5x gemischten CaP-Zement. 
Die roten Pfeile deuten auf Inhomogenitäten. B zeigt den 10x gemischten CaP-Zement. 

Abbildung 4: CaP-Zement mit unterschiedlicher Mischzyklenanzahl 
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Die Freisetzungsuntersuchungen des Struvit-Zements wurden mit Vancomycin 

durchgeführt. Das Antibiotikum wurde dem Zement auf zwei unterschiedliche 

Weisen beigemengt. Zum einen wurde die Antibiotikalösung der 3,5 M Diammo-

niumhydrogenphosphat-Lösung (DAHP-Lösung) zugegeben, zum anderen das 

Antibiotikum als Pulver mit dem Magnesiumphosphat vermischt. Es wurde immer 

ein PLR von 3:1 gewählt. 

Bei Zugabe des Antibiotikums als Lösung wurden zunächst 4 mL 3,5 M DAHP-

Lösung ((NH4)2HPO4) mit 1 mL Vancomycin-Lösung (50 mg/mL) vermischt. Von 

dieser Lösung wurden 3 mL auf einer Glasplatte mit 9 mg Magnesiumphosphat 

(Mg3(PO4)2) unter Zuhilfenahme eines Zementspatels zu einer homogenen Paste 

vermischt.  

Wurde Vancomycin als Pulver dem Farringtonit-Pulver zugeführt, so wurde zu-

erst 1 g Vancomycin abgewogen und zusammen mit 9 g Mg3(PO4)2 in einer Kaf-

feemühle (KSW 3306, Clatronic, Deutschland) für ca. 30 s vermischt. Ein Anteil 

von 9 g des derart generierten Pulvers konnte dann auf eine Glasplatte überführt 

und mit 3 mL DAHP-Lösung ebenfalls zu einer homogenen Paste vermischt wer-

den. Anschließend erfolgte das Einbringen der Pasten zur Probekörperherstel-

lung in Silikonformen. 

Für die Freisetzungsuntersuchungen hatten die Probekörper die Form eines Zy-

linders mit einem Radius 13 mm und einer Höhe 7 mm (~2 g), für Untersuchun-

gen der Druckfestigkeit die Form eines Quaders mit den Kantenlängen von 

12 x 6 x 6 mm (~0,85 g). 

Die Auslagerung der Probekörper erfolgte in Phosphat gepufferter Salzlösung 

(PBS; engl. Phosphate buffered saline). Die Herstellung der dafür verwendeten 

einfach konzentrierten PBS erfolgte durch Verdünnung einer zehnfach kon-

zentrierten Stammlösung, diese setzte sich zusammen aus 160 g Natriumchlorid, 

22,2 g Dinatriumhydrogenphosphat (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), 4 g 

Kaliumchlorid, 4 g Kaliumdihydrogenphosphat (Merck KGaA, Darmstadt, 

3.2.3 Antibiotikabeladung von Struvit-Zement 

3.2.4 Auslagerung der Probekörper 
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Deutschland) und 2 L Reinstwasser. Die Stammlösung konnte verwendet wer-

den, sobald alle Feststoffe gelöst waren.  

Die Probekörper wurden nach Ablauf der Beladungszeit in Rollrandgläser mit 

10 mL Fassungsvermögen (A. Hartenstein GmbH, Würzburg, Deutschland) in je-

weils 5 mL PBS ausgelagert. Die Gefäße wurden verschlossen und auf einem 

Laborschüttler, der in einem Wärmeschrank (Jouan IG 150, Jouan SA, Saint 

Herblain, Frankreich) montiert war, bei 37 °C gelagert. Am ersten Tag erfolgte 

der Wechsel des Auslagerungsmediums aufgrund eines zu erwartenden „burst 

release“ in kürzeren zeitlichen Intervallen. Hierbei erfolgte die Überführung der 

Probekörper in neue Gefäße mit je 5 mL PBS. Danach wurde ein Wechsel des 

Auslagerungsmediums in 24 h-Intervallen durchgeführt. Die vorbereiteten Gläser 

mit 5 mL PBS wurden während des Mediumwechsels am ersten Tag auf 37 °C 

vorgewärmt. Für die Messungen im 24-Stunden-Intervall wurde, aufgrund der 

großen Zeitspanne, der Einfluss der Temperatur auf die freigesetzte Antibiotika-

menge als vernachlässigbar angesehen, sodass dies ab der 48-Stunden-Mes-

sung nicht mehr durchgeführt wurde. 

Quantitative Aussagen über die Antibiotikafreisetzung wurden mittels UV/VIS-

Spektrophotometrie (Genesys 10S UV-Vis, Evolution 60S, ThermoFischer Sci-

entific, Waltham, USA) bestimmt. Die Steuerung des Spektrophotometers er-

folgte mit der VISIONlite™ 5 Software (ThermoFischer Scientific, Waltham, 

USA).  

Es wurden Einmal-UV-Küvetten makro (2,5 – 4,5 mL) oder halbmikro (1,5 – 

3 mL), (Brand, Wertheim, Deutschland) verwendet. Die Küvetten sind nach Her-

stellerangaben in einem Wellenlängenbereich von 230-900 nm anwendbar und 

ihre Standardabweichung beträgt für ≥240 nm ±0,007 und für ≥300 nm 

±0,005  Extinktionseinheiten. Wobei stets darauf geachtet werden musste, dass 

sowohl für die „Basisline“-Registrierung als auch für die zu messende Probe die-

selbe Größe der Küvette verwendet wurde. 

Allgemein lässt sich zur Absorbanz eines Stoffes sagen, dass diese stoffabhän-

gig ein Maximum oder mehrere Maxima bei einer bestimmten Wellenlänge bildet. 

3.2.5 Messung der Antibiotikafreisetzung 
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Zudem kann eine Zunahme des Wertes der Absorbanz mit steigender Konzent-

ration des untersuchten Stoffes vermerkt werden. Bei zu hoch konzentrierten Lö-

sungen kann die Messung überladen sein, was bedeutet, dass kein eindeutiges 

Absorbanzmaximum erkennbar war. In diesem Fall musste die untersuchte Lö-

sung verdünnt werden und anschließend der erhaltene Wert der Absorbanz um 

den Verdünnungsfaktor multipliziert werden. Um die gemessenen Werte der Ab-

sorbanzmaxima in Konzentrationen umrechnen zu können, mussten zunächst 

Kalibriergeraden erstellt werden. 

 

Erstellung der Kalibriergeraden 

Die Kalibriergerade stellt über eine einfache Geradengleichung (Formel 8) die 

Beziehung zwischen der gemessenen Absorbanz und der dabei vorliegenden 

Antibiotikakonzentration dar. Dabei entspricht a dem y-Achsenabschnitt und 

sollte möglichst gegen 0 streben. Die Steigung der Geraden ist mit b definiert. 

Für x wird die Konzentration in mg/mL angegeben und y beschreibt die gemes-

sene Absorbanz. 

y = a + b ⋅ x (8) 

 

Für die Erstellung von Kalibriergeraden mussten zunächst Antibiotikalösungen 

unterschiedlicher Konzentrationen hergestellt werden, um diese anschließend 

bei einem relativ breiten Wellenlängenintervall (im Bereich des 

Absorbanzmaximums ±25 nm) zu vermessen. Für das jeweilige Antibiotikum 

wurde ein Konzentrationsbereich ausgewählt, in dem sich das gemessene 

Absorbanzmaximum zur verwendeten Konzentration der Antibiotikalösung linear 

verhielt. Abbildung 5 zeigt beispielhaft für Clindamycin die Ergebnisse der ersten 

Messung von Kalibrierlösungen verschiedener Konzentrationen. Hierbei ist zu 

erkennen, dass sich Konzentrationen oberhalb von 0,1 mg/mL zur Absorbanz 

nicht linear verhielten und somit für die Erstellung der Kalibriergeraden 

ungeeignet erschienen. 
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Nach Ermittlung eines geeigneten Konzentrationsintervalls wurden für jedes An-

tibiotikum Kalibrierlösungen von mindestens sechs verschiedenen Konzentratio-

nen erstellt. Zur Herstellung der Kalibrierlösungen musste zunächst, sofern das 

Antibiotikum als Pulver vorlag (gilt für Vancomycin und Cefuroxim), eine Antibio-

tikalösung entsprechend der Herstellerangaben mit Reinstwasser zubereitet wer-

den. Die vermessenen Konzentrationen der Kalibrierlösungen sind für die ver-

schiedenen Antibiotika in Tabelle 6 aufgezeigt. Die Herstellung der Lösungen er-

folgte durch Verdünnung der Ausgangslösung mit einfach konzentrierter PBS, 

wobei jede Konzentration fünfmal angefertigt wurde. Um Schwankungen in der 

Zusammensetzung der Lösungen auszugleichen, wurden die Kalibrierlösungen 

an drei unterschiedlichen Tagen hergestellt. Das Maximum der Absorbanz der 

Kalibrierlösungen wurde mit dem UV/VIS-Spektrophotometer gemessen, dabei 

diente einfach konzentrierte PBS als Referenzlösung. Die Mittelwerte und Stan-

dardabweichungen der Absorbanzmaxima wurden mit der OriginPro®-Software 

(OriginLab Corporation, Northampton, USA) bestimmt und als Punktdiagramm 

gegen die jeweilige Konzentration aufgetragen. Durch diese Punkte wurde mit 

derselben Software eine lineare Regression durchgeführt.  
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Abbildung 5: Bestimmung des Konzentrationsintervalls der Kalibriergeraden 
A Absorbanzspektrum von Clindamycin für die Erstellung einer Kalibriergeraden. Initiale Mes-
sung, um den linearen Bereich der Konzentration der Antibiotikalösungen zu bestimmen. B 
Darstellung der Absorbanzmaxima von A aufgetragen gegen die jeweilige Konzentration. Li-
near zeigt sich dieses Verhältnis bei Konzentrationen der Kalibrierlösung ≤ 0,1 mg/mL. 
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Antibiotikum Konzentrationen [mg/mL] 

Gentamicin 0,005; 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,1 

Cefuroxim 0,001; 0,005; 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05 

Ciprofloxacin 0,001; 0,004; 0,005; 0,008; 0,01; 0,02 

Clindamycin 0,001; 0,005; 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,1 

Vancomycin 0,001; 0,005; 0,01; 0,02; 0,03; 0,04; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 

 

Das so erhaltene messbare, lineare Konzentrationsintervall variierte in seiner 

Größe/Ausdehnung zwischen den unterschiedlichen Antibiotika. Für die folgen-

den Messungen der Analyselösungen war es entscheidend, dass die gemessene 

Absorbanz innerhalb des Absorbanzintervalls der jeweiligen Kalibriergerade lag. 

Ansonsten bestand die Gefahr, dass keine lineare Beziehung mehr zwischen Ab-

sorbanz und der Konzentration bestand, was zu falschen Konzentrationsbestim-

mungen führen würde. Hieraus resultierte, dass einige Analyselösungen ver-

dünnt werden mussten. In Tabelle 7 sind die antibiotikaspezifischen Wellenlän-

gen des Absorbanzmaximums, sowie die ermittelte Gleichung der Kalibriergera-

den gezeigt. Für alle gebildeten Regressionsgeraden ergab sich ein Determina-

tionskoeffizient von R² ≥ 0,99. Die graphische Darstellung der Kalibriergeraden 

ist in Abbildung 29 (Anhang) gezeigt. 

Antibiotikum 
Wellenlänge des Absor-
banzmaximums [nm] 

Geradengleichung der  
Kalibriergeraden 

Gentamicin 333 ±1 y = 0,0039 + 15,858 ⋅ x  

Cefuroxim 280 ±4 y = 0,0016 + 41,281 ⋅ x  

Ciprofloxacin 277 ±1  y = 0,0213 + 110,972 ⋅ x  

Clindamycin 202 ±2 y = 0,0027 + 11,541 ⋅ x  

Vancomycin 280 ±2 y = 0,0015 + 4,721 ⋅ x  

 

Tabelle 6: Hergestellte Konzentrationen der jeweiligen Antibiotikalösungen für die Erstellung 
einer Kalibriergeraden 

Tabelle 7: Wellenlängenbereich des Absorbanzmaximums der Antibiotika und Geradenglei-
chung 
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Messung der Analyselösungen 

Die Messung der freigesetzten Antibiotikalösung erfolgte für Cefuroxim, Ciproflo-

xacin und Vancomycin bei den entsprechenden Wellenlängen in Einmalküvetten 

mit einfach konzentriertem PBS als Referenz. Sollte die gemessene Absorbanz 

oberhalb des Absorbanzintervalls der jeweiligen Kalibriergeraden liegen, so 

mussten die Lösungen verdünnt werden. Anschließend wurde der Wert der Ab-

sorbanz wieder um den Verdünnungsfaktor multipliziert. Die Wellenlänge des Ab-

sorbanzmaximums für Clindamycin lag unterhalb des durchlässigen UV-Wellen-

längenbereichs der Einmalküvetten, darum mussten diese Messungen mit 

Quarzküvetten durchgeführt werden. Diese wurden nach jeder Messung mit des-

tilliertem Wasser gereinigt und mit Druckluft getrocknet. 

Um den Antibiotikarestgehalt nach Beendigung der Freisetzungsuntersuchungen 

zu messen, wurden die CaP-Probekörper in 30 mL 5,05 M HCl-Lösung aufgelöst. 

Die Struvit-Probekörper wurden in 35 mL 5,9 M HCl-Lösung aufgelöst. Als „Ba-

sisline“ für die Messungen am Spektrophotometer diente ein Scaffold bzw. ein 

Zement-Probekörper ohne Antibiotikum, der auf dieselbe Weise aufgelöst wurde. 

Bei der Bestimmung des Antibiotikarestgehaltes musste die ermittelte Absorbanz 

um den angewandten Verdünnungsfaktor (6 bzw. 7) wieder multipliziert werden. 

Messung der freigesetzten Gentamicinmenge 

Um Gentamicin im UV/VIS-Spektrophotometer messen zu können, wurde zu-

nächst eine Derivatisierungslösung bestehend aus folgenden Chemikalien her-

gestellt: 0,1 g o-Phthaldialdehyd (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), 2 g Di-

natriumtetraborat (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland), 1 mL Methanol 

(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), 0,2 mL Mercaptoethanol (Sigma Ald-

rich, Steinheim, Deutschland) und 100 mL Reinstwasser (pH ≈ 9,5). Die Mengen-

angaben wurden hierfür von Vorndran et al. [119] übernommen. Zunächst wurde 

in einer verdunkelten Glasflasche o-Phthaldialdehyd (OPA) in Methanol gelöst, 

danach das Dinatriumtetraborat dazugegeben und zuletzt Wasser sowie Mercap-

toethanol hinzugefügt. Das Gemisch wurde geschüttelt bis die Feststoffe voll-

ständig gelöst vorlagen. Diese Lösung wurde vor der Benutzung für 24 h lichtge-

schützt im Kühlschrank bei 8 °C gelagert und war dann über einen Zeitraum von 

maximal 48 h verwendbar. Um die freigesetzte Gentamicinmenge mit dem 
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UV/VIS-Spektrophotometer quantifizieren zu können, wurde zunächst 1 mL der 

Derivatisierungslösung mit 1 mL Isopropanol (VWR, Darmstadt, Deutschland) 

sowie 1 mL der jeweiligen Gentamicinlösung in eine makro UV-Küvette gegeben 

und durch mehrmaliges Pipettieren vermischt. Die Küvetten wurden mit Deckeln 

verschlossen und idealerweise nach 45 min am Spektrophotometer die Absor-

banz der Proben gemessen. Nach dieser Zeit erhält man, wie Abbildung 6 zeigt, 

die maximale Absorbanz. Eine Messung im Zeitintervall von 30 – 60 min wird bei 

Betrachtung der um maximal 0,5 % vermindert gemessenen Gentamicinmenge 

als tolerabel angesehen. 

 

Beispielhaft sind die Ergebnisse der zeitabhängigen Absorbanz-Messung einer 24 h-Gentamicin-
Analyselösung gezeigt. Die Probe wurde wie bereits beschrieben mit der Derivatisierungslösung 
vermischt und zu folgenden Zeitpunkten nach dem Mischvorgang gemessen [min]: 10, 15, 20, 
30, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 130, 140, 150, 180, 240. Das Maximum der Absorbanz 
nach 45 min ist rot gekennzeichnet. Bei der blauen Grafik wurde die Absorbanz mit der ermittelten 
Kalibriergeraden-Gleichung in die entsprechende Menge in mg umgerechnet. 

Die Referenz enthielt anstelle der PBS-Gentamicinlösung einfach konzentrierten 

PBS, 1 mL Isopropanol und die Derivatisierungslösung. Diese Methode wurde 

erstmals für Messungen von Aminoglykosiden am Spektrophotometer von Sam-

path und Robinson [187] beschrieben, wobei die Derivatisierung von primären 

Aminen mittels OPA schon nahezu zwei Jahrzehnte zuvor für Hochleistungsflüs-

sigkeitschromatographie-Messungen (HPLC) von Roth et al. [188] vorgestellt 

wurde. Der hierbei ablaufende Reaktionsmechanismus wird nachfolgend in Ab-

bildung 7 dargestellt. 

Abbildung 6: Zeitabhängigkeit der Gentamicin-Derivatisierung  
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Blau hinterlegt zeigt sich die stabilisierende Wirkung des Mercaptoethanols auf OPA. Bei Zugabe 
von primären Aminen laufen unter basischem pH-Wert die hier gezeigten Reaktionsschritte ab. 
Wie in Tabelle 3 gezeigt, enthält Gentamicin drei primäre Amino-Gruppen, an welchen die hier 
dargestellte Reaktion ablaufen kann. Nach 45 Minuten wird das Maximum der Umsetzung von 
OPA zu einem UV-Licht absorbierenden Isoindolderivat (gelb hinterlegt) erreicht. In dieser Arbeit 
lag das Maximum der Absorbanz für das Reaktionsprodukt bei 333 nm. Zeitabhängig erfolgt dann 
die Umwandlung zu einem nicht mehr absorbierenden Abbauprodukt. Der vorgeschlagene Re-
aktionsmechanismus wurde aus [189-191] zusammengeführt und auf die Versuche dieser Arbeit 
angepasst.  

Abbildung 7: Reaktionsmechanismus der Gentamicin-Derivatisierung 
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3.3 Antibiotikafreisetzungsversuche 

Einfluss der Beladungsdauer auf die Antibiotikafreisetzung am Beispiel 

von Vancomycin 

Bei diesem Versuch wurde der Einfluss der Beladungsdauer der Scaffolds in der 

Antibiotikalösung auf die freigesetzte Antibiotikamenge untersucht. Es wurden 

jeweils drei Probekörper für 1 h, 24 h und 3 d in der Vancomycinlösung gelagert. 

Nach Ablauf der jeweiligen Beladungsdauer erfolgte unmittelbar die Überführung 

in das Auslagerungsmedium, wobei dessen Wechsel während des ersten Tages 

nach 0,5; 1; 2; 3; 4; 6 und 8 Stunden durch Überführung der Scaffolds in neue 

Gefäße mit 5 mL PBS stattfand. An allen weiteren Tagen wurde das Auslage-

rungsmedium in 24-Stunden-Schritten gewechselt. Der Medienwechsel erfolgte 

bis kein eindeutiges Absorbanzmaximum mehr messbar war. Dies trat in diesem 

Versuchsansatz für alle Beladungszeiten nach 72 h ein. 

 

Untersuchungen zur Antibiotikafreisetzung bei 24 Stunden Beladungs-

dauer 

Für die Antibiotika Gentamicin, Cefuroxim, Ciprofloxacin und Clindamycin wur-

den die Freisetzungsuntersuchungen für 24 h Beladungsdauer an je drei Scaf-

folds durchgeführt. Der Medienwechsel erfolgte am ersten Tag nach 0,5, 1, 2, 3, 

4, 6 und 8 Stunden, danach jeweils nach 24 h. Insgesamt wurden diese Versuche 

über einen Zeitraum von 10 d dokumentiert.  

 

1 h Beladungsdauer bei Gentamicin 

Für Gentamicin wurden, analog zu den Versuchen mit 24 h Beladungsdauer, 

auch Versuche mit nur 1 h Beladungsdauer für drei Scaffolds durchgeführt. Der 

Mediumwechsel erfolgte nach dem Ende der Beladungszeit am ersten Tag zu 

den Zeitpunkten 0,5; 1; 2; 3; 4; 6 und 8 Stunden, weiterhin in 24 Stunden-Schrit-

ten. 

 

3.3.1 Freisetzungsuntersuchungen mit Calciumphosphat-
Scaffolds 
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Vergleich der Antibiotikafreisetzung zwischen behandelten und unbehan-

delten Scaffolds (1h Beladungsdauer) 

Es sollte am Beispiel von Vancomycin untersucht werden, in welchem Maße sich 

die Antibiotikafreisetzung zwischen unbehandelten (nicht in NaCl-Lösung nach-

behandelt) und behandelten Scaffolds unterscheidet. Die Beladungsdauer betrug 

hierfür 1 h, wobei jeweils drei Scaffolds untersucht wurden. Der Medienwechsel 

des Auslagerungsmediums erfolgte am ersten Tag nach 0,5, 1, 2, 3, 4, 6 und 8 

Stunden und anschließend stets nach 24 h. Insgesamt lag der Beobachtungs-

zeitraum für unbehandelte Scaffolds bei 48 h, bei den behandelten bei 120 h.  

