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1. Einleitung und Problemstellung 1

1. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG
11 Knochenersatzwerkstoffe

Die Materialien zum Knochenersatz in der zahnarztlichen Chirurgie bzw. Implantolo-
gie spielen in den letzten Jahren eine zunehmend wichtigere Rolle und sind in einer
chirurgisch ausgerichteten Praxis nicht mehr wegzudenken. Auch wenn der kdrperei-
gene, autologe Knochen immer noch den sogenannten ,Goldstandard” darstellt, er-
fullen die Knochenersatzmaterialien in folgenden Indikationen wichtige Aufgaben: sie
werden vornehmlich eingesetzt zur Volumenstreckung von partikulierten autologen
Knochentransplantaten, sie dienen als Gerlst und Leitschiene fir die gesteuerte
Knochenregeneration (z.B. Sinuslift), sie reduzieren die Resorption bei autologen
Knochentransplantaten und sie dienen zur Verbesserung der Weichgewebskonturen
Uber Implantaten oder zahnlosen Kieferabschnitten. Diese Aufgaben erfiillen sie bei
richtiger indikationsbezogener Anwendung zuverlassig und mit wissenschaftlicher
Untermauerung [1].

Das kndcherne Fundament ist fir den langfristigen Implantationserfolg entscheidend.
Besteht ein kndchernes Defizit, so muss es entweder praimplantologisch oder im Zu-
ge der Implantation ausgeglichen werden. Um dieser Herausforderung zu begegnen,
stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung. Einige bevorzugen das autologe Kno-
chentransplantat, andere Knochenersatzmaterialien. Unter dem Begriff Knochener-
satzmaterialien werden alle nicht kdrpereigenen Substanzen, die zur Auffullung kno6-
cherner Defekte eingesetzt werden, zusammengefasst. Knochenaufbaumaterialien
mussen bestimmte Kriterien erfullen, um der Aufgabe des Knochenersatzes gerecht
werden zu kdnnen [2]. Die kndcherne Rekonstruktion (d.h. das Hartgewebsmanage-
ment) des Alveolarkamms oder benachbarter skelettaler Strukturen stellt eine der
grofdten Herausforderungen in der aktuellen zahnéarztlichen Implantologie dar. Ver-
schiedene Atrophiegrade, Defektgrof3en und unterschiedliche chirurgische Augmen-
tationsverfahren haben zu einer weiten Spanne an verfugbaren Materialien und Mei-
nungen gefuhrt [3, 4, 5, 6, 7]. Die Knochenersatzwerkstoffe werden demnach ent-
sprechend ihrer Art und Herkunft in flinf verschiedene Gruppen eingeteilt:

e autogen
e isogen

» allogen
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e Xenogen
» alloplastisch.

Unter autogenem Knochenersatzmaterial versteht man autologen Knochen, d.h. das
Transplantat stammt vom selben Individuum. Typische Entnahmestellen in der zahn-
arztlichen Chirurgie sind z.B. das Tuber maxillae, die Symphyse des Unterkiefers,
der Ramus mandibulae, die Crista zygomaticoalveolaris oder auch der Bereich des
Beckenkamms oder das Tibiaplateau. Von isogenem Material wird gesprochen, wenn
das Transplantat von einem Zwilling stammt, d.h. das Transplantat stammt von der
selben Spezies, jedoch ohne eine Antigen-Antikérper-Reaktion beim Empfanger aus-
zuldsen. Allogenes Material ist ein Knochentransplantat von einem anderen Individu-
um derselben Spezies. Die natirliche Knochenmatrix von menschlichen Leichnamen
wird gereinigt, entfettet und mit unterschiedlichen Methoden behandelt, um sie halt-
bar zu machen und zu desinfizieren. Da es nicht moglich ist, sdmtliche Proteine die-
ser allogenen Transplantate zu entfernen, ohne die gewilnschte positive Aktivitat der
Bone Morphogenetic Proteins (BMP) zu zerstoren, verbleibt eine gewisse Immunoge-
nitat in solchen Transplantaten [2]. Beispiele fur derartige Transplantate sind der
AAA-Knochen (,antigene extracted, autolysed, allogenetic bone”) oder der DFDBA-
Knochen ( ,demineralized freezed dried bone allograft”). Von xenogenem Knochen-
ersatzwerkstoff wird gesprochen, wenn das Material von einer anderen Spezies
stammt, z.B. vom Rind (bovin), vom Schwein (porcin) oder vom Pferd (equin). Das in
deutschen Zahnarztpraxen sehr héufig eingesetzte Knochenersatzmaterial Bio-Oss®
(Firma Geistlich, Schweiz) ist beispielsweise bovinen Ursprungs, wobei die organi-
sche Komponente entfernt wurde. Bei den alloplastischen Materialien handelt es sich
schlief3lich um rein synthetisch produzierte Knochenersatzwerkstoffe, wie z.B. nicht-
keramische Materialien wie Kalziumkarbonat, mikroporése Komposite, bioaktive
Glaskeramiken oder auch Hydroxylapatit- und Trikalziumphosphat-Verbindungen.
Eine gewilnschte knocheninduzierende Wirkung wird jedoch bei diesen Materialien
nicht erreicht, weshalb bei der Augmentation oft eine Vermischung mit eigenem Kno-
chen vorgenommen wird [8]. Auch die in dieser Arbeit untersuchten Magnesiumam-
moniumphosphat-Verbindungen und der als Referenz eingesetzte Hydroxylapatit-Ze-
ment zahlen zu den alloplastischen Knochenersatzmaterialien.

Bestimmte Knochendefekte des Kiefers heilen bis zu einer bestimmten Gr63e ohne
Unterstiitzung und ohne den Einsatz von Knochenersatzwerkstoffen spontan ab.

Wird diese kritische Groéf3e Uberschritten (critical size defect), muss der Defekt mit Er-
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satzmaterialien gefillt und die Knochenheilung unterstiitzt werden. Drei verschiede-
ne Vorgange sind an einer erfolgreichen Knochentransplantation und am Heilungs-
prozess beteiligt [9]:

* Osteogenese

* Osteokonduktion

» Osteoinduktion.
Osteogenese bezeichnet die Bildung und Entwicklung eines individuellen Knochens.
Unter einem osteogenen Transplantat versteht man somit ein Transplantat, das ein
naturliches Knochenwachstum und eine naturliche Heilung fordert. Diesem Prozess
liegt eine Stimulation, die Osteointegration, zugrunde [2]. Osteoinduktive Knochener-
satzmaterialien werden zur Steigerung der Knochenregeneration eingesetzt und kon-
nen sogar bewirken, dass Knochen in ein Gebiet vorwachst, in dem normalerweise
kein Knochen vorhanden ist [10, 11]. Definitionsgemaf muss ein osteoinduktives Ma-
terial fahig sein, im subkutanen Gewebe oder in der Muskulatur Knochen zu bilden
[9,12]. Die Osteokonduktion beschreibt die Eigenschaft eines Materials, eine Leit-
struktur fir die Neubildung von Knochen zu liefern, d.h. sie bietet ein passendes Ge-
rist zum Anbau neuen Knochens. Die osteokonduktiven Materialien leiten somit das
Knochenwachstum ausgehend vom bestehenden Gewebe und ermdéglichen eine
Knochenapposition und das Einwachsen von Gefélien (Angiogenese), sie regen da-
bei jedoch keine Neubildung an. Alle Knochenersatzmaterialien besitzen zumindest
eine dieser drei Wirkungsweisen [9]; Uber alle drei Eigenschaften verfigen jedoch
nur die autologen Transplantate.
Knochenersatzmaterialien werden in den letzten Jahren auch vermehrt im Rahmen
von Zahnextraktionen eingesetzt. Nach einer Zahnentfernung erfolgt im Bereich der
Extraktionsalveole ein Remodellierungsprozess, welcher zu einem bedeutenden Ver-
lust an Volumen des Alveolarkamms fihrt [13, 14, 15]. Mit der Atrophie des Alveolar-
knochens verschlechtern sich die Voraussetzungen fir implantologische und andere
prothetische Folgebehandlungen, augmentative Verfahren werden daher haufig not-
wendig und erhéhen den operativen und finanziellen Aufwand [16]. Gezielte praven-
tive MalRnahmen unmittelbar nach der Zahnextraktion kénnen solche Folgebehand-
lungen reduzieren oder sogar ganz ersetzen [17]. Nebst einer schonenden Zahnent-
fernung [18] kommen zu diesem Zweck verschiedene Methoden der Socket Preser-
vation zur Anwendung: die Beflllung der Alveole entweder mit Knochen oder Kno-

