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Viele in der Natur vorkommende Strukturen sind Komposite und zeichnen sich durch
exzellente mechanische Eigenschaften aus, welche jene ihrer einzelnen
Grundbestandteile weitaus Uberragen. [1] Dies beruht auf ihrem hierarchischen,
raumlich anisotropen Aufbau, welcher von der makroskopischen bis hin zur atomaren
Ebene vorhanden ist. [2-5] Als Beispiele fur solche naturlichen Strukturen gelten Holz,

Bambus, Muscheln oder Zahne. [1, 6]

Auch osteochondrales Gewebe zeichnet sich durch solch einen Aufbau aus. [3] Kommt
es zu einem Defekt des Gewebes, kann dieser schlecht regeneriert werden, da
Knorpelgewebe avaskular ist und eine geringe Zelldichte besitzt. [7] Durch derzeitige
Therapiemethoden entsteht oftmals ein Reparaturknorpel mit minderen mechanischen
Eigenschaften, der den Anforderungen im Gelenkbereich langfristig nicht standhalten
kann. [8]

Der Forschungsbereich des Tissue Engineerings sucht daher neue Strategien zur
Regeneration von osteochondralem Gewebe. Hierbei werden unter anderem der
Aufbau und die Zusammensetzung naturlicher Strukturen bis ins Detail untersucht und
diese anschlieRend imitiert. [9, 10] Eine einfache und kostengunstige Methode zur
Nachahmung der anisotropen Struktur von osteochondralem Gewebe ist die
Gefrierstrukturierung. [11, 12] Hierbei wird eine Losung oder ein Schlicker entlang
eines externen Temperaturgradienten gerichtet erstarrt. [13] Nach anschliel3ender
Gefriertrocknung stellt sich ein Negativ der Eiskristallstruktur dar. [13]

Am Lehrstuhl fur Funktionswerkstoffe der Medizin und Zahnmedizin (FMZ) in
Wirzburg wurde die Gefrierstrukturierungsanlage ,Adjustable Cryostructuring Device*
entwickelt. [14] Diese Anlage erzeugt anhand von zwei Peltier-Elementen einen
vertikalen, externen Temperaturgradienten. [14] Das Eiskristallwachstum erfolgt in die
dem Temperaturgradienten entgegengesetzte Richtung. [14] Die Feststoffe werden
zwischen die wachsenden Eiskristalle gedrangt. [14] Nach der Gefriertrocknung stellt
sich ein lamellares Porensystem dar, welches eine raumliche Anisotropie aufweist. [13,
14] Mit diesem Verfahren konnten Dbereits mehrschichtige anisotrope
Zelltragermatrices mit zonenspezifischer Zusammensetzung zur Nachahmung von

osteochondralem Gewebe hergestellt werden. [14, 15]
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, basierend auf der zuvor erwahnten Forschung
[14, 15], zweischichtige anisotrope Kollagen-Keramik-Systeme zur Nachahmung von
osteochondralem Gewebe herzustellen, wobei die eine Schicht Knorpel und die
andere darunterliegenden Knochen nachahmen sollte. Hierfur sollte zunachst der
Prozess der Gefrierstrukturierung optimiert werden. Als Material wurde Alginat
gewahlt, da es kostengunstig ist und aufgrund der einfachen Handhabung optimal fur
eine systematische Untersuchung geeignet erschien. [16] Die hiermit
gefrierstrukturierten Proben waren zwar in der vertikalen Ebene geordnet, hatten
jedoch in der horizontalen Ebene mehrere Domanen unterschiedlicher Ausrichtung.
Dieser Effekt kann mithilfe der bidirektionalen Gefrierstrukturierung, bei der durch die
Verwendung eines Teflonkeils ein zweiter, horizontaler Temperaturgradient erzeugt
wird, umgangen werden, wodurch die hergestellten Systeme eine noch hohere
Ordnung erhalten wirden. [17] Somit kdnnte der Aufbau naturlicher Strukturen mit
einzigartigen mechanischen Eigenschaften und hoch strukturiertem Aufbau, wie
beispielsweise Perimutt, nachgeahmt werden. Da osteochondrales Gewebe hohen
Belastungen im Gelenkbereich ausgesetzt ist, sollten die mechanischen
Eigenschaften durch bidirektionale Gefrierstrukturierung optimiert werden. [18] Somit
wurde in Anlehnung an die von Bai et al. durchgefuhrten Studien [17] im ersten Teil
der Arbeit systematisch untersucht, ob die Domanenanzahl durch die Verwendung
eines Teflonkeils verringert werden kann. Dabei wurden die Steigung des Teflonkeils
sowie der Temperaturgradient variiert. Die Auswirkungen der genannten Parameter
auf die Morphologie der gefrierstrukturierten Proben wurden durch die Untersuchung

der Porenorientierung sowie des Porendurchmessers beurteilt.

In Anlehnung an die von Stuckensen et al. [15] durchgefuhrten Versuche wurden
anschliel3end zweischichtige Systeme hergestellt. In der vorliegenden Arbeit wurden
hierbei systematisch Parameter variiert und deren Auswirkung auf die Morphologie,
sowie auf die Qualitat des Verbundes an der Grenzflache untersucht. Diese
zweischichtigen Systeme bestanden zunachst aus dem Biopolymer Alginat und dem
Calciumphosphat Bruschit. Alginat diente hierbei, aufgrund der bereits genannten
Eigenschaften als Modellsystem und wurde im spateren Verlauf der Arbeit durch Typ
Il Kollagen ersetzt, um die naturliche Zusammensetzung von osteochondralem
Gewebe nachzuahmen. [19, 20] Das Calciumphosphat Bruschit, welches aufgrund
seiner vorwiegend schnell abbaubaren Eigenschaften vorteilhaft fir eine Regeneration
des Knochens erscheint [21, 22], wurde zur Nachahmung der anorganischen Phase

2
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des Knoches gewahlt. [23] Die erste, den Knochen imitierende, Schicht der Systeme
bestand somit aus Alginat und Bruschit. Die zweite Schicht, welche Knorpel imitieren
sollte, bestand aus Alginat. Es wurden systematisch das Pulver-zu-
Flussigkeitsverhaltnis des Schlickers, der Temperaturgradient und die Alginat-
Konzentration variiert. Ein besonderes Augenmerk lag hierbei auf dem
Grenzflachenverbund zwischen den beiden Schichten. Die erste Schicht der Systeme
wurde auf eine mogliche bevorzugte Orientierung der Bruschitkristalle untersucht, um
ein genaueres Verstandnis des Aufbaus der hergestellten Proben zu erlangen.

Die durch zweischichtige Alginat-Bruschit-Systeme gewonnen Erkenntnisse wurden
im Anschluss auf die Kollagen-Bruschit-Systeme Ubertragen, um osteochondrales
Gewebe nicht nur strukturell, sondern auch in der Zusammensetzung nachzuahmen.

Im Fokus lag hier ebenfalls die Untersuchung der Grenzflache der beiden Schichten.
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2.1 Alginat
Eines der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Biopolymere war Alginat, welches

kommerziell aus der Braunalge gewonnen wird. [24] Es macht circa 40% des
Trockengewichts der Pflanze aus und ist somit ein wichtiger struktureller Bestandteil.
[25] AuRerdem wird Alginat auch von den Bakterienarten Pseudomonas und
Azotobacter produziert. [24, 26] Hier ist Alginat der Hauptbestandteil des bakteriellen
Biofilms und dient als Schutz vor externen Einflissen, wie dem Immunsystem des
Wirts. [24, 26]

Alginat ist ein biokompatibles [27, 28], hydrophiles [29], nicht toxisches Material [30].
Es ist kostengunstig und einfach in der Handhabung. [16] Aufgrund dieser
Eigenschaften ist der Einsatzbereich von Alginat, in Form von Hydrogelen, vielfaltig.
[25, 31, 32] Unter anderem wird es als Wunderverband [29], irreversibles
Abformmaterial in der Zahnheilkunde [16], Tragermaterial fur Proteine [33],
Tragermaterial fur Zellen [34, 35] oder Arzneimittel [30], in der Lebensmittelindustrie
[36], in Kosmetika [37] oder zur Behandlung der gastroosophagealen Refluxkrankheit
[38, 39] verwendet.

2.1.1 Struktur
Alginat ist ein anionisches Polymer [40], welches aus den Monomeren, [(-D-

Mannuronsaure (M) und a-L-Guluronsaure (G) aufgebaut ist. [24] Diese sind 1,4-
glykosidisch miteinander verknupft. [31] Dadurch entsteht ein lineares Copolymer,
welches sich entweder aus GG- bzw. MM-Blocken, wie in Abbildung 1 dargestellt, oder
sich abwechselnden MG- bzw. GM-Einheiten zusammensetzt. [30, 40] Die MM-Blocke
weisen diaquatoriale Bindungen auf, wohingegen die Monomere innerhalb der GG-
Blocke durch diaxiale Bindungen verknupft sind. [31] Aus diesem Grund sind
homopolymere GG-Blocke steifer sind als MM-Blocke. [31]
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CO0~ OH
, o
coo- OH \/ \OH
0

Abbildung 1:  Chemische Struktur von Alginat. Dargestellt ist ein MM-Block, gefolgt von einem GG-
Block. Ubernommen aus [41]. Lizensiert unter Creative Commons Lizenz CC BY 3.0.

Je nachdem woraus das Alginat gewonnen wird, variiert die Lange der Blocke sowie
die Zusammensetzung aus M und G Monomeren. [41] Dies beeinflusst die
physikalischen Eigenschaften des Alginats maldgeblich und somit auch die der, im
Rahmen der Gefrierstrukturierung, hiermit hergestellten Systeme. [25] Zum Beispiel
verringert ein hoher Anteil an M-Blocken die Viskositat, wodurch ein Hydrogel mit
hohem Alginat Anteil erzeugt werden kann. [28] Ein weiterer Faktor, mit welchem
neben dem M/G-Verhaltnis die Eigenschaften des Alginat-Hydrogels gesteuert werden
kann, ist das Molekulargewicht von Alginat. [26] Dieses liegt zwischen 50 g/mol und
100.000 g/mol. [31]

2.1.2 Hydrogel
Eine einfache Methode, um ein Alginat-Hydrogel herzustellen ist, der Alginat-Losung

divalente Kationen beizufligen [25, 32]. Die divalenten Kationen, wie beispielsweise
Calcium-lonen, sollen als ionische Vernetzer dienen [31]. Dadurch kdnnen sich
zwischen den GG-Blocken benachbarter Polymerketten lonen einlagern [42]. Durch
die Vernetzung wird ein Gel-Netzwerk ausgebildet [42]. Dieser Vorgang wird von
Grant, GT et al. durch das sogenannte ,Eierschachtel-Modell“ beschrieben [43]. Da
die Calcium-lonen zwischen den gegenuberliegenden GG-Blocken eingelagert
werden, erinnert das Bild an eine Eierschachtel mit darin befindlichen Eiern [44].

Die ionisch vernetzten Gele I16sen sich unter physiologischen Bedingungen auf, da die
divalenten lonen aufgrund der Interaktion mit monovalenten Kationen in Losung gehen

[25]. Dies hat eine mit der Zeit abnehmende Stabilitat der Hydrogele zur Folge [25].

2.2 Kollagen
Ein weiteres, neben Alginat, in dieser Arbeit verwendete Biopolymer war Kollagen.

Kollagen macht ein Drittel aller Proteine im menschlichen Korper aus und ist
vorherrschender Bestandteil der extrazellularen Matrix. [45] Es wurden bisher 28
Isoformen beim Menschen entdeckt. [2] Kollagen ist biokompatibel und leicht
biologisch abbaubar. [46]
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Ein Kollagenmolekul besteht aus drei a—Ketten. [45] Diese konnen hetero- oder
homotrimer sein. [45] Typ | Kollagen ist beispielsweise heterotrimer und verfugt Gber
zwei identische a—Ketten und eine a,—Ketten. [46] Jede a—Kette setzt sich aus circa
1000 Aminosauren zusammen. [46] Diese sind in Domanen von sich wiederholenden
Glycin(Gly)-X-Y-Einheiten organisiert. [47] Die X-Stelle ist haufig von Prolin, die Y-
Stelle von 4-Hydroxyprolin besetzt. [45] Jede einzelne a—Kette formt sich zu einer
linksgangigen Helix. [45] Alle drei a-Ketten formen dann gemeinsam eine

rechtsgangige Tripel-Helix, das Tropokollagen. [45]

2.3 Calciumphosphate und Bruschit

2.3.1 Calciumphosphate

Im menschlichen Korper sind Calciumphosphate (CaPs) der Hauptbestandteil der
anorganischen Phase von Hartgewebe, wie Knochen und Zahnen [48, 49], wodurch in
der vorliegenden Arbeit ein CaP als Bestandteil der Schicht, welche Knochen imitieren
sollte, gewahlt wurde. Daruber hinaus kommen CaPs auch in Sehnen [48] und
pathologischen Verkalkungen, wie Urinsteinen [50], vor.

CaPs sind biokompatibel [51], bioaktiv [52] und wirken osteokonduktiv [53]. CaP-
Biomaterialien sind per se nicht osteoinduktiv [54], jedoch kann eine osteoinduktive
Wirkung durch eine entsprechende Geometrie sowie Makro- und Mikropordsitaten im
Biomaterial erzeugt werden. [53] Dadurch konnen sich Wachstumsfaktoren (BMPs)
und Osteoprogenitor-Zellen aus dem Blut anheften. [53] Eine Osteoinduktivitat kann
auch erzielt werden, indem das CaP-Biomaterial als Tragermatrix von BMPs oder
bioaktiven Proteinen, wie zum Beispiel Kollagen oder Knochen-Sialoprotein (BSP),
eingesetzt wird. [53] Durch die genannten Methoden ist eine osteoinduktive Wirkung
von CaP-Biomaterialien auch in nicht-kndchernen Geweben zu beobachten. [55]

Es gibt verschieden Arten von CaPs, die sich in ihrer Loslichkeit unterscheiden. (vgl.
Abbildung 2) [48]
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Calcium content, log (Cca/mol L71)

Abbildung 2:  Ld&slichkeitskurven verschiedener Calciumphosphate. DCPA steht hierbei fir
Dicalciumphosphat-Anhdrat (Monetit), wahrend DCPD fiir Dicalciumphosphat-Dihydrat (Bruschit) steht.
HAp steht fir Hydroxylapatit, RB-TCP fir Beta-Tricalciumphosphat und OCP steht fir
Octacalciumphosphat. Ubernommen aus [56]. Lizensiert unter der Creative Commons Lizenz CC BY
3.0.

Unter normalen physiologischen Bedingungen sind CaPs stabil, weisen jedoch unter
aziden Bedingungen, wie bei Osteoklastentatigkeit, eine deutlich hohere Loslichkeit
auf. [51] Daher kommt es im menschlichen Korper mit der Zeit zum Abbau der CaP-
Biomaterialien. [57]

Aufgrund ihrer Eigenschaften eignen sich CaPs als Biomaterialien zur Regeneration
von Knochendefekten. [52] Hierbei werden sie als injizierbare Zemente [58-60], 3-D
gedruckte Zelltragermatrices (,Scaffolds®) [61-65] oder Beschichtung von metallischen
Implantaten [66-68] verwendet. Sie kdnnen auch als Tragermatrix von Zellen [69],
Proteinen [70], oder Medikamenten [63, 71] dienen. Da sie eine geringe Zugfestigkeit
aufweisen [72], sind sie derzeit nur zur Behandlung von Knochendefekten in nicht
lasttragenden Bereichen geeignet. [51, 73] CaP-Biomaterialien werden daher im
medizinischen und zahnmedizinischen Bereich vor allem fur Augmentationen im
Bereich des Alveolarknochens [74, 75], zur Behandlung parodontaler Defekte [76], im
Rahmen eines Sinus-Lifts [74], zur Behandlung von Knochendefekten nach Tumor-
Operationen [53] und als Mittelohrimplantate [77] eingesetzt. Die Verbesserung der
mechanischen Eigenschaften, um das Einsatzgebiet zu erweitern, ist Gegenstand
derzeitiger Forschung. [78-81]
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2.3.2 Bruschit
Zur Nachahmung der anorganischen Phase des Knochens in der ersten Schicht der

zweischichtigen Biopolymer-Keramik-Systemen wurde das CaP Bruschit gewahilt.
Bruschit (Dicalciumphosphat-Dihydrat, CaHPOs - 2H>O [82]) gehort, wie Monetit
(Dicalciumphosphat-Anhydrat), zu der Gruppe der Dicalciumphosphate. [83] Monetit
ist die wasserfreie Form von Bruschit und kann durch Dehydratation aus Bruschit bei
Temperaturen Uber 60 °C erzeugt werden. [83, 84] Bruschit entsteht durch
Prazipitation aus einer basischen Calciumquelle, einer sauren Phosphatquelle und
Wasser [83], wobei die Prazipitationsreaktion exotherm ist [85]. Bruschit gehdrt dem
monoklinen Kristallsystem an. [82] Je nach pH-Wert und Konzentration der Losung
konnen die Bruschitkristalle verschiedene Morphologien aufweisen. [82]

Der Abbau von Bruschit im Korper erfolgt passiv Uber Dissoziation. [86] Der aktive
Abbau erfolgt zellular, zu Beginn vor allem durch Makrophagenaktivitat. [21] Bei
Langzeit-Implantation kommt es zur Reprazipitation des Bruschits zu Apatit. [21, 22]
Der Abbau findet dann hauptsachlich Uber Osteoklastentatigkeit statt. [21, 57] Folglich
kommt es zur Remodellierung des Knochens. [55] Da die Korperflissigkeiten
bezuglich Hydroxylapatit Gbersattigt sind, findet jedoch keine Dissoziation mehr statt,
wodurch sich der Abbau des Biomaterials enorm verlangsamt. [21, §7, 87] In der
Forschung gibt es bereits Ansatze, welche die Reprazipitation von Bruschit zu
Hydroxylapatit verhindern sollen, um ein vollstandig abbaubares Biomaterial zu
erhalten. [22, 88]

2.4 Knochen
Die hergestellten zweischichtigen Biopolymer-Keramik-Systeme sollten Knorpel mit

darunterliegenden Knochen imitieren, wodurch ein Verstandnis des Aufbaus und der
Zusammensetzung beider Strukturen von Bedeutung ist. Knochen ist ein anisotropes,
hierarchisch aufgebautes Gewebe. [89] Dieses setzt sich aus einer organischen und
anorganischen Phase zusammen. Die organische Phase besteht hauptsachlich aus
Typ | Kollagen und Wasser. [90] Aullerdem kommen kleine Mengen anderer
Kollagentypen (111, VI) [20] sowie nicht-kollagene Proteine und Proteoglykane [23] vor.
Der Hauptbestandteil der anorganischen Phase besteht aus Hydroxylapatit [23],
welcher mit Carbonat- (4-5 %), Natrium- (0,9 %) und Magnesium- (0,5 %) lonen
verunreinigt ist [90]. Diese Verunreinigungen fuhren zu einem wenig kristallinen,

Calcium-defizienten, carbonierten Hydroxylapatit. [90]
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Auf atomarer Ebene ist Knochen aus Tropokollagen-Molekllen aufgebaut. [91] Sie
sind jeweils 300 nm lang und haben einen Durchmesser von 1,5 nm. [90] Die
Tropokollagen-Molekule lagern sich zu einer Mikrofibrille zusammen [90], wobei der
Abstand zwischen den einzelnen Molekulen die Einlagerung von Hydroxylapatit-
Kristallen ermdglicht [92]. Diese Kristalle sind dunn (2-4 nm) [48] und ihre c-Achse
richtet sich nach der Langsachse der Kollagenfibrille aus [92]. Mehrere in eine
Richtung verlaufende Fibrillen lagern sich zu einer Kollagenfaser zusammen. [91]
Diese Fasern lagern sich wiederum parallel zueinander an und bilden eine Lamelle,
innerhalb derer die Ausrichtung der Fasern gleich ist [91]. Die jeweilige
Faserorientierung zwischen benachbarten Lamellen kann sich hingegen voneinander
unterscheiden. [93, 94]

Makroskopisch ist Knochen aus Kortikalis und Spongiosa aufgebaut. [23] Die Kortikalis
setzt sich aus zylinderformigen funktionellen Einheiten, den Osteonen, zusammen.
[95] Jedes Osteon ist von einer Zementlinie umgeben, die es von der Umgebung
abgrenzt. [91] Im Zentrum eines Osteons befindet sich der Havers-Kanal, der die
vaskulare Versorgung beinhaltet. [91] Dieser ist von 3-8 konzentrisch angeordneten
Knochenlamellen, zwischen denen sich der Kollagenfaserverlauf andert,
umschlossen. [93]

Die Spongiosa besteht aus einem Trabekelnetzwerk, welches ebenso aus Lamellen
aufgebaut ist. [94] Die Trabekel richten sich entlang der Trajektorien des Knochens
aus. Innerhalb der Trabekel lagern sich Lamellen aneinander, deren Kollagenfasern in
dieselbe Richtung verlaufen. [94] Zwischen den Trabekeln liegt das Knochenmark,

welches reich an hamatopoetischen und mesenchymalen Stammzellen ist. [96]

2.5 Osteochondrales Gewebe
Knorpelgewebe ist ein avaskulares, aneurales und alymphatisches Gewebe mit einer

niedrigen Zelldichte. [7, 97] Die Nahrstoffversorgung erfolgt durch Diffusion aus der
Synovialfliussigkeit und dem subchondralen Knochen. [98] Je nach Zusammensetzung
und Struktur der extrazellularen Matrix wird zwischen hyalinem, fibrésem und
elastischem Knorpel unterschieden. [7, 99] Hyaliner Knorpel ist die am haufigsten
vorkommende Knorpelart im Korper. [7] Er ist auf den artikulierenden Flachen der
Knochen [100], aber auch an der Nase, der Trachea und den Bronchien zu finden [7].
Im folgenden Absatz wird auf den artikulierenden Knorpel naher eingegangen, da
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dieser, im Zuge der vorliegenden Arbeit, mit dem darunterliegenden Knochen imitiert

werden sollte.