 

Orientierender Versuch: Vancomycinfreisetzung nach Behandlung mit 

Natriumcarbonat-Lösung 

Wie schon für Gentamicin in der Literatur beschrieben (geringere Löslichkeit = 

langsamere Freisetzung), sollte in diesem Versuchsansatz mit einem Scaffold 

die Beeinflussung der Antibiotikalöslichkeit und deren Einfluss auf das Freiset-

zungsverhalten gezeigt werden. Hierfür wurde zunächst ein Scaffold (behandelt) 

für 1 h in 2 mL Vancomycinlösung (50 mg/mL) gelagert und so mit dem Antibio-

tikum beladen. Vor Beginn der Auslagerung in PBS wurde der Scaffold einmalig 

in eine 1%ige Natriumcarbonatlösung getaucht und anschließend die Freiset-

zungsuntersuchungen wie für vorausgegangene Untersuchungen durchgeführt. 

Die Freisetzungsuntersuchungen wurden für CaP-Probekörper mit den Antibio-

tika Gentamicin und Vancomycin durchgeführt. Zum einen sollte das Freiset-

zungsverhalten der beiden Antibiotika verglichen, zum anderen auch der Einfluss 

des Anmischprocederes untersucht werden. Die Zemente wurden hierfür 5x und 

10x zwischen den Spritzen mit der Antibiotikalösung hin- und hergemischt. Wobei 

sich nach einem Mischzyklus der Zement wieder in seiner Ausgangsspritze be-

fand (Zementpaste wurde stets zuerst in Antibiotikalösung gespritzt).  

Nach 24 h Lagerung bei 100 % Luftfeuchtigkeit und 37 °C wurden die Zemente 

aus den Silikonformen genommen und in jeweils ein Glasgefäß mit 5 mL PBS 

3.3.2 Freisetzungsuntersuchungen mit Calciumphosphat- 
Zement 
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gegeben. Diese wurden dann auf einem Laborschüttler bei 37 °C bis zum nächs-

ten Mediumwechsel gelagert. Am ersten Tag wurden die Probekörper stündlich 

(bis 8 h) in neue Glasgefäße mit auf 37 °C vorgewärmter PBS überführt. Nach 

24 h erfolgte der Mediumwechsel täglich, nach 14 d erfolgte er im 48 h-Intervall. 

Die Freisetzungsuntersuchung wurde nach insgesamt 34 d Laufzeit beendet.  

Die Untersuchungen des Antibiotikafreisetzungsverhaltens von Struvit-Zement 

sollten exemplarisch mit Vancomycin durchgeführt werden. Dabei wurden ver-

schiedene Beladungsmethoden angewandt, wodurch sich unterschiedlich große 

Beladungsmengen ergaben. Einerseits erfolgte die Zugabe des Antibiotikums in 

wässriger Lösung zur DAHP-Lösung, andererseits als Pulver zu dem Farring-

tonit-Ausgangspulver. Bei Zugabe des Antibiotikums als Pulver war ein Prüfkör-

per mit etwa 150 mg Vancomycin beladen, bei Zugabe als Lösung (50 mg/mL) 

mit etwa 5 mg. Um zylinderförmige Probekörper mit einem Radius von ~13 mm 

und einer Höhe von ~7 mm (~2 g/Probekörper) zu generieren, wurde die Zement-

paste in entsprechende Silikonformen überführt und über den Zeitraum von 1 h 

bei 100% Luftfeuchtigkeit ausgehärtet. Dies erfolgte für jeweils vier Probekörper. 

Der Mediumwechsel fand am ersten Tag nach 1, 2 und 4 h statt, danach in 24 h-

Schritten. Insgesamt vollzog sich der Beobachtungszeitraum über 10 d. Nachfol-

gend wurden die Probekörper in Salzsäure aufgelöst, um die Validität des Mess-

verfahrens zu überprüfen. Hierbei konnten die Probekörper mit Vancomycin in 

der Flüssigkeit in 15 mL 3,6 M HCl-Lösung aufgelöst werden (generiert aus 

10 mL 0,5 M und 5 mL 10 M HCl). Die Probekörper, denen Vancomycin in Pul-

verform zugesetzt wurde, zeigten sich bei dieser Stoffmengenkonzentration noch 

nicht vollständig aufgelöst. Hierfür wurden 35 mL einer 5,9 M Salzsäure verwen-

det (hergestellt aus 20 mL 10 M und 15 mL 0,5 M HCl).  

3.3.3 Freisetzungsuntersuchungen mit Struvit-Zement 
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3.4 Agardiffusionstest 

Der Agardiffusionstest sollte die antibakterielle Wirksamkeit der Antibiotika, nach 

der Inkorporation in die CaP-Zemente oder der Adhäsion auf der CaP-Scaffold-

Oberfläche, überprüfen. Der Test wurde exemplarisch mit Vancomycin- und 

Gentamicin-beladenen Proben an Staphyloccocus aureus (S. aureus) durchge-

führt. Die Sensibilität des verwendeten Bakterienstammes betrug gemäß Antibio-

gramm gegenüber Gentamicin ≤ 0,0005 mg/mL und gegenüber Vancomycin 

0,001 mg/mL. Die verwendeten Scaffolds wurden für 1 h beladen und anschlie-

ßend der Mediumwechsel entsprechend zuvor abgeschlossener Freisetzungsun-

tersuchungen durchgeführt (n = 5). Auch die CaP-Zemente wurden nach dem-

selben Procedere wie bereits für die Freisetzungsuntersuchungen mit dem jewei-

ligen Antibiotikum (stets 10x gemischt, n = 7) beladen. Zusätzlich wurde ein Scaf-

fold mit Vancomycin beladen und anschließend einer Na2CO3-Behandlung unter-

zogen (siehe Kapitel 3.3.1), um die Wirksamkeit des Vancomycins nach dieser 

Behandlung zu bestätigen. 

Um die Agarplatten herzustellen wurde zunächst ein sog. LB-Medium (engl. 

lysogeny broth) hergestellt. Dieses bestand aus 2 g Hefeextrakt (AppliChem 

GmbH, Darmstadt, Deutschland), 4 g Trypton (AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Deutschland) und 2 g NaCl (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland), was mit 

400 mL Reinstwasser vermischt wurde. Um daraus den LB-Agar zu erhalten, gab 

man 6 g Bacto Agar (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland) hinzu und au-

toklavierte die Glasflasche mit der darin enthaltenen Lösung für 20 min bei 

121 °C. Anschließend kühlte der LB-Agar etwa 3 Stunden ab, danach wurde der 

noch flüssige LB-Agar in die Petrischalen gegossen. Die Petrischalen kühlten bei 

Raumtemperatur bis zur Gelierung ab. Danach wurden diese unter sterilen Be-

dingungen verpackt und im Kühlschrank gelagert. 

Um eine Bakterienkultur mit S. aureus herzustellen, mussten die in Glycerin tief-

gekühlten Bakterien bei Raumtemperatur aufgetaut werden. Anschließend kam 

es zur Überführung von 0,2 µL der Bakterien und 10 mL LB-Medium in ein 

3.4.1 Herstellung der Agarplatten und der Übernachtkultur  
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Zentrifugenröhrchen. Zusätzlich wurde eine Kolonie von einer Agarplatte mittels 

Öse in ein weiteres Zentrifugenröhrchen mit 10 mL LB-Medium überführt. Die 

Röhrchen lagerten verschlossen bei 37 °C unter stetigen Schüttelbewegungen 

für ca. 18 h. Am nächsten Tag konnte lediglich in dem LB-Medium, in welches 

die Bakterien mit der Öse übertragen wurden, eine Trübung und folglich Bakteri-

enwachstum festgestellt werden. Deshalb eignete sich dieser Ansatz für eine Be-

impfung der Agarplatten. Hierfür wurden 100 μL der Bakterienkolonie auf die 

Agarplatte gegeben und mittels Glaskugeln verteilt. Anschließend kamen die Pro-

bekörper auf die vorbereiteten Agarplatten. Zur Untersuchung einer eventuell 

vorhandenen antibakteriellen Wirkung von Zementinhaltsstoffen wurden drei Ze-

ment-Probekörper ohne Antibiotikazusatz in 2 mL PBS gelagert. Hiervon wurden 

40 μL dieser konzentrierten Referenzlösung auf Filterpapier (Durchmesser: 

1 cm) gegeben. Die Agarplatten lagerten dann im Inkubator bei 37 °C. Nach La-

gerung der Agarplatten im Inkubator bei 37 °C konnten nach 24 h erste Ergeb-

nisse festgestellt werden, wobei nach 48 h eine wiederholte Messung der Hemm-

höfe erfolgte.  
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3.5 Charakterisierung der Zemente 

In diesem Kapitel werden Untersuchungen zum Einfluss der Antibiotikabeladung 

auf die Druckfestigkeit vorgestellt. Dafür wurde die Prüfmaschine Z010 (Zwick-

Roell GmbH, Ulm, Deutschland) mit einer 10 kN Messdose verwendet. Die Pro-

bekörper hatten hierfür die Form eines Quaders (Kantenlänge ca. 

12 x 6 x 6 mm). Die Geschwindigkeit der Kraftübertragung betrug 1 mm/min. Vor 

der Messung wurden die Flächen der Probekörper mit Schleifpapier (Körnung 

P500) möglichst plan geschliffen. Von den Ergebnissen der Druckfestigkeitsprü-

fung wurden Mittelwerte sowie deren Standardabweichung bestimmt. Zudem er-

folgte die Untersuchung der Mittelwerte auf signifikante Unterschiede. Hierfür 

wurde der Mittelwert-Vergleich mit dem Tukey-Test (Signifikanzniveau p ≤ 0,05) 

in OriginPro® (OriginLab Corporation, Northampton, USA) durchgeführt. 

 

Calciumphosphat-Zement 

Für Druckfestigkeitsuntersuchungen wurde der Zement, wie bereits für die Frei-

setzungsuntersuchungen (Abbildung 28), über zwei Spritzen mit dem Antibioti-

kum (Gentamicin oder Vancomycin) vermischt. Zunächst musste auch hierfür die 

Zementpaste in zwei Spritzen aufgeteilt werden. Als Referenz diente Zement-

paste, die nach erfolgter Aufteilung mit jeweils 0,6 mL Reinstwasser vermischt 

wurde. Auch hier sollte der Unterschied zwischen 5 und 10 Mischzyklen gezeigt 

werden. Die Antibiotikalösungen hatten für diese Versuche ebenfalls die handels-

üblichen Konzentrationen von 40 mg/mL Gentamicin und 50 mg/mL Vancomycin. 

Der Zement wurde nach dem Mischvorgang in die Silikonform überführt und 

diese bis zur Messung mit der Druckprüfmaschine bei 100 % Luftfeuchtigkeit und 

37 °C für ca. 24 h gelagert. Bei einer durchschnittlichen Masse von 7,4 g Zement 

in einer Spritze ergaben sich für den Antibiotikagehalt der Probekörper bei Genta-

micin etwa 0,65 Gew.-% und bei Vancomycin etwa 0,8 Gew.-%. 

 

 

3.5.1 Druckfestigkeitsuntersuchungen 
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Struvit-Zement 

Für Druckfestigkeitsmessungen wurde der Struvit-Zement mit Zusatz des Antibi-

otikums Vancomycin nach denselben Mengenverhältnissen wie zuvor in Kapitel 

3.3.3 hergestellt, jedoch wurden stets nur 4,5 g Pulver mit 1,5 mL Flüssigkeit an-

gemischt, da sich auf diese Weise das Befüllen der Silikonformen einfacher dar-

stellte und sich folglich homogenere Probekörper produzieren ließen. Die Struvit-

Probekörper entsprachen in ihren Maßen den zuvor beschriebenen CaP-Probe-

körpern. Als Referenz wurde Struvit-Zement ohne Antibiotikazusatz hergestellt. 

Es ergab sich somit für die Zugabe von Vancomycin in Pulverform ein Anteil des 

Vancomycins von 7,5 Gew.-%, in Lösung 0,5 Gew.-%, sowie eine antibiotikafreie 

Referenz. Es erfolgte die Herstellung von jeweils 8 Probekörpern an drei ver-

schiedenen Tagen, sodass insgesamt 24 Proben für jede Antibiotikakonzentra-

tion gemessen wurden. Die Probekörper wurden nach etwa 15 min aus den Sili-

konformen genommen, in ein Glasgefäß mit 10 mL PBS überführt und darin für 

24 h bei 100 % Luftfeuchtigkeit und 37 °C gelagert. 

XRD-Messungen wurden herangezogen, um die qualitative Zusammensetzung 

der beschriebenen Knochenzemente zu untersuchen und eventuell vorhandene 

Phasenunterschiede der Kristallstruktur durch Beimengung von Antibiotika auf-

zuzeigen. In dieser Arbeit wurden die verwendeten Struvit-Knochenzemente mit 

dem Röntgendiffraktometer D005 (Siemens, München, Deutschland) untersucht. 

Bei den Messungen dieser Arbeit wurde stets in einem Bereich von 2θ = 10 – 60° 

gemessen. Die Schrittgröße („step size“) betrug 0,02° bei einer Scangeschwin-

digkeit von 1,5 Sekunden/Schritt. 

Die Kristallstruktur der CaP-Knochenzemente wurde mit dem Röntgendiffrakto-

meter D8 Advance Davinci (Bruker AXS GmbH, Karlsruhe, Deutschland) unter-

sucht. Der Messbereich war stets mit 2θ = 7° – 70° angegeben. Die Schrittgröße 

belief sich ebenfalls auf 0,02° bei einer Scangeschwindigkeit von 0,05 Sekun-

den/Schritt. Die qualitative Auswertung dieser Daten erfolgte mit der Software 

DIFFRAC.EVA V5. 

3.5.2 Röntgendiffraktometrie 
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Untersucht wurden die Zement-Proben aus der Druckfestigkeitsuntersuchung so-

wie die wasserfreie Zementpaste. Die Zement-Proben wurden mit Isopropanol 

bedeckt und für min. 48 h im Trockenschrank gelagert. Für die Messung mit dem 

XRD mussten die Proben mit einem Mörser zu Pulver vermahlen werden, um 

dies anschließend auf einem Objektträger aufbringen zu können. Die wasserfreie 

CaP-Zementpaste wurde direkt auf den Objektträger aufgebracht. 

 

Über die Quecksilberporosimetrie wurde die offene Porosität der verwendeten 

Knochenzemente bestimmt. Die Methode ist auf Washburn zurückzuführen. Über 

die von ihm ermittelte Gleichung (Formel 9) kann durch den angelegten Druck 

die Porengröße berechnet werden [192]. Hierbei wird mit r der Porenradius, ρ der 

angelegte Druck, γ die Oberflächenspannung des Quecksilbers und θ der Benet-

zungswinkel angegeben. Die detektierbare Porengröße liegt bei dieser Methode 

in einem Bereich von etwa 4 nm – 0,4 mm [193]. 

ρ = 
- 2γ cos θ

r
 (9) 

 

Die Messungen erfolgten mit dem Quecksilberporosimeter PASCAL 140/440 

(Porotec GmbH, Hofheim, Deutschland) und der dazugehörigen Auswertungs-

software SOLID. Für Standardeinstellungen wurde der Kontaktwinkel des Queck-

silbers mit 141,3° sowie eine Oberflächenspannung von 480 mN/mm angenom-

men. Als Proben dienten die Fragmente der Druckfestigkeitsmessung. Diese 

wurden mit Isopropanol abgedeckt und bis zur vollständigen Verdunstung (für 

min. 48 h) im Trockenschrank gelagert. 

Von den CaP-Zementen wurden rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen 

angefertigt, um den Einfluss der Antibiotikabeladung auf die Mikrostruktur darzu-

stellen. Hierfür wurde das Rasterelektronenmikroskop Crossbeam CB 340 

(Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit einer Spannung von 2,0 – 5,0 kV verwen-

det. Als Proben dienten kleine Fragmente, welche von den 

3.5.3 Quecksilberporosimetrie 

3.5.4 Rasterelektronenmikroskopie 
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Druckfestigkeitsuntersuchungen übrig waren. Die Proben wurden mit doppelsei-

tig-klebendem Carbon/Kohlenstoff-Klebeband oder, um stärkere Vergrößerun-

gen erzielen zu können, mit Carbon/Kohlenstoff-Zement (Leit-C, Plano GmbH, 

Wetzlar, Deutschland) auf die REM-Probenteller aufgeklebt. Anschließend lager-

ten diese für 10 Tage in einem Exsikkator. Die Proben wurden vor der Aufnahme 

mit einer 4 nm dicken Platinschicht beschichtet. Dies erfolgte mit dem Hochva-

kuum-Beschichter Leica EM ACE 600 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, 

Deutschland). 
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4 Ergebnisse 

4.1 Freisetzungsuntersuchungen an 
Calciumphosphat-Scaffolds 

Die Variation der Beladungsdauer der Scaffolds erfolgte mit dem Antibiotikum 

Vancomycin. Hierbei betrugen die Beladungszeiten 1 h, 24 h und 3 d, wobei für 

jede Zeit drei Scaffolds beladen wurden. Der Mediumwechsel konnte für alle An-

sätze nach 96 h eingestellt werden, da nach diesem Zeitpunkt kein Antibiotikum 

mehr detektierbar war. Die gemessenen Absorbanzmaxima wurden mit der zuvor 

ermittelten Kalibriergleichung in Konzentrationen und durch Multiplikation mit 

dem Volumen der Elutionslösung (5 mL) schließlich in die jeweilige Masse um-

gerechnet. In Abbildung 8 sind die Ergebnisse der Vancomycinfreisetzung dar-

gestellt. Es wurden nach 72 h durchschnittlich für die Beladungszeit von 1 h 

~20 mg, für 24 h ~41 mg und für 3 d ~46 mg Vancomycin freigesetzt. Bei einer 

Menge von 100 mg in der Beladungslösung und keinem Nachweis des Antibioti-

kums nach Auflösung der Scaffolds, kann von einer Antibiotika-Aufnahme von 

20 % (1 h), 40 % (24 h) und 46 % (3 d), sowie von einer 100%igen Freisetzung 

ausgegangen werden. Bei der hier verwendeten Methode kann durch die unmit-

telbare Überführung der Scaffolds ein oberflächlich anhaftender Flüssigkeitsfilm 

der Beladungslösung in das Auslagerungsmedium überführt werden. Diese zu-

sätzliche Antibiotikamenge hat Einfluss auf die Gesamtbeladung, sowie die initial 

freigesetzte Antibiotikamenge. Nach 1 h wurden für die 1 h beladenen Scaffolds 

83 % freigesetzt, nach 24 h 99 %, die 24 h beladenen Scaffolds setzten durch-

schnittlich nach 1 h 56 %, nach 24 h 99 % frei. Die über 3 d beladenen Scaffolds 

konnten nach 1 h 46% und nach 24 h 99 % freisetzen. 

 

4.1.1 Einfluss der Beladungsdauer auf die Antibiotikafreiset-
zung 
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Gezeigt ist die Vancomycinfreisetzung von CaP-Scaffolds bei unterschiedlicher Beladungsdauer. 
A zeigt die Vancomycinfreisetzung zu den Zeitpunkten der Wechselschritte bei Darstellung der 
Abszisse in h. B zeigt ebenso die Vancomycinfreisetzung zu den Zeitpunkten der Wechselschritte 
(wie in A). Woraus sich eine äquidistante Darstellung der Abszisse ergibt. C zeigt die kumulative 
Freisetzung von Vancomycin. (n = 3) 

Abbildung 8: Vancomycinfreisetzung 
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Bei einer Beladungsdauer von 24 h konnte an den Scaffolds für die Antibiotika 

Cefuroxim, Ciprofloxacin, Clindamycin und Gentamicin über einen Zeitraum von 

10 d eine Freisetzung beobachtet werden. Allgemein war für alle hier untersuch-

ten Antibiotika initial stets eine relativ hohe Freisetzung („burst release“) festzu-

stellen. 

Cefuroxim 

Die Ergebnisse der Freisetzungsuntersuchungen von Cefuroxim werden in Ab-

bildung 9 dargestellt. Nach Ende des Beobachtungszeitraumes wurden durch-

schnittlich 6,8 mg Cefuroxim freigesetzt. Wird eine Freisetzung von 100 % ange-

nommen, entspricht dies der durchschnittlich beladenen Antibiotikamasse je 

Scaffold. Die absolute Antibiotikamasse der Ausgangslösung betrug 50 mg, so 

wurden davon 13 % während der Beladung aufgenommen. Die Freisetzungsun-

tersuchungen ergaben während der ersten 0,5 h 89 %, nach 24 h 99 %.  