chenersatzmaterialien. In verschiedenen Studien wurden im Vergleich zu unbehan-
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delten Extraktionsalveolen ein verringerter Volumenverlust nachgewiesen [19, 20, 21,
22]. In einer Tierstudie mit einer innovativen Kombination von B-Trikalziumphosphat
mit PLGA, ein sogenanntes Komposit, konnte gezeigt werden, dass es zu einem voll-
standigen, kndchernen Verschluss der Extraktionsalveolen kam [23].

Die entwickelten Knochenersatzwerkstoffe werden in Kontakt mit biologischem Ge-
webe gebracht und sollen dort Gber einen mehr oder weniger langen Zeitraum Er-
satzfunktionen fur natirliche Gewebe tUbernehmen. Eine wichtige Voraussetzung fur
eine langerfristige Erfullung dieser Funktionen besteht darin, dass die verschiedenen
Materialien am Anwendungsort zu einer angemessenen Reaktion des Korpers flh-
ren, d.h. die Gewebevertraglichkeit (Biokompatibilitdt) der Materialien muss gewahr-
leistet sein [24].

1.2 Biokompatibilitat

biokompatibel = ,in Einklang mit den Lebensvorgangen*

Die Biokompatibilitat (Gewebevertraglichkeit) ist der Schliissel zum Einsatz aller Werk-
stoffe in einer biologischen Umgebung [25] und beschreibt die Fahigkeit dieser Stoffe,
durch die Interaktion mit korpereigenen Proteinen und Zellen eine angemessene Wirts-
reaktion auszulésen. Die Biokompatibilitat eines Werkstoffes wird maf3geblich durch die
Freisetzung von Substanzen (L6slichkeit/Korrosion) aus eben diesem Werkstoff be-
stimmt. Diese Substanzen kdnnen Zellen schadigen oder, indem sie die zellulare Syn-
these bestimmter Proteine anregen (z.B. proinflammatorische Mediatoren wie die Inter-
leukine 1 und 6), Entziindungen hervorrufen. Fir das biologische Verhalten ebenso
wichtig (z.B. fur die Anlagerung von Zellen/Bakterien an Werkstoffoberflachen) ist die
auf dem Werkstoff adsorbierte Proteinschicht bzw. die Interaktion des Werkstoffes mit
der extrazellularen Matrix. Die Adsorption von Proteinen (in der Mundhdohle z.B. die Bil-
dung einer Pellikel aus Speichelproteinen) wird durch die chemischen Eigenschaften
der Werkstoffoberflache ebenso beeinflusst wie durch die physikalischen (z.B. die Be-
netzbarkeit/Oberflachenspannung) [26].

Diese physikochemischen Eigenschaften der untersuchten Werkstoffe sind verant-
wortlich fur die biologischen Effekte auf Proteine, Zellen und Gewebe [27]. Die bio-
logischen Effekte sind aufgrund ihrer vielféltigen und dynamischen Ablaufe sehr viel

schwieriger zu erfassen und bilden die andere Komponente der Biokompatibilitat [28].
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Das Biomaterial darf also das biologische System nicht beeintréchtigen; es soll viel-
mehr seine Funktion im biologischen Milieu Gber einen mehr oder weniger langen Zeit-

raum erfullen, ohne dabei das Gewebe, mit dem es in Kontakt steht, zu schadigen [24].

Ein biokompatibler Werkstoff muss also nicht vollstandig inert (reaktionstrage) sein, viel-
mehr ist die Angemessenheit der Wirtsreaktion ausschlaggebend. Diese Angemessen-
heit wird nach bestimmten Richtlinien bewertet, wobei der Vergleich mit auf dem Markt
befindlichen Produkten eine wichtige Rolle spielt.

Neben diesem klassischen Konzept der Biokompatibilitat (inertes/tolerierbares Bio-
material) spielt heute die gezielte Beeinflussung des Stoffwechsels benachbarter Zellen
durch ein Biomaterial eine zunehmend wichtigere Rolle (bioaktive Stoffe). Dabei wer-
den Werkstoffoberflachen speziell vorbehandelt, z.B. durch die Beschichtung einer Ti-
tanoberflache mit Signalproteinen (z.B. BMP = bone morphogenetic protein), um die
Knochenanlagerung zu verbessern. Hinsichtlich der Knochenregeneration unterschei-
det man osteokonduktive Werkstoffe (dienen als Geriist zum Einwachsen von Vor-
laufer-Osteoblasten) von osteoinduktiven (induzieren die Bildung neuen Knochens
durch Differenzierung pluripotenter lokaler Bindegewebszellen in knochenbildende Zel-
len) [26].

Weitere neuartige Modifikationen von Zementwerkstoffen ergeben sich durch den Zu-
satz verschiedener Wachstumsfaktoren, um bei geringer Knochendichte die Bildung
neuer Hartsubstanz zu stimulieren [29, 30] oder durch die kontrollierte Abgabe von Anti-
biotika zur Vermeidung postoperativer Infektionen bzw. zur lokalen Behandlung von
Osteomyelitis-Patienten [31, 32].

Um besonders bei den neu entwickelten Biomaterialien schadigende Auswirkungen des
Materials auf den Organismus bzw. das Versagen der gewtinschten Materialfunktion zu
vermeiden, ist eine genaue und verlassliche biologische Prifung der Materialien auf

ihre Zell- und Gewebevertraglichkeit eine unabdingbare Voraussetzung.

1.3 Prufung der Biokompatibilitat

Zahnarztliche Werkstoffe kdnnen zu unterschiedlichen Gewebeschadigungen fiihren;
deshalb werden eine Vielzahl verschiedener Testmethoden angewendet, um schon
vor der Markteinfihrung eines Préaparates zu prifen, wie hoch das Risiko fir diese

Gewebeschaden ist. Allerdings sind die Ergebnisse derartiger Prifungen nicht nur
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vom Werkstoff selbst abhéngig, sondern auch von der jeweilig angewandten Pruf-
methode.

Die Prufung der Biokompatibilitat von Werkstoffen ist ein komplexes und umfang-
reiches Gebiet, da unerwinschte Gewebereaktionen in vielen verschiedenen Formen
auftreten kdnnen.

Im Allgemeinen werden bei der biologischen Prifung von medizinischen oder zahn-
medizinischen Werkstoffen zu Beginn eher einfache, meist auf Zellkulturen basieren-
de in vitro Untersuchungen durchgefuhrt. Sind die fur einen neuen Werkstoff erhal-
tenen Ergebnisse bei derartigen Untersuchungen vielversprechend, so folgen darauf-
hin speziellere Prifungen z.B. am Versuchstier und im Anwendungstest (in vivo).
Viele Produktaussagen von Herstellern zur Biokompatibilitat zahnarztlicher Werk-
stoffe basieren auf Zellkulturuntersuchungen. Bei diesen Testmethoden werden iso-
lierte Zellen aus tierischen oder menschlichen Geweben in einer Kulturschale ge-
zuchtet. Am haufigsten werden heute permanente Zelllinien oder sogenannte Dauer-
zellkulturen verwendet, da sich diese Zellen besonders leicht vermehren und in ihrem
Verhalten allgemein bekannt und vergleichsweise konstant sind [33].