Chondrozyten sind die Zellen des Knorpels, machen jedoch nur 1 — 5 % des
Gewebevolumens aus. [2, 3] Sie regulieren und synthetisieren die Matrixbestandteile.
[3, 101] Das restliche Volumen setzt sich aus extrazellularer Matrix zusammen, welche
zu 80 % aus Wasser und 20 % aus fester Phase besteht. [2] Die feste Phase beinhaltet
vor allem Typ Il Kollagen und das Proteoglykan Aggrecan. [2, 97, 101] Typ Il Kollagen
macht 95% des gesamten Kollagens im artikulierenden Knorpel aus und ist der
Grundbaustein des fibrillaren Netzwerkes. [19] Die Struktur des Typ Il Kollagens ist
homotrimer, bestehend aus drei identischen a1-Ketten. [102] Weitere im Knorpel
vorhandene Kollagene sind die Typen Xl, IX und X. [19] Aggrecan ist in das fibrillare
Netzwerk eingebettet. [2] Es besteht aus einem Proteinkern sowie
Glykosaminoglykanen. [2] Diese sind vor allem Chondroitin- und Keratansulfat. [3]
Viele Aggrecan-Molekile binden mit Hilfe eines Verbindungsproteins an
Hyaluronsaure, wodurch sich Aggregate bilden. [101, 103] Diese Aggregate binden
Wasser, woraus eine Stollidampferwirkung resultiert. [99] Aullerdem verfugt
artikulierender Knorpel Uber eine zonale Gliederung (vgl. Abbildung 3) wobei die
Kollagenfasern eine arkaden-ahnliche Struktur aufweisen. [19]

E:_;—__,:_—:_:f_: Tangentialzone

/\\ / % \// :adniitionalzone

HHHHH H HH HJ J ——Kalzifizierter Knorpel
——3Subchondraler Knochen

Abbildung 3:  Schematische Darstellung des zonalen Aufbaus von osteochondralem Gewebe. Die
Tangentialzone besteht aus parallel zur Oberflache verlaufenden, dicht gepackten Kollagenfasern. In
der Transitionalzone haben die Kollagenfasern keine bevorzugte Orientierung. In der Radiarzone und
kalzifizierten Knorpelzone verlaufen die Kollagenfasern senkrecht zu ihrer Oberflache. Zwischen
Radiar- und kalzifizierter Knorpelzone befindet sich die Tide Mark (obere hellgraue Linie). Eine diinne
Zementlinie (untere hellgraue Linie) befindet sich zwischen kalzifizierten Knorpel und subchondralem
Knochen. Erstellt unter Verwendung von [104].
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In der obersten Zone, der Tangentialzone verlaufen die Kollagenfasern dicht gepackt
parallel zur Oberflache. [2] Die flachen Chondrozyten liegen mit ihrer Langsachse
ebenfalls parallel zur Oberflache. [3] In der Transitionalzone bilden die Kollagenfasern
ein weniger organisiertes Netzwerk aus. [105] Die Chondrozyten sind annahernd rund.
[96] Ihre Langsachse hat keine bevorzugte Richtung. [104] Die tiefste Zone des nicht-
mineralisierten Knorpels ist die Radiarzone. [99] In der Radiarzone und der darunter
liegenden mineralisierten Knorpelzone sind die Kollagenfasern und Chondrozyten
senkrecht zur Oberflache ausgerichtet. [2] Zwischen den beiden Zonen befindet sich
eine gewellte basophile Grenzlinie, die sog. ,Tide Mark®. [96] Sie grenzt das
mineralisierte von dem nicht-mineralisiertem Gewebe ab. [106] Generell nimmt die
Zelldichte von der Tangentialzone zu der Radiarzone hin ab, wahrend die
Konzentration an Proteoglykanen zunimmt. [3, 97] Die mineralisierte Knorpelzone
enthalt Hydroxylapatit und fungiert als Ubergang zwischen dem Knorpel- und
Knochengewebe. [2, 97] Darunter befindet sich, getrennt von einer dinnen
Zementlinie, eine dunne kortikale, subchondrale Knochenplatte. [107, 108] Unter
dieser liegt subchondraler Trabekelknochen. [107] Beide Strukturen werden in der
vorliegenden Arbeit unter dem Begriff ,subchondraler Knochen“ zusammengefasst.

Osteochondrales Gewebe kann durch traumatische und degenerative Ereignisse
geschadigt werden. [106, 109] Eine Schadigung des Knorpelgewebes ist aufgrund der
Avaskularitat und niedrigen Zelldichte schlecht regenerationsfahig. [2, 110] Die
Chondrozyten synthetisieren kurzzeitig vermehrt Matrixbestandteile. [111] Jedoch
reicht dieser Mechanismus fur eine Defektheilung nicht aus. [111, 112] Bei
Kontinuitatsunterbrechungen, die bis zum subchondralen Knochen reichen, kommt es
zur Einblutung und inflammatorischen Reaktion. [111] Nach Differenzierung der
eingewanderten mesenchymalen Stammzellen synthetisieren diese im Bereich des
Knorpeldefekts ein Reparaturgewebe. [111] Dieses Reparaturgewebe ist ein
Mischgewebe aus hyalinem Knorpel und Faserknorpel. [113] Es fullt selten den
gesamten Knorpeldefekt. [111] Aullerdem hat es schlechtere mechanische
Eigenschaften als rein hyalines Knorpelgewebe. [111]

Derzeitige Methoden um osteochondrale Defekte zu therapieren, sind unter anderem
die Mikrofrakturierung [98, 100, 114], die autologe Chondrozyten-Transplantation
(ACT) [115, 116], die Matrix-induzierte ACT (MACT) [117, 118] sowie osteochondrale
autogene [119, 120] und allogene Transplantationen [8, 109, 121-123].

11
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Die Mikrofrakturierung ist eine knochenmarkstimulierende Technik. [124] Es ist ein
kostengunstiges und einfaches Verfahren. [124] Bei der Mikrofrakturierung erfolgt ein
Debridement des Knorpeldefektes mit anschlieRender Perforation des subchondralen
Knochens. [124] In Folge dessen kommt es zur Einblutung, wodurch auch
mesenchymale Stammzellen in den Knorpeldefekt gelangen. [3, 124] Es bildet sich ein
Reparaturgewebe, welches Uberwiegend aus Faserknorpel besteht. [124] Bei der ACT
bildet sich Reparaturgewebe, welches dem hyalinen Knorpel ahnlicher ist. [125] Es
handelt sich hierbei jedoch um eine sehr kostenintensive Technik und bendtigt zwei
operative Eingriffe. [126] Bei der ACT wird zunachst arthroskopisch hyaliner Knorpel
aus weniger belasteten Knorpelarealen gewonnen. [115] AnschlieRend werden die
darin enthaltenen Chondrozyten in vitro vermehrt und in einem zweiten operativen
Eingriff in den Knorpeldefekt eingebracht. [126] Die MACT ist eine Weiterentwicklung
der ACT. Hierbei werden die kultivierten Chondrozyten in eine Matrix eingebettet. [126]
Im Vergleich zur ACT zeichnet sich die MACT durch eine einfachere intraoperative
Handhabung, Verkurzung der Operationszeit und Verringerung der postoperativen
Schmerzen und Komplikationen aus. [126] Bei der osteochondralen autogenen
Transplantation wird kdrpereigener Knorpel mit dem darunterliegenden subchondralen
Knochen ,en bloc* aus nicht lasttragenden Bereichen entnommen und anschliel3end
in den Knorpeldefekt eingebracht. [98] Diese Technik hat jedoch auch Limitationen, da
die Gefahr der Entnahmemorbiditat besteht und Transplantatgewebe nur begrenzt
vorhanden ist. [3] AulRerdem ist es fraglich, ob Knorpelmaterial aus nicht lasttragenden
Bereichen den mechanischen Anforderungen in lasttragenden Bereichen auf Dauer
standhalten kann. [127] Eine weitere osteochondrale Transplantationstechnik ist die
osteochondrale allogene Transplantation. Bei frischen osteochondralen allogenen
Transplantaten wurde jedoch eine Immunreaktion beobachtet. [128, 129] Das
Gefrieren der frischen osteochondralen allogenen Transplantate verringert die
Immunreaktion, jedoch Uberlebt hierbei nur ein geringer Prozentsatz der
Chondrozyten. [113, 130]

Die Wahl der Methode richtet sich letztendlich nach der Groflde und Art des Defekts,
ebenso wie nach patienten- und behandlerspezifischen Faktoren. [8]

2.6 Gefrierstrukturierung
Da die oben genannten Therapiemethoden kein vollstandig zufriedenstellendes

Ergebnis liefern und Uber einige Limitationen verfugen, ist die Regeneration von

12
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osteochondralem Gewebe Gegenstand derzeitiger Forschung im Bereich des Tissue
Engeneering. Eine Methode, um das anisotrope osteochondrale Gewebe
nachzuahmen, ist die Gefrierstrukturierung. Die Methode besteht im Wesentlichen aus
zwei Prozessschritten. Zunachst wird die Probe gerichtet erstarrt. AnschlielRend
werden die Eiskristalle mit Hilfe der Gefriertrocknung entfernt. Die resultierende
Probenmorphologie stellt folglich ein Negativ der Eiskristallstruktur dar.

Die gerichtete Erstarrung erfolgt, wenn einer wassrigen Losung wahrend des
Gefrierens ein zeitlich und ortlich konstanter Temperaturgradient, welcher die Richtung
der Warmeabfuhr festlegt, Uberlagert wird. [131, 132] Es resultiert ein
Eiskristallwachstum in die dem Temperaturgradienten entgegengesetzte Richtung.
[131] Um eine strukturierte Probe mit hochgradig geordneter, anisotroper lamellarer
Porenmorphologie zu erhalten, ist das Wachstum einer nicht-planaren Eisfront von
entscheidender Bedeutung. [133] Im vorliegenden Kapitel soll ein ndheres Verstandnis
fur das Gefrieren von Wasser im Allgemeinen sowie die Entstehung einer nicht-

planaren Eisfront vermittelt werden.

Bei Temperaturen unterhalb 0 °C gefriert Wasser, d. h. es tritt bei Atmospharendruck
eine Phasenumwandlung von flissig zu fest auf. [134] Hierbei findet eine initiale
Keimbildung mit anschlieRendem Wachstum der Eiskristalle statt [134], wobei eine
VolumenvergrofRerung von circa 9 % [135] zu beobachten ist. Eispolymorphe stellen
die feste Phase von Wasser dar. [134] Sie bestehen aus einem Wassermolekdl,
welches durch Wasserstoffbrickenbindungen mit vier weiteren Wassermolekulen
verbunden ist. [134] Bei atmospharischen Druckverhaltnissen liegen sie in der
hexagonalen Kristallstruktur vor. [135] Es sind noch Uber zehn weitere
Kristallstrukturen bekannt, die jedoch bei anderen Druckverhaltnissen vorherrschen.
[135]

Bei der gerichteten Erstarrung einer wassrigen Losung wachst die Eisfront anfangs
planar. [136] Die geldsten Stoffe werden vor die Eisfront gedrangt. [136] Daher ist der
Verteilungskoeffizient k, welcher durch die Gleichung (1) beschrieben wird, niedrig.
[132] Er gibt das Verhaltnis der Stoffkonzentration in der festen und flissigen Phase
wieder. [136]

13
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Ces
k= (1)

Cf lussig

Die Konzentration des gelosten Stoffes in der festen Phase ist als ¢, beschrieben,
wahrend cf55i4 die Konzentration des gelosten Stoffes in der flissigen Phase
darstellt. Ist das Wachstum der Eisfront schneller als der beispielsweise durch
Diffusion oder Konvektion bedingte Abtransport der gelosten Stoffe vor der Front, so
kommt es zu einer erhohten Stoffkonzentration direkt vor dieser. [137] Mit
zunehmender Entfernung x nimmt die Stoffkonzentration c, wieder in Richtung

Ausgangskonzentration c, ab. (vgl. Abbildung 4) [137]

Cm ax

Abbildung 4:  Stoffkonzentrationsverlauf vor einer planaren Eisfront bei der gerichteten Erstarrung.
Die Eisfront wachst mit einer Geschwindigkeit v, wodurch die geldsten Stoffe vor die Front gedrangt
werden. Die Stoffkonzentration c, ist vor der Eisfront am héchsten c,,,, und nimmt mit zunehmender
Entfernung wieder auf die Ausgangskonzentration c, ab. Erstellt unter Verwendung von [132].

To(x
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Abbildung 5:  Konstitutionelle Unterkiihlung vor einer planaren Eisfront. Bei dem Temperaturverlauf
T,(x) kommt es zu einem Bereich der konstitutionellen Unterkiihlung O<x<s. Hier unterschreitet die
ortsabhangige Temperatur die ortsabhangige Liquidustemperatur T,(x). Bei dem Temperaturverlauf

T, (x) ist dies nicht der Fall. Die planare Eisfront ist somit stabil und es entstehen keine Stérungen.
Erstellt unter Verwendung von [132].

Die Stoffkonzentration beeinflusst die Liquidustemperatur T, (x). [137] Diese ist umso

geringer, je hoher die Stoffkonzentration ist. [136] Daher ist T, (x), ebenso wie die

Konzentration, ortsabhangig und nahe der Eisfront am niedrigsten. [136] Mit
14
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zunehmender Entfernung nimmt T, (x) wieder zu. [136] In Abbildung 5 sind zwei
Temperaturverlaufe, T; (x) und T,(x), dargestellt. Bei dem Temperaturverlauf T; (x) ist
die ortsabhangige Temperatur immer gro3er als T, (x), weshalb es zum Wachstum
einer planaren Eisfront kommt. [136] Bei dem Temperaturverlauf T, (x) kommt es vor
der Eisfront zu einem Bereich der konstitutionellen Unterkuihlung, da die ortsabhangige
Temperatur unterhalb T, (x) liegt. [136] Dieser Bereich wird folgend als ,unterkuhlter
Bereich® bezeichnet. Hier kdnnen Stérungen zu einem Aufbrechen der planaren
Eisfront fiUhren. [132] Fur die Entstehung einer stabilen, nicht-planaren Eisfront muss
das Stabilitatskriterium nach Mullins und Sekerka, welches durch die Formel (2)
beschrieben wird, erflllt sein. [132, 138]

[-k-v?
x—>0++ DZ

VT — VT, (x)] <0 (2)

Hierbei beschreibt VT den externen Temperaturgradienten, VT, (x) den Gradienten der
Liquidustemperatur, I' den Gibbs-Thomson-Koeffizient, k den Verteilungskoeffizient, v
die Eisfrontgeschwindigkeit und D den Diffusionskoeffizienten. [132] Das
Stabilitatskriterium besagt, dass die Differenz von VT und VT, (x), addiert mit einem
Term, der die aufzuwendende Grenzflachenenergie berucksichtigt, kleiner Null sein
muss. [132] Ist diese Bedingung erfullt, bricht die planare Eisfront auf. [132] Folgend
wachsen Eiskristalle in den unterkuhlten Bereich ein. [132] Eine nicht-planare Eisfront
kann unterschiedliche Morphologien aufweisen. Das Eiskristallwachstum muss zellular
oder dendritisch sein, um eine Anisotropie zu erreichen. [14] Zellulare Eiskristalle
haben eine glatte Oberflache, wahrend dendritische Uber Seitenaste verfugen. [137]
Dendritische Eiskristalle bilden sich bevorzugt, wenn ein hoher Grad an Instabilitat
vorherrscht. [139] Welche Morphologie sich im Endeffekt ausbildet, hangt von der
Zusammensetzung der Losung, der Erstarrungsrate und dem Uberlagerten
Temperaturgradienten ab. [136, 139] Das Eiskristallwachstum ist senkrecht zu der
kristallographischen c-Achse sehr viel schneller als parallel dazu. [133] Die geldsten
Stoffe diffundieren lateral zwischen die wachsenden Eiskristalle. [133] Es entsteht eine
lamellare Probenmorphologie. [133] Ist VT nahezu null, kommt es zum Wachstum
aquiaxialer Eiskristalle in der Losung. [14] Hieraus entsteht eine isotrope
Probenmorphologie. [14]

Durch die Gefrierstrukturierung mit anschlieRender Gefriertrocknung wird eine

anisotrope, lamellare Porenstruktur in der Probe erzeugt. Diese Porenstruktur ist in der
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vertikalen Ebene geordnet, da das Eiskristallwachstum in die dem
Temperaturgradienten entgegengesetzte Richtung verlauft. VT, beschreibt in
Abbildung 6 den eben beschriebenen vertikal ausgerichteten Temperaturgradienten.
In der horizontalen Ebene kommt es jedoch zur Ausbildung mehrerer Domanen
unterschiedlicher Ausrichtung. (vgl. Abbildung 7) [17, 140]

VT,

VT,

Abbildung 6:  Bidirektionale Gefrierstrukturierung. Der Teflonkeil (grau) fihrt neben dem, durch die
PEs erzeugten, vertikal ausgerichteten Temperaturgradienten VT, zur Ausbildung eines horizontal
ausgerichteten Temperaturgradienten VT,,. Erstellt unter Verwendung von [17].