 

A zeigt die Freisetzung von Cefuroxim bei logarithmischer Darstellung der Ordinate und Wech-
selschritten in Stunden aufgetragen auf der Abszisse. B zeigt die Freisetzung von Cefuroxim bei 
Darstellung der Abszisse in Wechselschritten, hierdurch ergibt sich im Gegensatz zu A ein äqui-
distanter Abstand der Messergebnisse. C zeigt die kumulative Freisetzung über den Beobach-
tungszeitraum von 10 Tagen. (n = 3) 

4.1.2 Antibiotikafreisetzung nach 24 h Beladungsdauer 

Abbildung 9: Antibiotikafreisetzung Cefuroxim 
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Ciprofloxacin 

Für Ciprofloxacin sind die Ergebnisse in Abbildung 10 gezeigt. Insgesamt wurden 

6,7 mg freigesetzt, was nicht exakt der aufgenommenen Antibiotikamenge ent-

spricht. Nach Auflösung in 5,05 M HCl konnte an zwei Scaffolds noch durch-

schnittlich 0,01 mg Ciprofloxacin nachgewiesen werden. Angesichts der um den 

Faktor 670 größeren Gesamtbeladung ist dieser Antibiotikarestgehalt zu ver-

nachlässigen. Folglich wurden aus der Beladungslösung ca. 17 % des Antibioti-

kums von den Scaffolds aufgenommen. Die initiale Freisetzung war bei Ciproflo-

xacin geringer ausgeprägt als bei den anderen untersuchten Antibiotika, nach 

0,5 h wurden 14 % und nach 24 h 76 % freigesetzt.  

 

A zeigt die Freisetzung von Ciprofloxacin bei logarithmischer Darstellung der Ordinate und Wech-
selschritten in Stunden aufgetragen auf der Abszisse. B zeigt die Freisetzung von Ciprofloxacin 
bei Darstellung der Abszisse in Wechselschritten, hierdurch ergibt sich im Gegensatz zu A ein 
äquidistanter Abstand der Messergebnisse. C zeigt die kumulative Freisetzung über den Be-
obachtungszeitraum von 10 Tagen. (n = 3) 

 

  

Abbildung 10: Antibiotikafreisetzung Ciprofloxacin 
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Clindamycin 

Die Ergebnisse der Freisetzungsuntersuchungen von mit Clindamycin beladenen 

Scaffolds sind in Abbildung 11 dargestellt. Die Gesamtbeladung der Scaffolds 

betrug durchschnittlich 46 mg Clindamycin, was bei 300 mg innerhalb der Bela-

dungslösung, einer Aufnahme von etwa 15 % entspricht. Nach 0,5 h erfolgte eine 

Freisetzung von 24,5 mg, was ca. 53 % entspricht. Nach 24 h wurden bereits 

84 % des Clindamycins freigesetzt. 

 

A: Freisetzung von Clindamycin bei logarithmischer Darstellung der Ordinate und Wechselschrit-
ten in Stunden aufgetragen auf der Abszisse. B zeigt die Freisetzung von Clindamycin bei Dar-
stellung der Abszisse in Wechselschritten, hierdurch ergibt sich im Gegensatz zu A ein äqui-
distanter Abstand der Messergebnisse. C zeigt die kumulative Freisetzung über den Beobach-
tungszeitraum von 10 Tagen. (n = 3) 

  

Abbildung 11: Antibiotikafreisetzung Clindamycin 
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Gentamicin 

Die Ergebnisse der Freisetzungsuntersuchungen von Gentamicin werden in Ab-

bildung 12 dargestellt. Insgesamt wurden die Scaffolds durchschnittlich mit 

15 mg beladen, was ca. 19 % der absoluten Antibiotikamenge der Beladungslö-

sung entspricht. Die Freisetzungsuntersuchungen ergaben während der ersten 

0,5 h 70%, nach 24 h 98 %.  

 

A zeigt die Freisetzung von Gentamicin bei logarithmischer Darstellung der Ordinate und Wech-
selschritten in Stunden aufgetragen auf der Abszisse. B zeigt die Freisetzung von Gentamicin bei 
Darstellung der Abszisse in Wechselschritten, hierdurch ergibt sich im Gegensatz zu A ein äqui-
distanter Abstand der Messergebnisse. C zeigt die kumulative Freisetzung über den Beobach-
tungszeitraum von 10 Tagen. (n = 3) 

  

Abbildung 12: Antibiotikafreisetzung Gentamicin 
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Die Beladungsdauer von 1 h sollte auch für Gentamicin an drei Scaffolds unter-

sucht werden. Die messbare Freisetzungsdauer betrug für einen Scaffold nur 

24 h, für einen weiteren 48 h und für den letzten 96 h. Dieses Ergebnis lässt auf 

eine gewisse methodenabhängige Schwankung schließen, was im Kapitel 5.2.1 

nochmals aufgegriffen wird. Bei einer absoluten Masse von 80 mg in der Bela-

dungslösung beträgt die prozentuale Antibiotikaaufnahme ca. 11 %. Die Summe 

der freigesetzten Gentamicinmenge erhöhte sich bei verlängerter Freisetzungs-

dauer und lag bei 8,5 mg, 8,7 mg und 9,3 mg Gentamicin. Durchschnittlich wur-

den nach 0,5 h 62 %, sowie nach 24 h 98 % freigesetzt. 

 

Gezeigt sind die durchschnittlichen Ergebnisse der Freisetzungsuntersuchungen von CaP-Scaf-
folds bei einer Beladungsdauer von 1 h in 2 mL einer 40 mg/mL konzentrierten Gentamicinlö-
sung. Für diese Versuchsreihe war nur bei einem Probekörper eine Freisetzung über 96 h nach-
weisbar, je ein weiterer über 48 h und über 24 h. Demzufolge kann für die Messergebnisse von 
72 und 96 h keine Standardabweichung angegeben werden. A zeigt die Ergebnisse bei logarith-
mischer Darstellung der freigesetzten Gentamicinmenge auf der Ordinate in mg und der Abszisse 
zu den Zeitpunkten der Wechselschritte. B zeigt ebenfalls die freigesetzte Gentamicinmenge je-
doch bei äquidistanter Darstellung der Abszisse in Anzahl des jeweiligen Wechselschrittes. C 
zeigt die kumulativ freigesetzte Gentamicinmenge auf. (n = 3) 

 

 

4.1.3 1 h Beladungsdauer Gentamicin 

Abbildung 13: Gentamicinfreisetzung bei 1 h Beladungsdauer 
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Die behandelten und unbehandelten Scaffolds wurden für 1 h in der Vancomy-

cinlösung mit dem Antibiotikum beladen. Es zeigte sich, dass die unbehandelten 

Scaffolds nur über einen Zeitraum von 48 h nachweislich Vancomycin freisetzten, 

wohingegen die behandelten Scaffolds noch nach 120 h eine Antibiotikafreiset-

zung zeigten. Die behandelten Scaffolds setzten insgesamt durchschnittlich 

13,6 mg Vancomycin frei, die unbehandelten 9,8 mg. Daraus folgt eine Vanco-

mycinaufnahme von 13,6 % bzw. 9,8 % aus der Beladungslösung. Das durch-

schnittliche Freisetzungsverhalten ist in Abbildung 14 gezeigt. Nach 0,5 h wurden 

insgesamt, bezogen auf die beladene Antibiotikamenge, 37 % (behandelt) bzw. 

58 % (unbehandelt) freigesetzt, nach 24 h 98 % (behandelt) bzw. 99 % (unbe-

handelt). 

 

Die Freisetzungsuntersuchungen wurden für die Beladungsdauer von 1 h in 2 mL einer 50 mg/mL 
konzentrierten Vancomycinlösung durchgeführt. A zeigt die Freisetzung in mg zu den Zeitpunkten 
der Wechselschritte bei Darstellung der Abszisse in h. Bei B erfolgt die Darstellung der Abszisse 
in äquidistanten Abständen als Anzahl der Mediumwechselschritte. C zeigt die kumulative Van-
comycinfreisetzung. (n = 3) 

 

4.1.4 Behandelte und unbehandelte Scaffolds 

Abbildung 14: Vancomycinfreisetzung von behandelten und unbehandelten Scaffolds 
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Für den orientierenden Versuch konnte an einem Scaffold gezeigt werden, dass 

die Behandlung mit 1%iger Natriumcarbonatlösung nach Ende der Beladungszeit 

(1 h) die Freisetzung des Vancomycins verzögerte. Die Vancomycinfreisetzung 

konnte über einen Zeitraum von bis zu 16 Tagen gemessen werden. Bei voraus-

gegangenen Versuchen mit 1 h Beladungsdauer war lediglich bis zu 120 h die 

Antibiotikafreisetzung messbar. Insgesamt wurden ca. 12 mg Vancomycin frei-

gesetzt. Die Freisetzung während der ersten 24 h lag bei 78 % der Gesamtfrei-

setzung. Vergleicht man dies mit vorausgegangenen Messungen der Vancomy-

cinfreisetzung an Scaffolds mit 1 h Beladungsdauer, so ist eine Verminderung 

der Anfangsfreisetzung erkennbar (nach 24 h 97 % freigesetzt bei behandeltem 

Scaffold, 99% freigesetzt bei Versuch mit Variation der Beladungsdauer der Scaf-

folds). Die Wirksamkeit des Vancomycins wurde an einem Probekörper im Agar-

Diffusionstest mit S. aureus nachgewiesen (siehe Anhang Abbildung 31).  

 

Gezeigt wird die Freisetzung von Vancomycin von einem CaP-Scaffold nach 1 h Beladungsdauer 
in 2 mL einer 50 mg/mL konzentrierten Lösung und anschließender Behandlung (kurzes Eintau-
chen) mit einer 1%igen Natriumcarbonatlösung (schwarz; n = 1). Zudem werden die damit ver-
gleichbaren Ergebnisse aus vorausgegangen Untersuchungen der Scaffolds mit 1 h Beladungs-
dauer (n = 3) dargestellt. A zeigt hierbei die Freisetzung von Vancomycin zum Zeitpunkt der je-
weiligen Wechselschritte. B zeigt die kumulative Freisetzung der Ergebnisse aus A. 

4.1.5 Orientierender Versuch: Vancomycinfreisetzung nach 
Behandlung mit Natriumcarbonat-Lösung 

Abbildung 15: Vancomycinfreisetzung nach Behandlung mit Na2CO3-Lösung 
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4.2  Freisetzungsuntersuchungen an Zementen 

Die Freisetzungsuntersuchungen erfolgten über einen Beobachtungszeitraum 

von 34 d mit den Antibiotika Vancomycin und Gentamicin. Der Vancomycingehalt 

je Zementcharge betrug 30 mg (0,6 mL bei 50 mg/mL Vancomycin). Die zuvor in 

zwei Spritzen aufgeteilte Zementpaste hatte eine Masse von ca. 3,7 g. Es ergab 

sich somit für Vancomycin ein Gehalt von ca. 8 mg/g Zementpaste. Bei einer 

durchschnittlichen Masse von 0,74 g je Probekörper (idealisiert 0,86 g, bei 

0,432 mL Probekörpergröße und Zementpastendichte von ca. 2 g/mL; jedoch ge-

ringer aufgrund von Poren, geringerer Dichte der Antibiotikalösung und inkom-

pletter Formkongruenz der Quader) erhielt man für die absolute Vancomycin-

masse je Probekörper etwa 6 mg Vancomycin. Insgesamt wurden nach 34 d 

durchschnittlich 6 mg Vancomycin freigesetzt. Die Ergebnisse der Freisetzungs-

untersuchung mit Vancomycin sind nachfolgend in Abbildung 16 dargestellt. 

Nach Auflösung der Probekörper in 5,05 M HCl konnte kein Vancomycin mehr 

nachgewiesen werden, was die vollständige Freisetzung bewies. Somit wurden 

nach 1 h für die 5x gemischten Proben durchschnittlich 5 % (0,31 mg) freigesetzt, 

nach 24 h 25 % (1,48 mg); für die 10x gemischten Zemente wurden durchschnitt-

lich nach 1 h 6 % (0,33 mg), sowie nach 24 h 23 % (1,39 mg) freigesetzt.  

Für Gentamicin-haltige CaP-Zemente ergab sich durch Zugabe von 0,6 mL einer 

40 mg/mL konzentrierten Lösung ein Gehalt von 24 mg pro Spritze. Bezogen auf 

die aufgeteilte Zementpaste ergab sich eine Antibiotikakonzentration von 

6,5 mg/g. Bei einer durchschnittlichen Masse von 0,74 g erhielt man einen 

Gesamtgehalt an Gentamicin je Probekörper von durchschnittlich 4,8 mg. Das 

Freisetzungsverhalten der Versuchsansätze wird in Abbildung 17 gezeigt. Die 

Messung der aufgelösten Probekörper in HCl war aufgrund der unter alkalischen 

Bedingungen ablaufenden Derivatisierungsreaktion nicht möglich. Bei dem 

Versuch durch die Zugabe von Phosphatpufferlösungen oder 10fach 

konzentrierter PBS einen neutralen pH-Wert der Probekörper-HCl-Lösung 

einzustellen, und dies dann mit der Derivatisierungslösung zu vermischen, 

4.2.1 Calciumphosphat-Zemente 
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zeigten sich keine sinnvollen Messergebnisse am UV/VIS-Spektrophotometer. 

Es muss daher angenommen werden, dass die 5x gemischten Probekörper noch 

ca. 30 % (entspricht 1,44 mg) und die 10x gemischten Probekörper noch ca. 

50 % (entspricht 2,4 mg) des zugesetzten Gentamicins enthielten. Nach 1 h 

wurden für die 5x gemischten Probekörper durchschnittlich 9 % (entspricht 

0,44 mg) freigesetzt, nach 24 h 31 % (entspricht 1,51 mg). Die 10x gemischten 

Probekörper zeigten nach 1 h eine durchschnittliche Freisetzung von 6 % 

(entspricht 0,30 mg) und nach 24 h von 18 % (0,88 mg). 

 

A zeigt die Vancomycinfreisetzung nach den Zeitpunkten der Mediumwechselschritte. Die Abs-
zisse wird in Stunden nach den Wechselschritten und die Ordinate in mg bei logarithmischer 
Darstellung gezeigt. B zeigt die freigesetzte Vancomycinmenge zu den Zeitpunkten der Wech-
selschritte bei äquidistanter Darstellung der Abszisse in Wechselschritten. C zeigt die kumulativ 
freigesetzte Vancomycinmasse in mg. Die gestrichelte grüne Linie zeigt die errechnete absolute 
Vancomycinmasse der Probekörper (6 mg). D zeigt die kumulativ freigesetzte Vancomycinmenge 
in Gew.-% mit der Anpassung nach dem Korsmeyer-Peppas Modell (bis 60 % der freigesetzten 
Vancomycinmenge). (n = 5) 

 

Abbildung 16: Vancomycinfreisetzung aus CaP-Zementen 
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A zeigt die Gentamicinfreisetzung nach den Zeitpunkten der Mediumwechselschritte. Die 
Abszisse wird in Stunden nach den Wechselschritten und die Ordinate in mg bei logarithmischer 
Darstellung gezeigt. B zeigt die freigesetzte Gentamicinmenge zu den Zeitpunkten der 
Wechselschritte bei äquidistanter Darstellung der Abszisse in Wechselschritten. C zeigt die 
kumulativ freigesetzte Gentamicinmasse in mg. Als grün gestrichelte Linie ist die errechnete 
absolute Gentamicinmasse je Probekörper mit 4,8 mg dargestellt. D zeigt die kumulativ 
freigesetzte Gentamicinmenge in Gew.-% mit der Anpassung nach dem Korsmeyer-Peppas 
Modell (bis 60 % der freigesetzten Gentamicinmenge). (n = 5) 

Die Freisetzungsversuche wurden für Struvit-Zement mit unterschiedlich hohen 

Antibiotikabeladungen an je vier Probekörpern untersucht. Es konnte durch Zu-

gabe des Vancomycins in der flüssigen Phase des Zements je Probekörper ein 

Gesamtgehalt von ca. 5 mg Vancomycin erreicht werden (V1, n = 4). Entschei-

dend war hierbei, dass das Antibiotikum bereits als Lösung zur DAHP-Lösung 

hinzugegeben wurde. Ein direktes Auflösen des Vancomycin-Pulvers innerhalb 

der 3,5 M DAHP-Lösung war nicht möglich. Durch das Vermischen von Vanco-

mycinpulver mit Magnesiumphosphatpulver konnte je Probekörper mit einem An-

tibiotikagehalt von etwa 150 mg erhalten werden (V2, n = 4). Das Freisetzungs-

verhalten der beiden Versuchsansätze ist in Abbildung 18 gezeigt. Bei Zugabe 

Abbildung 17: Gentamicinfreisetzung aus CaP-Zement 

4.2.2 Struvit-Zement 
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des Antibiotikums in Pulverform war die Freisetzung über 11 d (264 h) messbar, 

bei Beladung der DAHP-Lösung lediglich über 4 d. Nach 1 h haben mit 150 mg 

beladene Probekörper 8,7 % freigesetzt, nach 24 h 16 %. Die mit 5 mg belade-

nen Proben setzten nach 1 h 8 % und nach 24 h 25 % frei. 

Unabhängig von der absoluten Beladungsmenge zeigte sich, dass vergleichbare 

Anteile der zugeführten Antibiotikamenge innerhalb des Beobachtungszeitrau-

mes freigesetzt wurden (für V1 ca. 28 %, für V2 ca. 27 %). Dieser Zusammen-

hang wird in der nachfolgenden Abbildung 19 gezeigt. Diese bestätigt zudem die 

Validität der Messmethode, da die Summe des nach Auflösung der Proben be-

stimmten Antibiotikarestgehaltes und die freigesetzten Antibiotikamengen dem 

errechneten Antibiotikagehalt entsprechen.  

 

A zeigt die zu den Zeitpunkten der Mediumwechselschritte freigesetzte Vancomycinmenge für 
die Versuchsreihe 1 (V1), bei welcher Vancomycin der DAHP-Lösung zugefügt wurde, wobei ein 
Probekörper durchschnittlich 5 mg Vancomycin enthielt (n = 4). B zeigt die kumulativ freigesetzte 
Vancomycinmenge für V1. C zeigt die zu den Zeitpunkten der Mediumwechselschritte freige-
setzte Vancomycinmenge für die Versuchsreihe 2 (V2), wobei hier das Vancomycin in Pulverform 
dem Farringtonit-Pulver zugeführt wurde, dabei enthielt ein Probekörper durchschnittlich 150 mg 
Vancomycin (n = 4). D zeigt die kumulativ freigesetzte Vancomycinmenge für V2.  

 

Abbildung 18: Vancomycinfreisetzung aus Struvit-Zement 
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A zeigt die Versuchsreiche 1 (V1, n = 4), bei welcher jeweils vier Probekörper aus Struvit mit 
Vancomycin in Lösung und zur DAHP-Lösung hinzugegeben wurden; aus der eingegebenen 
Menge an Vancomycin ergibt sich für jeden Scaffold ca. 5 mg Gehalt (rote Linie). B zeigt die 
Versuchsreihe 2 (V2, n = 4), bei welcher analog zu V1 vier Probekörper aus Struvit mit Vanco-
mycin beladen wurden, jedoch wurde Vancomycin als Pulver dem Magnesiumphosphat beige-
fügt. Die hierfür errechnete Gesamtmenge Antibiotikum je Probekörper beläuft sich auf etwa 
150 mg Vancomycin (rote Linie).  

Abbildung 19: Übersicht der Vancomycinmenge nach Ende der Freisetzungsuntersu-
chung  
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4.3 Agardiffusionstest 

Die Ergebnisse des Agardiffusionstests, der mit Vancoymcin- oder Gentamicin-

beladenen Scaffolds und CaP-Zement-Probekörpern, sind in Abbildung 20 dar-

gestellt. Die Messung des Hemmhofes erfolgte nach 24 h sowie nach 48 h im 

Inkubator, wobei hier kein Unterschied feststellbar war. Zudem verursachten die 

antibiotikafreien Elutionslösungen keine Hemmhöfe, woraus geschlossen wer-

den kann, dass die Bestandteile der Zementpaste keine antibakterielle Wirkung 

haben. Es zeigte sich für Vancomycin bei den CaP-Zementen ein durchschnittli-

cher Hemmhof von 4,3 mm, bei den CaP-Scaffolds von 3,3 mm. Für Gentamicin 

zeigte sich bei den CaP-Zementen ein durchschnittlicher Hemmhof von 5,6 mm, 

bei den Scaffolds von 2,2 mm. Die jeweiligen Referenzproben ohne Antibiotikum 

wiesen stets zirkuläres Bakterienwachstum auf. Ebenso zeigten die Elutionsme-

dien der konzentrierten antibiotikafreien Referenzproben vollständiges Bakteri-

enwachstum. Die Sensibilität des hier verwendeten S. aureus wird für Gentami-

cin mit ≤ 0,5 µg/mL und für Vancomycin mit 1 µg/mL angegeben. Im Anhang zeigt 

Abbildung 31 exemplarische Ergebnisse (Fotos) dieses Versuches.  