Zu den genannten Zellkulturen werden die Werkstoffe oder ihre Extrakte gegeben
und eine Reihe verschiedener Parameter gemessen, z.B. die Zahl der Uberlebenden
Zellen, die Synthese von Proteinen oder die Enzymaktivitat.

Die Vorteile von Untersuchungen mit Zellkulturen sind die schnelle und relativ ein-
fache Durchfihrbarkeit der Versuche sowie die weitgehende Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse. Das wesentliche Problem bei Zellkulturen ist die Frage nach der Uber-
tragbarkeit der erhaltenen Ergebnisse auf den Patienten. Es ist also wichtig zu wis-
sen, dass man Ergebnisse aus Zellkulturuntersuchungen nicht a priori auf den Pati-
enten Ubertragen kann. Vielmehr geben solche Untersuchungen Auskunft dartber,
ob aus einem Werkstoff Uberhaupt eine Substanz freigesetzt wird, die unvertraglich

sein kdnnte.

14 Zielsetzung

Ziel dieser Studie war es, die Biokompatibilitat von vier verschiedenen Magnesium-
ammoniumphosphat-Zementen im Vergleich zu einem, beim Menschen bereits er-
folgreich eingesetztem, Hydroxylapatit-Zement anhand verschiedener in vitro Unter-

suchungen zu testen.
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Fur die in vitro Versuche wurden zunachst Prufkdrper von den zu untersuchenden
Zementarten hergestellt und diese anschlieRend zusammen mit Zellen der Osteo-
blastenzelllinie MG-63 und Nahrmedium Uber einen bestimmten Zeitraum Kkultiviert.
Anhand der ermittelten Ergebnisse hinsichtlich Zellzahl und Zellaktivitat sollte die
grundsatzliche Eignung von neuartigen Magnesiumammoniumphosphat-Zementen
zur Verwendung als Knochenersatzmaterial im menschlichen Koérper beurteilt wer-
den.

Um die reine Oberflachenstruktur der verschiedenen Zementverbindungen und das
auf diesen Oberflachen stattgefundene Zellwachstum und die Zellmorphologie bes-
ser untersuchen zu kénnen, wurden sowohl von den reinen, unbewachsenen Pruf-
korpern als auch von den mit Zellen bewachsenen Oberflachen rasterelektronenmi-
kroskopische Aufnahmen angefertigt.

Mit einem Massenspektrometer wurde in dieser Studie untersucht, welche Mengen
an Magnesium, Phosphat und Kalzium wahrend der Versuchsreihe aus den ver-
schiedenen Zementverbindungen in das Kulturmedium freigesetzt wurden. Mit den
ermittelten Ergebnissen sollten eventuelle Rickschlisse auf das Verhalten der Zellen
hinsichtlich Wachstum und Aktivitdt auf den verschiedenen Oberflachen gezogen

werden.
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2. KENNTNISSTAND

2.1 Geschichtlicher Hintergrund

Laut dem Mineralienatlas [34] ist Struvit ein Mineral aus der Klasse ,Phosphate, Ar-
senate, Vanadate". Die in dieser Klasse zusammengefassten Minerale leiten sich
vom Sauretyp H3sRO, ab. Das Zentralatom R ist dabei tetraedrisch von Sauerstoff
umgeben. Als Kationen kénnen grol3e, bei Wassereinbau auch kleine dreiwertige
Elemente und oft - unter Einbau zusétzlicher Anionen (OH’, F*, O und CI) oder
Protonen (H") - relativ groRe zweiwertige Elemente auftreten. Charakteristikum die-
ser Minerale sind VerknUpfungen der Kationen-Koordinationspolyeder zu Gruppen,
Ringen, Ketten, Bandern, Netzen und Gerusten, wohingegen die Anionen-Koordina-
tionspolyeder (RO,4) meist inselartig, ohne gegenseitige Verkntpfung vorliegen.
Wegen der unter den Phosphaten, Arsenaten und Vanadaten weit verbreiteten Iso-
morphie ist diese Mineralklasse ausgesprochen artenreich. Allerdings treten nur we-
nige dieser Minerale (z.B. Apatit und Monazit) besonders extensiv, d.h. weitverbrei-
tet, aber wenig konzentriert bzw. intensiv, d.h. an wenigen Stellen der Erdkruste stark
angereichert, auf.

Von den Mineralen dieser Klasse kommen fast nur Phosphate als endogene Bildun-
gen vor (z.B. Apatit, Monazit, Xenotim, Triphylin, Amblygonit), wahrend die meisten
Arsenate und Vanadate sowie viele Phosphate Produkte der Verwitterung sind. Auf-
grund ihrer auffalligen Farbung besitzen diese ,Sekundarbildungen” grof3e Bedeu-
tung als ,Pfadfinder"-Minerale bei der Suche nach Erzlagerstatten (z.B. Eyrythrin und
Annabergit fur Cobalt bzw. Nickel sowie Torbernit und Autunit fir Uran).

Bei Struvit handelt sich um eine kristalline Substanz, die zuerst im 18. Jahrhundert
bestimmt wurde und deren Zusammensetzung aus Magnesium, Ammonium und
Phosphat besteht. Magnesiumammoniumphosphat zahlt zu den besonders schwer-
I6slichen Verbindungen des Ammoniums und des Magnesiums. In der Kristallform
des Struvits ist diese Verbindung so charakteristisch, dass sie im klassischen analy-
tischen Trennungsgang zum Nachweis von Magnesium dient.

Die Namensfindung ,Struvit* aus dem Jahr 1845 wird allgemein dem schwedischen
Geologen Georg Ludwig Ulex zugeschrieben, der den geologischen Begriff zu Ehren
des deutsch-russischen Diplomaten und Naturkundlers Heinrich Christoph Gottfried
von Struve (* 10. Januar 1772; T 9. Januar 1851) préagte.
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2.2 Vorkommen von Struvit

Im Brockhaus Konversations-Lexikon, 4. Auflage von 1888-1890, werden zum Vor-
kommen von Struvit die folgenden Angaben gemacht: ,Struvit ist hier und da als ein
offenbar sehr junges Produkt an Orten gefunden worden, an denen menschliche
oder tierische Abfallstoffe sich aufhauften, so unter der Nikolaikirche in Hamburg, in
den Abzugskandalen einer Dresdener Kaserne, zu Braunschweig und Kopenhagen,
auch im Guano der afrikanischen Kuste und bei Ballarat in Australien."
Bei der Abwasserreinigung und der Gilleaufbereitung kénnen stellenweise so hohe
Konzentrationen von Magnesium, Ammonium und Phosphat auftreten, dass die Sat-
tigungskonzentration von Struvit Uberschritten wird. Dann bilden sich Beldge aus
Struvit, die den Betrieb von Klar- oder Gilleaufbereitungsanlagen beeintrachtigen
konnen.
Angesichts der Endlichkeit der Phosphatvorkommen der Erde und der Lebens-
wichtigkeit von Phosphor (ohne Phosphate ist kein Pflanzenwachstum mdglich), fin-
den verstarkt Bemuhungen statt, Phosphor durch geeignete Verfahren aus Abwéas-
sern oder Klarschlammen zuriick zu gewinnen, z.B. durch das ,Phostrip-Verfahren”
[35], durch Aufschluss von phosphatreichen Klarschlamm-Aschen oder durch MAP-
Fallung (MAP = Magnesiumammoniumphosphat) mit Struvit [36].
In der Medizin ist Struvit bekannt als Material von Nierensteinen. Etwa elf Prozent der
Nierensteine sind Struvitsteine. Struvitsteine sind die haufigsten Nierensteine bei Kin-
dern (etwa 93%). Sie bilden sich in alkalischem Urin. Ursache der Alkalisierung sind
Bakterien - vor allem Proteus mirabilis - meist in Folge einer Pyelonephritis aufgrund
eines aufsteigenden Harnwegsinfekts. Bei Vorhandensein von ureaseproduzieren-
den Bakterien wird Harnstoff in Ammoniak und Bikarbonat umgewandelt, was zu
einer Verschiebung des pH-Wertes ins alkalische Milieu fuhrt und somit die Bildung
von Struvitsteinen stark begunstigt [37] .
Entwicklungsgeschichtlich sind hinsichtlich der Entstehung von Struvitsteinen mehre-
re Faktoren verantwortlich, wie zum Beispiel