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob mit Hilfe von Teflonkeilen eine
einzelne Domane in horizontaler Ausrichtung erhalten wird, wodurch die
Probenmorphologie noch homogener werden sollte. Hiermit sollten naturliche
Strukturen mit einer hohen Ordnung, woraus einzigartige mechanische Eigenschaften
resultieren, bestmaoglich in ihrem Aufbau nachgeahmt werden. [18] Nach Bai et al. [17]
kommt es durch die Verwendung eines Teflonkeils am Boden der Probe wahrend der
Gefrierstrukturierung zur Ausbildung eines zweiten, horizontal ausgerichteten
Temperaturgradienten VT, wodurch das Eiskristallwachstum in dieser Ebene
ebenfalls geordnet ablauft. Diese Art der Gefrierstrukturierung wird als ,bidirektionale

Gefrierstrukturierung® bezeichnet. (vgl. Abbildung 6)
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Abbildung 7:  Stereomikroskopische Oberflachenaufnahme einer gefrierstrukturierten,
gefriergetrockneten Probe mit mehreren Domanen in der horizontalen Ebene. Exemplarisch wurden
zwei Domanen unterschiedlicher Ausrichtung angefarbt.

Pot et al. [141] gelang es ebenfalls mit Hilfe eines Keilsystems eine bidirektionale
Gefrierstrukturierung durchzufihren. AuRerdem wurde hierbei festgestellt, dass sich
wahrend dieses Prozesses zunachst horizontal ein planares Dendritennetzwerk tUber
die Keiloberflache, beginnend an dem kaltesten Punkt des Keils, ausbildete. Als Grund
hierfur wurde der horizontal ausgerichtete Temperaturgradient genannt. [141]
AnschlieRend kam es, wenn die in diesem Kapitel bereits beschriebenen Kriterien zum
Wachstum einer nicht-planaren Eisfront erfullt waren, zum Vertikalwachstum der
Eiskristalle. [141]

2.7 Nachahmung von osteochondralem Gewebe durch
Gefrierstrukturierung
Im Bereich des Tissue Engeneering wird Gefrierstrukturierung verwendet, um den

Aufbau von leichtgewichtigen naturlichen Strukturen, welche sich durch sehr gute
mechanische Eigenschaften auszeichnen, nachzuahmen. [6] Solche Eigenschaften
sind zum Beispiel bei Knochen, Zahnen, Muscheln, Bambus, Holz oder Seide zu
finden. [6] Viele dieser Strukturen sind lamellar oder geschichtet aufgebaut, weshalb
sich die Methode der Gefrierstrukturierung zur Nachahmung eignet. [6] Aulerdem
handelt es sich um ein kostengunstiges und umweltfreundliches Verfahren, welches
mit einer Vielfalt von Materialien angewendet werden kann. [6, 142-145]

Zur Nachahmung von osteochondralem Gewebe mit Hilfe der Gefrierstrukturierung
stellte Stuckensen, K. [14, 15] geschichtete monolithische Scaffolds her, wobei sich
die Schichten durch unterschiedliche Zusammensetzungen auszeichneten. Die
chondrale Schicht der zweischichtigen osteochondralen Scaffolds setzte sich aus Typ
| und Typ Il Kollagen sowie Chondroitinsulfat zusammen. [15] Die subchondrale
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Schicht bestand aus Typ | Kollagen und Bruschit. [15] In einem in vivo Experiment
konnte gezeigt werden, dass in den osteochondralen Scaffold eingewanderte
Stammzellen ohne die Zugabe externer Wachstumsfaktoren zonenspezifische Matrix
synthetisierten. [15] Diese regenerative Stammzellaktivitat war auf die Morphologie
und Zusammensetzung des eingesetzten Materials zurickzufuhren. [14, 15] Feng et
al. [140] beobachteten in vivo ebenfalls eine endogene Geweberegeneration unter
Verwendung anisotroper, gefrierstrukturierter Scaffolds, ohne den Einsatz externer
Zellen. Hierbei wurden zur Knorpelregeneration Scaffolds aus Seidenfibroin und Typ |
Kollagen hergestellt. [140] Zusatzlich wurden Scaffolds durch nicht-gerichtete
Erstarrung hergestellt, woraus eine isotrope Porenmorphologie resultierte. [140] 18
Wochen postoperativ kam es zur Bildung eines hyalinen Knorpels in der Gruppe der
anisotropen Scaffolds, wahrend sich bei der Gruppe der isotropen nur ein minderer
Reparaturknorpel bildete. [140] Diese Studien verdeutlichen die Bedeutung einer
anisotropen Materialmorphologie, wie sie durch die Gefrierstrukturierung erzeugt

werden kann, fur die Regeneration von osteochondralem Gewebe.
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3 Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Herstellung von Bruschit
Das in der Arbeit verwendete Bruschit wurde durch Prazipitation aus

Diammoniumhydrogenphosphat HoN2O4P (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
und Calciumnitrat Tetrahydrat Ca(NOs). - 4H20(Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) hergestellt. Die Prazipitationsreaktion von Bruschit kann durch

Gleichung (3) wie folgt beschrieben werden:

Das jeweilige Pulver wurde in Reinstwasser auf dem Magnetruhrer ,MR Hei Tec”
(Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Schwabach, Deutschland) aufgelost und
jeweils eine 1 M Losung hergestellt. Anschlielend wurde der Calciumnitrat
Tetrahydrat-Losung die Diammoniumhydrogenphosphat-Losung unter standigem
Ruhren mit Hilfe eines Tropftrichters (Winzer Germany, Wertheim, Deutschland)
zugetropft. Die Losung wurde anschliel3end vakuumfiltriert und mehrmals gespult, um
das hierbei ausgefallte Bruschit herauszufiltern. Dafir kam ein Buchnertrichter,
angeschlossen an eine Vakuumpumpe (KNF Neuberger GmbH, Freiburg,
Deutschland), zum Einsatz. Die Trockenzeit des Bruschits im Trockenschrank
(Memmert GmbH & Co KG, Schwabach, Deutschland) bei 35 °C betrug 48 h.

Das gefallte Bruschit wurde nach vollstandiger Trocknung mittels eines Handmorsers
gemorsert, um ein Pulver zu erhalten. Die Phasenreinheit des Bruschits konnte mit
Hilfe einer Rontgendiffraktometrie (XRD)-Messung Uberprift und bestatigt werden.
Alle  XRD-Messungen in der vorliegenden Arbeit wurden mit dem
Rontgendiffraktometer ,D8 Advance® (Bruker Corporation, Massachusetts, USA)
durchgefuhrt und mit der Software ,DIFFRAC.EVA* (Bruker Corporation,
Massachusetts, USA) aufgezeichnet. Die Auswertung der aufgezeichneten Daten
erfolgte mit der Software ,TOPAZ® (Bruker Corporation, Massachusetts, USA), welche
nach der Rietveld-Methode arbeitet. Die Messung fand mit dem Scan-Typ ,Coupled
Two Theta/Theta“ statt. Als Rontgenstrahlung diente Cu-K,-Strahlung. Die
Beschleunigungsspannung betrug 40 kV, der Emissionsstrom 40 mA. Alle Proben
wurden in einem 20 Winkelbereich von 10° — 60° gemessen. Die

Schrittgeschwindigkeit betrug 0,2 s pro Schritt bei einer Schrittweite von 0,02°.
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3.2 Herstellung der Alginat-Losungen sowie der Alginat-Bruschit-
Schlicker

Zur Herstellung der Alginat-Losungen wurden zunachst das Alginatpulver ,A1112-
2504“ (Sigma Life Science, Darmstadt, Deutschland) mit Reinstwasser gemischt und
unter standigem Ruhren aufgeldst. Der Massenanteil an Alginatpulver in der Losung
betrug 2 % und 4 %. Anschliellend wurde die Losung 5 min bei 4500 rpm und
Raumtemperatur in der Zentrifuge ,MegaStar 1.6R* (VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland) zentrifugiert, um Luftblasen zu entfernen. Im weiteren Verlauf
der Arbeit wird die Losung mit 2 % Massenanteil als ,Alginat (2 %)-Losung®, jene mit

4 % Massenanteil als ,Alginat (4 %)-Losung“ bezeichnet.

Die Charakterisierung des Alginatpulvers erfolgte durch eine GPC-Messung. Hiermit
konnten das Zahlenmittel M, das Gewichtsmittel My, sowie das Zentrifugenmittel M.
der Molmasse bestimmt werden. (vgl. Tabelle 1) Fur die Messung wurden 2 mg
Alginatpulver in 2 ml GPC-L6sung, welche aus einem Gemisch aus Reinstwasser mit
8,5 g/l Natriumnitrat und 0,2 g/l Natriumazid bestand, geldst, durch einen 0,45 ym
Cellulose Membranfilter (Thermo Scientific, Tennessee, USA) gefiltert und Uber Nacht
auf einem Ruttler gelagert. Die Messung erfolgte mit Hilfe eines wassrigen GPC-
Systems (Malvern Panalytical, Kassel, Deutschland). Dieses System beinhaltet unter
anderem den ,Viscotek GPC Max", welcher ein Modul zur Bereitstellung von
Losungsmitteln und Proben ist. AuBerdem enthalten sind ein Streudetektor ,Viscotek
SECMALS 2.0 zwei ,A600M“ Viscotek A-Saulen (Lange: 300 mm, Breite 80 mm,
poroses Polymethylmethacrylat), ein Brechungsindexdetektor (Viscotek VE3580 Rl
Detector) sowie ein Viskositatsdetektor (Dual Detector 270, 15 psi). Als Eluent diente
die oben beschriebene GPC-Losung, die Kalibrierung erfolgte mit PEG-Standards. Die
Auswertung wurde mittels MALS-Kalibrierung durchgefuhrt.

Tabelle 1: Molekulargewichte des Alginats A1112-2504, Sigma Life Science.

Molekulargewicht Wert [Da]

Mn 36,903
Mw 89,166
M; 179,463

20



3 Material und Methoden

Zur Herstellung der Bruschit-Schlicker wurde zunachst eine Alginat (2 % bzw. 4 %)-
Losung hergestellt. Diese wurde im Anschluss auf einer Glasplatte in verschiedenen
Pulver-zu-Flussigkeitsverhaltnissen (PLR) mit dem Bruschitpulver vermischt. (vgl.
Tabelle 2)

Tabelle 2: Pulver-zu-Fliissigkeitsverhéltnisse der verwendeten Alginat (2 % bzw. 4 %)-Bruschit-
Schlicker.

PLR Bruschitpulver | Alginat-Losung

[g/mi] [g] [mi]

0,03:1 0,1 3

0,06:1 0,2 3

0,1:1 0,3 3

0,13:1 0,4 3

0,16:1 0,5 3

3.3 Extraktion von Typ Il Kollagen bovinen Ursprungs
Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Typ Il Kollagen war bovinen Ursprungs und

wurde aus den Gelenkknorpeln frischer Kalberknie extrahiert. Diese wurden von der
Firma ,Bruninghoff Kalbfleisch“ (Bocholt, Deutschland) bezogen. Die Extraktion von
Typ Il Kollagen erfolgte in Anlehnung an das Patent Nummer DE10157182A1. [146]

Zunachst wurden die Sehnen und Bander des Knies mit Hilfe eines chirurgischen
Skalpells (B. Braun, Melsungen, Deutschland) durchtrennt. Umliegendes Gewebe
sowie der Meniskus wurden entfernt, was zu einer Freilegung der Gelenkflachen von
Patella, Femur und Tibia fuhrte. Von diesen Flachen wurde mit Hilfe des Skalpells
hyaliner Knorpel abgeschabt. (vgl. Abbildung 8) Die gewonnen Knorpelsplitter wurden
bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C zwischengelagert.
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Abbildung 8:  Gewinnung von hyalinen Knorpelsplittern. a) Abgeschabte Gelenkflachen von Femur
(oben links), Patella (oben rechts) und Tibia (unten) eines Kalberknies. b) Hyaline Knorpelsplitter. Die
Knorpelsplitter wurden durch Ausschabung der Gelenkflache eines Kélberknies (siehe a)) gewonnen.

Zur Inaktivierung und Desinfektion des gewonnenen Materials wurden im nachsten
Schritt jeweils 100 g Knorpelsplitter in 500 ml 0,5 mol/l NaOH-Lo6sung (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim Deutschland) fur 2 h bei 20 °C gelagert. Anschlielend
erfolgte unter standigem Ruhren die Neutralisation mit anfangs 5 mol/l HCl| (EMSURE,
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und zur Feinabstimmung des pH-Wertes mit
0,3 mol/l HCI fur 30 min. Anschlieend wurde das Material dreifach mit jeweils 1 |
destilliertem Wasser (DI Wasser) fur 30 min gewaschen und durch ein 125 ym Sieb
(Retsch GmbH, Haan, Deutschland) gesiebt. Dieses Vorgehen wird im Folgenden als
~Waschung“ bezeichnet und dient dem Beseitigen von Ruckstanden.

Anschlielend wurden die Knorpelsplitter unter Zugabe von 250 g Eis und 250 ml
gekuhltem destilliertem Wasser mit Hilfe eines Labormixers ,Osterizer® (Sunbeam
Products, Florida, USA) fraktioniert. Die Fraktionierung erfolgte dreimal fur 45 s bei
langsamer Geschwindigkeit. Danach wurden dem Knorpelmaterial 60 g Eis beigeflugt.
Ein erneutes Fraktionieren erfolgte dreimal fur 45 s bei hoher Geschwindigkeit. Das
fraktionierte Material wurde durch das 125 ym Sieb gesiebt, um die Flussigkeit von
dem Knorpelmaterial zu trennen. Die noch folgenden Siebungen wurden ebenfalls mit
dem beschriebenen Sieb durchgefuhrt. AnschlieRend wurden dem Knorpelmaterial
50 g Eis und 150 ml Reinstwasser beigefugt. Das Fraktionieren erfolgte diesmal fur
45s bei langsamer Geschwindigkeit und anschlieBend 5 min bei hoher

Geschwindigkeit, wobei jede Minute 60 g Eis beigefugt wurden. Es erfolgte eine
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weitere Siebung. Der zuletzt genannte Fraktionierungsschritt wurde wiederholt, gefolgt

von einer weiteren Siebung des Knorpelmaterials.

Im nachsten Schritt wurden hydrophobe Begleitsubstanzen entfernt. Es erfolgte ein
dreimaliges Waschen mit 0,5 ml Aceton (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Deutschland) fur jeweils 45 min, gefolgt von einer Waschung. Hiernach wurden
Calcium-Chelatbildner und Enzyminhibitoren hinzugefugt. Dies erfolgte durch
dreimaliges Waschen mit jeweils 0,5 | aus 27 mmol/l HEPES-Puffer-Losung (Sigma
Life Science, Darmstadt, Deutschland) 50 mmol/l NaCl (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim Deutschland) und 7 mmol/l EDTA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Deutschland) fur jeweils 45 min. Dann erfolgte eine Waschung.

Um durch Wasserstoffbrickenbindungen gebundene Verunreinigungen zu beseitigen,
wurden der Kollagenmasse 250 ml einer 4 mol/l Urea-Losung (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) hinzugefugt. Nach 45 min erfolgte eine Waschung.

Die Kollagenmasse wurde fur 20 h in 500 ml einer 0,1 mol/l NaOH-LOsung belassen,
um eine irreversible Spaltung der Peptidbindungen zu verhindern. Die NaOH-L6sung
hatte einen pH-Wert zwischen 12 und 14. Danach erfolgte die Neutralisation anfangs
mit einer 5 mol/l HCI-Losung und zur Feinabstimmung des pH-Wertes mit einer
0,3 mol/l HCI-Lésung. Danach erfolgte eine Waschung. Die Kollagenmasse wurde
anschlief3end in 500 ml einer 0,1 mol/l HCI-L6sung mit einem pH-Wert zwischen 0 und
3 fur 24 h gelagert. AnschlielRend erfolgte eine Neutralisation anfangs mit einer 5 mol/l
NaOH-L6sung und zur Feinabstimmung mit einer 0,5 mol/l NaOH-L6sung. Nach einer
weiteren Waschung wurde der Uberstand bei 1000 rpm fur 5 min zentrifugiert
(,MegaStar 1.6R", VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland). Das durch das
beschriebene Vorgehen extrahierte Typ |l Kollagen wurde Uber Nacht im
Gefrierschrank (Liebherr, Bulle, Schweiz) bei -20 °C gelagert. Hiernach erfolgte die
Gefriertrocknung (,Alpha 1-2 LD Plus®, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Osterode am Harz, Deutschland) bei -56 °C und 0,67 mbar fur 4 Tage. Das
gefriergetrocknete Kollagen wurde in der Schwingmuhle ,CryoMill MM400“ (Retsch
GmbH, Haan, Deutschland) unter Verwendung von Flussigstickstoff gefriergebrochen,
wodurch ein feines Pulver erhalten wurde, welches spater fur die Herstellung des
Kollagen-Bruschit-Schlickers in Essigsaure geldst wurde. Fur das Vorgehen kam ein
25 ml Zirkonoxid Mahlbecher und eine Zirkonoxid Mahlkugel mit einem Durchmesser
von 20 mm zum Einsatz. Zunachst erfolgte in der Schwingmuhle eine Vorkihlung bei
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5 Hz. Das Gefriergebrechen erfolgte anschlieRend durch 8 Mahlzyklen bei 25 Hz far
4 min. Zwischen den einzelnen Zyklen wurde eine Zwischenkuhlung bei 5 Hz fur 1 min
durchgefuhrt. Nachdem der Vorgang abgeschlossen war, wurde das Typ |l
Kollagenpulver zum Auftauen fur weitere 1,5 h in der Schwingmuhle belassen. Die
Lagerung erfolgte anschlief3end bei -20 °C.

Es wurde eine Infrarotspektroskopie (IR)-Messung mit dem Fourier-Transform-Infrared
(FTIR)-Spektrometer ,Nicolet iIS10 with Smart iTR diamond ATR" (Thermo Scientific,
Tennessee, USA) durchgefuhrt, um das extrahierte Typ Il Kollagenpulver zu
charakterisieren. Die Probenanalyse erfolgte mit der Technik der abgeschwachten
Totalreflexion (,attenuated total reflexion®, ATR) mit einem deuterierten
Triglycerinsulfat-Potassiumbromid (DTGS-KBr) Detektor, welcher Wellenzahlen von
4000 cm™" bis 650 cm™' erfassen kann.

3.4 Herstellung der Kollagen-Losungen sowie der Kollagen-
Bruschit-Schlicker

Das, wie in Kapitel 3.2 beschrieben, gewonnene Kollagenpulver wurde in 0,5 mol/l
Essigsaure unter Ruhren aufgelost. Der Massenanteil an Kollagen in der Losung
betrug 2 % bzw. 4 %. Im weiteren Verlauf der Arbeit wird die Losung mit 2 %
Massenanteil Kollagenpulver als ,Kollagen (2 %)-Losung®, die Losung mit 4 %
Massenanteil als ,Kollagen (4 %)-L6sung“ bezeichnet.