 

Gezeigt sind die durchschnittlichen Hemmhofgrößen für S. aureus. Es wurden sowohl die Scaf-
folds (n = 5) als auch CaP-Zement Probekörper (n = 7) mit Vancomycin sowie mit Gentamicin 
beladen. Die Beladungsdauer der Scaffolds betrug 1 h. Bei den Zementen lag die Mischzyklen-
anzahl bei 10. Die Hemmhöfe wurden nach 24 h und 48 h gemessen. Aufgrund von nur unwe-
sentlichen Unterschieden beider Messungen wurden die Ergebnisse zusammengefasst. 

Abbildung 20: Ergebnisse des Agardiffusionstests 
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Die Elutionslösungen, die aus der Auslagerung der Probekörper für den Agar-

diffusionstest resultierten, wurden ebenfalls auf ihre Antibiotikamenge unter-

sucht. Das Ergebnis zeigt Abbildung 21. Interessant ist hierbei insbesondere 

der Wert nach 24 h, also bevor die Formkörper auf die Agarplatten übertragen 

wurden. Die Werte nach 24 h ergeben durchschnittlich für CaP-Zemente mit 

Vancomycinzusatz 0,318 mg, mit Gentamicinzusatz 0,296 mg. Bei den CaP-

Scaffolds betrug die freigesetzte Antibiotikamenge nach 24 h für Vancomycin 

durchschnittlich 0,908 mg und für Gentamicin durchschnittlich 0,085 mg. Der 

bei mit Vancomycin beladenen Scaffolds etwas größere Hemmhof kann dem-

nach durch den deutlich höheren Vancomycingehalt nach 24 h beschrieben 

werden bzw. durch die nach 1 h deutlich größere Gesamtbeladung von Vanco-

mycin im Vergleich zu Gentamicin.  

 

Die dargestellten Antibiotikamengen wurden aus den Freisetzungsuntersuchungen vor dem 
Agardiffusionstest gewonnen. Die Freisetzungsuntersuchung erfolgte für die untersuchten Scaf-
folds (n = 5) sowie CaP-Zemente (n = 7) nach denselben Schemata wie bei entsprechenden 
vorausgegangenen Untersuchungen. So erfolgte die Freisetzung stets in 5 mL PBS, der Medi-
umwechsel erfolgte bei Scaffolds nach 0,5; 1; 2; 3; 4; 6; 8; 24 h nach Ende der Beladungsdauer 
in der Antibiotikalösung, bei Zementen erfolgte der Mediumwechsel nach 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8 und 
24 h. A zeigt die jeweiligen Antibiotikamengen zu den entsprechenden Wechselschritten. B zeigt 
die aus A resultierende kumulativ freigesetzte Antibiotikamenge in mg.  

 

Abbildung 21: Freigesetzte Antibiotikamenge vor dem Agardiffusionstest 
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4.4 Charakterisierung von Calciumphosphat-   
Zementen 

Die Ergebnisse der Druckfestigkeitsuntersuchungen von CaP-Zement sind in Ab-

bildung 22 dargestellt. Es zeigte sich bei den Referenzproben für 5 Mischzyklen 

eine durchschnittliche Druckfestigkeit von 4,0 MPa und für 10 Mischzyklen 

5,7 MPa. Für Vancomycin-Probekörper lag die Druckfestigkeit bei 5,2 MPa. Bei 

den mit Gentamicin-beladenen CaP-Zementen ergaben sich mit durchschnittlich 

6,7 MPa die höchsten Werte der Druckfestigkeit. Signifikant unterscheidet sich 

Druckfestigkeit (bei p ≤ 0,05) lediglich zwischen 10x gemischten Gentamicin-Pro-

bekörpern und der 5x gemischten antibiotikafreien Referenz. Innerhalb der 10x 

gemischten Gruppe zeigte sich demnach kein signifikanter Unterschied. 

4.4.1 Druckfestigkeitsuntersuchungen 

 

Abbildung 22: Druckfestigkeit antibiotikahaltiger CaP-Zement-Probekörper 
Die durchschnittlichen Ergebnisse der Druckfestigkeitsprüfung werden mit ihrer Standardab-
weichung dargestellt (n ≥ 8). Es wurden Referenzproben mit Wasser gemischt, wobei innerhalb 
der Referenz noch der Einfluss des Mischvorgangs (5x und 10x gemischt) gezeigt werden 
sollte. Die Probekörper mit Antibiotikazusatz wurden 10x vermischt. Der unterschiedliche An-
tibiotikagehalt zwischen Vancomycin und Gentamicin ergibt sich aus den unterschiedliche kon-
zentrierten Ausgangslösungen. Nach dem Mischvorgang wurden alle Proben für 24 h bei 
100 % Luftfeuchtigkeit ausgehärtet. Signifikant (p ≤ 0,05) ist der Unterschied des Mittelwertes 
der Druckfestigkeit nur zwischen den 10x gemischten Gentamicinproben und den 5x gemisch-
ten Referenzproben. 
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Die XRD-Messungen wurden durchgeführt, um eventuell auftretende Unter-

schiede in der kristallinen Zusammensetzung darzustellen. Wie Abbildung 23 

zeigt, sind keine Unterschiede der gebildeten Phasen nachweisbar. Der ausge-

härtete Zement besteht stets aus Hydroxylapatit, α-TCP, Monetit und Calcit. 

Diese Bestandteile, mit Ausnahme des Hydroxylapatits, befinden sich auch in der 

ölbasierten Ausgangspaste.  

 

Die XRD-Messung der CaP-Zemente zeigt für den relevanten Bereich zwischen 7 – 70° keine 
Unterschiede hinsichtlich der kristallinen Zusammensetzung (aus Übersichtsgründen ist hier nur 
der Bereich von 10 – 50° gezeigt). Die Zementproben wurden wie bei den Druckfestigkeitsmes-
sungen nach 24 h bei 100 % Luftfeuchtigkeit ausgehärtet und anschließend für min. 48 h im Tro-
ckenschrank gelagert. Die CaP-Paste entspricht der vom Hersteller gelieferten wasserfreien 
Paste. Die CaP-Ausgangspaste zeigt Bestandteile von α-TCP, Monetit und Calcit. Hingegen fin-
det sich in den abgebundenen Zementen zusätzlich Hydroxylapatit. t = α-TCP, m = Monetit, c = 
Calcit, h = Hydroxylapatit. 

4.4.2 XRD-Messungen 

Abbildung 23: XRD-Messung CaP-Zemente 
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Für CaP-Zemente wurde einerseits der Einfluss der Mischzyklen (5x bzw. 10x 

gemischt) andererseits die Zugabe der Antibiotika Vancomycin und Gentamicin 

auf die Porosität der Probekörper untersucht (siehe Abbildung 24). Es zeigte sich 

für den CaP-Zement mit 5 Mischzyklen eine durchschnittliche Gesamtporosität 

von ca. 29 %, bei 10 Mischzyklen ca. 32 %. Bei Zugabe von Gentamicin erhöhte 

sich die durchschnittliche Porosität auf ca. 37 %, bei Zugabe von Vancomycin auf 

ca. 35 %. Die Unterschiede der durchschnittlichen Gesamtporosität waren für 

p ≤ 0,05 nicht signifikant. Die Porengrößenverteilung zeigte für Probekörper der 

CaP-Referenz, welche mit 10 Mischzyklen hergestellt wurden, eine unimodale 

Häufigkeitsverteilungen mit Maximum bei Porengrößen um 0,5 µm. Bei Zusatz 

von Antibiotika ergab sich eine angedeutete bimodale Porengrößenverteilung mit 

zusätzlichem Maximum um 0,01 µm. Für die 10x gemischten Proben zeigte sich 

stets eine schiefe Verteilung der Porengrößen. Die Porengrößenverteilung zeigte 

bei mit 5 Mischzyklen hergestelltem CaP-Zement eine multimodale Verteilung.  

 

Dargestellt sind Mittelwerte der Quecksilberporositätsmessungen (n = 3). A zeigt die Ergebnisse 
für die 5x gemischte Referenz (mit Wasser gemischt). B zeigt die 10x gemischte Referenz. C 
zeigt den CaP-Zement gemischt mit Gentamicin und D zeigt die Ergebnisse für CaP-Zement ge-
mischt mit Vancomycin. Die Proben wurden über 24 h bei 100 % Luftfeuchtigkeit ausgehärtet.  

4.4.3 Porosität 

Abbildung 24: Ergebnisse der Quecksilberporosimetrie für CaP-Zemente 



 

70 

 Ergebnisse  

Die nachfolgende Abbildung 25 zeigt repräsentative Ausschnitte der rasterelekt-

ronenmikroskopischen Aufnahmen von CaP-Zement Bruchflächen für jeweils 

zwei unterschiedliche Vergrößerungen. Es konnten in REM-Aufnahmen keine er-

kennbaren Unterschiede zwischen den Proben mit und ohne Antibiotikazusatz 

dargestellt werden. Allgemein zeigt sich eine feinkörnige Zementmatrix mit unre-

gelmäßig geformten Poren, sowie Kristallagglomeraten, die dem Calcium-defizi-

tären HA zuzuordnen sind. Zudem sind Areale mit nicht reagiertem α-TCP als 

markante glatt erscheinende Bereiche erkennbar. Lediglich die Probe mit Vanco-

mycin-Zusatz zeigt bei stärkerer Vergrößerung (H) etwas feinkristallinere, dem 

HA zuzuordnende, Strukturen auf.  

 

 

 

 

 

4.4.4 Rasterelektronenmikroskopie 
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Die REM-Bilder wurden von Bruchstücken der jeweiligen Zemente aus Druckfestigkeitsuntersu-
chungen aufgenommen. In allen Aufnahmen zeigen sich Bereiche calciumdefizitären Hydroxyla-
patits sowie nicht reagierte Bereiche. A und B zeigen die 5x gemischte CaP-Referenz. C und D 
zeigen die 10x gemischte CaP-Referenz. E und F zeigen den CaP-Zement mit Gentamicin-Zu-
satz. G und H zeigen den CaP-Zement mit Vancomycin-Zusatz. Die grünen Pfeile deuten auf 
glatt erscheinende Areale, die (nicht reagiertem) α-TCP zuzuordnen sind. Die blauen Pfeile deu-
ten auf Calcium-defizitären Hydroxylapatit, welcher sich als nanokristallines Agglomerat darstellt. 
Die roten Pfeile zeigen Poren innerhalb der Zementmatrix. 

Abbildung 25: REM-Aufnahmen der CaP-Zemente 
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4.5 Charakterisierung der Struvit-Zemente 

Bei Druckfestigkeitsuntersuchungen an Struvit-Zement mit Vancomycin-Zusatz 

konnte gezeigt werden, dass mit steigendem Vancomycingehalt die durchschnitt-

liche Druckfestigkeit abnimmt. Für antibiotikafreien Struvit-Zement betrug die 

durchschnittliche Druckfestigkeit 88 MPa, mit Vancomycinzusatz innerhalb der 

flüssigen Phase 45 MPa und für Struvit mit Vancomycinzusatz im Farringtonit-

Pulver 30 MPa. In Abbildung 26 werden die Ergebnisse der Druckfestigkeitsmes-

sungen dargestellt. Für jede Gruppe wurden 22 Probekörper untersucht. 

 

 

 

4.5.1 Druckfestigkeitsuntersuchungen 

Abbildung 26: Druckfestigkeit Vancomycin-haltiger Struvit-Zemente  

Gezeigt sind die durchschnittlichen Druckfestigkeitswerte und deren Standardabweichung 
von Vancomycin-haltigen Struvit-Zementen. Die Probekörper mit Vancomycin-Zusatz in der 
Flüssigkeit enthalten ca. 2,5 mg Vancomycin pro 1 g Struvit. Diejenigen Probekörper mit Anti-
biotikazusatz in Pulver enthalten ca. 75 mg pro 1 g Struvit. Die Masse der Probekörper belief 
sich auf ca. 0,85 g. Alle Mittelwerte unterscheiden sich bei einem Signifikanzniveau von 
p ≤ 0,05 signifikant. Die Druckfestigkeiten wurden nach 24 h Aushärtezeit in PBS bei 37 °C 
gemessen. (n = 22) 
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Zunächst musste die Phasenreinheit des Ausgangspulvers (Farringtonit) über-

prüft werden, es wurde hierbei ein zu vernachlässigender Anteil von MgO festge-

stellt. Weiterhin sollten die gebildeten Hydratationsprodukte aus Farringtonit und 

DAHP auf den Einfluss der Zugabe von Vancomycin untersucht werden. Dies 

erfolgte mit denselben drei Ansätzen, die bereits für Druckfestigkeitsuntersu-

chungen verwendet wurden (antibiotikafreie Struvit-Referenz, Struvit-Zement mit 

Vancomycin-Zusatz zur DAHP-Lösung, Vancomycin in Pulverform dem Farring-

tonit zugegeben; nach 24 h Aushärtezeit). Die Struvit-Zemente zeigten charakte-

ristische Peaks für Struvit, Newberyit, Farringtonit und Periklas. Es konnte kein 

Unterschied der Phasenzusammensetzung der Struvit-Zemente bei Zugabe von 

Vancomycin gezeigt werden. In Abbildung 27 sind repräsentative XRD-Messer-

gebnisse der verwendeten Struvit-bildenden Zemente, sowie das Farringtonit-

Ausgangspulver gezeigt.  

 

Die qualitative Analyse zeigt phasenreines Ausgangspulver (Mg3(PO4)2), sowie die Bildung von 
Struvit und Newberyit in den Struvit-Zement-Probekörper unabhängig des Vancomycinzusatzes. 
f = Farringtonit (Mg3(PO4)2), p = Periklas (MgO), s = Struvit (NH4MgPO4·6H2O), n = Newberyit 
(Mg(PO3OH)·3 H2O) 

4.5.2 XRD-Messungen 

Abbildung 27: XRD von Struvit mit verschiedenen Vancomycin-Konzentrationen  
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5 Diskussion 
Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Freisetzungsverhaltens unterschied-

licher Antibiotika von synthetischen resorbierbaren KEMs, sowie die Charakteri-

sierung des Einflusses der zugesetzten Antibiotika auf verschiedene Materialei-

genschaften. Für die verwendeten CaP-KEMs sollte speziell eine Möglichkeit ent-

wickelt werden, die es dem therapierenden Arzt ermöglicht dem KEM eigenstän-

dig Antibiotika bei erhöhter Infektionsgefahr oder bereits bestehender Infektion 

zuzusetzen. Für die Struvit-Zemente lag der Fokus dieser Arbeit auf der Charak-

terisierung des Freisetzungsverhaltens und der Beeinflussung mechanischer Ei-

genschaften, da es sich hierbei um relativ neue noch nicht etablierte KEMs han-

delt und derartige Versuche noch nicht durchgeführt wurden. 

5.1 Diskussion der Methode 

Die angewandte Methode zur Messung des Freisetzungsverhaltens von Antibio-

tika von lokalen Wirkstoffträgern wurde in der Literatur in ähnlicher Weise bereits 

mehrfach beschrieben. Allerdings sollte berücksichtigt werden, dass sich auf-

grund unterschiedlicher Versuchsanordnungen ein direkter Vergleich mit ande-

ren Ergebnissen häufig schwierig darstellt. Diese Unterschiede können das Elu-

tionsmedium sowie dessen Volumen, die gewählten Freisetzungsintervalle (Zeit-

räume zwischen Mediumaustausch), den vollständigen oder partiellen Austausch 

des Elutionsmediums oder die Geometrie der Probekörper betreffen. Die nach-

folgende Tabelle 8 zeigt verschiedene Versuchsdesigns ausgewählter Freiset-

zungsuntersuchungen. In dieser Arbeit erfolgten die Freisetzungsuntersuchun-

gen der KEMs in 5 mL PBS bei 37 °C unter stetiger Bewegung, mit vollständigem 

Austausch des Elutionsmediums zu festgelegten Zeitpunkten. Der Mediumwech-

sel wurde am ersten Tag vermehrt durchgeführt, dann erfolgte dieser im 24 h-

Intervall und bei den CaP-Zementen nach 14 d im 48 h-Intervall.  
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Bezüglich des Versuchsdesigns jeglicher Freisetzungsuntersuchungen muss be-

achtet werden, dass einzelne Unterschiede durchaus Einfluss auf die gewonne-

nen Ergebnisse haben. So zeigten Boelch et al. [200], dass die freigesetzte Wirk-

stoffmenge vom Volumen der Elutionslösung abhängt, sowie auch die freige-

setzte Gesamtmenge mit dem Volumen der Elutionslösung variieren kann. Zu-

dem ist davon auszugehen, dass auch die Anzahl der Mediumwechselschritte 

wesentlich Einfluss auf die Geschwindigkeit der Antibiotikafreisetzung nimmt, da 

nach dem Fick’schen Diffusionsgesetz die treibende Kraft, die Konzentrationsdif-

ferenz, mit jedem Mediumwechsel vergrößert wird. Der gesteigerte Medium-

wechsel zu Beginn der Freisetzungsuntersuchungen zeigt demnach keine physi-

ologische Annäherung, da die Blutflussgeschwindigkeit als relativ konstant ange-

sehen werden muss. Weiterhin können auch Modelle des partiellen Medium-

wechsels lediglich als Annäherung angesehen werden. Diese entsprechen zwar 

rein mechanistisch eher den physiologischen Gegebenheiten des durchbluteten 

Knochens durch den nachgeahmten Zu- und Abfluss des Blutes, jedoch ent-

spricht dies keinesfalls der physiologischen Situation eines kontinuierlichen Blut-

flusses. Von McCarthy [21] wurde der Blutfluss innerhalb der Spongiosa mit 

20 mL/min/100g Knochen beziffert. Inwiefern dies für den Blutfluss an in situ be-

findlichem KEM auch zutrifft, bleibt jedoch fraglich.  

Der Vorteil der in dieser Arbeit angewandten Methode ist, dass durch den ver-

mehrten Mediumwechsel am ersten Tag der Freisetzungsuntersuchung eine na-

hezu maximal mögliche freigesetzte Antibiotikamenge angestrebt wurde. Durch 

den häufigen Mediumwechsel konnte sich kein Gleichgewicht zwischen Desorp-

tion und Adsorption einstellen, so sollten mögliche anfängliche Überschreitungen 

potenziell zytotoxischer Konzentrationen nachgewiesen werden.  

 

Neben dem allgemeinen Versuchsaufbau kann die Detektion der freigesetzten 

Antibiotikamenge auf unterschiedliche Weise erfolgen. Außer der UV/VIS-Spekt-

rophotometrie sind zur quantitativen Analyse freigesetzter Antibiotika weitere Me-

thoden bekannt. So beschreiben einige Autoren die Möglichkeit mittels Hochleis-

tungsflüssigkeitschromatographie (HPLC), Fluorometrie, Fluoreszenz-Polarisati-

ons Assays (FPIA), antikörperbasierte enzymgekoppelte Nachweisverfahren 
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(ELISA), Polarografie, Titration, Bioassays und die Kapillarelektrophorese [195, 

196, 201]. Einen Vergleich zwischen HPLC und Spektrophotometrie zum Nach-

weis von Cefuroxim wurde von Vieira und Salgado [201] durchgeführt. Sie konn-

ten nachweisen, dass beide Messmethoden reliable Ergebnisse lieferten. Auch 

die bei spektrophotometrischen Verfahren unumgängliche Derivatisierung für 

Gentamicin und dessen Reliabilität wurde in der Literatur vielfach bestätigt. So 

zeigten Cabanillas et al. [196], dass die Ergebnisse der Freisetzungsuntersu-

chungen mittels ortho-Phthaldialdehyd (OPA)-Derivatisierung die erwarteten Er-

gebnisse für die Gentamicinfreisetzung von PMMA-Zementen lieferte. Das Maxi-

mum der Absorbanz der Elutionslösungen nach Reaktion mit der Derivatisie-

rungslösung trat in deren Untersuchung, bedingt durch eine andere Zusammen-

setzung, nach 30 min auf. In der hier vorliegenden Untersuchung wurde die Re-

aktionszeit von 45 min zwischen Elutionslösung und Derivatisierungslösung in 

einem eigenen Versuchsansatz bestätigt (Ergebnis siehe Abbildung 6). Hierbei 

konnte zudem festgestellt werden, dass eine Unter- oder Überschreitung der Re-

aktionszeit von 15 min in einer Verminderung der ermittelten Gentamicinmenge 

von lediglich 0,5 % resultiert und somit als noch tolerabel angesehen werden 

konnte. 

 

Die wesentlichen Vorteile der UV/VIS-Spektroskopie zur Messung von 

Konzentrationen sind die einfache Handhabung und die Tatsache, dass es eine 

relativ kostengünstige sowie schnelle Möglichkeit für quantitative Messungen ist. 

Außerdem kann die minimal detektierbare Konzentration als ausreichend gering 

angesehen werden. Diese lag für nahezu alle untersuchten Antibiotika bei 

0,001 mg/mL, lediglich für Gentamicin lag diese mit 0,005 mg/mL höher. Diese 

Konzentrationen entsprechen meist der MHK der Antibiotika gegenüber einiger 

Bakterienspezies. Somit kann davon ausgegangen werden, dass bei Detektion 

des Antibiotikums auch eine antibakterielle Wirkung zu erwarten ist. Die zunächst 

für das Spektrophotometer zu stark konzentrierten Lösungen waren erst nach 

einer Verdünnung detektierbar. 