» vererbte Steinerkrankungen

» haufige Infekte der Harnwege

* Abflussstérungen bedingt durch Verengungen

» Schilddrisentberfunktion

» falsche Erndhrung.
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Bei betroffenen Personen lassen sich z.B. im alkalischen Harnsediment sogenannte
Tripelphosphate erkennen; wasserhelle, stark lichtbrechende Struvitkristalle in Form
eines ,Sargdeckels*:

b Ty FL

Abbildung 2.2: ,Sargdeckelkristalle* aus Struvit

2.3 Formel, Struktur und Eigenschaften von Struvit

Bei Struvit handelt es sich also um ein Mineral, bestehend aus Magnesium, Am-
monium und Phosphat, mit der allgemeinen chemischen Formel (NH;)MgPO, X
6(H20). Magnesiumammoniumphosphat-Zemente werden durch Mischung von totge-
branntem Magnesiumoxid (MgO) und sauren Ammoniumphosphaten hergestellt.
Durch den Sauregehalt der wéassrigen Losung und die enthaltenen Ammoniumionen
zerfallt das MgO. Dadurch werden Mg?* lonen frei, die jeweils mit 6 Molekiilen H,O
reagieren und so Mg(H.0)s** entsteht. PO,*- und NH;*-lonen bilden mit Mg(H.O)**
Wasserstoffbriicken, was zu der Ausbildung von Struvit fihrt. Oberhalb von 55 T ist
Struvit thermisch instabil und bildet Magnesiumhydrogenphosphat (MgHPO4). Bei
Raumtemperatur kann sich MgHPO4 in Anwesenheit von Wasser wieder zu Struvit
oder Newberyit (MgHPO,4 x 3(H,0)) umlagern.

Chemisch nah verwandte Mineralien, d.h. in ihrer Zusammensetzung nur leicht modi-
fizierte Verbindungen, sind z.B. Struvit-(K), Dittmarit, Schertelit, Niahit oder auch Ha-
zenit. All diese Mineralien zeichnen sich in ihrem chemischen Aufbau durch ein so-
genanntes orthorhombisches Kristallsystem aus; darunter versteht man ein recht-
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winkliges Kristallsystem mit drei 90=Winkeln, jedo ch ohne gleichlange Achsen. Aus
dem ,Atlas der Krystallformen® [38], ein Werk mit Uber 20000 Zeichnungen
verschiedenster Kristallformen von Victor Mordechai Goldschmidt aus den Jahren

1913-1923, stammen die folgenden Skizzen Uber den Aufbau des Struvitkristalles:

Abbildung 2.3: Kristallformen von Struvit

Basierend auf diesen Skizzen hat der Wissenschaftler Mark Holtkamp [39] eine
Datenbank Uber die dreidimensionale Kristallstruktur von verschiedenen Mineralien
entwickelt. Die folgenden Abbildungen zeigen mogliche Varianten des dreidimensi-

onalen Aufbaus von Struvit:
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Abbildung 2.4 a-d: Varianten der dreidimensionalen Struktur des Struvitkristalles (mit
freundlicher Genehmigung von Mark Holtkamp)
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Die nachfolgende Tabelle gibt eine Ubersicht tiber die Eigenschaften von Struvit:

Struvit

Chemische Formel

(NH,)MgPO, x 6H,0

Chemische
Zusammensetzung

Magnesium, Phosphor, Sauerstoff, Stickstoff, Wasserstoff

Klasse / Gruppierung

Phosphate, Vanadate, Arsenate

Kristallsystem

orthorhombisch

Mineralstatus

anerkanntes Mineral

Farbe weil3, gelblich weil3, braunlich weifl3
Mohshérte 1,5 bis 2

Dichte 1,711 g/cm?®

Glanz glasglanz

Opazitat durchsichtig bis durchscheinend
Bruch muschelig, spréde

Spaltbarkeit [100], vollkommen

Brechzahl n,= 1,496

Chemisches Verhalten

Wasserloslichkeit: 0.23 g/l (0C); verliert an der Luft Kristallwasser

und zerfallt zu einem weil3en Pulver

Physikalische
Eigenschaften

stark pyro- und piezoelektrisch

Radioaktivitat

nicht radioaktiv

Magnetismus

unmagnetisch

Roéntgenstrukturanalyse

HRD

Intensitat
= — e
—————
—a
—]

k=3

10 20 30 40 sl 6ir 70 i =]
2-THETH

Verwandte Mineralien

Struvit-(K): KMg(PQO,) x 6 H,0O
Newberyit: MgHPO, x 3 H,O

Dittmarit: (NHz)Mg(PO,) x H,O
Schertelit: (NHz)MgH»(POy4) x 4 H,O
Niahit: (NH4)(Mn?** Mg,Ca)PO, x H,O
Hazenit: KNaMg,(PQO,), x 14 H,O

Abbildung 2.5:  Ubersichtstabelle Struvit
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2.4 Funktion und Aufbau des Knochens

Knochen sind die wichtigsten Bestandteile des Skeletts und des Bewegungsappara-
tes. Sie erfullen entscheidende Stitz- und Schutzfunktionen. Dabei dienen sie den
Skelettmuskeln als Ansatz, indem sich die Sehnen mit dem Periost des Knochens
verbinden und mit Kollagenfasern in die Knochengrundsubstanz einstrahlen. Kno-
chen gleichen einem System aus Hebeln, die die Kréfte, die wahrend der Kontrak-
tion der Skelettmuskulatur entstehen, vervielfaltigen und in korperliche Bewegung
umsetzen. Knochen ist fest gegen Zug, Druck, Biegung und Drehung; er gehdrt zu
den hartesten Geweben des menschlichen Koérpers. Knochen schiitzen insbesonde-
re das ZNS, das im Schadel bzw. im Wirbelkanal liegt, aber auch das Knochenmark
(z.B. in den langen Roéhrenknochen) und die im Thorax gelegenen Organe. Nicht zu-
letzt geben sie dem Korper Halt und Festigkeit. Vergleichbaren Belastungen wider-
stehen nur noch die Zahne und — bis zu einem gewissen Grade — Knorpel. Knochen
hat aber auch metabolische Aufgaben. Er ist der wichtigste Kalziumspeicher des Kor-
pers; so enthalt das Skelett 99% des gesamten Kalziums. Durch Knochenabbau und
Knochenaufbau kann der Kalziumspiegel des Blutes den jeweiligen Bedurfnissen des
Organismus angepasst werden [40].