Die Herstellung des Kollagen-Bruschit-Schlickers erfolgte wie die des Alginat-Bruschit-
Schlickers. (vgl. Kapitel 3.2) Die hierfir verwendeten PLRs sind Tabelle 2 zu

entnehmen.

3.5 Gefrierstrukturierung mit dem ,,Adjustable Cryostructuring
Device*

3.5.1 Aufbau der Gefrierstrukturierungsanlage

In der vorliegenden Arbeit wurde fur die Gefrierstrukturierung die am Lehrstuhl far
Funktionswerkstoffe der Medizin und der Zahnheilkunde in Wurzburg entwickelte
Gefrierstrukturierungsanlage ,Adjustable Cryostructuring Device® (ACD) verwendet.
(vgl. Abbildung 9)
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Abbildung 9:  Gefrierstrukturierungsanlage  ,ACD“. Der untere  Kupferblock ist durch
Polyurethanschaumstoff und einen Edelstahlzylinder isoliert. Der Kupferdeckel ist durch eine
Kunststoffhaube abgedeckt. Die beiden Labornetzgerate sind auf einer Erhéhung links neben dem ACD
platziert. Links neben der Anlage ist der Hebel fiir die pneumatische Offnung und SchlieRung des ACD
platziert. Rechts befindet sich der Datalogger mit den drei angeschlossenen Temperatursensoren.

Die Anlage besteht aus einem zylinderférmigen Kupferblock mit Kupferdeckel. Der
Kupferblock steht mit dem ,FP89-HL® Tiefkalte-Umwalzthermostat (Julabo GmbH,
Seelbach, Deutschland) durch Zulaufschlache in Verbindung. Das Tiefkalte-
Umwalzthermostat durchspult den Kupferblock mit Kihimittel (,Thermal Hy 8940104,
Julabo GmbH, Seelbach, Deutschland). Das Kuhlmittel sorgt dafir, dass sowohl die
von zwei Peltier-Elementen (PEs) im Inneren der Anlage erzeugte als auch die von
der Probe wahrend der Gefrierstrukturierung freiwerdende, latente Warme abgefihrt
wird. AuRerdem tragt das Kuhimittel dazu bei, die Temperatur des Gesamtsystems
herabzusetzen. Dies wiederum beeinflusst, welche maximal tiefe oder hohe
Temperatur die beiden Ubereinander angeordneten PEs erreichen konnen. Die PEs
konnen unterschiedlich temperiert werden, wodurch ein externer Temperaturgradient
erzeugt wird, der entgegen des Warmeflusses ausgerichtet ist. Jedes PE ist an ein
Labornetzgerat ,PSP 12010“ (Voltcraft, Wollerau, Schweiz) angeschlossen. Dadurch
kann die Temperatur des jeweiligen PEs gesteuert werden. Die Polung ist so gewahlt,
dass das untere PE bei angelegtem Strom kihlt, wahrend das obere PE heizt. Es
entsteht ein Warmefluss von dem warmer zu dem kalter eingestellten PE. Dies
entspricht auch der Richtung des externen Temperaturgradienten. Die entstehenden
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Eiskristalle in der Probe, welche als Losung bzw. Schlicker in das System injiziert wird,
wachsen entgegen diesem Temperaturgradienten. (vgl. Kapitel 2.6) Dadurch kommt
es zu einer strukturierten Probenmorphologie. Beim Gefrieren der Probe wird
aullerdem latente Warme frei, welche den externen Temperaturgradienten uberlagert.
Deshalb wird zwischen dem externen Temperaturgradienten, welcher von den PEs
erzeugt wird, und dem internen Temperaturgradienten unterschieden. Der interne
Temperaturgradient kann in den beschriebenen Versuchen nicht bestimmt werden.
Deshalb wird in der vorliegenden Arbeit der Temperaturgradient als der externe
Temperaturgradient definiert. Er wird mit folgender Formel beschrieben: [14]

- dT |T,-T,
V= — = M (4)
X X, — Xy,

VT beschreibt den externen Temperaturgradienten. T, beschreibt die Temperatur des
oberen und T,, jene des unteren PE-Elementes. X, und X, stellen die Ortsvektoren des
oberen und unteren PE-Elementes dar. In der vorliegenden Arbeit wird der Term ¥, —
%, als Skalar angesehen und betragt 14 mm, da dies der Abstand der beiden PE-
Elemente im geschlossenen Zustand ist. Sowohl die Temperaturen der beiden PE-
Elemente als auch die der Probe werden mit Hilfe von drei Temperatursensoren (B+B
Thermo-Technik GmbH, Donaueschingen, Deutschland) T1, T2 und T3 aufgezeichnet.
Die Sensoren sind an einen Datalogger ,K204“ (Voltcraft, Wollerau, Schweiz)
angeschlossen, welcher auch die gemessenen Temperaturen aufzeichnet. Der
Temperatursensor T1 misst die Temperatur des oberen PE, wahrend T2 die des
unteren PE misst. Der Temperatursensor T3 misst die Temperatur innerhalb der
Probe. Er wird so gebogen, dass die Spitze des Temperatursensors Kontakt mit dem
Boden, der wahrend eines Versuches im ACD liegenden Petrischale hat.

Auf dem Kupferblock befindet sich das untere PE sowie die Probe. Das obere PE ist
auf der Unterseite des Kupferdeckels angebracht. Der Kupferdeckel ist durch eine
Kunststoffhaube abgedeckt. Diese soll verhindern, dass die Bauteile durch
Kondensation von Wasser aus der Umgebungsluft vereisen. Zur Isolierung ist der
Kupferblock von Polyurethanschaumstoff umgeben und befindet sich in einem
Edelstahlzylinder. Auf dem Kupferblock befindet sich ein Kupferring mit einer
Aussparung an der Ruckseite. Die Aussparung dient als Kabelkanal fur die Anschlusse
der PEs und die Temperatursensoren. Im geschlossenen Zustand hat der
Kupferdeckel Kontakt mit dem Kupferring. Die PEs liegen jeweils in einem isolierenden
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Ring mit Einschub aus Polyetheretherketon (PEEK). Der Einschub enthalt Kabelkanale
fur die Anschlisse der PEs. Das obere und untere PE liegen sich gegenuber. Im
geschlossenen Zustand betragt ihre Entfernung 14 mm. Zwischen ihnen liegt die
Petrischale, in welche wahrend eines Versuchs eine Losung bzw. ein Schlicker
eingebracht werden kann. (vgl. Abbildung 10) Auf dem unteren PE liegt ein PEEK-
Ring, welcher die Petrischale umgibt. Dieser hat auf der Oberseite einen Einschub fur
den Temperatursensor T1, welcher im geschlossenen Zustand Kontakt mit dem
oberen PE hat. Auf der Unterseite des PEEK-Rings befindet sich ein weiterer Einschub

fur den Temperatursensor T2, welcher in direktem Kontakt mit dem unteren PE hat.

Probe

VT

Eiskristallwachstum

Abbildung 10: Prinzip der Gefrierstrukturierungsanlage. Das obere (rot) und untere (blau) PE liegen
sich gegenuber. Dazwischen befindet sich eine Petrischale mit der Probenldsung (gelb). Der externe
Temperaturgradient zeigt von dem oberen, warmeren PE in Richtung des kalteren, unteren PEs. Das
Eiskristallwachstum erfolgt in die ihm entgegengesetzte Richtung. Erstellt unter Verwendung von [14].

3.5.2 Allgemeines Vorgehen bei der Gefrierstrukturierung

Vor Beginn der Gefrierstrukturierung wurden die Temperaturen der PEs mit Hilfe der
Labornetzgerate eingestellt. In der vorliegenden Arbeit wurde das obere PE konstant
auf 0 °C gehalten. Die Temperatur des unteren PE wurde entsprechend dem
gewulnschten Temperaturgradienten angepasst. Die genauen
Temperatureinstellungen der PEs fur die in der Arbeit verwendeten

Temperaturgradienten sind Tabelle 3 zu entnehmen.
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Tabelle 3: Eingestellte Temperaturen der PEs fiir den jeweiligen Temperaturgradienten.
VT [K/mm] | Temperatur PE oben [°C] Temperatur PE unten [°C]
1,5 0 -21
2 0 -28
2,5 0 -35
3 0 -42
3,5 0 -49

Nach Erreichen des thermischen Gleichgewichts wurde die Losung mit Hilfe einer
Einmalspritze in die Petrischale injiziert. Die von den Temperatursensoren
gemessenen Temperaturen wurden wahrend des gesamten
Gefrierstrukturierungsprozesses aufgezeichnet. Die Probe galt als gefroren, wenn der
Temperatursensor T3 am Boden der Probe 30 s dieselbe Temperatur anzeigte. [14]
Die Proben wurden anschlie3end bei -20 °C zwischengelagert und am Ende eines
Versuchstages mit Hilfe der Gefriertrocknungsanlage (Alpha 1-2 LDPIlus, Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Deutschland) fir 1-2 d bei -58 °C bei 1 mbar

gefriergetrocknet.

3.5.3 Gefrierstrukturierung mit Teflonkeilen
Auf Basis der Untersuchungen von Bai, H. et al. [17] (vgl. Kapitel 2.6) wurde in dieser

Arbeit Uberpruft, ob ebenfalls eine Reduktion der Domanenanzahl durch die
Verwendung von  Teflonkeilen  unterschiedlicher  Steigungen  bei  der
Gefrierstrukturierung beobachtet werden kann. Hierdurch sollte eine noch
homogenere Probenmorphologie erhalten werden, wodurch der Aufbau hoch
geordneter mechanisch widerstandsfahiger natarlicher Strukturen nachgeahmt

werden sollte. [17, 18]

Far die Untersuchung wurden einschichtige Proben aus einer Alginat (2 %)-Losung mit
den in Tabelle 3 angefuhrten Temperaturgradienten angefertigt, da das Ziel zunachst
darin bestand mit Hilfe von Telfonkeilen eine einzelne Domane in horizontaler Ebene
zu erhalten. Sollte dies der Fall sein, ware die Methode der bidirektionalen

Gefrierstrukturierung auf die zweischichtigen Biopolymer-Keramik-Systeme
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ubertragen worden. Die Probenherstellung erfolgte in Petrischalen mit einem
Durchmesser von 55 mm. In der Petrischale befand sich ein Silikonring aus A-Silikon
(,DUBLISIL 15% Dreve Dentamid GmbH, Unna, Deutschland) mit einer quadratischen
Aussparung in der Mitte. Wurden Proben ohne die Verwendung eines Teflonkeils
hergestellt, dann wurde die Alginat (2 %)-Losung direkt in die quadratische
Aussparung injiziert. Bei der Verwendung von quadratischen Teflonkeilen, welche eine
Kantenlange von 24 mm hatten, wurden diese vor Versuchsbeginn in die quadratische
Aussparung eingesetzt, um anschlieBend die Alginat (2 %)-L6sung injizieren zu
konnen. (vgl. Abbildung 11) Nach Erreichen des thermischen Gleichgewichts wurde
die Petrischale mit dem darin befindlichen Teflonkeil und der Losung in das System
eingebracht. Das Probenvolumen betrug 4 ml.

Abbildung 11: Petrischale mit Silikonform und eingesetztem Teflonkeil. In der Silikonform befindet sich
eine quadratische Aussparung und darin ein Keil mit einer Steigung von 10°. Am Rand wurde eine
Vertiefung fiir den Temperatursensor ausgeschnitten.

Zwischen dem Boden des Telfonkeils und der Petrischale wurde die Warmeleitpaste
,GC Extreme® (Gelid Solution Ltd., Kwun Tong, Hong Kong) appliziert. Die
verwendeten Teflonkeile hatten Steigungen von 5°, 10° und 15°. Zur Kontrolle wurden
Proben ohne die Verwendung von Teflonkeilen als Referenz angefertigt. Der Versuch
wurde mit einer Probenanzahl n=3 durchgefuhrt.

3.5.4 Gefrierstrukturierung zweischichtiger Alginat-Bruschit-Systeme
Anschliel3end wurden zweischichtige Alginat-Bruschit-Systeme durch

Gefrierstrukturierung hergestellt, welche als Modell-System zur Nachahmung von
osteochondralem Gewebe dienten.

Fur die Herstellung der Alginat-Bruschit-Systeme wurde eine Petrischale mit einem
Durchmesser von 35 mm verwendet. Das Probenvolumen jeder Schicht betrug jeweils
2 ml. Fur die erste Schicht wurde ein Alginat (2 % bzw. 4 %)-Bruschit-Schlicker, wie in
Kapitel 3.2 beschrieben, hergestellt. Das PLR wurde, wie in Tabelle 2 dargestellt,
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variiert. Die erste Schicht wurde bei jeder Probe mit einem Temperaturgradienten von
3,5 K/mm hergestellt. Die hierflr eingestellte Temperatur an den PE-Elemente ist
Tabelle 3 zu entnehmen. Als die erste Schicht gefroren war, wurde die fur die zweite
Schicht gewunschte Temperatur an den PE-Elementen eingestellt und anschliefend
die zweite Schicht auf die erste injiziert. Fur die zweite Schicht kam eine Alginat (2 %
bzw. 4 %)-Losung zum Einsatz. (vgl. Abbildung 12)

Alginat (2 % bzw. 4 %)-Lésung

Abbildung 12: Aufbau des zweischichtigen Alginat-Bruschit-Systems. Die erste Schicht besteht aus
2 ml eines Alginat (2% bzw. 4%)-Bruschit-Schlicker. Darauf befindet sich eine zweite Schicht, welche
aus 2 ml Alginat (2% bzw. 4%)-Lésung besteht.

Der Temperaturgradient wurde in dieser Schicht, wie in Tabelle 3 dargestellt, variiert.
Proben, bei denen der Temperaturgradient in der ersten und zweiten Schicht 3,5 K/mm
betrug, wurden mit einer Probenanzahl n=3 hergestellt. Die restlichen Proben wurden
mit einer Probenanzahl n=1 hergestellt. Nachdem die zweite Schicht gefroren war,
wurde das gefrierstrukturierte zweischichtige System aus der

Gefrierstrukturierungsanlage entnommen und gefriergetrocknet.

3.5.5 Gefrierstrukturierung zweischichtiger Kollagen-Bruschit-Systeme
Nach Herstellung und Untersuchung der zweischichtigen Alginat-Bruschit-Systeme

wurden Kollagen-Bruschit-Systeme hergestellt, um hierdurch die Zusammensetzung
von osteochondralem Gewebe naher nachzuahmen. Der Versuchsaufbau glich
grundsatzlich dem in Kapitel 3.5.4 Dbeschriebenen. Jedoch betrug der
Temperaturgradient in der ersten und zweiten Schicht bei allen Proben 3,5 K/mm. Der
Massenanteil an Kollagen in der Losung betrug 4 %. Dieser Massenanteil wurde auf
Basis der Ergebnisse des Zugversuchs mit den Alginat (2 % bzw. 4 %)-Bruschit-

Systemen gewahlt. Das PLR wurde, wie in Tabelle 4 beschrieben, variiert.
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Tabelle 4: Verschiedene PLRs fur die Herstellung des Kollagen (4 %)-Bruschit-Schlickers.

PLR [g/ml] Bruschitpulver [g] | Alginat-Losung [ml]

0,03:1 0,1 3
0,1:1 0,3 3
0,16:1 0,5 3

Die Herstellung des Kollagen (4 %)-Bruschit-Schlickers und der Kollagen (4 %)-
Losung erfolgte wie in Kapitel 3.4 beschrieben.

3.6 Auswertung der Temperaturaufzeichnung
Die Temperaturaufzeichnungen wurden ausgewertet, um hieraus die Kuhl- und

Erstarrungsraten sowie die Temperaturgradienten der Proben zu berechnen. Hierfur
wurden die mit dem Datalogger aufgezeichneten Temperaturverlaufe mit der Software
~SE309" Version 3.4.1.0 (Omega Enineering, Connecticut, USA) ausgelesen und mit
Hilfe der Software ,OriginPro2017G* (OriginLab Corporation, Massachusetts, USA)
geplottet. Anschlieliend wurden aus den geplotteten Daten die Kuhl- und

Erstarrungsraten sowie der Temperaturgradient berechnet.
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Abbildung 13: Exemplarischer aufgezeichneter Temperaturverlauf wahrend der Gefrierstrukturierung
einer Probe. Die rote Linie stellt den Temperaturverlauf des oberen PEs dar, wahrend die blaue Linie
die des unteren PEs darstellt. Die graue Linie zeigt den Temperaturverlauf der Probe an. TO zeigt an,
dass die Temperatur der Probe 0 °C erreicht hatte. t(TO) gibt die Zeit an, zu der die Probe 0 °C hatte.
T* gibt die Temperatur an, welche die Probe hatte als sie gefroren war. Der Zeitpunkt zu dem die Probe
gefroren war wird mit t(T*) beschrieben.
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Der Temperaturgradient wurde nach Formel (4) fur die Zeitpunkte als T, und T, erreicht
waren, berechnet. T, beschreibt die Temperatur der gefrorenen Probe. (vgl. Abbildung
13) Es ist die Temperatur, die als Erstes fur 30 s gehalten wird. [14] T, beschreibt, dass
die Probe eine Temperatur von 0 °C hat. Anschliel3end wurde das arithmetische Mittel
der Temperaturgradienten zu beiden Zeitpunkten gebildet sowie die
Standardabweichung bestimmt.

Die Kuhlrate v, beschreibt die Warmeabfuhr pro Zeiteinheit aus der Probe. [14] Die

Berechnung der Kuhlirate erfolgte nach folgender Formel: [14]

_ T.-T,
= R~ £y X

Der Zeitpunkt, zu dem T, erreicht wurde, wird als t(T,) beschrieben. Im Vergleich dazu

beschreibt t(T,) die Zeit, zu welcher T, erreicht wurde.

Die Erstarrungsrate vy gibt die Geschwindigkeit der Eisfront an und wird nach
folgender Formel berechnet: [14]

_ h-1,09 6
R X

Hierbei beschreibt h die Hohe der Probe. Der Faktor 1,09 berucksichtigt die, durch das
Gefrieren verursachte, Vergrofierung des Probenvolumens. Fur Proben, welche unter
Verwendung eines Teflonkeils hergestellt wurden, wurde die Hohe wie folgt berechnet:

h + hop;
mieeer = 5 )

Hierbei steht h,,,;;;.; fur die mittlere Probenhdhe, h,,,, fur die hochste Stelle der Probe

und h,,,;,, fur die niedrigste Stelle der Probe.

Bei dem in Kapitel 3.5.3 beschrieben Teflonkeil-Versuch, wurde fiur die Probenanzahl
n=3 das arithmetische Mittel der Kuhl- sowie der Erstarrungsrate gebildet. Die
Ermittlung der dazugehorigen Fehler erfolgte anschliefend anhand der GaulRschen
Fehlerberechnung. (vgl. Formel 8 — 16)

Die Berechnung des Fehlers A v, der Kuhlrate erfolgte mit Hilfe der folgenden Formel:
[147]
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2 2 2

Avyg = j(?;’()z -AT.? + (%) - AT,? + <ai€£)) - At(T)? + (afg;)) -At(Ty)? (8)

Dabei lassen sich die partiellen Ableitungen der Kihlrate nach den fehlerbehafteten

Grolen wie folgt beschreiben: [147]

dvg _ 1 ©)
dT.  t(T.) — t(Tp)
vy 1

oT, ~  t(T) — t(To) (10)

dvg B T.— Ty
ot(T.)  (t(T.) —t(Ty))?

dvg T.—T,
0t(Ty)  (t(T.) — t(Ty))?