Grundsätzlich muss zunächst für jegliche Konzentrationsmessung eine Kalibrier-

gleichung ermittelt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden zur Erstellung 
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dieser mindesten sechs verschiedene Konzentrationen, mit jeweils fünf Wieder-

holungen gemessen. Die Mindestanzahl der unterschiedlichen Konzentrationen 

ist in Einklang mit der DIN 38402 – A51. Jedoch wurde der Abstand der unter-

schiedlichen Konzentrationen nicht immer äquidistant gewählt, sondern teilweise 

mit unterschiedlichen geometrischen Reihen kombiniert. Die anschließende line-

are Anpassung zeigte stets einen Determinationskoeffizienten von R2 ≥ 0,99, was 

für die Versuche dieser Arbeit als ausreichend erachtet wurde. 

 

Weiterhin wurden unterschiedliche Antibiotika-Beladungsmethoden angewandt. 

Den Zementen kann prinzipiell vor dem Mischvorgang das Antibiotikum der flüs-

sigen oder der festen Phase zugeführt werden. Beide Methoden werden in der 

Literatur beschrieben: So wurde von Hernandez-Soria et al. [197] die Beladung 

des CaP-Knochenzements BoneSource™ mit den Antibiotika Vancomycin und 

Tobramycin über Vermischung der Pulver und das Abbinden durch Zugabe von 

Kochsalzlösung durchgeführt. Die andere Methode wurde bspw. von Su et al. 

[198] an Gentamicin-haltigen CaP-Zementen beschrieben. Die Gentamicin-Lö-

sungen wurden zunächst in unterschiedlichen Konzentrationen angefertigt und 

anschließend mit dem Zement-Ausgangspulver vermischt.  

Während der hier durchgeführten Versuche konnte bei CaP-Zementen das Anti-

biotikum nur als Lösung zugeführt werden, da ohne eine wässrige Phase die Ab-

bindereaktion und somit die Probekörperherstellung nicht möglich gewesen 

wäre. Hinzu kommt, dass durch die Darreichungsform des CaP-Zements als 

Paste in einer Spritze ein reproduzierbarer Mischvorgang mit Antibiotika in Pul-

verform nicht umsetzbar war. Jedoch wurden bei dem untersuchten Struvit-bil-

denden Zement beide Antibiotika-Beladungsmethoden untersucht. So wurde 

Vancomycin einerseits in Pulverform dem Farringtonit-Ausgangspulver, anderer-

seits als Lösung der DAHP-Lösung zugegeben. 

Für die Zemente im Speziellen gibt es weitere Einflussfaktoren des jeweiligen 

Freisetzungsverhaltens. So spielt bspw. die Abbindezeit nach dem Anmischen 

eine entscheidende Rolle, da bei noch nicht abgeschlossenem Abbindeprozess 

davon auszugehen ist, dass sich die Porengröße noch verkleinert. Demnach 

würde auch die Gesamtoberfläche des Probekörpers kleiner werden, was die 
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Diffusion herabsetzt und die Freisetzung verlangsamt [202]. Weiterhin nimmt 

auch der Gesamtgehalt des zugesetzten Antibiotikums je Probekörper Einfluss 

auf das Freisetzungsverhalten, da auch nach dem Fick’schen Diffusionsgesetz 

die Ausgangskonzentration vergrößert wird und demnach die treibende Kraft der 

Diffusion vergrößert wird. 

 

Bei bereits abgebundenen bzw. vorgefertigten Probekörpern (hier CaP-Scaf-

folds) werden für die Antibiotikabeladung ebenfalls unterschiedliche Methoden 

beschrieben. Häufig ist dies durch einfaches Eintauchen in eine Antibiotikalösung 

oder über zusätzliche Anwendung eines Unterdrucks beschrieben.  

Beide Methoden wurden von Faigle et al. [203] an unterschiedlichen keramischen 

Granulaten (u.a. bestehend aus β-TCP o. HA) miteinander verglichen. Ein Unter-

druck von 50 mbar wurde über 5 min aufrechterhalten, wobei die Granulate an-

schließend noch über 10 min bei Normaldruck belassen wurden. Die Methode 

der Beladung durch einfaches Eintauchen erfolgte in 2 mL einer Vancomycinlö-

sung mit einer Konzentration von 50 mg/mL bzw. 5 mg/mL über einen Zeitraum 

von 10 min. Im Gegensatz zu der hier durchgeführten Untersuchung wurden die 

Granulate nach der Antibiotikabeladung für 96 h im Trockenschrank bei 50 °C 

getrocknet. Es zeigte sich, dass durch die Vakuum-Beladung eine größere Ge-

samtbeladung aller untersuchter Granulate festzustellen war, gleiches gilt für die 

höhere Konzentration der Beladungslösung. Weiterhin zeigten sie, dass auch der 

pH-Wert des Elutionsmediums Einfluss auf das Freisetzungsverhalten nehmen 

kann. Es wurde dabei eine schnellere Freisetzung von Vancomycin bei pH = 5 

(im Vergleich mit pH = 7,4) festgestellt. 

Die Antibiotikabeladung über eine Unterdruckmethode wurde auch von Ha-

segawa et al. [195] beschrieben. Die Beladung erfolgte an porösen, gesinterten 

HA-Probekörpern u.a. mit Vancomycin durch Erzeugen eines Unterdrucks von 

500 mmHg (ca. 666 mbar) über 10 min.  

Hingegen wurde von Che Nor Zarida et al. [204] die Beladung der hergestellten 

CaP-Probekörper durch Eintauchen in die Antibiotikalösung, über einen Zeitraum 

von 24 h, durchgeführt. Ein wesentlicher Unterschied zu den hier durchgeführten 

Untersuchungen ist die Tatsache, dass die Antibiotikalösungen (Tobramycin und 
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Gentamicin), mit 0,12 und 0,05 mg/mL, bedeutend geringer konzentriert vorlagen 

(hier Gentamicin 40 mg/mL).  

Bei Parent et al. [65] erfolgte die Beladung von mikroporösen (40 – 200 nm) HA-

Probekörpern in 10 mL einer 50 mg/mL konzentrierten Vancomycinlösung. Wo-

bei über den Zeitraum von 1 min eine Vakuumpumpe angeschlossen wurde.  

Für die Untersuchungen dieser Arbeit hat sich jedoch, vor dem Hintergrund der 

Etablierung einer unmittelbar prä- bis intraoperativen, situationsabhängigen An-

tibiotikabeladung von KEMs, die Beladungsdauer von 1 h als klinisch umsetzbar 

erwiesen. Die Scaffolds wurden direkt nach dem Ende der Beladungsdauer in 

das Elutionsmedium überführt, was der klinischen Situation (Einbringen eines 

KEM in das OP-Gebiet) entspricht. Auf diese Weise haftete stets etwas Antibio-

tikalösung der dreidimensionalen Gitterstruktur an, was die Messergebnisse ge-

ringfügig verändern konnte. Allerdings ist die hier angewandte Methode der klini-

schen Praxis nachgeahmt. Die zuvor beschriebenen relativ techniksensitiven Be-

ladungsmethoden, wie die Anwendung eines Vakuums während, oder die Trock-

nung der Probekörper nach der eigentlichen Antibiotikabeladung, ließen sich vor 

dem genannten Hintergrund der Zielsetzung nicht umsetzten.  

Die hier aufgeführten, teils großen methodischen Unterschiede der Freisetzungs-

untersuchungen, machen den quantitativen Vergleich der Ergebnisse schwierig. 

Dennoch lassen sich für die unterschiedlichen Antibiotika allgemeine Freiset-

zungscharakteristika ableiten.  
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5.2 Diskussion der Ergebnisse 

Die Kombination antibakterieller Wirkstoffe mit Knochenersatzmaterialien, sollte 

die Eigenschaften der alleinigen Trägersubstanz nicht wesentlich beeinflussen. 

Demnach sollten insbesondere die mechanischen Eigenschaften den klinischen 

Anforderungen der KEMs entsprechen. Zudem musste gewährleistet sein, dass 

die Handhabung des KEM durch den Antibiotikazusatz nicht nachteilig beein-

flusst wurde. Genauer sollte die Verarbeitungszeit ausreichend dimensioniert 

sein. Detaillierte Untersuchungen hierzu wurden in dieser Arbeit nicht durchge-

führt, jedoch konnte während der Probekörperherstellung keine wesentliche Be-

einträchtigung der Verarbeitungszeit festgestellt werden. Ebenso musste die Wir-

kung des Medikaments durch die Inkorporation in eine Trägersubstanz, nach de-

ren Freisetzung, fortbestehen. Dies wurde für die Antibiotika Gentamicin und 

Vancomycin durch den Agardiffusionstest überprüft. Die Freisetzungskinetik 

sollte für lokal eingesetzte Antibiotika zunächst bakterizide Wirkung, später zu-

mindest bakteriostatische zeigen, jedoch nie eine für Osteoblasten und andere 

Zellen toxische Schwelle überschreiten.  

Mit den Freisetzungsuntersuchungen dieser Arbeit konnte zunächst für alle un-

tersuchten Materialien und Antibiotika gezeigt werden, dass eine Beladung sowie 

die anschließende Wirkstofffreisetzung grundsätzlich möglich und mit der hier 

vorgestellten Methode quantitativ erfassbar war. Zwischen den verschiedenen 

Knochenersatzmaterialien und Antibiotika ließen sich jedoch auch einige Unter-

schiede feststellen. Allgemein wurde initial stets eine erhöhte Freisetzungsrate 

(„burst release“) beobachtet. Dies kann auf die Fick’schen Diffusionsgesetze zu-

rückgeführt werden. Demnach ist der Konzentrationsunterschied zwischen Trä-

ger- und Elutionsmedium die treibende Kraft der Freisetzung [205]. Bei den Frei-

setzungsuntersuchungen der CaP-Scaffolds im Speziellen wird das Ausmaß des 

„burst release“ auch durch die oberflächlich anhaftende Antibiotikalösung an der 

Scaffold-Struktur beeinflusst. Auf diese Weise wird sich diese zusätzliche Antibi-

otikamenge im ersten Freisetzungsschritt unmittelbar in der Elutionslösung 

5.2.1 Freisetzungsuntersuchungen 
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verteilen. Ein Trocknungsprozess nach der Beladung würde diese schnelle Frei-

setzung verringern, darauf wurde jedoch aufgrund der Zielsetzung einer mög-

lichst einfachen klinischen Umsetzbarkeit verzichtet. Daneben beeinflussen die 

Freisetzungskinetik u.a. die Bindungsmodalität zwischen der Trägersubstanz und 

dem Antibiotikum, die Löslichkeit und Hydrophilie des Antibiotikums, das Eluti-

onsmedium und die Porosität der verwendeten Trägersubstanz.  

CaP-Scaffolds 

Die Adsorption von Antibiotika an Scaffold-Oberflächen konnte durch den Ver-

suchsaufbau so variiert werden, dass sich die maximal freigesetzte Antibiotika-

menge sowie die Dauer des Freisetzungsintervalls beeinflussen lies. So konnte 

am Beispiel von Vancomycin gezeigt werden, dass durch eine verlängerte Bela-

dungsdauer der Scaffolds die Gesamtbeladung mit dem Antibiotikum zunimmt. 

Die absolute Beladung verhielt sich jedoch nicht proportional zur Dauer der Be-

ladung, sondern näherte sich einem Maximum an. So war bei einer um den Fak-

tor 3 verlängerten Beladungsdauer (von 24 h auf 3 d) die absolute Beladung nur 

um durchschnittlich 6 % erhöht. Genauer wurden nach 24 h ca. 40 % und nach 

3 d ca. 46 % der Vancomycin-Beladungslösung vom Scaffold aufgenommen. 

Diese Annäherung an ein Maximum kann damit begründet werden, dass sich bei 

Beladung an der Oberfläche ein Gleichgewicht zwischen Adsorption und Desorp-

tion einstellt. Dies entspricht allgemein einer Sättigungskinetik, da mit zunehmen-

der Antibiotikabeladung der Scaffold-Oberfläche die Adsorption zunehmend un-

wahrscheinlicher erscheint und im Gegenzug die Desorption wahrscheinlicher 

wird [206].  

Auch Parent et al. [65] zeigten an gesinterten HA-Scaffolds den Einfluss der Be-

ladungsdauer auf die gesamte Vancomycin-Adsorption. Daneben wurde in deren 

Untersuchung der Einfluss der Konzentration der Beladungslösung auf die abso-

lute Vancomycin-Adsorption dargestellt. Es zeigte sich einerseits mit zunehmen-

der Beladungsdauer, andererseits mit zunehmender Konzentration der Bela-

dungslösung, eine vergrößerte Gesamtbeladung. In der Veröffentlichung wurden 

hiervon REM-Aufnahmen gezeigt, die zudem verdeutlichen, dass Vancomycin 

keinen Monolayer auf den Scaffolds bildet, sondern bei entsprechender Konzent-

ration und Beladungsdauer an der Oberfläche akkumuliert. Weiterhin erwähnen 
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diese, dass Vancomycin durch die Abnahme der Porosität nach erfolgter Antibi-

otikabeladung auch innerhalb der Poren verbleibt und diese verkleinert.  

Auch Chai et al. [66] konnten in ihren Untersuchungen feststellen, dass bei Ver-

gleich der Beladung von mikroporösen (2 – 5 μm) und dichten HA-Probekörpern, 

durch die vielfach höhere Beladungsmenge der mikroporösen Proben eine Ad-

sorption der Antibiotika innerhalb der Poren erfolgte und dies wesentlich zur ab-

soluten Beladung beitrug. 

In der hier vorliegenden Untersuchung wurde für die Scaffolds lediglich die Ab-

hängigkeit der Beladungsdauer von der maximal freigesetzten und demnach ma-

ximal adsorbierten Antibiotikamenge von Vancomycin (1 h, 24 h und 72 h) und 

Gentamicin (1 h und 24 h) untersucht.  

Die freigesetzten Antibiotikamengen der Vancomycin-Untersuchung ergaben für 

die initiale Freisetzung (nach jeweils 30 min) des Vancomycins bei 1 h Bela-

dungsdauer ca. 50 %, bei 24 h ca. 33 % und bei 3 d ca. 26 % der absoluten Be-

ladung. Jedoch war nach 24 h für alle drei Ansätze das Verhältnis der zeitlich 

freigesetzten Antibiotikamenge zur beladenen Vancomycinmasse mit ca. 99,9 % 

identisch. Somit verlief die initiale prozentuale Freisetzung bei geringerer Ge-

samtbeladung mit Vancomycin schneller. Jedoch war festzustellen, dass die ab-

solute Freisetzung nach 30 min für alle drei Ansätze mit unterschiedlicher Bela-

dungsdauer eine ähnliche Größenordnung (9,9 – 13,6 mg) annahm. Lediglich der 

Anteil an der Gesamtbeladung ist unterschiedlich, was die großen prozentualen 

Unterschiede initial bedingt. Das trotz unterschiedlich großer Beladung gleich-

bleibende Freisetzungsintervall der drei Versuchsansätze lässt sich damit erklä-

ren, dass bei erhöhter Beladung nach dem Fick’schen Diffusionsgesetz der Mas-

senfluss zunimmt, da der Konzentrationsgradient langsamer abnimmt. Innerhalb 

der einzelnen Wechselschritte wurde bei den stärker beladenen Scaffolds auch 

mehr Antibiotikum freigesetzt. Die nach 30 min in allen drei Versuchsansätzen 

nahezu identische Menge an freigesetztem Antibiotikum könnte damit erklärt 

werden, dass initial die treibende Kraft durch den Konzentrationsgradienten bei 

allen Ansätzen maximal und somit identisch war, da von einer Akkumulation des 

Antibiotikums an der Oberfläche ausgegangen wird. Die verschieden große trei-

bende Kraft der Diffusion würde demnach erst im weiteren Verlauf der 
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Freisetzungsuntersuchung bei längeren Freisetzungsintervallen bzw. nach meh-

reren Wechselschritten, zu tragen kommen. Außerdem könnte zu anfangs ähn-

lich freigesetzten Vancomycinmengen auch die stets zurückbleibende Bela-

dungslösung innerhalb der Gitterstruktur der Scaffolds beitragen. 

Für Gentamicin betrug die Gesamtbeladung nach 24 h Beladungsdauer 15 mg, 

nach 1 h lediglich 8,5 – 9,3 mg. Bei Betrachtung der prozentualen Freisetzung 

dieser zwei Ansätze lag diese nach 30 min bei 70 % (24 h) sowie 62 % (1 h); 

nach 24 h bei 98 % (24 h) bzw. bei 94 % (1 h). Die absoluten Werte der Freiset-

zung betrugen nach 30 min 10,5 mg (24 h) und 5,7 mg (1 h). Hier zeigten sich 

Unterschiede im Freisetzungsverhalten der untersuchten Antibiotika Vancomycin 

und Gentamicin. So war bei Gentamicinbeladung ebenso eine erhöhte Gesamt-

beladung der Scaffolds sowie eine prolongierte Freisetzung mit längerer Bela-

dungsdauer (1 h: 2 – 4 d, 24 h: 10 d) festzustellen. Jedoch wurden bei 1 h Bela-

dungsdauer initial etwa 50 % der Gentamicinmenge (absolute Werte) der 24 h-

Beladung freigesetzt, während bei Vancomycin im initialen Freisetzungsschritt 

nahezu identische Mengen freigesetzt wurden. Dieser Unterschied der beiden 

Antibiotika könnte durch die unterschiedliche Molekülgröße, bzw. auch durch die 

höher konzentrierte Beladungslösung des Vancomycins (Vancomycin 100 mg; 

Gentamicin 80 mg), bedingt sein. So kann angenommen werden, dass die Bela-

dung der äußeren Oberfläche mit Gentamicin bei einer Beladungsdauer von 1 h 

geringer ist als nach 24 h und Gentamicin (noch) nicht an der Oberfläche akku-

muliert. Dies könnte die geringere initiale treibende Kraft der Diffusion nach nur 

1 h Beladungsdauer erklären.  

Weiterhin sollten Unterschiede im Freisetzungsverhalten von noch „unbehandel-

ten“ und „behandelten“ (oberflächlich hydrophileren) Scaffolds untersucht wer-

den, wobei letztere den handelsüblichen Scaffolds entsprechen. Hierfür wurden 

die Scaffolds für 1 h mit Vancomycin beladen. Es konnte gezeigt werden, dass 

unbehandelte Scaffolds eine geringere absolute Antibiotikamenge aufnehmen 

und das Freisetzungsintervall (noch) kürzer ist, als bei den behandelten Scaf-

folds. Ursächlich kann hierfür die fehlende Auslagerung der unbehandelten Scaf-

folds in isotoner NaCl-Lösung sein, wodurch sich die Scaffold-Oberfläche etwas 

hydrophober darstellt. Hierdurch reduzierte sich die Adsorption der Antibiotika an 
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den Scaffolds. So wurde von unbehandelten Scaffolds durchschnittlich 9,8 mg 

Vancomycin aufgenommen, von den behandelten hingegen durchschnittlich 

13,6 mg. Auch in diesem Versuchsansatz setzten sowohl die behandelten als 

auch die unbehandelten Scaffolds über den ersten Auslagerungszeitraum eine 

vergleichbare Größenordnung der Vancomycinmenge frei. Jedoch liegen diese 

bei Betrachtung der absoluten Freisetzungsmenge bei etwa der Hälfte von vo-

rausgegangenen Untersuchungen (Einfluss Beladungsdauer). Dies zeigt, dass 

trotz identischer Versuchsdurchführung, geringe Schwankungen der absolut frei-

gesetzten Antibiotikamengen zwischen einzelnen Versuchsreihen zu verzeich-

nen sind, was für die klinische Anwendung eine durchaus interessante Erkennt-

nis sein kann. 

Interessant ist auch, dass das gesamte Freisetzungsintervall der behandelten 

Scaffolds bei 120 h (5 d) liegt, wohingegen bei vorausgehenden Untersuchungen 

mit 1 h Beladungsdauer die Vancomycinfreisetzung lediglich über 72 h bzw. 3 d 

messbar war. Als Ursache kann hierfür die um durchschnittlich 6,5 mg (≙ 6,5 %) 

geringere maximale Antibiotikabeladung im Versuch der behandelten/unbehan-

delten Scaffolds angenommen werden. Durch die geringere treibende Diffusions-

kraft nach dem Fick’schen Diffusionsgesetz wäre somit ein verlängertes Freiset-

zungsintervall erklärbar. Bezüglich der maximal aufgenommenen Antibiotika-

menge sollte eine methodenabhängige Variabilität berücksichtigt werden. So 

musste bei Freisetzungsversuchen mit Vancomycin die Beladungslösung stets 

eigens konstituiert werden, wobei geringgradige Abweichungen durch das Pipet-

tieren denkbar wären. Ebenso ist anzunehmen, dass die Menge der Antibiotika-

lösung innerhalb der Gitterstruktur gewissen Schwankungen unterliegt.  