Knochengewebe besteht aus verschiedenen Zelltypen und mineralisierter extrazel-
lularer Matrix, deren Hauptkomponenten Kollagenfibrillen und Hydroxylapatitkristalle
sind. Die chemische Zusammensetzung besteht aus 45% Mineralien, 30% organi-
sches Material und 25% Wasser (Angaben in Gewichtsprozent) [41]. Unter den anor-
ganischen Bestandteilen der Grundsubstanz herrschen anorganisches Phosphat (ca.
50%) und Kalzium (ca. 35%) vor. Der Rest verteilt sich auf Zitrat, Karbonat (6-7%),
Nitrat, Natrium, Magnesium, Fluor und Spurenelemente. Réntgenkristallographische
und elektronenmikroskopische Untersuchungen haben ergeben, dass die Mineralien
in Knochen in Form von Apatitkristallen vorliegen. Unter einem Apatit werden Kalzi-
umphosphatverbindungen verstanden, die hexagonale, nach dem Prinzip eines
Raumgitters gebaute Kristalle bilden. Es Uberwiegt Hydroxylapatit (Cao(PO4)s(OH)2).
An ihrer Oberflache sind die Hydroxylapatitkristalle von einem Hydratmantel umge-
ben, der durch die Hydratisierung der oberflachlichen lonen des Hydroxylapatits ent-
steht. Der Hydratmantel schafft die Voraussetzung fur einen lonenaustausch zwi-
schen den Kristallen und der Umgebung, was bei der Einlagerung und Mobilisierung

von Kalzium im Knochen eine wichtige Rolle spielt.
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Unter dem organischen Material Uberwiegt das Kollagen (90-95%), das in Form von
Kollagenfasern vorliegt. Ansonsten handelt es sich um verschiedene Proteine, z.B.
Osteonektin, Osteocalcin sowie um kleinere Proteoglykane bzw. Glykosaminoglyka-
ne. Einige dieser Substanzen haben Brickenfunktion und verbinden die Mineralien
des Knochens mit Kollagen (Osteonektin) bzw. den Zellen (Osteopontin, ein Sialo-
protein) [40].

An einem Knochen sind makroskopisch zwei Bauformen zu unterscheiden: Spongio-
sa und Kompakta. Die Spongiosa ist ein Gitterwerk aus dinnen Platten und Balk-
chen (Trabekel) im Inneren des Knochens. Die Spongiosa-Architektur ist stets so or-
ganisiert, dass die Trabekel nur auf Druck oder Zug beansprucht werden (trajekto-
rielle Ausrichtung). Die Kompakta stellt die homogen erscheinende Rindenschicht
(Corticalis) eines Knochens dar. In den grof3en Réhrenknochen kann die Kompakta

bis zu 10 mm dick sein (z.B. vordere Schienbeinkante) [41].

24.1 Knochenzellen

Die Zellen des Knochengewebes sind Osteoblasten (Knochenbildner), Osteozyten
(ehemalige Osteoblasten, die von Knochenhartsubstanz eingeschlossen sind) sowie
Osteoklasten (knochenabbauende Zellen). Knochengewebe befindet sich zeitlebens
im Umbau, dafir sind Osteoklasten und Osteoblasten verantwortlich. Alle inneren
Knochenoberflachen sind von Endost bedeckt; dieses besteht aus Osteoblasten-Vor-
stufen, Osteoblasten und —klasten. Auf3en ist der Knochen (mit Ausnahme der Ge-
lenkflachen) von Periost (Knochenhaut) Gberzogen [41].

Osteozyten sind Zellen, die aus Osteoblasten hervorgegangen sind und dem Erhalt
des Knochens dienen; als Osteozyt wird eine Knochenzelle bezeichnet, wenn sie
ringsum mit mineralisierter Knochengrundsubstanz umgeben ist. Die Osteozyten sind
untereinander mittels Gap junctions in Kontakt; die Funktion der Osteozyten ist nicht
im Einzelnen geklart. Ihre Vitalitat scheint jedoch fir den Erhalt des Knochens wichtig
zu sein. Wo sie abgestorben sind, wird die Knochenmatrix durch Osteoklasten abge-
baut [41].

Osteoklasten sind mehrkernige, grof3e und stark verzweigte Riesenzellen, die auf
den Abbau von Knochengrundsubstanz spezialisiert sind. An den Stellen im
Knochen, wo die Osteoklasten grof3e Resorptionslakunen (Howship-Lakunen) ,ge-

fressen” haben, wird von den Osteoblasten wieder Knochenmaterial aufgefiillt.
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Im nachsten Abschnitt dieser Arbeit wird detaillierter auf die Bedeutung der Osteo-
blasten eingegangen, da die Versuchsreihen der vorliegenden Arbeit mit der Osteo-
blastenzelllinie MG-63 durchgefuhrt wurden.

2.4.2 Zellmorphologie und Zellzyklus von Osteoblasten

Osteoblasten leiten sich von mesenchymalen Stammzellen ab, die durch Festlegung
fur diese Laufbahn zu Osteoprogenitor-Zellen werden. Aus dem Stammzellvorrat
werden unter dem Einfluss lokal vorhandener Wachstumsfaktoren (z.B. bone
morphogenetic protein 2, BMP-2) sowie verschiedener Hormone zeitlebens neue
Osteoblasten nachgeliefert [41]. Als Knochenbildner sind Osteoblasten somit mes-
enchymalen Ursprungs und bedecken die Oberflache des Knochens; sie liegen fast
immer in einer epitheldhnlichen Schicht eng beieinander und haben Uber feine zyto-
plasmatische Fortsatze untereinander Kontakt; diese Fortsatze werden vor allem er-
kennbar, wenn sich die Osteoblasten mit Grundsubstanz umgeben. Sie sind fur die
Synthese der organischen Bestandteile (Matrix) der Knochengrundsubstanz verant-
wortlich, namlich von Kollagen (Typ 1), Proteoglykanen und Glykoproteinen. In die-
ses frisch gebildete Material, das auch als Osteoid bezeichnet wird, kommt es durch
Einlagerungen von Kalziumphosphat-Kristallen rasch zu einer Umwandlung in harte
Knochenmatrix.

Das Zytoplasma der relativ kleinen Osteoblasten (50-300um) besitzt einen aus-
gepragten Golgi-Apparat, ist reich an Mitochondrien und an rauem endoplas-
matischen Retikulum; in der Synthesephase sind Osteoblasten kubisch bis hoch-
prismatisch, mit abnehmender Aktivitdt nehmen sie eine eher flache Gestalt an. Sie
besitzen alle Anzeichen aktiver, proteinbildender Zellen. AuRerdem sezernieren die
Osteoblasten das Enzym alkalische Phosphatase, dessen Aktivitat im Serum zur Ab-
schatzung der Osteoblastentatigkeit dienen kann. Eine Steigerung der Enzymkon-
zentration spricht flr einen gesteigerten Knochenanbau (Wachstumsphase, Fraktur-
heilung). Osteoblasten sind polarisierte Zellen. Die Abgabe der Syntheseprodukte
erfolgt jeweils dort, wo die Zellen mit der Knochengrundsubstanz in Berihrung
stehen. Hier kommt es auch zur Abschnirung von Matrixvesikeln, die der Hart-
substanzbildung dienen. Die neu gebildete, noch nicht verkalkte Grundsubstanz, die
von den Osteoblasten abgegeben wurde, wird als Osteoid oder Vorknochen bezeich-
net [40].
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Abbildung 2.6: Phasenkontrastaufnahme von priméren, humanen Osteoblasten

Durch die wahrend der Knochenentwicklung und des Knochenwachstums zuneh-
mende Matrixproduktion entfernen sich die zunachst eng benachbarten Osteoblas-
ten immer mehr voneinander; dadurch verschlechtern sich nach und nach die Bedin-
gungen fir den Stoffwechsel und die Matrixproduktion, die schlie3lich nahezu einge-
stellt wird. Die nun fast inaktiven und in die Matrix eingebauten Osteoblasten wan-
deln sich zum Teil unter weitgehendem Verlust ihrer ,osteoblastentypischen* Ausris-

tung in Osteozyten um oder gehen durch Apoptose zugrunde.