(12)

Der Temperatursensor T3 wird beim Entnehmen der gefrorenen Probe aus dem ACD
verbogen und muss anschlielend handisch wieder in Position gebracht werden. Aus
diesem Grund sind Variationen in der Position wahrscheinlich. Daher wurde der Fehler
der Temperatur der gefrorenen Probe AT, und der Probe bei 0 °C AT, mit + 1 °C
eingeschatzt. Der Fehler der dazugehdrigen Zeiten At(T,) und At(T,) wurde auf + 30 s
geschatzt, da der Datalogger die Temperatur nur alle 5 s aufzeichnet, womit eine
exakte Angabe nicht moglich ist.

Die Berechnung des Fehlers A vg der Erstarrungsrate erfolgte ebenfalls mit Hilfe der
Gauldschen Fehlerfortpflanzung anhand folgender Formel: [147]

pvg = j@i;)z () ey + () aecryy (13)

Die partiellen Ableitungen der Erstarrungsrate nach den fehlerbehafteten Grofden
lauten wie folgt. [147]

dvg 1,09
oh — t(T.) — t(Ty)

(14)
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dvg  h-1,09
ot(T.)  (t(T.) —t(Ty))?

(15)

dvg _ h-1,09
0t(Ty)  (t(T.) — t(Ty))?

(16)

Der Fehler der Zeiten At(T,) und At(T,) wurde, wie bei der Fehlerberechnung der
Kdhlrate, auf £ 30 s geschatzt. Die Messunsicherheit der Probenhohe Ah wurde auf

+ 0,2 mm geschatzt.

3.7 Mikroskopie
Die Morphologie der gefrierstrukturierten, gefriergetrockneten Proben wurde unter

anderem mit Hilfe des Stereomikroskops ,Discovery V.20“ (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Deutschland) und der dazugehorigen Software ,ZEN2012 pro® (Carl
Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) beurteilt. Fir den Versuch, welcher in Kapitel
3.5.3 beschrieben ist, wurde jeweils eine Oberflachenaufnahme angefertigt, da hier die
Domanen in horizontaler Ebene beurteilbar waren. Bei den zweischichtigen Systemen
wurde eine Querschnittsaufnahme angefertigt, wofur die Proben mit einer Rasierklinge
zugeschnitten wurden. Anhand dieser wurde untersucht, ob es zu einer

Gefrierstrukturierung und einem Verbund beider Schichten kam.

Aulerdem wurden Rasterelektronenmikroskop (REM)-Aufnahmen der
Probenquerschnitte angefertigt, wodurch unter anderem die Porendurchmesser, -
orientierung und die Morphologie der Lamellen sowie die der Grenzflache zweier
Schichten untersucht werden konnte, da diese Faktoren einen Einfluss auf die
Zellmigration bei in vivo Versuchen haben konnten. Hierfir wurden die
zugeschnittenen Proben mittels ,Leit-C Conductive Carbon® (Plano GmbH, Wetzlar,
Deutschland)-Zement (,Leit-C-Zement®) auf Probentellern (Agar Scientific Ltd., Essex,
Vereinigtes Konigreich) fixiert. Anschlielend wurden die Proben in dem Sputtercoater
,LEICA EM ACE 600“ (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) mit einer 4 nm

dicken Platinschicht beschichtet.

Es wurde fur jede Einstellung exemplarisch eine Probe zur Betrachtung unter dem
REM ,Zeiss Crossbeam 340“ (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland)
herangezogen. Anhand dieser REM-Aufnahmen wurde, wie bereits erwahnt, die
Porenorientierung der Proben beurteilt. Fur den in Kapitel 3.5.3 beschriebenen

Versuch wurden Aufnahmen in 30-facher, 50-facher und 100-facher Vergrof3erung

34



3 Material und Methoden

angefertigt. Die Beschleunigungsspannung betrug hierbei 5 kV. Der
Porendurchmesser wurde anschlielend handisch mit Hilfe der Software ImageJ
Version 1.25 (National Institutes of Health, Maryland, USA) vermessen. Es wurde der
grofldte sichtbare Durchmesser jeder einzelnen Pore in der REM-Aufnahme einer
Probe bei 100facher VergroRerung bestimmt. AnschlieRend wurde das arithmetische
Mittel gebildet und die Standardabweichung bestimmt. Bei den zweischichtigen
Alginat- bzw. Kollagen- Bruschit-Systemen lag der Fokus der Beurteilung der REM-
Aufnahmen auf der Grenzflache zwischen der ersten und zweiten Schicht. Die
Beschleunigungsspannung betrug hierbei 2 kV. Fur die Alginat-Bruschit-Systeme
wurden Aufnahmen in 500-facher, 100-facher VergroRerung angefertigt, wahrend fur
die Kollagen-Bruschit-Systeme zusatzlich eine 50-fache VergroRerung angefertigt

wurde.

3.8 Zugversuch
Mit den zweischichtigen Alginat- bzw. Kollagen-Bruschit-Systemen wurden

Zugversuche durchgefuhrt, um den Verbund der beiden Schichten zu untersuchen.
Hierflr wurde aus den Proben mit einem 8 mm Biopsiestanzer (Pfm Medical AG, KolIn,
Deutschland) Probenmaterial enthommen. Das Probenmaterial wurde nochmals nach
Augenmaly in der Mitte mit Hilfe einer Rasierklinge geteilt. Dies diente der
Flachenverminderung, um einen sicheren Halt wahrend des Zugversuches
sicherzustellen. Die halbierte Probe wurde anschlielend mit Leit-C-Zement (Plano
GmbH, Wetzlar, Deutschland) von oben und unten auf REM-Probenteller (Agar
Scientific Ltd., Essex, Vereinigtes Konigreich) geklebt und tber Nacht getrocknet. Der
zuvor beschriebene Aufbau ist in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Aufbau des Zugversuchs. Oben und unten im Bild sind wei’e Klemmen zu sehen,
welche die praparierte Probe fir den Zugversuch fixieren. Die Klemmen liegen an den Probentellern an,
welche oben und unten mit Leit-C-Zement an die Probe geklebt sind. In der Mitte befindet sich die
gefrierstrukturierte, gefriergetrocknete Probe in Form eines Halbkreises, welche in diesem Fall ein
zweischichtiges Alginat-Bruschit-System ist. Die untere Halfte ist aus einem Alginat-Bruschit-Schlicker,
wahrend die obere Halfte aus Alginat-L6sung besteht.

Der Zugversuch wurde mit der Bose Electro Force 5500 (Bose Corporation
ElectroForce Systems Group, TA Instruments, New Castle, USA) durchgefuhrt. Die
Probenanzahl betrug n=5. Fir den Zugversuch waren der 250g und 22N
Kraftaufnehmer in Verwendung. Die Geschwindigkeit betrug 0,005 mm/sec. Die
Software WINTEST 7 Version 7.2 2015-09-09 (Bose Corporation ElectroForce
Systems Group, TA Instruments, New Castle, USA) zeichnete den zuruckgelegten
Weg Ah, die dabei aufgewendete Kraft F und die dazugehdrige Zeit auf. Aus den
aufgezeichneten Daten wurden anschliefend, mit folgenden Formeln, die Spannung

o und Dehnung ¢ berechnet:
£ =— (17)

PR - (18)
A m-r?2-05
h steht hierbei fiir die Hohe der Probe. Der Term 7 - r2 - 0,5 beschreibt die Ober- bzw.
Unterflache A der Probe, wobei r den Radius des Kreises beschreibt. Aus den
berechneten Werten konnte ein Spannungs-Dehnungs-Diagramm erstellt und die
maximale Zugfestigkeit ermittelt werden. Fur die Angabe der maximalen Zugfestigkeit
wurde von den jeweils funf Proben derselben Einstellung das arithmetische Mittel
gebildet und die Standardabweichung bestimmt. Die statistische Analyse wurde mit

Hilfe des Programms ,SigmaPlot 12.5% (Systat Software, Inc., Kalifornien, USA)
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durchgefuhrt. Alle Messdaten wurden dem Test auf Normalverteilung nach
Kolmogorow unterzogen. Fur die Auswertung der Daten des Zugversuchs in
Abhangigkeit des PLRs der Alginat-Bruschit-Systeme wurde eine Kruskal-Wallis
Varianzanalyse, gefolgt von einem Tukey-Test, durchgefuhrt (vgl. Abbildung 25),
wahrend eine Varianzanalyse gefolgt von einem Holm-Sidak-Test fur die
Zugfestigkeiten in Abhangigkeit der Alginatkonzentration angewendet wurde. (vgl.
Abbildung 26) Fur die Analyse der Zugfestigkeiten der Alginat-Bruschit-Systeme im
Vergleich zu den Kollagen-Bruschit-Systemen wurde ein t-Test durchgefuhrt. (vgl.
Abbildung 27)

3.9 Untersuchung der bevorzugten Orientierung der
Bruschitkristalle
Um eine eventuell vorhandene bevorzugte Orientierung (,Preferred Orientation®, PO)

der Bruschitkristalle in den gefrierstrukturierten Alginat-Bruschit-Proben zu
untersuchen und somit ein naheres Verstandnis uber den Aufbau der hergestellten
Biopolymer-Bruschit-Systeme zu erlangen, wurden XRD-Messungen durchgeflhrt.
Der Alginat-Bruschit-Schlicker wurde mit den PLRs 0,03:1 g/ml bzw. 0,16:1 g/ml sowie
den Alginatkonzentrationen 2 % und 4 % hergestellt. (vgl. Kapitel 3.2) Die
Probenanzahl betrug n=1. Nach der Gefriertrocknung wurde eine XRD-Messung jeder
Probe durchgefuhrt. Hierfur wurde die Unterseite der Probe, welche aus Alginat und
Bruschit bestand, gemessen. Als Referenz wurde ebenfalls das lose Bruschitpulver
gemessen. Hierbei wurde das Pulver mit Hilfe einer Glasplatte verdichtet und geglattet.
Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse der XRD-Messungen wurden erneut Proben, mit
einer Alginatkonzentration in der Losung von 4 %, hergestellt. Es wurden jeweils zwei
Proben mit einem PLR von 0,03:1 g/ml sowie zwei Proben mit einem PLR von
0,16:1 g/ml hergestellt. Die gefrierstrukturierten Proben wurde mit dem XRD dreimalig
gemessen. Anschliel3end wurden die Proben dreimalig gemorsert und nach jedem Mal
morsern eine XRD Messung durchgefuhrt. Die Daten der XRD-Messungen wurden mit
der Software ,DIFFRAC.EVA®* (Bruker Corporation, Massachusetts, USA)
ausgewertet. AnschlieRend wurden die Ergebnisse der Auswertung normiert und mit
Hilfe der Software ,OriginPro 2017G" dargestellt. (vgl. Abbildung 28)
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4 Ergebnisse

4.1 Kuhl- und Erstarrungsraten
Zunachst wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, die Morphologie der

gefrierstrukturierten Proben zu optimieren, da, wie in Kapitel 2.6 beschrieben, bei der
Gefrierstrukturierung mehrere Domanen in horizontaler Ebene entstanden. Hierfur
kamen Teflonkeile zum Einsatz, die der Erzeugung eines zweiten, horizontal
gerichteten Temperaturgradienten dienen sollten. Die hergestellten Proben wurden
unter anderem bezuglich ihrer Kuhl- und Erstarrungsraten untersucht, welche wie in

Kapitel 3.6 beschrieben, berechnet wurden.
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Abbildung 15: Kuhlrate in Abhéngigkeit des externen Temperaturgradienten. Dargestellt sind die
Kihlraten der Proben, welche ohne Teflonkeil (oben links) sowie mit einem 5° (oben rechts), 10°
(unten links) und 15° (unten rechts) Teflonkeil hergestellt wurden. Das Probenvolumen betrug n=3.

Abbildung 15 stellt die Kuhlrate in Abhangigkeit des externen Temperaturgradienten
dar. Die hochste Kuhlrate war bei den Proben ohne Teflonkeil mit einem
Temperaturgradienten von 3,5 K/mm zu beobachten und lag bei -(1,87 £ 0,19) °C/min.
Diese sank mit absteigendem Temperaturgradienten und betrug somit bei 1,5 K/mm
- (0,39 = 0,07) °C/min. Die Tendenz zur Verringerung der Kuhlrate mit absteigenden
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Temperaturgradienten wurde bei allen Teflonkeilsteigungen beobachtet. Aullerdem
verringerte sich die Kuhlrate tendenziell mit zunehmender Steigung des Teflonkeils.
Bei einem Temperaturgradienten von beispielsweise 2 K/mm lag die Kuhlrate bei den
Proben, hergestellt mit 15° Teflonkeilen bei -(0,30 + 0,05) °C/min, wahrend diese bei
den 10° bei -(0,38 % 0,06) °C/min und mit dem von 5° Steigung bei
- (0,53 £ 0,07) °C/min lag. Ohne die Verwendung eines Teflonkeils erhdhte sich die
Kdhlrate hierbei auf - (0,92 £ 0,11) °C/min. Der beschriebene Trend konnte bei allen

untersuchten Temperaturgradienten festgestellt werden.
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Abbildung 16: Erstarrungsrate in Abhangigkeit des externen Temperaturgradienten. Die Grafik zeigt
die Erstarrungsraten von Proben, welche ohne Teflonkeil (oben links) und mit Teflonkeil hergestellt
wurden. Die Teflonkeile hatten Steigungen von 5° (oben rechts), 10° (unten links) und 15° (unten rechts).
Das Probenvolumen betrug n=3.

In Abbildung 16 ist die Erstarrungsrate in Abhangigkeit des externen
Temperaturgradienten dargestellt. Ein hoherer Temperaturgradient fuhrte tendenziell
zu einer Steigung der Erstarrungsrate. Dies konnte bei allen Teflonkeilsteigungen
festgestellt werden. Beispielsweise lag die Erstarrungsrate der Proben ohne Teflonkeil
und einem Temperaturgradienten von 3,5 K/mm bei (0,32 + 0,13) mm/min. Bei einem
Temperaturgradienten von 3 K/mm lag diese bei (0,29 + 0,12) mm/min. Die

39



4 Ergebnisse

Erstarrungsrate bei dem Temperaturgradienten von 1,5 K/mm Dbetrug
(0,18 £ 0,08) mm/min. Der Vergleich der Erstarrungsraten bei verschiedenen
Teflonkeilsteigungen zeigte, dass bei allen Temperaturgradienten eine zunehmende
Steigung die Erstarrungsrate tendenziell verringerte. Bei einer Steigung des
Teflonkeils von 5° mit einem Temperaturgradienten von 2 K/mm lag die
Erstarrungsrate demnach bei (0,18 + 0,08) mm/min, wahrend sich diese bei einer

Steigung des Teflonkeils von 15° auf (0,14 + 0,06) mm/min verringerte.

4.2 Probenmorphologie

4.2.1 Bidirektionale Gefrierstrukturierung von Alginat 2 %-Proben

Zu Beginn der Arbeit wurden, durch bidirektionale Gefrierstrukturierung mit Hilfe von
Teflonkeilen, einschichtige Alginat 2 %-Proben hergestellt. Hierdurch sollte, mit dem
Ziel einer noch homogeneren Probenmorphologie, wodurch noch bessere
mechanische Eigenschaften erhofft wurden, eine einzelne Domane in horizontaler
Ebene ausgebildet werden. [17, 18] Die Probenmorphologie wurde anhand von
Stereomikroskopaufnahmen der Oberflache beurteilt. In der folgenden Abbildung
werden exemplarische Oberflachenaufnahmen dargestellt.
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Abbildung 17: Exemplarische Stereomikroskopaufnahmen der Probenoberflache unter Verwendung
von Teflonkeilen in Abhangigkeit des verwendeten externen Temperaturgradienten. Die erste Zeile zeigt
Proben, welche mit einem 15° Teflonkeil hergestellt wurden. Die Proben der zweiten Zeile wurden mit
einem 10° Teflonkeil hergestellt. In der dritten Zeile sind Proben dargestellt, bei deren Herstellung ein
5° Teflonkeil verwendet wurde, wahrend bei den Proben der vierten Zeile kein Teflonkeil in Verwendung
war. Der MaRstab entspricht 4 mm.

In Abbildung 17 sind die Oberflachen von Proben dargestellt, welche aus Alginat (2 %)-
Losung hergestellt wurden. Der Temperaturgradient wurde von 1,5 K/mm bis
3,5 K/mm in 0,5 K/mm-Schritten variiert. Fur die Herstellung wurden Teflonkeile mit
den Steigungen 5°, 10° und 15° verwendet. Als Referenz dienten Proben, welche ohne
zusatzlichen Teflonkeil gefrierstrukturiert wurden. Bei allen untersuchten Proben

waren mehrere horizontale Doméanen sichtbar.

Zusatzlich zur Oberflachenmorphologie wurde der Probenquerschnitt zur Bestimmung

der Porenorientierungen und -durchmessern mittels REM-Aufnahmen untersucht.

41



4 Ergebnisse
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Abbildung 18: REM-Aufnahmen des Probenquerschnitts gefrierstrukturierter Proben zur Bestimmung
der Porenorientierung in Abhangigkeit des externen Temperaturgradienten. Die erste Zeile zeigt
Proben, welche unter Verwendung eines 15° Teflonkeils hergestellt wurden. Fir die Herstellung der
Proben der zweiten Zeile wurde ein 10° Teflonkeil, wahrend fir die in der dritten Zeile ein 5° Teflonkeil
verwendet wurde. In der vierten Zeile sind Proben dargestellt, welche ohne die Verwendung eines
Telfonkeils hergestellt wurden. Der MaRstab entspricht 500 pum.

Die in Abbildung 18 dargestellten REM-Aufnahmen zeigen den Querschnitt der
Proben. Mit zunehmendem externen Temperaturgradienten richteten sich die Poren
tendenziell senkrechter zur Oberflache aus.

Der Porendurchmesser wurde wie in Kapitel 3.7 beschrieben bestimmt.
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Abbildung 19: Porendurchmesser in Abhangigkeit des externen Temperaturgradienten. Es sind die
Porendurchmesser der Proben, welche ohne Teflonkeil (oben links) sowie mit einem 5° (oben rechts),
10° (unten links) bzw. 15° Teflonkeil (unten rechts) hergestellt wurden, dargestellt.

In Abbildung 19 ist der Porendurchmesser
Temperaturgradienten dargestellt. Hier zeigte sich, dass sich der Porendurchmesser
die

Temperaturgradient war. Die Porendurchmesser der untersuchten Poren bewegten

in Abhangigkeit des externen

tendenziell verringerte, je hoher der fur Herstellung verwendete

sich zwischen etwa 12 pm und 378 um. Es konnte keine Abhangigkeit des
Porendurchmessers von der Steigung der Teflonkeile erkannt werden.