Auch die Beobachtungen bei der 24 h-Beladung von Scaffolds mit Gentamicin, 

Cefuroxim, Clindamycin und Ciprofloxacin zeigten durchaus Unterschiede bei der 

prozentual aufgenommenen Antibiotikamenge und der allgemeinen Freiset-

zungscharakteristik. Die untersuchten Antibiotika Gentamicin, Cefuroxim und 

Clindamycin zeigten ähnliche Freisetzungscharakteristika. Ihr Freisetzungsinter-

vall erstreckte sich über 10 d, danach war kein Antibiotikum mehr messbar. Die 

prozentual aus der Beladungslösung aufgenommene Antibiotikamenge betrug 
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für Gentamicin 19 %, für Cefuroxim 13 % und für Clindamycin 15 % und war dem-

nach für diese Antibiotika innerhalb derselben Größenordnung einzuordnen.  

Betrachtet man die prozentuale Freisetzung so ergaben sich durchaus Unter-

schiede zwischen den untersuchten Antibiotika. Nach 30 min wurden von Scaf-

folds mit Gentamicin ca. 70 %, mit Cefuroxim ca. 89 % und mit Clindamycin ca. 

53 % freigesetzt. Nach 24 h wurde bei Gentamicin 98 %, bei Cefuroxim 99 %, bei 

Clindamycin 84 % der beladenen Wirkstoffmenge freigesetzt.  

Obwohl die Löslichkeit von Clindamycin mit 200 – 300 mg/mL größer ist als die-

jenige von Gentamicin und Cefuroxim, ist das Ergebnis überraschend, da die 

Freisetzung bei Vergleich mit den anderen Antibiotika verlangsamt abläuft. Hier 

kann von einer verstärkten Wechselwirkung zwischen dem als Prodrug vorlie-

genden Clindamycin-Phosphat und dem Hydroxylapatit ausgegangen werden. 

Eine derartige Wechselwirkung konnte auch von Vukomanović et al. [207] an 

Poly-lactid-co-glycolid (PLGA)/Hydroxylapatit-Nanopartikeln festgestellt werden. 

Hierbei wurden sowohl Clindamycin als auch Clindamycin-Phosphat den Nano-

partikeln zugefügt, wobei sie zeigten, dass sich Clindamycin-Phosphat auf der 

HA-Oberfläche ablagert und das Clindamycin in PLGA dispergiert vorliegt.  

Eine Erklärung für den stark ausgeprägten „burst release“ des Cefuroxims kann 

die etwas bessere Löslichkeit im Vergleich mit Gentamicin sein [181, 182]. Eine 

weitere mögliche Erklärung der schneller ablaufenden Freisetzung kann auch die 

negative Ladung des Cefuroxims sein. Für HA wird eine geringe negative Ladung 

(Zeta-Potential) angenommen [208], demnach kann dies zu Abstoßungsreaktio-

nen führen, die eine schnellere Desorption bedingen. Hinzu kommt, dass Genta-

micin im wässrigen Milieu positiv geladen vorliegt, was auch die etwas verlang-

samte Desorption begründen könnte.  

Die Beladung der Scaffolds mit dem schwerlöslichen Ciprofloxacin (Löslichkeit in 

Wasser bei pH = 7: 0,001 mg/mL [182]) zeigte eine stark verlangsamt ablaufende 

Freisetzung, was auf die geringe Löslichkeit zurückzuführen war. Die Freisetzung 

betrug hierbei nach 1 h etwa 29 % und nach 24 h etwa 76 % der erfassten ku-

mulativ freigesetzten Ciprofloxacinmenge. Die absolute Beladung unterlag je-

doch relativ starken Schwankungen (5,8 – 8,6 mg bzw. 14,5 – 21,5 %), da es 

während des Beladungsprozesses zur Überschreitung des Löslichkeitsproduktes 
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kam und eine Ausfällung von Ciprofloxacin-Kristallen auf der Scaffold-Oberfläche 

beobachtet wurde. Diese Ausfällung innerhalb der Beladungslösung nach Ent-

nahme des Scaffolds ist im Anhang in Abbildung 30 gezeigt. Trotz der im Ver-

gleich zu den anderen untersuchten Antibiotika, relativ langsamen Freisetzung 

erwies sich Ciprofloxacin bei der hier beschriebenen Beladungsform als ungeeig-

net, da es während des Beladungsprozesses zu der beschriebenen makroskopi-

schen Ausfällung kam.  

Allgemein ist festzustellen, dass die Freisetzungsuntersuchungen von CaP-

Scaffolds für alle untersuchten Antibiotika eine besonders ausgeprägte initiale 

Freisetzung zeigten. Diese Eigenschaft ist für die Freisetzung von Medikamenten 

aus Scaffolds (bzw. vorgefertigten Probekörpern) bekannt [107]. Es kann 

einerseits durch die relativ große Oberfläche sowie durch die 

Beladungsmethode, die lediglich in einer Adsorption an der Oberfläche resultiert 

und demnach eine relativ kurze Diffusionsstrecke nach sich zieht, bedingt sein. 

Zudem verbleibt durch die hier angewandte Methode etwas Beladungslösung 

innerhalb der Scaffold-Makrostruktur, wodurch stets etwas Antibiotikalösung 

direkt in die erste Auslagerungslösung bzw. stets etwas Auslagerungslösung in 

die jeweils Nächste überführt wird.  

Die Freisetzung des Vancomycins konnte unabhängig von der Beladungsdauer 

nur über 3 – 5 d gemessen werden. Auch bei Untersuchungen von Chai et al. 

[66] wurde die Freisetzungsdauer von 3 d an porösen HA-Probekörpern nicht 

überschritten.  

Unter diesem Aspekt sind Gentamicin, Clindamycin und Cefuroxim (bei 24 h 

Beladungsdauer) dem Vancomycin überlegen. Jedoch ist bei diesen Antibiotika 

die Gefahr des Überschreitens von zytotoxischen Antibiotikakonzentrationen 

gegeben. Die Gegenüberstellung der maximal in einem Freisetzungsintervall 

abgegebenen Antibiotikakonzentration (nach 30 min bzw. 1. Medium-

wechselschritt und 2 h bzw. 3. Mediumwechselschritt) mit aus der Literatur 

bekannten zytotoxischen Konzentrationen für Osteoblasten wird nachfolgend in 

Tabelle 9 dargestellt. Es zeigte sich, dass die zytotoxischen Konzentrationen im 

ersten Freisetzungsintervall nach 30 min von allen (bei 24 h Beladungsdauer) 

untersuchten Antibiotika außer Vancomycin überschritten wurden. Jedoch erwies 
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sich Vancomycin wie bereits erwähnt aufgrund des sehr kurzen 

Freisetzungsintervalls für eine effiziente antimikrobielle Therapie als 

unvorteilhaft. Für Gentamicin und Cefuroxim zeigte sich die Überschreitung der 

toxischen Konzentrationen nur im ersten Freisetzungsintervall, für Clindamycin 

bis zum 3. Mediumwechselschritt. Die toxische Konzentration für Ciprofloxacin 

wurden erst nach 12 Mediumwechselschritten (120 h) unterschritten, weshalb 

sich das Antibiotikum auch unter diesem Gesichtspunkt als eher ungeeignet 

erweist.  

Antibiotikum 

Freigesetzte Antibiotikakonzentration Zytotoxische 
Konzentration 
(Osteoblasten) nach 0,5 h nach 2 h 

Gentamicin 2,10 mg/mL 0,16 mg/mL 1,7 mg/mL [152] 

Cefuroxim 1,22 mg/mL 0,02 mg/mL 1,0 mg/mL [157] 

Ciprofloxacin 0,20 mg/mL 0,14 mg/mL 0,04 mg/mL [164] 

Clindamycin 4,91 mg/mL 0,45 mg/mL 0,5 mg/mL [170] 

Vancomycin 2,73 mg/mL 2,21 mg/mL 
˃5 mg/mL [152, 

179] 

 

Es kann jedoch angenommen werden, dass durch die relativ kurze 

Überschreitung potenziell zytotoxischer Antibiotikakonzentrationen in vivo 

keinerlei weitreichende Knochenheilungsbeeinträchtigungen provoziert werden, 

da durch den stetigen Blutfluss, sowie Wundflüssigkeiten eine raschere 

Verteilung der Antibiotika anzunehmen ist. Die Übertragung der hier erhaltenen 

in vitro Ergebnisse sollte daher unter Vorbehalt auf die in vivo Situation erfolgen. 

Bei den über 1 h beladenen Scaffolds wurden die zytotoxischen Grenzwerte 

generell nicht überschritten, jedoch erstreckten sich die Freisetzungsintervalle in 

diesem Ansatz über maximal 4 d (Gentamicin) bzw. maximal 5 d (Vancomycin).  

Prolongierte Freisetzungsintervalle werden in der Literatur häufig durch Be-

schichtungen der antibiotikabeladenen KEMs mit Biopolymeren erzeugt. Auf 

diese Weise ist häufig auch eine Verringerung des „burst release“ zu beobachten. 

So beschrieben Hornyák et al. [209] die verlängerte Antibiotikafreisetzung von 

Tabelle 9: Vergleich zytotoxischer Antibiotikakonzentrationen für Osteoblasten mit den von 
Scaffolds während eines Zeitintervalls freigesetzten Konzentrationen 
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lyophilisiertem allogenen Knochen durch Beschichtung mit Alginat. Eine derartige 

Beschichtung wäre zwar für die hier beschriebenen Scaffolds durchaus denkbar, 

jedoch würde sich diese Methode im Hinblick auf die Zielsetzung dieser Arbeit 

als zu zeitintensiv darstellen.  

Hingegen war es im Rahmen dieser Arbeit möglich durch Beeinflussung der Lös-

lichkeit des Vancomycins selbst das Freisetzungsintervall zu verlängern und den 

„burst release“ etwas zu vermindern. Dies erfolgte als orientierender Versuch an 

einem einzigen Scaffold durch die Umwandlung des an der Zementoberfläche 

adsorbierten Vancomycins in seine schwerlösliche Base. Die Umsetzung erfolgte 

durch kurzes Eintauchen des Scaffolds nach Ende der Beladungsdauer (1 h) in 

eine 1%ige Natriumcarbonatlösung (pH-Wert ~11). Hierbei konnte der „burst re-

lease“ verringert und die gesamte Freisetzungsdauer um ein Vielfaches (ca. 

2 – 3x) verlängert werden.  

Die Gesamtbeladung von 12 mg Vancomycin nach 1 h lag in diesem Experiment 

im Bereich der zuvor beobachteten Beladungsmenge der behandelten Scaffolds 

(ca. 14 mg). Jedoch lag der Wert deutlich unterhalb der Beladungsmenge im Ver-

gleich zu dem Versuch mit der Variation der Beladungsdauer (ca. 20 mg). Der 

Unterschied der Gesamtbeladung kann wie bereits beschrieben durch die anhaf-

tende Antibiotikalösung methodisch bedingten Schwankungen unterliegen. Zu-

dem könnte das zusätzliche Eintauchen in die Na2CO3-Lösung die anhaftende 

Beladungslösung „abwaschen“ und so zusätzlich zu einem verringerten „burst 

release“ beitragen. Das verlängerte Freisetzungsintervall kann demnach auch 

durch die geringere Anfangsbeladung des mit Na2CO3 behandelten Probekör-

pers erklärt werden. Durch den geringer ausgeprägten Konzentrationsgradienten 

resultiert ein verminderter Massenfluss, was eine langsamer ablaufende Freiset-

zung nach sich zieht. Bei den zuvor durchgeführten Untersuchungen unterschied 

sich die durchschnittliche Beladung mit 20 mg (1 h Beladungsdauer, Versuch Va-

riation der Beladungsdauer) und 14 mg (behandelter Scaffold bei Vergleich be-

handelte und unbehandelte Scaffolds) um eine Differenz von 6 mg. Dies resul-

tierte in einer verlängerten Freisetzungsdauer von 48 h bzw. 2 Wechselschritten 

bei den mit 14 mg beladenen Scaffolds. Aber auch diese Beobachtung kann teil-

weise vernachlässigt werden, da sich bspw. bei den 1 h beladenen Gentamicin-
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Scaffolds eine Variation der Freisetzungsdauer von 2 Wechselschritten innerhalb 

einer Versuchsreihe zeigte. So kann neben dem Einfluss der geringeren Gesamt-

beladung, das um 12 Wechselschritte verlängerte Freisetzungsintervall haupt-

sächlich auf eine verminderte Vancomycinlöslichkeit zurückzuführen sein. Zur 

Streuung der Beladungsmenge, wie sie bei vorausgehenden Versuchen der 

Scaffolds festzustellen war, kann hier keine Angabe gemacht werden, da die Un-

tersuchung an nur einem Probekörper erfolgte und dies lediglich erste Rück-

schlüsse auf die Beeinflussung des Freisetzungsverhaltens geben sollte. Weiter-

hin wurde im Rahmen des Agardiffusionstests gezeigt, dass die antibakterielle 

Wirksamkeit von Vancomycin durch Behandlung mit Na2CO3-Lösung gegeben 

ist. Ähnliche Untersuchungen zu Vancomycin wurden nach eigenen Recherchen 

in der Literatur nicht beschrieben.  

Allgemein ist jedoch das Prinzip der Modifikation der Löslichkeit für die verzögerte 

Freisetzung von Antibiotika insbesondere für Gentamicin vielfach beschrieben 

worden. Für Freisetzungsuntersuchungen an unterschiedlichen lokalen Wirk-

stoffträgern wurde anstelle von Gentamicin-Sulfat das schwerlöslichere Genta-

micin-Crobefat verwendet und so eine verzögerte Freisetzung des Antibiotikums 

beobachtet [210, 211]. Ebenso kombinierten Obermeier et al. [212] Gentamicin 

mit unterschiedlichen Fettsäuren, wodurch die Hydrophilie herabgesetzt wurde 

und somit eine prolongierte Freisetzungskinetik im wässrigen Milieu beobachtet 

wurde. 

CaP-Zement 

An CaP-Zement-Probekörpern wurden Freisetzungsuntersuchungen mit den An-

tibiotika Vancomycin und Gentamicin durchgeführt. Im Vergleich mit den Scaf-

folds wurde ein verlängertes Freisetzungsintervall sowie eine verminderte initiale 

Freisetzung erwartet, da die Wirkstoffe in der Zement-Matrix eingebettet vorlie-

gen. Daraus resultiert im Vergleich mit den oberflächlich beladenen Scaffolds 

eine längere Diffusionsstrecke. Jedoch wird auch bei den CaP-Zementen eine 

Adsorption angenommen und keine Interkalation zwischen Antibiotikum und Ze-

mentbestandteilen [127]. Die Freisetzung wird allgemein von der Interaktion zwi-

schen Antibiotikum, Zementoberfläche und Elutionsmedium beeinflusst. 
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Die durchschnittliche Gesamtbeladung eines CaP-Probekörpers belief sich bei 

Vancomycin auf 6 mg und bei Gentamicin auf 4,8 mg. Dies ist auf die unter-

schiedlich konzentrierten Ausgangslösungen zurückzuführen. Insgesamt konn-

ten die Freisetzungsuntersuchungen über einen Zeitraum von 34 d beobachtet 

werden. Über den gesamten Zeitraum zeigte die Freisetzung aus antibiotikahal-

tigen CaP-Zement-Probekörpern keine Überschreitung der aus der Literatur be-

kannten toxischen Konzentrationen für Osteoblasten (vgl. Tabelle 9). So lag die 

freigesetzte Antibiotikakonzentration je Wechselschritt stets unter 0,1 mg/mL für 

Gentamicin-Probekörper und unterhalb von 0,16 mg/mL für Vancomycin-Probe-

körper. Die prozentual freigesetzte Antibiotikamenge von Vancomycin lag nach 

1 h bei 5 – 6 % sowie nach 24 h bei 23 – 24 %, von Gentamicin nach 1 h bei 6 – 

9 % und nach 24 h bei 18 – 31 %.  

Während die Vancomycin-Probekörper nach 34 d (5x und 10x gemischt) die ge-

samte aufgenommene Antibiotikamenge freisetzten, wurden von den mit Genta-

micin beladenen 5x gemischten Probekörpern durchschnittlich ca. 70 % des zu-

gegebenen Gentamicins und von 10x gemischten Proben lediglich ca. 50 % frei-

gesetzt. Allerdings war die Bestimmung des Restgehalts an Gentamicin durch 

die alkalische pH-Abhängigkeit der Derivatisierungsreaktion nicht möglich, was 

die zusätzliche Bestätigung dieser Daten verhinderte. Nach 34 d lag die Freiset-

zungsrate von Gentamicin (in 48 h-Intervall) bei 0,04 mg/mL (5x) bzw. 

0,007 mg/mL (10x) und trug demnach nur unwesentlich zur Gesamtfreisetzung 

bei. Aufgrund dieser Tatsache war keine relevante Gentamicinfreisetzung mehr 

zu erwarten.  

Durch Anpassung der Ergebnisse der Freisetzungsuntersuchungen mit dem 

Korsmeyer-Peppas Modell kann das mechanistische Freisetzungsverhalten rela-

tiv gut beschrieben werden. In diesem Modell erfolgt die Zuordnung des Freiset-

zungsmechanismus nach dem Exponenten „n“ in Abhängigkeit der Probekörper-

geometrie. Diese wird lediglich für zylinderförmige, sphärische und scheibenför-

mige Geometrien beschrieben. In der eigenen Arbeit wurden für die Freiset-

zungsuntersuchungen, wie für Druckfestigkeitsuntersuchungen quaderförmige 

Probekörper verwendet. Die Zuordnung erfolgte nach den Angaben der zylinder-

förmigen Geometrie, da dies als der beste Kompromiss angesehen wurde.  
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Für CaP-Zemente wird eine Freisetzung über Diffusion angenommen, da die De-

gradation um ein Vielfaches langsamer abläuft als das beobachtete Freiset-

zungsintervall. Nach Anwendung des Modells auf die Freisetzungsergebnisse 

der CaP-Probekörper ergab sich für Vancomycin n = 0,46 (für 10x und 5x ge-

mischte Ansätze). Dies legte die Freisetzung nach der Fick‘schen Diffusion nahe. 

Für Gentamicin ergab sich n = 0,31 (5x) und n = 0,29 (10x), sodass die Freiset-

zung ebenso über Diffusion erfolgte.  

 

Bei Betrachtung der Gentamicin-Ergebnisse ist deutlich erkennbar, dass ein we-

sentlicher Unterschied zwischen den 5x und 10x gemischten Probekörpern be-

steht. Ursächlich hierfür könnten die Unterschiede der Porosität zwischen 5x und 

10x gemischten Probekörpern sein.  

Die offene Porosität der CaP-Zemente wurde eigens mittels Hg-Porosimetrie (vor 

erfolgter Freisetzung) bestimmt und lag durchschnittlich zwischen 29 und 37 %. 

Wobei bei der 5x gemischten Referenz die Porengrößenverteilung von den 10x 

gemischten Proben erkennbar abwich. Bei den 5x gemischten Proben zeigte sich 

der Anteil der Poren im Bereich von 1 – 10 μm im Vergleich zu allen 10x gemisch-

ten Proben vergrößert, wobei bei 10x gemischten Proben der Bereich zwischen 

0,1 – 1 μm dominierte. Dieser Unterschied zwischen 5x und 10x gemischten Pro-

bekörpern, könnte die verlangsamte Freisetzung der 10x gemischten Gentami-

cin-Probekörper erklären, da hier mehr Poren von geringerem Durchmesser vor-

lagen. Auch Canal et al. [202] führten Freisetzungsuntersuchungen mit CaP-Ze-

menten durch, wobei sie den Zusammenhang verkleinerter Porengröße mit einer 

verlangsamten Freisetzung begründeten. Die Ergebnisse von Chai et al. [66] an 

vorgefertigten CaP-Probekörpern könnten ebenso auf diese Ergebnisse übertra-

gen werden. Sie stellten dar, dass sich das Freisetzungsintervall mikroporöser 

Probekörper prolongierter zeigte als das makroporöser.  

Des Weiteren zeigte sich bei Vergleich der unterschiedlichen Mischzyklenanzahl 

unabhängig des Antibiotikums für 10x gemischte Probekörper eine geringere 

Standardabweichung bei der Antibiotikafreisetzung als dies bei 5x gemischten 

Proben der Fall war. Dies könnte auf eine homogenere Durchmischung zurück-

zuführen sein. 
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Die allgemein langsamere und unvollständige Freisetzung des Gentamicins im 

Vergleich mit Vancomycin-Proben kann durch eine relativ starke Bindung des 

Gentamicins mit Bestandteilen des CaP-Zements erklärt werden. Gentamicin 

liegt ebenso wie Vancomycin im wässrigen Milieu positiv geladen vor. Durch die 

deutlich geringere molare Masse von Gentamicin (0,478 kg/mol) im Vergleich zu 

Vancomycin (1,449 kg/mol), kann sich die positive Ladung über ein kleineres Mo-

lekül verteilen und demnach eine stärkere elektrostatische Bindung zum Wirk-

stoffträger verursachen. Auch Singh et al. [213] konnten an unterschiedlich gela-

denen Kollagenmembranen die prolongierte Freisetzung des Gentamicins bei zu-

nehmender negativer Ladung der Kollagenseitenketten feststellen, was die Ab-

hängigkeit von der Ladung des Trägermaterials verdeutlicht. Im Falle des hier 

verwendeten CaP-Zements wäre eine Interaktion mit dem in der Zementpaste 

enthaltenen Tensid Hexadecylphosphat denkbar. Zu dieser Annahme kamen 

auch Vorndran et al. [119] bei Freisetzungsuntersuchungen mit identisch zusam-

mengesetzter Zementpaste, da auch in ihren Untersuchungen die Freisetzung 

des Gentamicins deutlich langsamer ablief als die des Vancomycins.  