Die Bedeutung von Osteoblastenzelllinien fur die Prifung von Biomaterialien (Werk-
stoffe fur temporare oder permanente Implantate) zur Anwendung im menschlichen
Korper hat in den letzten Jahren in allen Bereichen der Medizin und Zahnmedizin er-
heblich zugenommen. Die Prifung entsprechender Werkstoffe beziiglich Biokompa-
tibilitdt bzw. Zytotoxizitat erfolgt tlberwiegend an einfach zu kultivierenden, wenig dif-
ferenzierten fibroblasten- oder osteoblastenéhnlichen Zelllinien; so wurde auch in der
vorliegenden Arbeit die Osteoblastenzelllinie MG-63 fur die Versuchsreihen zur Bio-
kompatibilitatsprifung der Magnesiumammoniumphosphat-Zemente gewéhlt. Die
Anforderungen an Knochenersatzstoffe oder auch an Implantatwerkstoffe fur den

medizinischen und zahnmedizinischen Bereich sind in den letzten Jahren immer
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mehr gestiegen. Neben Biokompatibilitdit missen diese Materialien zusatzlich tUber
osteoinduktive, zumindest aber osteokonduktive Qualitaten verfiigen, wenn sie als
Alternative zu humanen Knochentransplantaten nutzbar sein sollen. Die Verfligbar-
keit autologer Knochentransplantate ist vor allem bei ausgedehnten Defekten und
Mehrfacheingriffen limitiert und die Entnahme kortikospongioser Blocke ist mit einer
erheblichen Morbiditdt belastet. In den letzten Jahren wurde wegen ungeloster
Transfektionsprobleme bei der Verwendung allogener Knochentransplantate die Ent-
wicklung biokompatibler Werkstoffe als Knochenersatz intensiviert. Ein Problem stellt
dabei jedoch die Verflugbarkeit von geeigneten und in ihrer prospektiven Aussage-

kraft zuverlassigen Testsystemen dar [42].
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Material fur Zellkulturversuche

Verbrauchsmaterial: Herkunft:

Struvit-Scaffolds Eigene Produktion, FMZ
Kalziumphosphat-Scaffolds Eigene Produktion, FMZ
Deckglaser (12 mm) Hartenstein, Wirzburg
Eppendorfcaps Eppendorf, Hamburg
Eppendorfpipette Eppendorf, Hamburg
Glasflaschen Schott, Mainz

Glaskolben und —zylinder Schott, Mainz

Glasschalen (rund, eckig) Hartenstein, Wirzburg
Kulturflaschen (25 cm?, 75 cm?) Becton Dickinson, Heidelberg
Kryoréhrchen Hartenstein, Wirzburg
Latexhandschuhe, puderfrei Klinikum Universitat Wirzburg
Morser, Pistill Hartenstein, Wirzburg
Pinzette (gebogen, gerade) Hartenstein, Wirzburg
Pipettierhilfe Pipetus Brand, Wertheim

Schere Hartenstein, Wirzburg

Spatel Hartenstein, Wirzburg

24 Well Platten Nunc, Wiesbaden

96 Well Platten Becton Dickinson, Heidelberg

Tabelle 3.1: Verbrauchsmaterialliste
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3.1.2 Technische Geréate

Analysewaage

Brutschrank IG 150

Critical Point Dryer CPD 030
3D-Drucker Z-Printer 310
Drehschittler

Elisa Reader Spectrafluor Plus
Goldbestauber Emitech K550
Heizofen

ICP-MS

Kugelmihle PM 400
Kuhl-Gefrierkombination
Kryo-Einfriergerat
Labormikroskop DMIL
Magnetrihrer

Pflugschar-Mischer

Rasterelektronenmikroskop DSM 940

Reinstwasseranlage

Sinterofen
Sterilbank
Wasserbad
Wippschiittler
Zellzahler, Typ Casy

Tabelle 3.2: Gerételiste

Scaltec Instruments, Heiligenstadt
Jouan, Unterhaching

Bal-Tec, Witten

Z-Corporation, Erlangen

Labinco, Holland

Tecan, Crailsheim

Emitech, England

Memmert, Schwabach

Varian Deutschland GmbH, Darmstadt
Retsch, Haan

Bosch, Heiligenstadt

Nunc, Wiesbaden

Leica, Wetzlar

IKA Werke, Staufen

Gebruder Loédige, Maschinenbau
GmbH, Paderborn

Zeiss, Gottingen

USF Pure Lab Plus, Ramsbach-
Baumbach

Oyten Thermothechnik GmbH, Oyten
Heraeus, Hanau

Memmert, Schwabach

Biahler, Johanna Otto, Hechingen

Scharfe System, Reutlingen



3. Material und Methode 21

3.1.3 Puffer und Medien

Die verwendeten Chemikalien wurden soweit nicht anders vermerkt von der Firma
Merck AG, Darmstadt bezogen. Das Reinstwasser wurde aus der laboreigenen Was-
seraufbereitungsanlage (USF PURELAB PLUS) entnommen.

PBS-Puffer

137 mM Natriumchlorid

1,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat
7,8 mM Dinatriumhydrogenphosphat
2,7 mM Kaliumchlorid

ad 1000 ml Reinstwasser
Autoklavieren bei 121C, 20 min

Foetal Bovine Serum (FCS)

EU approved origin (South America)

Mycoplasma and virus screened, performance tested,
Inaktiviert durch 30 min Inkubation bei 56T

(Fa. Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe).

DMEM-Kulturmedium fiir Osteoblastenzellen MG-63

440 ml Dulbecco’'s Mod Eagle Medium mit 0,11 g/l Na Pyr. mit Pyridoxine,
(Fa. Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe)

50,0 ml Foetal Bovine Serum (FCS), (Fa. Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe)
5,0 ml Penicillin-Streptomycin  10.000 1U/I-10.000 IU/ml, (Fa. Invitrogen Life
Technologies, Karlsruhe)

5,0 ml Hepes Buffer (Solution 1 M), (Fa. Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe)

Accutase
(Fa. PAA Laboratories, Cdlbe)
Zur enzymatischen Ablosung der Zellen von Zellkulturoberflachen.

Aceton
(Fa. Merck, Darmstadt)
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Proliferations-Reagent WST-1

(Fa. Roche Diagnostics, Mannheim)

Farbstoff WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolium]-1,3 Benz-
endisulfonat), angesetzt nach Angaben des Herstellers.

WST-1 ist ein wasserlosliches Tetrazoliumsalz, das zur Bestimmung der Zellaktivitat
dient. Es wird durch metabolisch aktive Zellen in den Mitochondrien gespalten und zu
farbigem Formazan umgewandelt. Tetrazoliumsalz stellt somit einen Marker fir die

Aktivitat von Zellen dar.

Isoton-Pufferlésung

Natriumsulfat 9,72 g/l

Natriumchlorid 4,0 g/l

Dimethylolharnstoff 1,0 g/l

Procainhydrochlorid 0,11 g/l

Die isotone, phosphatgepufferte Lésung wurde gebrauchsfertig geliefert (Fa. Beck-
mann Coulter GmbH, Krefeld).