4.2.2 Alginat-Bruschit-Schichtsysteme
Nachdem die Teflonkeile im Herstellungsprozess der Proben nicht zur Ausbildung

einer einzelnen Domane in horizontaler Ebene gefuhrt hatten, wurden die

zweischichtigen Biopolymer-Keramik-Systeme ohne die Verwendung von Teflonkeilen
gefrierstrukturiert. Zunachst wurden 2zweischichtige Alginat-Bruschit-Systeme
hergestellt, wobei die Alginatkonzentration, das PLR und der Temperaturgradient der

zweiten Schicht variiert wurden. (vgl. Kapitel 3.5.4)
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PLR PLR PLR
0,1:1 g/ml 0,06:1 g/ml 0,03:1 g/ml

PLR
0,13:1 g/ml

PLR
0,16:1 g/ml

Abbildung 20: REM-Aufnahmen zweischichtiger Alginat (2 %)-Bruschit-Systeme mit verschiedenen
PLRs. Der Temperaturgradient betrug wahrend der Gefrierstrukturierung fiir beide Schichten 3,5 K/mm.
In der linken Spalte ist die 100-fache VergroRerung der Grenzflache beider Schichten dargestellt,
wahrend die rechte Spalte die 500-fache Vergroferung zeigt. Der Malstab betragt 200 um (linke Spalte)
bzw. 50 ym (rechte Spalte).
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PLR PLR PLR
0,1:1 g/ml 0,06:1 g/ml 0,03:1 g/ml

PLR
0,13:1 g/ml

PLR
0,16:1 g/ml

Abbildung 21: REM-Aufnahmen  zweischichtiger  Alginat (4  %)-Bruschit-Systeme  mit
verschiedenen PLRs. Der Temperaturgradient betrug wahrend der Gefrierstrukturierung fiir beide
Schichten 3,5 K/mm. Die linke Spalte zeigt die 100-fache VergréRerung der Grenzflache der Schichten,
wahrend in der rechten Spalte die 500-fache VergréRerung dargestellt ist. Der Mastab betragt 200 pm
(linke Spalte) bzw. 50um (rechte Spalte).
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Abbildung 20 bzw. Abbildung 21 zeigen REM-Aufnahmen von Proben, bei denen die
untere Schicht aus Alginat (2 % bzw. 4 %)-Bruschit-Schlicker bestand. Das PLR des
Schlickers wurde hierbei zwischen 0,03:1 g/ml und 0,16:1 g/ml variiert. In den
dargestellten REM-Aufnahmen waren die Bruschitkristalle in dieser Schicht erkennbar.
Fir die obere Schicht wurde Alginat (2 % bzw. 4 %)-L6sung verwendet. Hier wiesen
die Lamellen eine glatte Oberflachenstruktur auf, wobei teilweise kreisformige Locher
sichtbar waren. Der Temperaturgradient betrug in beiden Schichten 3,5 K/mm. Die
Grenzflache der beiden Schichten stand im Zentrum der REM-Aufnahmen. Die linke
Spalte zeigt die 100-fache und die rechte Spalte die 500-fache Vergrof3erung der
Grenzflachen. Alle Proben zeigten anisotrop gerichtete Poren und ein Verbund beider
Schichten war unabhangig von der verwendeten Alginat-Konzentration gegeben. Dies
konnte sowohl in den stereo- als auch rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
beobachtet werden. Zudem konnte kein deutlicher Unterschied in der Morphologie der
Grenzflache bei Variation des PLR festgestellt werden. Die Grenzflache erschien auf
den REM-Aufnahmen durchgangig von Lamellen durchzogen. Die Proben der Alginat
(2 %)-Bruschit-Systeme zeigten jedoch im Unterschied zu den Alginat (4 %)-Bruschit-
Systemen eine Grenzflache, welche fadiger durchzogen war. Bei den Alginat (4 %)-
Bruschit-Systemen war die Grenzflache weniger fadig und eher durch lamellare

Strukturen verbunden.

Zusatzlich wurden Proben hergestellt, bei denen der Temperaturgradient in der
unteren Schicht 3,5 K/mm betrug und in der oberen Schicht zwischen 1,5 K/mm und
3,5 K/mm in 0,5 K/mm-Schritten variiert wurde. Bei Variation des
Temperaturgradienten in der oberen Schicht kam es bei einigen Proben zu keinem
Verbund zwischen den Schichten. Dieses Phanomen konnte bei den Alginat (2 %)-
Schichtsystemen etwas haufiger beobachtet werden als bei Alginat (4 %)-Proben und
war unabhangig vom PLR sowie dem Temperaturgradienten der oberen Schicht. Bei
den Alginat (4 %)-Schichtsystemen wurde ein fehlender Schichtverbund nur bei einer
einzigen Probe beobachtet. (vgl. Abbildung 22) Hier lag das PLR bei 0,16:1 g/ml und
die obere Schicht wurde bei einem Temperaturgradienten von 1,5 K/mm
gefrierstrukturiert. Es war aul3erdem keine veranderte Porenorientierung zwischen
erster und zweiter Schicht bei Variation des Temperaturgradienten zu erkennen. Die
Morphologie glich somit tendenziell den Proben, bei denen der Temperaturgradient in
beiden Schichten 3,5 K/mm lag.
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Abbildung 22: Exemplarische REM-Aufnahme einer Probe ohne Verbund der oberen und unteren
Schicht. Fir die untere Schicht der dargestellten Probe wurde Alginat (4 %)-Bruschit-Schlicker mit einem
PLR von 0,16:1 g/ml gefrierstrukturiert. Der Temperaturgradient betrug hierbei 3,5 K/mm. Fir die obere
Schicht der Probe wurde Alginat (4 %)-Ldsung bei einem Temperaturgradienten von 1,5 K/mm
gefrierstrukturiert. Der Maf3stab entspricht 200 um.

4.2.3 Kollagen-Bruschit-Schichtsysteme

Nach der gerichteten Gefrierstrukturierung zweischichtiger Alginat-Bruschit-Systeme
als Modellsystem, wurde auf Basis der ermittelten Ergebnisse auf zweischichtige
Kollagen-Bruschit-Systeme Ubergegangen. Hierbei wurde fur die erste Schicht ein
Kollagen (4 %)-Bruschit-Schlicker verwendet. Die zweite Schicht bestand aus einer
Kollagen (4 %)-L6sung.
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PLR PLR
0,03:1 g/ml

0,1:1 g/ml

PLR
0,16:1 g/ml

Abbildung 23: REM-Aufnahmen zweischichtiger Kollagen (4 %)-Bruschit-Systeme mit verschiedenen
PLRs. Der Temperaturgradienten betrug fiir beide Schichten 3,5 K/mm. Die erste Zeile zeigt Proben mit
einem PLR von 0,03:1 g/ml. Fir den Schlicker der Probe in der zweiten Zeile wurde ein PLR von
0,1:1 g/ml gewahlt. In der dritten Zeile ist eine Probe mit einem PLR von 0,16:1 g/ml zu sehen. Auf der
jeweils linken Seite wird die 100-fache Vergrofterung der Grenzflache beider Schichten in der Probe
dargestellt, wahrend auf der rechten Seite die 500-fache VergroRerung dieser zu sehen ist. Der Mal3stab
entspricht 400 um (linke Spalte) bzw. 200 um (rechte Spalte).

Abbildung 23 zeigt REM-Aufnahmen eines zweischichtigen Kollagen (4 %)-Bruschit-
Systems. Die erste Schicht bestand aus einem Kollagen (4 %)-Bruschit-Schlicker mit
den PLRs von 0,03:1 g/ml, 0,1:1 g/ml bzw. 0,16:1 g/ml, die zweite Schicht aus einer
Kollagen (4 %)-Losung. Der Temperaturgradient betrug in beiden Schichten 3,5 K/mm.
In Abbildung 23 ist in der linken Spalte die Grenzflache der jeweiligen Probe zu sehen,
welche in vergroRerter Darstellung in der rechten Spalte dargestellt ist. Bei
Betrachtung der REM-Aufnahmen wurde deutlich, dass alle hergestellten Systeme
einen Verbund beider Schichten aufwiesen. Die lamellare Porenstruktur war durch
beide Schichten hinweg zu erkennen. Die erste Schicht erschien aufgrund der in den
Lamellen liegenden Bruschitkristalle deutlich dichter. Die Lamellen der oberen Schicht
hatten eine glattere Oberflache und waren mit Lochern, welche aufgrund von

48



4 Ergebnisse

Luftblasen in der Losung entstanden, unterschiedlicher Grof3e durchzogen. Direkt an
der Grenzflache der beiden Schichten erschien die Struktur porés und tendenziell

wenig strukturiert.

4.3 Mechanische Eigenschaften der Biopolymer-Keramik-
Komposite

Der Grenzflachenverbund der zweischichtigen Biopolymer-Keramik-Komposite wurde
mit Hilfe von Zugversuchen beurteilt. (vgl. Kapitel 3.8) Zunachst wurden zweischichtige
Alginat-Bruschit-Systeme herangezogen, welche mit Alginat (2 % bzw 4 %)-Losung
und den PLRs von 0,03:1 g/ml, 0,1:1 g/ml und 0,16:1 g/ml hergestellt wurden. Hierbei
wurden Proben gewahlt, welche mit einem Temperaturgradient von 3,5 K/mm in

beiden Schichten hergestellt wurden.

140

— Alginat (2 %)-Lésung, PLR 0,1:1 g/ml, VT = 3,5 K/mm
—— Alginat (4 %)-L6sung, PLR 0,1:1 g/ml, VT = 3,5 K/mm
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Abbildung 24: Exemplarische Spannungs-Dehnungs-Diagramme von Alginat (2 % bzw. 4 %)-Bruschit-
Systemen. Das PLR betrug 0,1:1 g/ml und der Temperaturgradient lag bei 3,5 K/mm. In blau ist das
Spannungs-Dehnungs-Diagramm eines Alginat (4 %)-Bruschit-Systems dargestellt, wobei das eines
Alginat (2 %)-Bruschit-Systems in rot dargestellt ist.

Der Grenzflachenverbund einiger Proben versagte fruher und bei hoherer Spannung
als dies bei anderen Proben der Fall war. Es konnte jedoch kein eindeutiger
Zusammenhang zwischen dem Bruchverhalten und dem PLR bzw. der
Alginatkonzentration gefunden werden, weshalb Abbildung 24 rein exemplarische

Spannungs-Dehnungs-Diagramme bei einem PLR von 0,1:1 g/ml darstellt.
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Abbildung 25: Zugdfestigkeiten in Abhangigkeit des PLR der Alginat (2 % bzw. 4 %)-Bruschit-Systeme.
Die blauen Balken entsprechen den Zugfestigkeiten der Alginat (4 %)-Bruschit-Systeme, die roten
Balken jenen der Alginat (2 %)-Bruschit-Systemen. Beide Schichten wurden mit einem
Temperaturgradienten von 3,5 K/mm und den PLRs von 0,03:1 g/ml, 0,1:1 g/ml und 0,16:1 g/ml
hergestellt. Das Probenvolumen betrug n=5. *: p<0,001.

Abbildung 25 zeigt die Zugfestigkeiten von zweischichtigen Alginat (2 % bzw. 4 %)-
Bruschit-Systemen mit unterschiedlichen PLRs. Die Zugfestigkeiten der Alginat (2 %)-
Bruschit-Systeme waren fur alle PLRs kleiner als jene der mit 4 %
Alginatkonzentration, wobei ein signifikanter Unterschied (p<0,001) nur bei einem PLR
von 0,16:1 g/ml beobachtet wurde. Die Proben mit einem PLR von 0,1:1 g/ml zeigten
sowohl bei den Alginat (2 %)- als auch bei den Alginat (4 %)-Bruschit-Systemen
tendenziell die hochsten Zugfestigkeiten. Die Alginat (2 % bzw. 4 %)-Bruschit-Systeme
mit dem PLR 0,16:1 g/ml zeigten tendenziell die geringsten Zugfestigkeiten. Die
Zugfestigkeit der Alginat (2 %)-Bruschit-Systeme mit einem PLR von 0,16:1 g/ml war
signifikant geringer (p<0,001) als die der Alginat (4 %)-Bruschit-Systeme.
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Abbildung 26: Zugdfestigkeiten in Abhangigkeit der Alginatkonzentration der Alginat (2 % bzw. 4 %)-
Bruschit-Systeme bei unterschiedlichen Temperaturgradienten. Das PLR der ersten Schicht betrug
0,03:1 g/ml. Die roten Balken entsprechen Zugfestigkeiten von Proben, bei denen die zweite Schicht
mit einem Temperaturgradienten von 1,5 K/mm hergestellt wurde. Der Temperaturgradient der Proben
des blauen Balkens war 2,5 K/mm, die des gelben 3,5 K/mm. Das Probenvolumen betrug n=5. *:
p<0,001.

Abbildung 26 zeigt die Zugfestigkeiten von zweischichtigen Alginat (2 % bzw. 4 %)-
Bruschit-Systemen, bei welchen in der zweiten Schicht der Temperaturgradient
zwischen 1,5 K/mm, 2,5 K/mm und 3,5 K/mm variiert wurde. In der ersten Schicht
wurde in allen Fallen ein Temperaturgradient von 3,5 K/mm gewahlt. Es wird deutlich,
dass die Zugfestigkeiten der Alginat (2 %)-Bruschit-Systeme signifikant geringer
(p<0,001) als jene der Alginat (4 %)-Bruschit-Systeme, waren. Sowohl bei den Alginat
(2 %)- als auch den Alginat (4 %)-Bruschit-Systemen konnte kein signifikanter

Unterschied zwischen den unterschiedlichen Temperaturgradienten ermittelt werden.
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Abbildung 27: Zudfestigkeit in Abhangigkeit des PLR der Alginat (4 %)- und Kollagen (4 %)-Bruschit-
Systeme. Der blaue Balken stellt den die Zugfestigkeiten der Alginat (4 %)-Bruschit-Systeme dar, der
rote Balken hingegen die der Kollagen (4 %)-Bruschit-Systeme. Die Proben wurden mit einem
Temperaturgradienten von 3,5 K/mm hergestellt. Der Zugversuch wurde mit einem Probenvolumen von
n=5 durchgeflhrt. *: p<0,001

In Abbildung 27 sind die Zugfestigkeiten der Alginat (4 %)-Bruschit-Systeme und der
Kollagen (4 %)-Bruschit-Systeme mit einem PLR von 0,1:1 g/ml in der ersten Schicht
dargestellt. Die Proben wurden in beiden Schichten mit einem Temperaturgradienten
von 3,5 K/mm hergestellt. Die Zugfestigkeit der Kollagen (4 %)-Bruschit-Systeme war
mit 16,5 kPa um etwa den Faktor 8 geringer als die der Alginat (4 %)-Bruschit-
Systeme.

4.4 Orientierung der Bruschitkristalle innerhalb der Lamellen
Um eine eventuell vorhandene bevorzugte Orientierung (PO) der Bruschitkristalle in

den Lamellen der gefrierstrukturierten Proben zu untersuchen, wurden XRD-
Messungen (siehe Kapitel 3.9) durchgefuhrt. Zunachst wurde jeweils eine Probe aus
einem Alginat-Bruschit-Schlicker, mit einer Alginat (2% bzw. 4 %)-Losung und einem
PLR von 0,03:1 g/ml bzw. 0,16:1 g/ml, hergestellt. Die Auswertung der XRD-
Messungen zeigte, dass die Kristalle in Proben mit Alginat (2 %)-L6sung bei beiden
PLRs statistisch orientiert waren, jene der Alginat (4 %)-Proben jedoch nicht. (vgl.
Tabelle 5)

52



4 Ergebnisse

Tabelle 5: Ergebnisse der XRD-Messungen zur bevorzugte Orientierung der Bruschitkristalle
von Alginat (2 %)- bzw. (4 %)-Bruschit-Schlickern.
PLR [g/ml] Alginat (2 %)-Losung Alginat (4 %)-Losung
0,03:1 Statistisch orientiert Nicht statistisch orientiert
0,16:1 Statistisch orientiert Nicht statistisch orientiert

Um die nicht statistische Orientierung der Bruschitkristalle bei den Proben mit Alginat
(4 %)-Losung naher zu untersuchen, wurden erneut gefrierstrukturierte Proben mit
einem Alginat (4 %)-Bruschit-Schlicker mit den in Tabelle 5 genannten PLRs
hergestellt. Die Probenanzahl betrug n=2. Die Auswertung der XRD-Messungen
zeigte, dass die Bruschitkristalle bei einem PLR von 0,03:1 g/ml keine bevorzugte
Orientierung in der (0 2 0)-Kristallebene hatten, dafur eine leichte in der (1 4 -1)- und
eine starke in der (1 2 -1)-Kristallebene. Bei einem PLR von 0,16:1 g/ml war hingegen
eine starke bevorzugte Orientierung in der (0 2 0)-Kristallebene vorhanden. (vgl.
Tabelle 6)

Tabelle 6: Ergebnisse der XRD-Messungen zur bevorzugten Orientierung der Bruschitkristalle
von Alginat (4 %)-Bruschit-Schlickern.

Gefrierstrukturierte Proben, Alginat (4 %)-Losung

PLR [g/ml] | Probennummer | Ergebnis

0,03:1 1 Keine PO bei (0 2 0)

Leichte PO bei (1 4 -1) & starke PO bei (1 2 -1)

2 Keine PO bei (0 2 0)

Leichte PO bei (1 4 -1) & starke PO bei (12 -1)

0,16:1 1 Starke PO bei (0 2 0)

2 Starke PO bei (0 2 0)

Die Orientierung der Bruschitkristalle aller gemorserten Proben war statistisch
orientiert. (vgl. Tabelle 7) Die Gefrierstrukturierung der Alginat (4 %)-Bruschit-Schlicker
hatte somit zur Folge, dass eine bevorzugte Orientierung der Kristalle zu beobachten
war.
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Tabelle 7: Ergebnisse der XRD-Messungen gemorserter Alginat (4 %)-Bruschit-Schlicker zur
bevorzugten Orientierung der Bruschitkristalle.

Gemorserte Proben, Alginat 4 %-Losung

PLR [g/ml] | Probennummer | Ergebnis

0,03:1 1 Statistisch orientiert
2 Statistisch orientiert

0,16:1 1 Statistisch orientiert
2 Statistisch orientiert

Abbildung 28 stellt die gemessenen XRD-Spektren dar. Das Spektrum des losen
Bruschitpulvers (schwarze Linie) und das einer gemorserten Probe aus Alginat (4 %)
(rote Linie) mit einem PLR von 0,03:1 g/ml dienten als statistisch orientierte Referenz.
Hier lag die hochste Intensitat bei der (0 2 0)-Kristallebene, gefolgt von der (1 4 -1)-
und der (1 2 -1)-Kristallebene.
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Abbildung 28: Graphische Darstellung der Ergebnisse der XRD-Messungen beziiglich der
bevorzugten Orientierung der Bruschitkristalle. Die schwarze Linie entspricht dem XRD-Spektrum des
hergestellten Bruschitpulvers. Die gelbe Linie zeigt exemplarisch das Spektrum einer Probe, welche mit
Alginat (4%)-L6sung und einem PLR von 0,16:1 g/ml hergestellt wurde. Das der blauen Linie entspricht
einer Probe, welche mit Alginat (4 %)-Lésung und einem PLR von 0,03:1 g/ml hergestellt wurde.
Exemplarisch fiir die gemorserten Proben wurde das XRD-Spektrum einer gemdorserten Probe, welche
mit Alginat (4 %)-Lésung und einem PLR von 0,03:1 g/ml hergestellt wurde, dargestellt (rote Linie).