Die Tatsache, dass nach Angaben der Literatur Gentamicin mit logP = -4,22 [214] 

etwas hydrophiler ist als Vancomycin (logP = -3,1 [127]) und demnach erwar-

tungsgemäß die Kraft des wässrigen Elutionsmediums (PBS) auf die Gentami-

cinfreisetzung verstärkt wirken sollte, würde letztlich dazu führen, dass Gentami-

cin schneller und/oder vermehrt freigesetzt wird. Denkbar wäre jedoch im Hinblick 

auf die Solvatationstendenz der Antibiotika auch, dass durch die verminderte 

Hydrophilie des Vancomycin sich dieses bevorzugt an das Miglyol (= Ölphase) 

anlagert und durch den allmählichen Austausch von Öl und Wasser während der 

Auslagerung sich zunehmend im Elutionsmedium anreichert. 

Neben der Möglichkeit einer starken elektrostatischen Interaktion des Gentami-

cins mit Komponenten innerhalb der Zementmatrix, könnte aufgrund der gerin-

gen Molekülgröße auch ein Teil des Gentamicins ohne jeglichen Lösungsmittel-

kontakt (hier PBS) von der Zementmatrix vollständig eingeschlossen vorliegen. 

Möglicherweise trägt auch die größere Molekülgröße des Vancomycins durch 

stetiges Herausdiffundieren des Antibiotikums zur allmählichen Zunahme der 

Permeabilität des Zements bei. So könnte das Elutionsmedium stetig tiefer in den 
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Probekörper eindringen und vermehrt Vancomycin desorbieren. Dieser Effekt 

wäre bei der geringeren Molekülgröße des Gentamicins deutlich schwächer aus-

geprägt. Folglich scheint der Herstellungsprozesses bei Vancomycin-Probekör-

pern (5x vs. 10x) weniger Einfluss auf die Freisetzungskinetik zu nehmen, da sich 

die anfängliche Porengrößenverteilung und die Gesamtporosität mit zunehmen-

der Freisetzung allmählich verändert. Für Gentamicin muss dagegen angenom-

men werden, dass der Antibiotika-Restgehalt erst mit dem Abbau der Trägersub-

stanz freigesetzt wird. Um diesen Zusammenhang zu verifizieren, wäre rückbli-

ckend die Porositätsmessung nach Abschluss der Freisetzungsuntersuchung in-

teressant gewesen.  

Agardiffusionstest 

Der mit den Freisetzungsuntersuchungen von Gentamicin und Vancomycin kom-

binierte Hemmhoftest zeigte, dass die freigesetzte Antibiotikamenge nach dem 

24 h Auslagerungsschritt (in PBS) noch antibakteriell gegenüber S. aureus 

wirkte. Durch Ausbleiben eines Hemmhofes bei der Elutionslösung von antibioti-

kafreien Zement-Probekörper konnte keine durch Bestandteile der Zementpaste 

ausgelöste antibakterielle Wirkung nachgewiesen werden. Allgemein wiesen die 

Scaffolds unabhängig des Antibiotikums geringere Hemmhofgrößen auf als die 

Zement-Probekörper. Aus vorausgegangenen Ergebnissen konnte gezeigt wer-

den, dass die Scaffolds bereits innerhalb des ersten Tages ca. 99 % der aufge-

nommenen Antibiotikamenge (Vancomycin und Gentamicin) freisetzten. So lag 

die im 48 h-Intervall freigesetzte Antibiotikamenge stets unterhalb derjenigen des 

24 h-Intervalls. Hingegen zeigte sich bei den Zement-Probekörpern nach 24 h 

lediglich eine Freisetzung von ca. 25 % des Antibiotikagesamtgehaltes. Im da-

rauffolgenden 48 h-Intervall war aufgrund der verlängerten Freisetzungsdauer 

(von 16 h auf 24 h) bei den Vancomycin-haltigen Probekörpern ein Anstieg der 

freigesetzten Antibiotikamenge, bei Gentamicin-haltigen Probekörpern ein gerin-

ger Abfall (nahezu gleichbleibend) zu beobachten. 

Der etwas größere Hemmhof bei den Gentamicin-beladenen Zement-Probekör-

pern lässt sich wahrscheinlich auf die erhöhten Sensibilität des verwendeten Bak-

teriums gegenüber dem Antibiotikum zurückführen (Gentamicin ≤ 0,5 µg/mL und 

Vancomycin 1 µg/mL), da beide Probekörper 24 h nach der Auslagerung 
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ähnliche Werte der freigesetzten Antibiotikakonzentration aufwiesen. Der Grö-

ßenunterschied des Hemmhofes spiegelt jedoch nicht exakt die Unterschiede der 

Sensibilität wider (gegenüber Gentamicin um Faktor 2 sensibler). Dies könnte 

damit begründet werden, dass die Gentamicinfreisetzung aus den CaP-Zemen-

ten langsamer abläuft als für Vancomycin. Zudem ließ sich in den Freisetzungs-

diagrammen der CaP-Zemente (Abbildung 16 und Abbildung 17) für Gentamicin 

zwischen dem 24 h- und 48 h-Intervall eine Verringerung der freigesetzten Anti-

biotikamenge beobachten, wohingegen in demselben Intervall für Vancomycin 

ein Anstieg der freigesetzten Antibiotikamenge festzustellen war.  

Der relativ größere Hemmhof bei Vancomycin-Scaffolds im Vergleich mit den 

Gentamicin-Scaffolds könnte mit dem prolongierten Freisetzungszeitraum des 

Vancomycins von Scaffolds erklärt werden. Dies wurde bereits bei vorausgegan-

genen Freisetzungsuntersuchungen festgestellt, demnach wird angenommen, 

dass Vancomycin durch die verminderte Löslichkeit weniger schnell desorbiert. 

Weiterhin kann auch die größere Gesamtbeladung der Vancomycin-Scaffolds 

nach 1 h Beladungsdauer für die noch relativ hohen Antibiotikakonzentrationen 

nach 24 h ursächlich sein. Bei Betrachtung des 24 h-Wertes bei der Versuchs-

reihe des Agar-Diffusionstests zeigte sich für die Scaffolds mit Gentamicin-Bela-

dung eine durchschnittliche Freisetzung von ca. 0,08 mg, bei Vancomycin hinge-

gen ca. 0,9 mg. Zusätzlich könnte bei der Übertragung der Scaffolds auf die Agar-

Platten die oberflächlich anhaftende PBS-Antibiotikalösung einen gewissen Bei-

trag zur Hemmhofgröße haben (da nach 24 h um Faktor 10 mehr Vancomycin in 

PBS gelöst als Gentamicin). In diesem Fall wäre auch die um den Faktor 2 grö-

ßere Sensibilität gegenüber Gentamicin zu vernachlässigen. 

Struvit-Zement 

Während der Freisetzungsuntersuchungen konnte bei Struvit-Zementen insge-

samt eine schnellere Abnahme der Freisetzungsrate im Vergleich zu den unter-

suchten CaP-Zementen beobachtet werden. Prinzipiell wurden zwei unterschied-

liche Beladungsmethoden angewandt: der Zusatz von Vancomycin zu dem Far-

ringtonit-Ausgangspulver in Pulverform oder in Lösung zu der DAHP-Lösung. 

Durch die Zugabe des Vancomycins zu dem Ausgangspulver war generell eine 

größere absolute Antibiotikabeladung möglich (150 mg Vancomycin in Pulver 
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versus 5 mg Vancomycin in Lösung). In diesem Zusammenhang konnte zudem 

festgestellt werden, dass die Auflösung des Vancomycins innerhalb der 3,5 M 

DAHP-Lösung sogar bei Erhitzung nicht möglich war. Es musste zunächst die 

Vancomycin-Lösung, wie vom Hersteller beschrieben, mit Wasser als 50 mg/mL 

konzentrierte Lösung hergestellt werden, um diese dann mit der DAHP-Lösung 

zu vermischen. So war bei Freisetzungsuntersuchungen bei Proben mit 5 mg 

Vancomycin nach einem Beobachtungszeitraum von 4 d, bei Proben mit 150 mg 

nach 11 d die Antibiotikafreisetzung mittels UV/VIS-Spektrophotometrie nicht 

mehr detektierbar. Die initiale Freisetzung (nach 1 h) lag bei den mit 5 mg Van-

comycin beladenen Struvit-Zement-Probekörpern bei ca. 8 %, bei den mit 

150 mg beladenen Probekörpern bei ca. 8,7 %. Über den gesamten Beobach-

tungszeitraum wurde von Struvit-Probekörpern, unabhängig der Beladungs-

menge, lediglich ca. 28 % der zugegebenen Antibiotikamenge freigesetzt.  

Es sollte zunächst beachtet werden, dass die Geometrie der Struvit-Probekörper 

bei den Freisetzungsuntersuchungen im Gegensatz zu den CaP-Zementen eine 

andere war. Die äußere Oberfläche kann für die zylinderförmigen Probekörper 

(Struvit) mit ca. 683 mm² angenommen werden, wobei die äußere Oberfläche der 

Quader (CaP-Zement Probekörpern) ca. 360 mm² beträgt. Demnach wäre 

aufgrund der größeren äußeren Oberfläche des Zylinders eine schnellere 

Freisetzungsrate und/oder größere Gesamtfreisetzung zu erwarten. Die 

schnellere Freisetzungsrate konnte initial ansatzweise beobachtet werden (nach 

1 h ca. 8 % freigesetzt vs. 5 – 6 % bei CaP-Zement). Jedoch zeigte sich auch 

nach Anwendung des Korsmeyer-Peppas Modells auf die Ergebnisse (bei 

150 mg Vancomycingehalt) ein Exponent von n = 0,18. Es kann auch hier von 

einer diffusionsgesteuerten Freisetzung ausgegangen werden. Diese läuft jedoch 

wesentlich langsamer ab als bei den CaP-Zementen dieser Untersuchung. In 

vivo könnte jedoch eine schnellere Degradationsrate der Struvit-Zemente die 

Freisetzungsrate beeinflussen [94, 103]. Zudem kann auch durch die bessere 

Löslichkeit davon ausgegangen werden. Für die geringere Freisetzungsrate 

könnte die relativ große Kristallit-Größe ursächlich sein (HA ˂ 50 nm; Struvit 

˃ 250 nm [103, 215]). Diese könnten die relativ großen Vancomycin-Moleküle bei 
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der Diffusion einschränken oder sogar vollständig einschließen und so zur 

inkompletten Freisetzung beitragen.  

Zudem konnte in der Literatur gezeigt werden, dass die Gesamtporosität von 

Struvit-bildenden Zementen deutlich unterhalb derjenigen von CaP-Zementen 

einzuordnen ist. Von Kanter et al. [103] wird demnach eine durchschnittliche Po-

rosität von 5 – 7 % für Struvit-Zemente (mit PLR 2,0 – 3,0 g/mL) beschrieben. 

Eine ähnliche Größenordnung der Gesamtporosität (ca. 15 %) zeigten Gelli et al. 

[216] für Struvit-bildende Zemente bei Verwendung von 3,5 M DAHP-Lösung und 

einem PLR von 2,0. Es deutete sich in deren Untersuchung allgemein auch der 

Trend zur abnehmenden Porosität bei zunehmendem PLR an. Die geringe Poro-

sität kann ebenso einen Einschluss des Vancomycin hervorrufen. Weiterhin ist 

festzustellen, dass für Struvit sogar bei den mit 150 mg beladenen Probekörpern 

lokal toxische Konzentrationen für Osteoblasten nicht überschritten wurden (für 

Vancomycin mit ˃ 5 mg/mL angegeben [152, 179]). 



 

99 

 Diskussion  

CaP-Zement 

Bei den untersuchten CaP-Zementen lassen sich bezüglich der Druckfestigkeit 

zwischen den 10x gemischten Probekörpern bei unterschiedlichem Antibiotika-

zusatz keine signifikanten Unterschiede feststellen. Jedoch zeigte sich für Genta-

micin-haltige Zemente eine angedeutet erhöhte Druckfestigkeit, sowie für Van-

comycin eine etwas geringere Druckfestigkeit im Vergleich mit der antibiotika-

freien Referenz. Auch die durchschnittliche Druckfestigkeit der 5x gemischten 

Referenz lag unterhalb der 10x gemischten CaP-Proben. Die durchschnittlichen 

Druckfestigkeiten der CaP-Zemente dieser Arbeit lagen in einem Bereich von 

4 – 6,7 MPa. Dies ist allgemein für CaP-Zemente relativ gering.  

So beschrieben Ginebra et al. [91] bei HA-bildenden CaP-Zementen Druckfes-

tigkeiten von ca. 38 MPa nach 15 d Auslagerung in Ringer-Lösung, nach 8 h lag 

die Druckfestigkeit in deren Untersuchungen bei ca. 20 MPa.  

Yamamoto et al. [217] beschrieben für HA-bildende zylinderförmige Probekörper 

nach 7 d Auslagerung in pseudo-extrazellulärer Flüssigkeit Druckfestigkeitswerte 

von ca. 60 MPa je nach Zusammensetzung der Ausgangspulver.  

Jedoch muss beachtet werden, dass es sich bei dem verwendeten CaP-Zement 

der hier vorliegenden Untersuchung um eine ölbasierte CaP-Paste handelt. Die 

Aushärtung dieses Zements erfolgt dabei durch den allmählichen Austausch des 

Öles mit Wasser. Untersuchungen derselben CaP-Paste wurden von Heinemann 

et al. [185] durchgeführt. Die Herstellung dieser Probekörper für Druckfestigkeits-

untersuchungen erfolgte durch Einfüllen der Zementpaste in Metallformen 

(12 x 6 x 6 mm), diese wurden zur primären Aushärtung für 24 h in 0,9% NaCl-

Lösung gelagert. Danach erfolgte die Auslagerung der einzelnen Formkörper 

ebenfalls in 0,9%iger NaCl-Lösung (5 mL/1g CaP-Zement). Die erste Messung 

der Druckfestigkeit erfolgte bereits nach 7 h Auslagerung. Dabei lag die 

Druckfestigkeit bei durchschnittlich 3,67 MPa. Nach 96 h der Inkubation konnte 

die maximale Druckfestigkeit von 44,78 MPa erreicht werden. So kann 

angenommen werden, dass auch ein Anstieg der Druckfestigkeit der 

Probekörper der hier vorliegenden Arbeit nach Auslagerung in wässrigem 

Medium zu beobachten ist.  

5.2.2 Materialcharakterisierung 
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Die hier erhaltenen Druckfestigkeitswerte sollten etwaige Unterschiede durch 

den Mischvorgang sowie den Antibiotikazusatz aufzeigen. Eine angedeutet 

erhöhte Druckfestigkeit ist bei Gentamicin-Zusatz erkennbar. Dies ist konsistent 

mit Beobachtungen in der Literatur, die auf die Sulfat-Ionen des als Gentamicin-

Sulfat vorliegenden Antibiotikums zurückzuführen sind.  

So beschrieben Bohner et al. [218] in Untersuchungen an Dicalciumphosphat-

Dihydrat-bildenden (DCPD) Zementen eine erhöhte Druckfestigkeit bei Zugabe 

von Gentamicin. Als Ursache wird die durch Sulfat-Ionen beeinflusste 

Mikrostruktur des DCPD diskutiert. Demnach sollen Calciumsulfat-Kristalle als 

Keimbildner dienen und dichtere DCPD-Kristalle hervorbringen. Dies resultiert 

folglich in einer geringeren Porosität.  

Ähnliches zeigten Su et al. [198] für den Zusatz von Gentamicin-Sulfat in 

biphasischen CaP-Zement (HA und α-TCP). Sie konnten in REM-Aufnahmen 

kleinere HA-Kristalle beobachten. Als Ursache kommen demnach zwei 

Möglichkeiten in Betracht, zum einen, dass Gentamicin als Fremdstoff im 

Kristallisationsprozess das Kristallwachstum sterisch inhibiert, zum anderen, 

dass die Sulfat-Ionen als Keimbildner fungieren, während α-TCP hydratisiert 

vorliegt.  

Hingegen zeigten Joosten et al. [219] an HA bildenden Zementen durch die 

Zugabe verschiedener Gentamicin-Konzentrationen keine signifikanten 

Unterschiede der Druckfestigkeit bei Vergleich mit antibiotikafreiem Zement. 

Für Vancomycin-Zusatz beschrieben Sugo et al. [220], dass die 

Antibiotikazugabe in CaP-Zement-Prüfkörper in einer deutlichen Abnahme der 

Druckfestigkeit resultiert. Ebenso erhielten sie bei Zusatz von Gentamicin-Sulfat 

ähnliche Werte für die Druckfestigkeit wie ohne Antibiotikazusatz.  

Eine Abnahme der Druckfestigkeit von CaP-Zementen mit zunehmendem Zusatz 

von Vancomycin wurde von Chen et al. [194] beschrieben. Sie begründeten dies 

mit Veränderungen der Mikrostruktur, was sich in REM-Bildern als Lücken 

zwischen den Kristallen darstellte (erhöhte Porosität). 

Unterschiede in der Mikrostruktur sind in den REM-Aufnahmen dieser Arbeit nur 

bedingt erkennbar. Insbesondere eine offensichtlich erhöhte Porosität konnte 

nicht festgestellt werden. Lediglich die Zemente mit Vancomycin-Zusatz stellten 



 

101 

 Diskussion  

sich bei vergrößerter Darstellung etwas feinkristalliner dar. Es ist jedoch 

anzunehmen, dass es sich aufnahmebedingt um ein Artefakt handelt. Mögliche 

Ursachen hierfür könnten ein geringfügig besseres Vakuum während der 

Aufnahme, Variationen der Sputterschicht oder eine makellose Bruchfläche des 

Probekörpers sein. 

Die allgemeine Zusammensetzung der Reaktionsprodukte aus „INNOTERE 

Paste-CPC“ zeigt in den hier durchgeführten Untersuchungen keinen Unter-

schied bei XRD-Messungen. Für die Zugabe von Gentamicin könnte aufgrund 

der Sulfat-Ionen des als Gentamicin-Sulfat vorliegenden Antibiotikums die Ent-

stehung von Calciumsulfat erwartet werden. Jedoch war dies in den durchgeführ-

ten XRD-Messungen nicht zu bestätigen. Auch Bohner et al. [121] beschrieben, 

dass an Untersuchungen von DCPD-bildendem Zement mit Zusatz von Genta-

micin, keine Calciumsulfat-Phase in XRD-Messungen nachgewiesen werden 

konnte.  

Auch die durch Hg-Porosimetrie ermittelte offene Porosität zeigte in der hier vor-

liegenden Arbeit bei Zusatz von Antibiotika keine signifikanten Unterschiede im 

Vergleich mit antibiotikafreien Probekörpern. Geringfügige Differenzen der Ge-

samtporosität sind jedoch erkennbar, so zeigten die CaP-Zemente mit Antibio-

tikazusatz eine etwas erhöhte Gesamtporosität auf: bei Gentamicin-Zusatz 

durchschnittlich 36,6 ±0,7 %, bei Vancomycin-Zusatz 35,2 ±7,0 %, ohne Antibio-

tikum 32,1 ±2,7 % (10x gemischt) und 28,9 ±15,1 % (5x gemischt).  

Allgemein wurde die Porosität für CaP-Zemente von Ginebra et al. [6] mit 30 – 

50 % angegeben. Bei Ishikawa und Asaoka [221] betrug die Porosität abhängig 

des Pulver-Flüssigkeitsverhältnisses und der Druckausübung während des Aus-

härteprozesses etwa 30 – 57 %. Somit zeigen sich hinsichtlich der Druckfestigkeit 

keine wesentlichen Abweichungen zu den aus der Literatur bekannten Werten 

für CaP-Zemente.  

Auch ein Zusammenhang zwischen der Porengrößenverteilung und dem Freiset-

zungsverhalten war erkennbar, da innerhalb der Gentamicin-haltigen CaP-Ze-

mente ein Unterschied zwischen 5x und 10x gemischten Probekörpern bestand. 

Hinzu kommt, dass für die Gesamtporosität der 5x gemischten Proben eine 
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deutlich größere Standardabweichung vorlag, als dies bei den 10x gemischten 

Proben der Fall war. Dies lässt darauf schließen, dass die 5x gemischten Probe-

körper größeren strukturellen Schwankungen unterliegen.  