3.14 Zusammensetzung der Zemente

Fir die Versuchsreihen wurden zunéchst die funf verschiedenen Pulverzemente aus-
gewahlt. Anhand der folgenden Tabelle wird die Zusammensetzung des Hydroxyl-
apatit-Zementes (Caz(PO,4), —Zement) und der vier Magnesiumammoniumphosphat-
Zemente aufgezeigt:

Summenformel; CaHPO, CaCOs MgHPQO, x Mg(OH),
3H,0
Caz(POy4)2 2 mol 1 mol
(272,12g) (100,09g)
Mgol75C82,25(PO4)2 1,5 mol 0,75 mol 0,5 mol 0,25 mol
(204,09g) (75,05g) (87,179) (14,58g)
Mg15Ca; 5(PO4)2 1 mol 0,5 mol 1 mol 0,5 mol
(136,060) (50,050) (174,33q) (29,160)
M92’25C80175(PO4)2 0,5 mol 0,25 mol 1,5 mol 0,75 mol
(68,039g) (25,029) (261,59) (43,749)
Mg3(POy,): 2 mol 1 mol
(348,66Q) (58,329)

Tabelle 3.3: Konzentrationsverhaltnis der Zemente
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3.1.5 Prufkorper

Die Prufkdrper wurden als Rundproben mit einem Durchmesser von 15,5 mm und ei-

ner Hohe von ca. 0,2 mm (passend fur 24-Well-Zellkulturplatten) angefertigt.

3.1.6 Polystyrol als Referenzmaterial

Als Negativkontrolle diente das Zellkultur-Polystyrol (Fa. Nunc A/S, Danemark); diese
Referenzoberflache wurde direkt als Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen verwendet,
welche gebrauchsfertig geliefert wurde. Auf der Polystyrol-Oberflache konnte wah-
rend den Versuchsreihen das Wachstum bzw. das Abléseverhalten der Zellkulturen

unter dem Mikroskop kontrolliert werden.

3.1.7 Osteoblastenzelllinie MG-63

Die Osteosarkomzelllinie MG-63 wurde von der American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD, USA) bezogen. Erstmals beschrieben wurde sie 1977 (Billiau
et al, 1977). Ursprung dieser stabilen, reproduzierbaren Zelllinie sind Zellen, die aus
dem Osteosarkom eines 14-jahrigen mannlichen Kaukasiers isoliert wurden. In Kultur
gebracht wachsen die Zellen adharent und zeigen fibroblastoide Morphologie. Es
handelt sich dabei um eine hypotriploide menschliche Zelllinie; bei 44% der Zellen
trat eine Chromosomenanzahl von 66 auf. Die fungierenden Rezeptoren sind der
transforming growth factor (TGF) Rl und der TGF RII.

Vor der Verwendung der Zelllinie wurden alle Zellen auf das Vorhandensein von
Mycoplasmen geprift; belastete Zellkulturen wurden daraufhin verworfen.

Die Kultivierung der Zelllinie erfolgte wie unten beschrieben bei einer Temperatur
von 37 in einer wasserdampfgesattigten Atmosphére unter einer 5%igen CO, —Be-
gasung. Als Kulturmedium wurde Dulbecco's Mod Eagle Medium (Fa. Invitrogen
GmbH) benutzt.
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3.2 Methoden

3.21 Herstellung der Zementedukte

Folgende Verbindungen wurden zur Herstellung verwendet:

CaHPO,: 136,06 g/mol Kalziumphosphat Dibasic Anhydrous Powder (J.T. Baker,
Best. Nr. 1430-07)

CaCOag: 100,09 g/mol Kalziumcarbonat (Merck, Best. Nr. 102144.9029)

MgHPO, x 3 H,0O: 174,33 g/mol Magnesiumhydrogenphosphat * 3H,O (Riedel de
Haen, Best. Nr. 04260)

Mg(OH),: 58,32 g/mol Magnesiumhydroxid (Fluka, Best. Nr. 63081)

Der genaue Ablauf der Zementherstellung soll nun beispielhaft anhand des nano-
kristallinen, kalziumarmen Hydroxylapatits (Cas(PO,4). —Zement) erklart werden (das

Verfahren ist bei allen Pulverzementen gleich):

Zuerst wurden 100,09 g Kalziumcarbonat in eine Duranflasche (Fa. Schott) einge-
wogen. Ein Magnetruhrfisch wurde dazugegeben und anschlielend 300 ml Isopro-
panol in die Glasflasche eingeflllt. Die Flasche wurde auf einen Magnetrihrer ge-
stellt und unter langsamem Ruihren wurden 272,12 g Kalziumhydrogenphosphat Di-
basic Anhydrous zugegeben. Die Ruhrdauer betrug eine Stunde. Danach wurde die
Flussigkeit in einen 1 | Kolben tberfuhrt und das Isopropanol am Rotationsverdamp-
fer (Laboport, Fa. Heidolph) eingedampft. Das Pulver wurde in eine Nierenschale
Uberfuhrt; die Schale blieb einen Tag im Abzug stehen, damit das restliche Lésungs-
mittel verdampfen konnte.

Das trockene a-Trikalziumphosphatpulver wurde in einen Sintertiegel gefillt und im
Sinterofen (Fa. Oyten Thermotechnik) bei einer Temperatur von 1400C (1100<C bei
den Magnesiumammoniumphosphat-Zementen) und einer Dauer von 5h gesintert.
Die Aufheizzeit bzw. Abkuhlzeit betrug jeweils 99C /min.

Nach Beendigung des Sintervorgangs lie3 man den Ofen langsam abkuihlen; dabei
wurde die Sinterebene ab ca. 1050C um 10 cm manuel | heruntergefahren.

Der abgekuhlte Sinterkuchen wurde anschlieRend mit einem Morser zerkleinert und

manuell auf eine Korngréf3e <355 um gesiebt.
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125 g des Pulvers <355 um wurden in einen 500 ml Achatmahlbecher gegeben und
in einer Planetenkugelmthle (PM 400, Fa. Retsch, Haan) gemahlen. Mahlparameter
waren eine Rotationsgeschwindigkeit von 200 U/min, eine Mahlbecherfillung mit vier
Achatkugeln (d= 30 mm), eine Mahldauer von 4h sowie ein Wechsel der Rotations-
richtung nach jeweils einer Minute. Aus dem Ausgangsmaterial a-Trikalziumphosphat
entstand somit nanokristalliner, kalziumarmer Hydroxylapatit.

Die verschiedenen Pulverzemente wurden bis zur weiteren Verarbeitung in feuchtig-
keitsdicht verschlossenen Glasflaschen gelagert.

Bei der Herstellung der Priufkérper wurde der nanokristalline Hydroxylapatit-Zement
mit Wasser (aqua ad injectabila, Klinikapotheke Wirzburg) versetzt, die vier ver-
schiedenen Magnesiumammoniumphosphat-Zemente wurden mit einer 3,5 molaren
Diammoniumhydrogenphosphat-Losung ( (NH4).HPO, ; Firma Merck, Darmstadt) an-

gemischt.

3.2.2 Herstellung der Prufkorper

Die verschiedenen Prifkérper wurden unter exakter Einhaltung des Pulver-Flissig-
keits-Verhaltnisses und jeweils gleicher Anmischdauer hergestellt. Fur jeden Prufkor-
per wurden genau 1 g Pulver mit 303 pl Flussigkeit (aqua ad injectabila fur den Hy-
droxylapatit-Zement; 3,5 molare Diammoniumhydrogenphosphat-Lésung fur die Mag-
nesiumammoniumphosphat-Zemente) versetzt und mithilfe eines Anrihrspatels 60 s
kraftig durchmischt. Dann wurde der Zement in die dafiir vorbereiteten Silikonformen
gefullt und man liel3 die Prufkdrper Uber Nacht bei 37C im Wasserbad aushéarten.