Im Vergleich dazu war bei den Alginat (4 %)-Bruschit-Schlickern mit einem PLR von
0,03:1 g/ml (blaue Linie) eine hohere Intensitat in der (1 2 -1)- und (1 4 -1)-Kristallebene
zu sehen und eine schwachere in der (0 2 0)-Kristallebene. Die Alginat (4 %)-Bruschit-
Schlicker mit dem PLR 0,16:1 g/ml (gelbe Linie) hatten eine sichtbar niedrigere
Intensitat in der (1 4 -1)- bzw. (1 2 -1)-Kristallebene als die Referenz-Proben, da hier
eine starke bevorzugte Orientierung der Bruschitkristalle in der (0 2 0)-Kristallebene
vorlag.
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5 Diskussion

5.1 Bidirektionale Gefrierstrukturierung
In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst versucht mittels Teflonkeilen die Ausbildung

eines zweiten, horizontal ausgerichteten Temperaturgradienten zu erzeugen, welcher
zur Ausbildung nur einer Domane in horizontaler Ebene fuhren sollte. [17, 18] Als Basis
diente eine Studie von Bai H. et al. [17] In der genannten Studie kam es unter
Verwendung von Teflonkeilen zur Ausbildung einer einzelnen Domane in horizontaler
Ebene bei den Kuhlraten 5 °C/min und 10 °C/min, wenn die Steigung der Teflonkeile
10° und 20° betrug. [17] In der vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls die Steigungen
der Teflonkeile und der Temperaturgradient variiert. Die Steigung der Keile wurde mit
5°, 10° und 15° variiert. Eine hohere Steigung des Teflonkeils war nicht moglich, da
die Hohe der verwendeten Petrischale nicht ausreichte, um anschliefend noch
ausreichend Losung zur Gefrierstrukturierung darauf zu injizieren. Nach
stereomikroskopischer Untersuchung waren jedoch bei allen hergestellten Proben
mehrere Domanen in horizontaler Ebene sichtbar. Ein moglicher Grund hierfur konnte
eine zu geringe Kuhlrate gewesen sein. In der vorliegenden Arbeit lag die maximal
erreichte Kuhlrate bei Verwendung von Teflonkeilen bei 1,27 °C/min. Durch die Wahl
tieferer Temperaturen bzw. eines kalteren Gesamtsystems hatte die Kuhlrate erhoht
werden konnen. (vgl. Abbildung 15) Ebenso hatte in der vorliegenden Arbeit die Wahl
eines hoheren Temperaturgradienten zu einem Anstieg der Kuhlrate gefuhrt. Da das
obere PE stetig auf 0 °C eingestellt und lediglich das untere PE an den gewlnschten
Temperaturgradienten angepasst wurde, waren hier niedrigere Temperaturen als in
der Arbeit gewahlt notwendig gewesen. Beispielsweise hatte das untere PE fur einen
Temperaturgradienten von 4 K/mm auf -56 °C eingestellt werden mussen. Solch eine
niedrige Temperatur an dem unteren PE war, selbst bei maximaler Leistung des
Netzstromgerats, mit der gewahlten Kuhlmitteltemperatur von -35 °C schwer
erreichbar. Eine Moglichkeit, um tiefere Temperaturen am unteren PE zu erhalten,
ware das Herabsetzen der Temperatur des Gesamtsystems, also der des Kuhimittels,
welches durch die Anlage flieRt, gewesen. Dies war allerdings aus technischen
Granden nicht moglich, weswegen die Kuhlmitteltemperatur nicht frei wahlbar und
limitiert war. Bai H. et al. [17, 18] verwendeten aullerdem eine andere Methode zur
Gefrierstrukturierung der Proben. Hierbei wurden die Proben mit Hilfe von
Flussigstickstoff auf einer Kupferplatte gefroren, wodurch hohere Kihlraten, mit bis zu
-10 °C/min, erreicht wurden. [17] Mit derselben Methode der Gefrierstrukturierung

56



5 Diskussion

konnte in einer Studie von Pot, M. W. et al. [141] bei einer geringeren Kiuhlrate von
(0,3 £ 0,1) °C/min die Ausbildung einer einzelnen Domane in horizontaler Ebene
beobachtet werden. Die hergestellten Proben wurden bei unter -78 °C gefroren.
Hierbei wurde jedoch ein anderes Keilsystem verwendet, welches aus zwei
aufeinanderliegenden Keilen bestand. [141] Der untere Keil bestand aus Obomodulan
mit einer niedrigen Warmeleitfahigkeit, wodurch die Gefrierstrukturierung verlangsamt
und ein zweiter Temperaturgradient erzeugt wurde. [141] Darauf lag ein gut
warmeleitfahiger Aluminiumkeil, durch welchen die verwendete Typ | Kollagen-
Suspension zur Gefrierstrukturierung auf eine plane Oberflache injiziert werden
konnte. [141] Die Ergebnisse der Studie konnten darauf hinweisen, dass zur
Ausbildung einer einzelnen horizontalen Domane ein kalteres Gesamtsystem als in
der vorliegenden Arbeit realisierbar war, notwendig gewesen ware. Die Ergebnisse der
Studie von Pot, M. W. et al. [141] konnten jedoch aufgrund des anderen
Versuchsaufbaus nicht direkt auf den Versuch zur bidirektionalen Gefrierstrukturierung
in der vorliegenden Arbeit Ubertragen werden. Die in dieser Arbeit hergestellten
Proben hatten trotz mehrerer Doméanen in horizontaler Ebene einen hoch geordneten
sowie anisotropen Aufbau. Ob nun eine einzelne Domane in horizontaler Ebene, im
Gegensatz zu mehreren, einen wesentlich positiveren Einfluss auf die mechanischen
Eigenschaften oder die Geweberegeneration hatte, sollte Gegenstand zukunftiger
Forschung sein.

Die zur Untersuchung der bidirektionalen Gefrierstrukturierung hergestellten
monolithischen Alginat (2 %)-Proben wurden unter anderem bezuglich ihres
Porendurchmessers und der Porenorientierung untersucht. Es zeigte sich, dass mit
zunehmendem Temperaturgradienten und somit zunehmender Kuhlrate der
Porendurchmesser sank und sich die Poren tendenziell senkrechter zur Oberflache
ausrichteten. Diese Ergebnisse stimmten mit der Literatur Uberein, worin eine hohere
Kuhlrate ebenfalls zu einem niedrigerem Porendurchmesser und senkrechteren Poren
fuhrte. [14, 141, 148, 149] Der Porendurchmesser in der vorliegenden Arbeit war etwas
niedriger als aufgrund vergleichbarer Literatur erwartet. [15] Hierbei wurde
beispielsweise bei einem Temperaturgradienten von 1,5 K/mm ein durchschnittlicher
Porendurchmesser von circa 200 ym [15] angegeben, wahrend dieser in der
vorliegenden Arbeit ohne die Verwendung eines Teflonkeils bei circa 104 ym lag. In
der genannten Studie wurde dieselbe Gefrierstrukturierungsanlage wie in der
vorliegenden Arbeit verwendet, wobei das Kuhimittel auf -25 °C abgekuhlt wurde. Das
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hierdurch resultierende warmere Gesamtsystem konnte ein Grund fur den grofReren
Porendurchmesser sein. [149] Die Kuhlraten lagen im Vergleich mit der vorliegenden
Arbeit bei denselben Temperaturgradienten jedoch hoher, wodurch ein niedrigerer
Porendurchmesser zu erwarten gewesen ware. Weitere Faktoren, welche den
Unterschied der Porendurchmesser erklaren konnten, sind die Konzentration an
Feststoffen in der Losung sowie die GrofRe und Form dieser. [13, 14, 150] Somit kdnnte
die Verwendung eines anderen Alginatpulvers und die Konzentration dessen in
Losung von 5,5 % ebenfalls Grunde fur die Abweichungen darstellen. [14] AuRerdem
erfolgte die Errechnung des Porendurchmesser auf andere Weise als in der
vorliegenden Arbeit, wobei die Poren als Ellipsen angesehen wurden. [14] Die
Durchmesser der Poren wurden im Programm ,mage J 1.43m"“ mit Hilfe einer
sogenannten Maske ermittelt und somit nicht einzeln handisch vermessen. [14]
Anschlielend wurden die Porenflachen errechnet, normalisiert und darauffolgend in
Abhangigkeit der gemessenen Porendurchmesser dargestellt. [14] Bei einem
normalisierten Flachenwert von 0,5 wurden die dazugehoérigen Porendurchmesser
ermittelt und in Folge verglichen. [14] Aufgrund der genannten Faktoren ist der direkte
Vergleich der Porendurchmesser, mit denen im Zuge dieser Arbeit ermittelten, bedingt
aussagekraftig.

Laut der Literatur liegt der empfohlene Porendurchmesser fur die Zellmigration im
Rahmen der Knochenregeneration zwischen 100 ym und 500 pym [151, 152], wahrend
der fur die Knorpelregeneration zwischen 40 ym und 300 pm liegen sollte. [132, 153]
Das Minimum fur die Knochenregeneration wurde bei den Proben mit einem
Temperaturgradienten von 3,5 K/mm bzw. 3 K/mm teilweise unterschritten, weshalb
unter diesem Aspekt die Wahl eines niedrigeren Temperaturgradienten als vorteilhaft
erscheint. Allerdings ist zu erwahnen, dass in der vorliegenden Arbeit der
Porendurchmesser von Alginat-Proben untersucht wurde, wahrend fur die
Knochenregeneration eventuell keramische Ausgangsmaterialien eingesetzt werden
wurden. Dies hatte je nach Partikelgrof3e zur Folge, dass der Temperaturgradient zum
Erhalt eines geeigneten Porendurchmessers nochmals deutlich niedriger sein musste.
[133] In Anbetracht der Knorpelregeneration lagen alle Porendurchmesser der
hergestellten Proben im empfohlenen Bereich. Aufgrund der Ergebnisse der Analyse
zum Porendurchmesser war aullerdem anzunehmen, dass der externe
Temperaturgradient durch den Teflonkeil abgeschwacht wird, wodurch die Kiuhlrate
geringer wird und der Porendurchmesser steigt. Die Kuhlrate sank tatsachlich je hoher

58



5 Diskussion

die Steigung des Teflonkeils war, jedoch konnte hierbei keine eindeutige Auswirkung
auf den Porendurchmesser beobachtet werden.

5.2 Biopolymer-Keramik-Komposite
Da die Teflonkeile nicht zu dem erwinschten Effekt fUhrten, wurden die weiteren

Untersuchungen ohne die Verwendung von Teflonkeilen durchgefuhrt. Zunachst
wurden zweischichtige Alginat-Bruschit-Systeme als Modellsysteme hergestellt. Die
gewahlten Alginatkonzentrationen, Temperaturgradienten und PLRs wurden aufgrund
von den Ergebnissen durchgefuhrter Vorversuche gewahlt. Hierbei zeigte sich eine gut
sichtbare lamellare Struktur der Proben bei Alginatkonzentration von 2 % und 4 % in
der LOosung und bei PLRs zwischen 0,03:1g/ml und 0,16:1 g/ml. Der maximal und
minimal einstellbare Temperaturgradient lag bei 1,5 K/mm und 3,5 K/mm. Die Ober-
und Untergrenze des Temperaturgradienten wurde anhand von technischen
Limitationen gewahlt. Anschliefend wurden Kollagen-Bruschit-Systeme hergestellt,
um die native Zusammensetzung von osteochondralem Gewebe nachzuahmen. Die
Kollagenkonzentration in der LOsung betrug hier 4 %, da eine geringere Konzentration
zu einer mechanisch instabilen Probe fuhrte, welche schon beim Herausnehmen aus
der Petrischale zerfiel und somit nicht mehr analysiert werden konnte. Auf eine
Variation des Temperaturgradienten zwischen unterer und oberer Schicht wurde
verzichtet, da auf Basis der durchgeflhrten Vorversuche kein vorteilhafter Effekt zu
erwarten war. Es wurde ein maximaler Temperaturgradient von 3,5 K/mm in beiden
Schichten gewahlt, da hierbei die Probe am schnellsten gefror, was fur eine

systematische Untersuchung mehrerer Parameter praktikabel erschien.

Bei Herstellung der ersten Schicht der Systeme, welche Knochen imitieren sollte,
wurde, neben einem Biopolymer, das CaP Bruschit verwendet. Die anorganische
Phase des nativen Knochens besteht jedoch Uberwiegend aus dem CaP
Hydroxylapatit (HA). [23] Das in der derzeitigen Forschung zur Regeneration von
osteochondralem Gewebe am haufigsten verwendete CaP ist daher HA, aber auch
Tricalciumphosphat (TCP). [154-158] In der vorliegenden Arbeit wurde dennoch das
uberwiegend schnell abbaubare CaP Bruschit gewahlt, da diese Eigenschaft einen
gunstigen Einfluss auf die Remodellierung des Knochens haben konnte. [14, 159] Es
wird davon ausgegangen, dass durch den schnelleren Abbau, als dies beispielsweise
bei HA der Fall ist, der Regenerationsprozess schneller von statten geht. [14, 159] Typ
Il Kollagen wurde gewahlt, da hyaliner Gelenknorpel hauptsachlich daraus aufgebaut
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ist. [19] Den Kollagen-Bruschit-Systemen hatte zusatzlich Chondroitinsulfat beigefugt
werden konnen, um die native Zusammensetzung von osteochondralem Gewebe
nachzuahmen. [14] Es ist das hauptsachlich vorkommende Proteoglykan in der
extrazellularen Matrix des Knorpels und diese sind insbesondere fur die
Druckfestigkeit, aufgrund der Fahigkeit zur Wasserretention, von Bedeutung. [160,
161] Zhou F, et al. [162] zeigten aullerdem in einer in vivo Studie, dass
Zelltragermatrices aus Seidenfibroin unter Zugabe von Chondroitinsulfat zu einer
vermehrten und besseren Geweberegeneration in osteochondralen Defekten fuhrten
als Zelltragermatrices, welche rein aus Seidenfibroin bestanden. Stuckensen K. [14]
gefrierstrukturierte mehrschichtige Kollagen-Keramik-Systeme unter Zugabe von
Chondroitinsulfat. Hierbei konnte in einem in vivo Versuch gezeigt werden, dass diese
Systeme ohne die Zugabe externer Wachstumsfaktoren zu einer Typ Il Kollagen und
Aggrecan Expression im Gewebe fuhrten. [14] Die Zugabe von Chondroitinsulfat zu
den Kollagen-Bruschit-Systemen der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls diesen
Effekt bewirken. Aulderdem stellte Semyari et al. [151] im Rahmen einer Studie zur
Knochenregeneration einschichtige Kollagen [|-HA-Doxycyclin-Systeme mittels
Gefrierstrukturierung her. Hierbei zeigte sich in vivo, dass das Antibiotikum Doxycyclin
in den Systemen zu einer besseren Knochenheilung fuhrte als dies bei Systemen ohne
diesem der Fall war. Somit ware es ebenfalls mdoglich, dass Doxycyclin in
zweischichtigen osteochondralen Systeme zu einer besseren Regeneration des
Gewebes fuhren wirde, weshalb dies ein weiterer Ansatz zukunftiger Forschung sein
konnte. In der vorliegenden Arbeit wurde auf die genannten moglichen Modifikationen
der Zusammensetzung der Systeme jedoch verzichtet, da mit den hergestellten
Kollagen-Bruschit-Systemen keine in vitro oder in vivo Versuche geplant waren.
Zudem lag der Fokus auf der systematischen Untersuchung des Einflusses
verschiedener Parameter, wie der Kollagen-Konzentration in der Losung oder des
PLRs im Schlicker auf die Probenmorphologie. Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser
Arbeit war die Beurteilung des Grenzflachenverbundes.

Die Herstellung der zweischichtigen Biopolymer-Keramik-Systeme erfolgte in zwei
Schritten. Zunachst wurde die erste Schicht, welche aus Alginat- bzw. Kollagen-
Bruschit-Schlicker bestand, gefrierstrukturiert. Als diese gefroren war wurde die zweite
Schicht, welche aus Alginat- bzw. Kollagen-Losung bestand, gefrierstrukturiert. Da die
fur die zweite Schicht verwendete Alginat- bzw. Kollagen-L6ésung Raumtemperatur
hatte, ist davon auszugehen, dass die Oberflache der ersten Schicht bei Kontakt mit
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dieser leicht antaute, wodurch es zu einem Verbund beider Schichten kam. Einen
weiteren Ansatz zur Herstellung zweischichtiger monolithischer Systeme, welcher
jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurde, konnte die
Gefrierstrukturierung beider Schichten auf einmal darstellen. HierfUr wirde der
Schlicker, welcher die erste Schicht darstellt, in die Petrischale injiziert werden und
unmittelbar darauf die Losung, welche die zweite Schicht darstellt. Aufgrund der hohen
Viskositat des Schlickers bzw. der LOsung ist nicht mit einem Vermischen der
Schichten uber die Grenzflache hinaus zu rechnen. Diese Methode erscheint
effizienter, da die Gefrierstrukturierungsanlage nur einmalig gedffnet werden muss.
AuRerdem konnte es zu einem Grenzflachenverbund fuhren, welcher durchgangig von
Lamellen durchzogen ist und nicht wie beispielsweise bei den Kollagen-Bruschit-
Systemen einen tendenziell isotrop porésen Ubergang aufweist. (vgl. Abbildung 23) In
der vorliegenden Arbeit wurden die Systeme jedoch nicht auf diese Weise hergestellt,
da im Rahmen der systematischen Untersuchung wunter anderem der
Temperaturgradient zwischen erster und zweiter Schicht variiert werden sollte, was
unter Anwendung der zuvor beschriebenen alternativen Methode nur schwer zu

realisieren gewesen ware.

Zur morphologischen Beurteilung der Grenzflachen der zweischichtigen Systeme
wurden unter anderem REM-Aufnahmen herangezogen. Bei einigen Proben schienen
die Lamellen nicht durchgangig geschlossen zu sein, sondern wiesen homogen verteilt
Locher auf, wahrend dies bei anderen Proben nicht beobachtet werden konnte. Dies
konnte eventuell dadurch bedingt sein, dass beim Aufnehmen der Losung in die
Einmalspritze oder beim Injizieren der Ldésung in die Petrischale Luft
miteingeschlossen wurde. AulRerdem zeigten sich die Lamellen der Alginat-Bruschit-
Systeme geschlossener als jene der mit Kollagen-Systeme. Hierbei wurde ein
Massenanteil von Typ Il Kollagen in der Losung von 4 % verwendet. Zur Herstellung
der Kollagen-Losung wurde das extrahierte Kollagenpulver in 0,5 M Essigsaure gelost.
Die Kollagen (4 %)-L6sung wurde anschlieBend nicht zentrifugiert, da dies zu einer
kleinen Menge eines gelierten Bodensatzes aus Kollagen in dem Zentrifugenrohrchen
fuhrte. Ein langeres Ruhren der Kollagenlosung hatte die Bildung des Bodensatzes
verhindern konnen, wodurch ein Zentrifugieren der Losung zur Elimination von
Lufteinschliussen moglich gewesen ware. [46, 163] AuRerdem ware es moglich durch
eine Erhdhung der Konzentration der Essigsdure eine noch geschlossenere
Wandstruktur der Poren in der Probe zu erhalten, wodurch sich jedoch auch der
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Porendurchmesser verringern wirde. [141] Somo et al. [164] zeigte, dass eine erhdhte
Interkonnektivitat innerhalb von Hydrogel-Systemen zur Geweberegeneration in vivo
eine schnellere Vaskularisierung zur Folge hatte, weshalb die homogen verteilten
Locher in den Lamellen der in der vorliegenden Arbeit generierten Kollagen-Bruschit-

Systeme auch einen positiven Einfluss auf die Geweberegeneration haben kdonnten.