Weiterhin sollte beachtet werden, dass die Porosität und die Druckfestigkeit mit-

einander korrelieren [89]. Bei der Gesamtporosität zeigte keine Probekörper-

Gruppe signifikante Unterschiede auf, bei der Druckfestigkeit gab es jedoch Un-

terschiede zwischen der 5x gemischten Referenz und derjenigen mit Zusatz von 

Gentamicin. Dies lässt darauf schließen, dass die tendenziell erhöhte Druckfes-

tigkeit der Gentamicin-Probe nicht auf eine verringerte offene Porosität, sondern 

vielmehr auf eine veränderte Mikrostruktur (auch geschlossene Porosität), wie 

zuvor bereits beschrieben, zurückzuführen ist.  

Von Takechi et al. [222] wird eine Zunahme der Gesamtporosität für CaP-Ze-

mente (Tetracalciumphosphat und Dicalciumphosphat) mit zunehmendem Anti-

biotikagehalt (Flomoxef-Natrium) angegeben. Zudem konnte von ihnen auch ein 

Zusammenhang zwischen abnehmender Druckfestigkeit und zunehmendem An-

tibiotikagehalt angegeben werden. Derartige Zusammenhänge sind mit den Er-

gebnissen dieser Arbeit nur ansatzweise für den Zusatz von Vancomycin erkenn-

bar. Die absolute Antibiotikabeladung wurde in den Untersuchungen dieser Ar-

beit nicht verändert, wodurch derartige Folgerungen aus den Ergebnissen nicht 

geschlossen werden können. 

Struvit-Zement 

Für Struvit-Zemente konnten durch die Beladung mit Vancomycin bei XRD-Un-

tersuchungen keine Unterschiede innerhalb der kristallinen Struktur nachgewie-

sen werden. Bei Untersuchung des Einflusses der Vancomycinbeladung auf die 

Druckfestigkeit wurden jedoch signifikante Unterschiede zwischen den drei Grup-

pen festgestellt. Die antibiotikafreie Referenz erreichte durchschnittlich 88 MPa, 

diejenige Gruppe mit geringerem Anteil an Vancomycin als Zusatz innerhalb ei-

ner Lösung zur DAHP-Lösung 45 MPa und bei noch größerem Vancomycinzu-

satz in Pulverform wurden 30 MPa erreicht.  

Die verminderte Druckfestigkeit der Struvit-Probekörper mit Antibiotikazusatz in-

nerhalb der DAHP-Lösung kann auf den um 20 % verminderten DAHP-Gehalt 

der Lösung zurückgeführt werden. Daraus lässt sich schließen, dass der 
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gebildete Zement weniger Struvit-Phasen enthält und demnach eine geringere 

Druckfestigkeit aufweist. Der Zusatz von Vancomycin als Zugabe zum MgP-Pul-

ver kann ebenso auf den um 10 % verminderten Anteil des Farringtonit-Aus-

gangspulvers zurückgeführt werden, was folglich das eigentliche Pulver-Flüssig-

keitsverhältnis herabsetzt. Die signifikant geringere Druckfestigkeit könnte aller-

dings auch durch eine vergrößerte Porosität bzw. veränderte Mikrostruktur auf-

grund des Antibiotikazusatzes erklärt werden.  

Gelli et al. [223] beschrieben die Abnahme der Struvit-Phasen bei geringer kon-

zentrierten DAHP-Lösungen. Weiterhin konnte eine Abnahme der Porosität mit 

zunehmendem PLR festgestellt werden. In welchem Ausmaß nun eine erhöhte 

Porosität oder ein geringerer Anteil von gebildeten Struvit-Phasen die Druckfes-

tigkeit negativ beeinflusst, lässt sich durch die Ergebnisse dieser Arbeit nicht fest-

stellen. Die Abnahme der Druckfestigkeiten kann jedoch bei Vergleich mit ande-

rer Knochenersatzmaterialien etwas relativiert werden, da mittlere Werte von 30 

– 45 MPa mit Antibiotikazusatz als relativ hoch angesehen werden. So werden 

für CaP-Zemente ohne Antibiotikazusatz durchschnittlich 30 – 50 MPa angege-

ben [6].  

5.3 Klinische Relevanz 

Die Kombination von Antibiotika und Knochenersatzmaterialien findet seine An-

wendung als adjuvante Maßnahme zur systemischen Antibiose in der septischen 

Knochenchirurgie. Die in dieser Arbeit untersuchten Kombinationen können sich 

unter den hier betrachteten Aspekten in der klinischen Anwendung als erfolgs-

versprechend erweisen. 

Gemäß der Zielsetzung dieser Arbeit zeigte sich für CaP-Scaffolds bei einfachem 

Eintauchen in verschiedene Antibiotikalösungen die Adsorption einer ausrei-

chend große Antibiotikamenge. Lediglich Ciprofloxacin erwies sich aufgrund der 

Überschreitung der Löslichkeit durch den Beladungsvorgang für diese Form der 

lokalen Antibiotikatherapie als klinisch ungeeignet. Für die Freisetzungsuntersu-

chungen nach 24 h Beladungsdauer musste jedoch berücksichtigt werden, dass 

die Antibiotika Ciprofloxacin, Cefuroxim, Clindamycin und Gentamicin initial sehr 

hohe, für Osteoblasten potenziell toxische Konzentrationen freisetzten. Hier 
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sollte allgemein beachtet werden, dass in vivo durch den stetigen Blutfluss eine 

größere Verteilung des freigesetzten Antibiotikums anzunehmen ist, was diesen 

Aspekt relativiert und demnach die Knochenheilung kaum beeinflussen sollte. So 

besteht in vivo jedoch auch die Möglichkeit der Entstehung systemischer Neben-

wirkungen bei lokaler Antibiotikatherapie [224]. Bei entsprechender Anamnese 

konnte dies bei älteren Patienten besonders an dafür sensiblen Organen beo-

bachtet werden [225]. Lediglich für Vancomycin wurden keine toxischen Konzent-

rationen während der Freisetzung beobachtet, weshalb es sich unter diesem Ge-

sichtspunkt als besonders geeignet erwies.  

Generell ist eine Beladungsdauer von 24 h klinisch relativ schwierig umzusetzen, 

weshalb Untersuchungen mit nur 1 h Beladungsdauer für Gentamicin und 

Vancomycin durchgeführt wurden. Hierbei lag auch die Gentamicinfreisetzung 

stets unterhalb der angegebenen zytotoxischen Konzentration. Jedoch konnte 

bei beiden Antibiotika eine für therapeutische Zwecke zu kurze Frei-

setzungsdauer beobachtet werden. Allerdings relativiert sich dieser Aspekt, da 

bei septischer Knochenchirurgie die lokale Antibiotikatherapie stets als ad-

juvanter Ansatz zur systemischen Gabe erfolgen sollte. Zudem wurde für 

Vancomycin und Gentamicin (1 h Beladungsdauer) sogar nach 24 h Frei-

setzungsdauer eine antibakterielle Wirkung im Agardiffusionstest gegenüber 

S. aureus nachgewiesen. Diese Beobachtung lässt die lokale Antibiose mit CaP-

Scaffolds als adjuvante Therapie sinnvoll erscheinen.  

Ein erster Erfolg zur Problemlösung des relativ kurzen Freisetzungsintervalls bei 

nur 1 h Beladungsdauer zeigte sich mit der Vancomycinbeladung und anschlie-

ßender Na2CO3-Tauchbad-Behandlung. Hierbei lag die zu beobachtende Frei-

setzungsdauer bei 16 d, was auch für therapeutische Ansätze ausreichend sein 

sollte. Die Beeinflussung der Löslichkeit von Vancomycin ist zudem ein klinisch 

umsetzbarer Ansatz. Jedoch müssten bis zur endgültigen klinischen Umsetzbar-

keit noch Folgeuntersuchungen mit größerer Stichprobenanzahl durchgeführt 

werden. 

An CaP-Zementen konnte für Vancomycin eine vollständige Freisetzung der zu-

gegebenen Antibiotikamenge festgestellt werden, was unabhängig von der 

Mischzyklenanzahl zu beobachten war. Die vollständige Freisetzung erfolgte 
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über einen Zeitraum von 34 d. Auch die Druckfestigkeit zeigte sich im Vergleich 

zur antibiotikafreien Referenz nicht signifikant vermindert. Bei Zusatz mit Genta-

micin war zum einen eine unvollständige Freisetzung zu erkennen, zum anderen 

deutete sich eine Abhängigkeit des Freisetzungsverhaltens vom Herstellungspro-

zess an. Die unvollständige Freisetzung des Gentamicinzusatzes während des 

Beobachtungszeitraums kann aus mikrobiologischer Sicht für die klinische An-

wendung eher nachteilig sein, da die prolongierte Freisetzung geringer Antibio-

tikakonzentrationen zur bakteriellen Resistenzbildung beitragen kann. Diese Be-

obachtung wurde bereits für PMMA-Zemente beschrieben. Jedoch sollte auch 

hierbei berücksichtigt werden, dass über einen relativ langen Zeitraum Konzent-

rationen oberhalb der MHK (sensibler Bakterienspezies) abgegeben werden. 

Dadurch kann angenommen werden, dass derart alle lokal ansässigen Bakterien 

abgetötet werden. Ebenso ist auch durch die Abbaubarkeit der CaP-Zemente die 

Antibiotikafreisetzung, anders als bei PMMA-Zementen, einer gewissen Limita-

tion unterzogen.  

Zudem zeigen sich für Gentamicin die angedeuteten verbesserten Ergebnisse 

der Druckfestigkeitsuntersuchung als vorteilhaft. Abschließend ist festzustellen, 

dass eine Mischzyklenanzahl von 10 zu präferieren ist, da hieraus bessere 

mechanische Eigenschaften resultierten und bei der Porositätsmessung die 

Standardabweichung geringer ausgeprägt war. Bezüglich der unterschiedlichen 

Antibiotika zeigt sich der Vancomycinzusatz aufgrund der vollständigen 

Freisetzung vorteilhafter, wobei auch die Resistenzen-provozierende Wirkung 

des Gentamicinzusatzes innerhalb eines degradierbaren KEM als gering 

einzustufen ist und die freigesetzten Konzentrationen während des gesamten 

Freisetzungsintervalls oberhalb der MHK für S. aureus lagen.  

Die Untersuchungen an Stuvit-Zementen sollten erste Hinweise auf deren Frei-

setzungsverhalten geben. Es zeigte sich eine schnellere Abnahme der Freiset-

zungsrate im Vergleich mit den CaP-Zementen, was mit der unvollständigen Frei-

setzung von nahezu 30 % der absoluten Antibiotikamenge erklärt werden kann. 

Die vergleichsweise geringe Porosität und größeren Kristallite der Struvit-Ze-

mente haben vergrößerte Diffusionsstrecken bzw. vollständige physikalische Ein-

schlüsse der Medikamente ohne Kontakt zum Elutionsmedium zur Folge. Somit 
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wäre eine fortschreitende Freisetzung erst mit allmählicher Resorption der Trä-

gersubstanz zu erwarten. Die im Vergleich zu CaP-Zementen hohe Druckfestig-

keit und die aus der Literatur bekannte schnellere Abbaurate lassen Struvit-Ze-

mente als KEM sowie als Wirkstoffträger für Antibiotika vielversprechend erschei-

nen. Die inkomplette Freisetzung verlängert in vivo durch allmähliche Degrada-

tion des Trägermaterials die Gesamtfreisetzungsdauer. Jedoch ist diese durch 

die gute Abbaubarkeit zeitlich begrenzt. Auch die Freisetzung des Antibiotikums 

oberhalb der MHK in einem umschriebenen Kompartiment sollte eigentlich zu 

einer vollständigen Bakterienelimination führen, sodass die vielfach diskutierte 

Resistenzen-provozierende Wirkung prolongierter Antibiotikafreisetzung ver-

nachlässigt werden kann.  
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6 Zusammenfassung 
Das Ziel dieser Arbeit bestand darin verschiedene anorganische KEMs (CaP-

Scaffolds, CaP-Zement, Struvit-Zement) mit Antibiotika zu versetzen und deren 

Freisetzungsverhalten zu charakterisieren. Zudem sollte für Knochenzemente 

der Einfluss des Antibiotikazusatzes auf materialcharakteristische Eigenschaften 

untersucht werden. Speziell für die CaP-KEMs sollte eine klinisch praktikable und 

demnach möglichst einfache Methode etabliert werden, um dem Zement/Scaffold 

ein Antibiotikum zuzuführen. Aus diesem Grund wurden für die Versuche Antibi-

otika in handelsüblichen Dosierungen aus der Apotheke verwendet. Die Ausla-

gerung der Proben erfolgte in PBS, die Detektion der Antibiotika mit Hilfe eines 

UV/VIS-Spektrophotometers. Zudem wurde für einige ausgewählte Kombinatio-

nen aus Antibiotikum und KEM mit einem Agardiffusionstest die antibakterielle 

Wirkung durch ihre Freisetzung aus dem jeweiligen Trägermaterial bestätigt. 

Die Antibiotikabeladung der 3D-gedruckten CaP-Scaffolds erfolgte durch Eintau-

chen in klinisch übliche Antibiotikalösungen, sodass die Antibiotika an der Ober-

fläche adsorbierten. Einerseits wurde der Einfluss der Beladungszeiträume auf 

die Freisetzungscharakteristik andererseits das Freisetzungsverhalten unter-

schiedlicher Antibiotika untersucht. Bei den Untersuchungen mit dem Antibioti-

kum Ciprofloxacin kam es während der Beladung zu Überschreitungen des Lös-

lichkeitsproduktes, was eine klinische Anwendung einschränkt. Weiterhin wurden 

für die Beladungsdauer von 24 h während der Freisetzung initial potenziell zyto-

toxische Antibiotikakonzentrationen (außer bei Vancomycin) überschritten. In-

wiefern dies die Wund- und Knochenheilung beeinträchtigt, lässt sich anhand 

dieser Arbeit nicht abschätzen. Zudem zeigten Untersuchungen mit nur 1 h Be-

ladungsdauer mit den Antibiotika Gentamicin und Vancomycin wesentliche Un-

terschiede. Zum einen wurde insgesamt weniger Antibiotikum an die Scaffolds 

adsorbiert, weiterhin war die messbare Gesamtfreisetzungsdauer für eine adä-

quate alleinige lokale Antibiotikatherapie zu kurz. Jedoch könnte diese Form der 

Antibiotikabeladung als adjuvante Maßnahme zu einer systemischen Therapie 

durchaus Anwendung finden. Für Vancomycin konnte diese Freisetzungsdauer 

in einem orientierenden Versuch durch die zusätzliche Behandlung mit einer 
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Natriumcarbonat-Lösung (pH ≈ 11) wesentlich verlängert werden, da derart die 

Löslichkeit des Antibiotikums herabgesetzt wurde.  

Die Untersuchungen an CaP-Zement mit Antibiotikazusatz erfolgten mit einer kli-

nisch bereits etablierten ölbasierten CaP-Zement-Paste. Hierbei wurde einerseits 

der Einfluss auf das Freisetzungsverhalten durch Zusatz unterschiedlicher Anti-

biotika (Vancomycin, Gentamicin) sowie einer unterschiedlichen Mischzyklenan-

zahl (5x, 10x) dargestellt. Mit Vancomycin beladene Zemente zeigten über den 

Beobachtungszeitraum von 34 d unabhängig der Mischzyklenanzahl eine voll-

ständige Freisetzung der zugegebenen Antibiotikamenge, was auf eine relativ 

schnelle Freisetzungsrate schließen ließ. Zudem wiesen die untersuchten Mate-

rialeigenschaften von 10x gemischten Probekörpern (Porosität, Druckfestigkeit) 

mit Vancomycin-Zusatz nur unwesentliche Veränderungen im Vergleich zu anti-

biotikafreien Probekörpern auf. Die 5x gemischten Probekörper zeigten allge-

mein geringere Werte der Druckfestigkeit auf, weshalb unter diesem Aspekt die 

10x gemischten Probekörper zu präferieren sind. Die CaP-Probekörper mit 

Gentamicin-Zusatz erwiesen sich als abhängig von der angewandten Mischzyk-

lenanzahl, die sich in unterschiedlichen absolut freigesetzten Antibiotikamengen 

zeigte. Hier wurden von den 5x gemischten Probekörpern mehr Gentamicin frei-

gesetzt als von 10x gemischten. Jedoch wurde auch von 5x gemischten Probe-

körper nicht die gesamte zugegebene Gentamicinmenge freigesetzt. Eine voll-

ständige Freisetzung wäre folglich nur durch die Degradation des Trägermateri-

als zu erwarten. Weiterhin wurde die antibakterielle Wirksamkeit von CaP-Ze-

menten sowie CaP-Scaffolds (bei 1 h Beladungsdauer) mit dem Antibiotikazusatz 

Vancomycin und Gentamicin in einem Hemmhoftest gegenüber S. aureus ge-

zeigt. 

Die Freisetzungsuntersuchungen an Struvit-Zementen wurden mit dem Antibioti-

kum Vancomycin durchgeführt und sollten erste Rückschlüsse auf dessen Eigen-

schaften als Trägermaterial geben. Es wurden zwei verschiedene Beladungs-

möglichkeiten angewandt. Einerseits konnte das gelöste Antibiotikum der DAHP-

Lösung zugegeben werden, in einem weiteren Ansatz wurde es als Pulver dem 

Farringtonit-Ausgangspulver beigemengt. Außerdem zeigte sich, dass alleiniges 

Auflösen des Vancomycin-Pulvers in der 3,5 M DAHP-Lösung, auch unter 
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Erhitzen, nicht möglich war. Durch die Zugabe des Vancomycins in Pulverform 

konnte ein Vielfaches der Antibiotikamasse im Vergleich zur Zugabe der Vanco-

mycin-Lösung dem Struvit-Zement zugegeben werden. Dies zeigte jedoch auch 

eine erhöhte Abnahme der Druckfestigkeit. In den Freisetzungsuntersuchungen 

wurden 30 % der zugegebenen Antibiotikamasse freigesetzt. Es ist anzunehmen, 

dass die verbleibenden 70 % erst mit der Degradation der Trägersubstanz abge-

geben werden. 

Die Freisetzung der Antibiotika erreichte für alle untersuchten Kombinationen in 

vitro ausreichend hohe, antibakteriell wirksame Antibiotikakonzentrationen. Der 

bedarfsgerechte und dem jeweiligen Keimspektrum anpassbare Zusatz von An-

tibiotika in KEMs könnte somit die bestehenden klinischen Therapiemöglichkei-

ten von infizierten Knochendefekten zukünftig sinnvoll ergänzen. 
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8 Anhang 

 

Exemplarisch dargestellt ist die Mischvorrichtung zur Herstellung der CaP-Probekörper. Links 
zeigt sich die Spritze mit der Zementpaste, die über einen Adapter mit einer Spritze mit der Anti-
biotikalösung/Wasser (rechts) verbunden ist. 

 
 

Abbildung 28: Aufbau Mischvorrichtung CaP-Zement 
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Gezeigt ist die graphische Darstellung der Kalibriergeraden der jeweiligen Antibiotika. Es wurden 
für alle Antibiotika jeweils fünf Kalibrierlösungen einer Konzentration hergestellt und daraus der 
Mittelwert der Absorbanz mit der jeweiligen Standardabweichung gebildet. Die lineare Anpassung 
erfolgte mit der OriginPro-Software. 

Abbildung 29: Darstellung der Kalibriergeraden  
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Gezeigt ist das Gefäß mit 20 mL der 2 mg/mL konzentrierten Ciprofloxacin-Lösung, nachdem die 
Beladung eines HA-Scaffolds beendet war und dieser entfernt wurde. Die kristalline Ausfällung 
durch Überschreitung des Löslichkeitsproduktes innerhalb der unteren Hälfte des Gefäßes sind 
erkennbar. 

 

Abbildung 30: Ciprofloxacin-Beladungslösung nach Ende der Beladungsdauer 
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Es sind exemplarische Ergebnisse des Hemmhoftests mit S. aureus dargestellt. Die CaP-Probe-
körper wurden mit den Antibiotika Vancomycin oder Gentamicin versetzt. Die CaP-Zement-Pro-
bekörper (A,B) wurden stets 10x mit der Antibiotikalösung vermischt; die Scaffolds (C,D) wurden 
für 1 h mit dem jeweiligen Antibiotikum beladen. Es erfolgte an allen Probekörpern eine voraus-
gegangene Freisetzungsuntersuchung nach zuvor beschriebenen Mediumwechselschritten; die 
Probekörper wurden nach 24 h auf die Agar-Platten überführt. Bei allen mit Antibiotikum versetz-
ten Probekörpern lässt sich ein Hemmhof erkennen (A-D), wobei die antibiotikafreie Referenz (E) 
keinen Hemmhof zeigt. Zudem wird der Hemmhof eines mit Vancomycin-beladenen Scaffolds 
und Na2CO3-Behandlung gezeigt (F, linke Hälfte der Petrischale)

Abbildung 31: Exemplarische Ergebnisse des Hemmhoftests 
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C 

F 

D  
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