Bei der morphologischen Beurteilung der Alginat-Bruschit-Systeme war bei wenigen
Proben kein Verbund beider Schichten vorhanden. Die einzige Gemeinsamkeit dieser
Proben war, dass hierbei die erste und zweite Schicht mit unterschiedlichen
Temperaturgradienten gefrierstrukturiert wurden. Aullerdem kam es vermehrt zu
keinem Verbund, wenn die zweite Schicht bei eher niedrigeren Temperaturgradienten
gefrierstrukturiert wurde. Es konnte keine Abhangigkeit vom PLR beobachtet werden.
Der Umfang der Proben, welche keinen Verbund beider Schichten aufwiesen, war

jedoch gering, weshalb es maoglich ist, dass es sich hierbei um Zufall handelte.

Die Schichten der Kollagen-Bruschit-Systeme wurden bei einem externen
Temperaturgradient von 3,5 K/mm gefrierstrukturiert. Hierbei sollte jedoch
bertcksichtigt werden, dass trotz desselben Temperaturgradienten die Kuhirate der
zweiten Schicht geringer war als die der ersten. Da die zweite Schicht nicht in direktem
Kontakt mit dem kalten PE war, wie dies bei der ersten der Fall ist, erfolgte eine
langsamere Warmeabfuhr, wodurch diese Schicht auch langer brauchte bis sie
gefroren war. Ob die Dichte der ersten Schicht einen Einfluss auf die Warmeabfuhr
der oberen Schicht hatte wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Es ist
jedoch moglich, dass die Warmeabfuhr aus der zweiten Schicht durch einen hohen

PLR in der ersten langsamer stattfindet als dies bei niedrigem der Fall ware.

Aulerdem wurde im Zuge der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die Bruschitkristalle
im gefrierstrukturierten Alginat-Bruschit-Schlicker eine bevorzugte Orientierung hatten.
Mit Hilfe der XRD-Messungen wurde festgestellt, dass die Bruschitkristalle im
gefrierstrukturierten Alginat (2 %)-Bruschit-Schlicker statistisch orientiert waren, im
gefrierstrukturierten Alginat (4 %)-Bruschit-Schlicker jedoch nicht. Bei einem PLR von
0,16:1 g/ml war hier eine starke bevorzugte Orientierung in der (0 2 0)-Kristallebene
vorhanden. [82] Diese Kristallebene entspricht der planen Ebene des Bruschitkristalls.
Bei einem PLR von 0,03:1 g/ml war eine starke bevorzugte Orientierung in der (1 2 -
1)-Kristallebene und eine leichte bevorzugte Orientierung in der (1 4 -1)-Kristallebene
vorhanden. Diese beiden Ebenen stellen entsprechend Seitenflachen des
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Bruschitkristalls dar. Eine mdgliche Begrindung fur diese Ergebnisse ist, dass sich bei
einem groReren PLR mehr Bruschitkristalle in den Lamellen befanden, wodurch diese
bei deren Wachstum aus den Lamellen hinausgedruckt wurden. Dadurch stellten sie
sich auf, weshalb mehr Seitenflachen in der XRD-Messung registriert wurden. Bei
einem kleineren PLR befanden sich weniger Bruschitkristalle in den Lamellen und
diese hatten somit gentgend Platz sich mit ihrer (0 2 0)-Kristallebene parallel zum
Boden auszurichten. In der vorliegenden Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass bei
einer richtigen Wahl der Parameter, wie dem PLR, eine bevorzugte Ausrichtung der
Bruschit-Kristalle mit gleichzeitig vorhandener lamellarer Porenstruktur erreicht

werden konnte.

Zur mechanischen Untersuchung der Grenzflache der gefrierstrukturierten
zweischichtigen Biopolymer-Keramik-Systeme wurden Zugversuche durchgefuhrt.
Hierbei wurden die Proben auf Probentellern mit Leit-C-Zement festgeklebt. (vgl.
Abbildung 14) Einige Proben bei dem Zugversuch rissen bzw. brachen innerhalb der
Schichten und nicht an der Grenzflache. Solche Proben wurden verworfen und nicht
in der Statistik bertcksichtigt. Es ist anzunehmen, dass die Handhabung der Proben
vor dem Zugversuch einen entscheidenden Einfluss auf das Bruchverhalten und die
Zugfestigkeiten hatte. Trotz sehr vorsichtigem Praparieren der Proben konnte dieses
Vorgehen in einigen Fallen zu einer leichten Vorschadigung der Grenzflache gefuhrt
haben, welche mit bloRem Auge nicht sichtbar war. AuRerdem variierte die Menge an
Leit-C Zement, mit dem die Proben an den Probentellern fixiert wurden, geringfugig,
wodurch manche Proben eventuell fester gehalten wurde als andere. Ein weiterer
Grund fur Abweichungen konnte das Teilen der ausgestanzten Proben nach
Augenmal} sein, wodurch es zu minimalen Flachenvariationen der Proben fur den
Zugversuch kam. Die erlauterten Faktoren sind auch mogliche Begrindungen fur die
relativ hohen Standardabweichungen der ermittelten Zugfestigkeiten (siehe Abbildung
25 - Abbildung 27). Die ermittelten Spannungs-Dehnungs-Diagramme sind
exemplarisch in Abbildung 24 dargestellt. Hierdurch war ersichtlich, dass manche
Proben ein eher sprodes Bruchverhalten, wahrend andere ein eher duktiles

Bruchverhalten zeigten.

Sherwood et al. [165] fuhrten ebenfalls Zugversuche mit durch CAD/CAM (computer-
aided design/computer-aided manufacturing)-Verfahren hergestellten pordsen
osteochondralen Systemen durch. Bei diesem Herstellungsverfahren wird ein
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gewunschtes Konstrukt digital entworfen und anschlielend computerunterstitzt, durch
beispielsweise 3D-Druck, erzeugt. [165, 166] Die knorpelimitierende Schicht bestand
aus PLGA (Polylactid-co-glycoid) und PLA (Polylactid), die knochenimitierende aus
PLGA und TCP. [165] Es wurden die mechanischen Eigenschaften der Schicht,
welche Knochen imitieren sollte untersucht. [165] Dabei konnte unter anderem
beobachtet werden, dass ein hoheres PLR zu einem eher sproden Bruchverhalten und
ein niedriges zu einem eher duktilen fuhrte. [165] Dies konnte in der vorliegenden
Arbeit nicht bestatigt werden. Da jedoch die jeweiligen Zugfestigkeiten, aufgrund der
weiter oben genannten Grunde, hohe Standardabweichungen aufwiesen ist es
moglich, dass in einem Versuch mit groRerem Probenvolumen ein Schema erkennbar
ware, wann Proben sprode bzw. duktil reilen. Aullerdem konnte in der eben
genannten Studie [165] gezeigt werden, dass eine hohere Porositat zu einer
Verringerung der mechanischen Eigenschaften, wie der Zugfestigkeit, fuhrte. Die
Zugfestigkeiten schwankten je nach Wahl der Versuchsparameter zwischen
(1,6 £ 0,2) MPa und (5,7 £ 1,0) MPa. [165] Die in der vorliegenden Arbeit hergestellten
Alginat 2 %-Bruschit-Systeme enthielten mehr Wasser als die Alginat 4 %-Bruschit-
Systeme, wodurch davon auszugehen ist, dass diese nach der Gefriertrocknung eine
hohere Porositat hatten, welche jedoch nicht gemessen wurde. Dies konnte
begrinden, weshalb die Zugfestigkeit der Alginat 2 %-Bruschit-Systeme, im
Gegensatz zu denen mit 4 %, um das 3- bis 15-fache verringert war. Eine Studie von
Kumar et al. [167] untersuchte die Zugfestigkeit des Grenzflachenverbundes zwischen
Knochen und Knorpel von humanem osteochondralen Gewebe. Die Zugfestigkeit lag
bei (3,75 £ 0,75) MPa [167] und somit weit Uber der, im Rahmen der vorliegenden
Arbeit hergestellten, Kollagen-Bruschit-Systeme, welche bei (16,51 + 6,83) kPa lag.
Die hergestellten Systeme sollen zu der Regeneration von osteochondralem Gewebe
fuhren und nicht dieses ersetzen. Es ware deshalb nicht zwingend erforderlich, dass
diese bereits bei Implantation dieselbe Zugfestigkeit wie das native Gewebe
aufweisen. Die Zugfestigkeiten von durch diese Systeme regeneriertem
osteochondralen Gewebe wurden noch nicht erforscht.

Eine Verbesserung der mechanischen Eigenschaften der in der vorliegenden Arbeit
hergestellten Kollagen-Bruschit-Systeme ist durch Quervernetzung maoglich. [168] Es
ist deshalb anzunehmen, dass hierdurch die Zugfestigkeit erhoht werden konnte.
Stuckensen et al. [14] untersuchten mehrere Methoden zur Quervernetzung von

gefrierstrukturierten mehrschichtigen Kollagen-Keramik-Systemen. Die Methode,
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5 Diskussion

welche sich am geeignetsten herausstellte, war eine nasschemische Quervernetzung
unter Verwendung von Carbodiimiden. [15] Nach der Quervernetzung ware es zudem
sinnvoll, weitere Untersuchungen mit den zweischichtigen Kollagen-Bruschit-
Systemen in hydriertem Zustand vorzunehmen, da diese bei einer Implantation ins

Gewebe ebenfalls vollstandig hydriert werden wurden. [148]
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6 Zusammenfassung
Ziel der Arbeit war die Herstellung zweischichtiger, monolithischer sowie anisotrop

poroser Biopolymer-Keramik-Systeme zur Nachahmung von osteochondralem
Gewebe. Die Forschung an neuen Strategien zur Regeneration dessen ist notwendig,
da durch derzeitige Therapien oftmals nur ein minderwertiger Reparaturknorpel
gebildet wird und keine langfristigen Erfolge erzielt werden. [8]

In der vorliegenden Arbeit kam die Methode der gerichteten Erstarrung mit Hilfe der
Gefrierstrukturierungsanlage ,ACD“, welche am Lehrstuhl fur Funktionswerkstoffe der
Medizin und Zahnmedizin in Wurzburg entwickelt wurde, zum Einsatz. Bei der
Gefrierstrukturierungsanlage wird durch 2zwei Peltier-Elemente ein externer
Temperaturgradient erzeugt, welcher durch die Wahl der Temperaturen an den Peltier-
Elementen eingestellt werden kann. Diese Art der Gefrierstrukturierung wird auch
sunidirektionale Gefrierstrukturierung” genannt. Eine Losung oder ein Schlicker
befindet sich zwischen den Peltier-Elementen und wird gerichtet erstarrt. Hierbei
wachsen Eiskristalle entgegen des Temperaturgradienten und drangen die in Losung
befindlichen Feststoffe zwischen sich. Durch eine anschlieende Gefriertrocknung
erhalt man ein Negativ der Eiskristallstruktur, welche sich durch ein lamellares,

anistropes Porensystem auszeichnet.

Bei dieser Art der Gefrierstrukturierung beginnt das Eiskristallwachstum an mehreren
Orten am Boden der Probe gleichzeitig, wodurch mehrere Domanen unterschiedlicher
horizontaler Ausrichtung erhalten werden. Bai et al. [17, 18] erzeugten mit Hilfe eines
Teflonkeils am Boden der Probe einen zweiten, horizontalen Temperaturgradienten,
weshalb diese Art der Gefrierstrukturierung auch als ,bidirektionale
Gefrierstrukturierung“ bezeichnet wird. Dieser Temperaturgradient verlauft vom
hochsten und somit warmsten Punkt des Teflonkeils zu dessen Fulle, da hier die
kalteste Temperatur vorliegt. Bei der bidirektionalen Gefrierstrukturierung erfolgt das
Eiskristallwachstum somit zunachst entlang des Teflonkeils und anschliellend
entgegen des externen, vertikalen Temperaturgradienten. Dies fuhrt zur Ausbildung
einer einzelnen Domane in horizontaler Ausrichtung, wodurch eine noch homogenere
Probenmorphologie, zur Nachahmung des hoch geordneten Aufbaus natlrlicher
Strukturen mit einzigartigen mechanischen Eigenschaften, erhalten wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst die Methode der bidirektionalen
Gefrierstrukturierung untersucht, um die Morphologie der gefrierstrukturierten Proben
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zu optimieren. Im Rahmen einer systematischen Untersuchung wurden hierfur Proben,
welche aus Alginat (2 %)-Losung bestanden, hergestellt. Es wurden die Steigungen
der Teflonkeile sowie der Temperaturgradient variiert. Zur Beurteilung der horizontalen
Domanen wurden stereomikroskopische Oberflachenaufnahmen angefertigt.
Anschlielend wurde der Porendurchmesser und die Porenorientierung anhand von
rasterelektronenmikroskopischen Querschnittsaufnahmen untersucht. Die Kuhl- und
Erstarrungsraten wurden anhand von aufgezeichneten Temperaturverlaufen der
Proben ausgewertet. Es wurde festgestellt, dass die Kuhl- und Erstarrungsraten
tendenziell steigen, je hoher der externe Temperaturgradient und je niedriger die
Steigung des Teflonkeils ist. Aullerdem wurde die Porenorientierung tendenziell
senkrechter zur Probenoberflache und der Porendurchmesser sank, je hoher der
externe Temperaturgradient war. In den stereomikroskopischen
Oberflachenaufnahmen waren bei allen Steigungen der Teflonkeile und bei allen
externen Temperaturgradienten weiterhin mehrere Domanen in horizontaler Ebene zu
sehen. Aufgrund dessen wurde fur das weitere Vorgehen die Methode der

unidirektionalen Gefrierstrukturierung angewendet.

Hierbei ~wurden zweischichtige Alginat- bzw. Kollagen-Bruschit-Systeme
gefrierstrukturiert. Zur Herstellung dieser wurde zunachst eine erste Schicht
gefrierstrukturiert. Als diese gefroren war wurde eine zweite Schicht auf die erste
injiziert. Die erste Schicht, fur welche Alginat- bzw. Kollagen-Bruschit-Schlicker
gefrierstrukturiert wurde, imitierte Knochen, wahrend die zweite Schicht, fur welche
Alginat- bzw. Kollagen-Losung gefrierstrukturiert wurde, Knorpel nachahmte. Alginat
diente hierbei als Modellsystem. Es folgte eine systematische Untersuchung, bei
welcher mehrere Parameter variiert wurden. Unter dem Stereo- und
Rasterelektronenmikroskop wurde beurteilt, ob es zu einem Verbund beider Schichten
kam. AnschlieRend wurden Zugversuche durchgefuhrt, um die mechanische Stabilitat
der Grenzflachen beurteilen zu konnen. Hierbei wurde festgestellt, dass die Alginat
(4 %)-Bruschit-Systeme, abhangig vom verwendeten PLR, um das 3- bis 15-fache
hohere Zugfestigkeiten aufwiesen als die Alginat (2 %)-Bruschit-Systeme. Bei der
mikroskopischen Auswertung war bei allen Proben, bei welchen der
Temperaturgradient der ersten und zweiten Schicht gleich war, ein sichtbarer Verbund

beider Schichten gegeben.
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Bei den Alginat-Bruschit-Systeme wurde der Massenanteil an Alginat in der Losung,
der externe Temperaturgradient der zweiten Schicht und das Pulver-zu-
Flussigkeitsverhaltnis des Alginat-Bruschit-Schlickers, welcher die erste Schicht
darstellt, variiert. Auflerdem wurde untersucht, ob die Bruschitkristalle des Alginat-
Bruschit-Schlickers eine bevorzugte Orientierung vorwiesen. Die Orientierung der
Bruschitkristalle der Alginat-Bruschit-Systeme, mit einem Massenanteil an Alginat in
der Losung von 2 %, war statistisch orientiert. Die Orientierung der Bruschitkristalle
der Alginat-Bruschit-Systeme, mit einem Massenanteil an Alginat in der Losung von
4 %, war hingegen nicht statistisch orientiert, weshalb diese anschlieliend naher
untersucht wurden. Es konnte gezeigt werden, dass bei einer geeigneten Wahl der
Parameter, wie zum Beispiel des PLRs, eine bevorzugte Orientierung der
Bruschitkristalle stattfindet. Die Kristalle hatten bei geringem PLR eine starke
bevorzugte Orientierung in der (1 2 -1)-Kristallebene und eine leichte bevorzugte
Orientierung in der (1 4 -1)-Kristallebene, wahrend bei hohem PLR eine bevorzugte

Orientierung in der (0 2 0)-Kristallebene vorhanden war.

Fur die zweischichtigen Kollagen-Bruschit-Systeme wurde ein Massenanteil an
Kollagen in der Losung von 4 % gewahlt. Der Temperaturgradient betrug bei der
Herstellung beider Schichten 3,5 K/mm. Durch Zugversuche konnte festgestellt
werden, dass die Kollagen-Bruschit-Systeme um den Faktor 8 geringere
Zugfestigkeiten aufwiesen als die Alginat-Bruschit-Systeme. Durch eine
nasschemische Quervernetzung der Kollagen-Bruschit-Systeme konnten ihre
mechanischen Eigenschaften jedoch verbessert werden [15], wodurch vermutlich auch
hohere Zugfestigkeiten erreicht werden wirden. Bei der mikroskopischen Auswertung
war sichtbar, dass es bei allen Proben zu einem Verbund beider Schichten kam.

In der vorliegenden Arbeit konnten zweischichtige, monolithische und anisotrope
Kollagen-Bruschit-Systeme mit Hilfe der unidirektionalen Gefrierstrukturierung, zur
Nachahmung von osteochondralem Gewebe, erfolgreich hergestellt werden. Die
hergestellten Systeme konnten einen wichtigen Ansatz zur Entwicklung neuer

Therapien fur die Regeneration osteochondraler Defekte darstellen.
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Anhang

Charakterisierung des extrahierten Typ Il Kollagenpulvers
Zur Charakterisierung des extrahierten bovinen Typ Il Kollagenpulvers, welches

bovinen Ursprungs ist, wurde eine IR-Messung durchgefuhrt. HierfUr wurden drei
Pulverproben gemessen. Nach Yannes, I. V. [169] hat das IR-Spektrum von Kollagen
eine N-H Streckschwingung bei einer Wellenzahl von 3290 — 3330 cm™'. AuBerdem ist
ein Signal, welches einer C=0 Streckschwingung entspricht (Amid |) zwischen 1640 —
1660 cm™ vorhanden. [169] Ein weiteres Signal, welches dem Amid Il entspricht, ist
zwischen den Wellenzahlen 1535 cm™ — 1550 cm™' zu finden. [169] Das Signal des
Amid Il befindet sich zwischen den Wellenzahlen 1230 — 1270 cm'. [169]
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Abbildung 29: [IR-Spektren der Kollagenproben. Es wurden drei Proben (Probe 1, Probe 2, Probe 3)
aus dem Typ Il Kollagenpulver entnommen und gemessen.

Die gemessenen IR-Spektren (vgl. Abbildung 29) der Kollagenproben wurden
analysiert und mit der oben genannten Literatur verglichen. Die einzelnen IR-Spektren
haben relativ zueinander die gleichen Intensitaten. Das Signal bei der Wellenzahl von
3289,9 cm™ gleicht einer N-H Streckschwingung. AuRerdem ist das Amid | bei einer
Wellenzahl von 1635,34 cm™"- das Amid Il bei einer Wellenzahl von 1523 cm™' und das
Amid IlI bei einer Wellenzahl von 1231,3 cm™ vorhanden, was in die jeweiligen in der
Literatur [169] beschriebenen oder ahnlichen Wertebereiche fallt.