3.2.3 Reinigung und Vorbereitung der Prufkdrper

Damit die Versuchsreihen mit den Prufkoérpern durchgefihrt werden konnten, muss-
ten diese vorher noch gereinigt und sterilisiert werden. Dabei wurden die Prifkérper
der jeweiligen Zementart jeweils in einer Glasflasche gesammelt und mit Reinst-
wasser aus der laboreigenen Wasseraufbereitungsanlage (USF Pure Lab Plus) be-
deckt. Die verschlossenen Flaschen wurden Uber Nacht bei 40T ins Wasserbad ge-
stellt; am nachsten Morgen wurde das Reinstwasser erneuert und die Prufkdrper
blieben fur weitere 5-6 h im Wasserbad. Danach wurden die Prufkdrper aus den Fla-

schen entnommen und auf einer Kiichenrolle getrocknet.
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Zum Autoklavieren wurden sie in saubere Glasschalen uberfihrt und anschlieRend
fir 20 min bei 121 autoklaviert.

3.24 Zellkultivierung

Die Kultivierung der Osteoblastenzelllinie MG-63 erfolgte bei einer Temperatur von
37T in 75 cm ® groRen Zellkulturflaschen (Falcon, Heidelberg) mit dem entsprechen-
dem Medium.

Fur die nachfolgenden Versuchsanséatze wurden Zellsuspensionen in einer Konzen-
tration von 50.000 Zellen/ml bendtigt. Dafir wurde das entsprechende Medium aus
einer konfluent bewachsenen Zellkulturflasche mit Hilfe einer sterilen Pasteurpipette
abgezogen und danach die adharenten Zellen zweimal mit jeweils 10 ml PBS ge-
spult. Durch die Zugabe von 2 ml Accutase wurden die Zellen enzymatisch abgeldst.
Zur Neutralisation, bzw. um die Wirkung der Accutase aufzuheben, wurde nach 5-7
min 10 ml des entsprechenden Mediums hinzupipettiert. Die abgel6sten Zellen wur-
den durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren bzw. durch Beklopfen der Zellkultur-
flasche vereinzelt. Die so gewonnene Zellsuspension wurde homogenisiert und es
konnte eine Zellzéhlung durchgefihrt werden.

Um die gewtnschten 50.000 Zellen/ml zu erhalten, wurde eine entsprechende Ver-
dinnung mit dem Zellkulturmedium vorgenommen und nach einer erneuten Kontrolle
der Zellzahl konnte jeweils 1 ml der Zellsuspension auf die vorbereiteten Wells mit
den Prufkdrpern verteilt werden.

Fur die Versuchsreihen wurden pro Messtag jeweils eine Platte fur den WST-Zell-
aktivitatstest sowie eine Platte fur die Bestimmung der Zellzahl bendtigt.

Die verschiedenen Oberflachen wurden an jedem Messtag jeweils anhand von sechs
Prifkorpern untersucht.

Zur Veranschaulichung der unterschiedlichen Struktur der Oberflachen sowie des
Wachstumsverhaltens der Zellen wurden die bewachsenen Prifkérper mit Hilfe des
Rasterelektronenmikroskops analysiert. Dabei wurden reprasentative Fotografien mit

unterschiedlichen VergréRerungen angefertigt (siehe 3.2.8).
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3.25 WST-1 Zellaktivitatstest

3.25.1 Messprinzip

Dieser Versuch beruht auf der Umsetzung des Farbstoffes WST-1 (4-[3-(4-lodo-
phenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolium]-1,3-Benzendisulfonat) durch die Suc-
cinatdehydrogenase in den Mitochondrien der stoffwechselaktiven Zellen zum farbi-
gen Formazan.

Die Intensitat der Farbung wird im ELISA-Reader (Fa. Tecan, Crailsheim) bei einer
Wellenlange von 450 nm gemessen. Je mehr vitale Zellen gewachsen sind, desto
starker ist der Farbumsatz bzw. desto hoher ist die Absorption. Diese ist proportional

zur Stoffwechselaktivitat der Zellen.

3.25.2 Durchfiihrung

Zur Durchfiihrung der Tests wurden zunachst aus jeder Kavitat der 24-Well-Platten
das Medium abgezogen und die verbleibenden Mediumreste durch dreimaliges
Waschen mit jeweils 1 ml PBS-Puffer entfernt. Dann wurden 500 pl entsprechendes
Medium und 50 pl WST-1-Reagenz zupipettiert und der Ansatz bei 37C und 5%iger
CO,-Atmosphére fur 30 min inkubiert.

Anschliel3end wurden je 2 x 200 pl des Gemisches aus jedem Well in 2 Wells einer
96-Well-Platte fur die Doppelbestimmung Uberpipettiert. Die Messwerte wurden an-
hand des Farbumschlags im ELISA-Reader (Spectrafluor Plus, Tecan, Crailsheim)
mit einem Messfilter von 450 nm und einem Referenzfilter von 690 nm ermittelt.

Als Leerwert bei diesen Messungen diente ein Gemisch aus 500 pl Medium und
50 ul des Proliferations-Reagenz WST-1. Die Bestimmung der mitochondrialen Zell-
aktivitat erfolgte an den Tagen 3, 5, 7, 10 und 13.

Die Ergebnisse wurden anhand der Magellan-3 Bedienungssoftware am Photometer

erstellt und mit der Microsoft Excel-Tabellenkalkulation graphisch dargestellit.
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3.2.6 Zellzahlbestimmung mit dem CASY-1 Zellanalysesystem

3.2.6.1 Messprinzip

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit dem Zellzahler CASY-1, Modell TTC Cell
Counter und Analyser (Scharfesystem GmbH, Reutlingen).

Das Messprinzip beruht auf einer Widerstandsmessung in Kombination mit einer Si-
gnalauswertung. Dabei wird die Zellsuspension in eine elektrolytgefillte Kapillare de-
finierter Geometrie gesaugt, an der wahrend der Messung Uber zwei Platinelektroden
eine Spannung angelegt wird. Ihrem Volumen entsprechend verdrangen die in der
Suspension enthaltenen Zellen beim Durchtritt durch die Messkapillare eine be-
stimmte Menge an Elektrolytlésung. Dies fihrt entlang der Kapillarstrecke zur Erhdh-
ung des Widerstandes, tUber den der Zellzahler die Zellzahl und das Zellvolumen er-

mitteln kann.

Abbildung 3.1: CASY-1 Zellz&hler

3.2.6.2 Durchfiihrung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte ab Tag 3 nach der Zellaussaat und wurde an
den Tagen 5, 7, 10 und 13 nach Aussaat jeweils wiederholt.

Dabei wurde zuerst das Medium abgezogen und die Zellschicht mit je 1 ml PBS-
Puffer 2 x gewaschen. AnschlieRend wurden 500 pl Accutase zupipettiert. Nach ca. 7
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min Inkubationszeit gab man 500 pl des Kulturmediums dazu, um die Reaktion zu
stoppen.
Nach 20-maligem Aufziehen der Suspension zur Durchmischung wurden 100 pl aus
der Zellsuspension in 10 ml isotonische Lésung gegeben und im Zellzéhler ge-
messen.
Auch hier wurden die Ergebnisse mittels Microsoft Excel-Tabellenkalkulation ausge-

wertet und graphisch dargestelit.

3.2.7 Massenspektrometrie mittels ICP-MS

ICP-MS ist die Abktrzung fur inductively-coupled-plasma mass-spectrometry (Mas-
senspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma). Diese Analysenmethode er-
maoglicht die Bestimmung einer Vielzahl von Elementen in relativ kurzer Zeit und ist
aufgrund ihrer Nachweisstarke inzwischen eines der meist genutzten Verfahren der
Spurenelementanalytik. Urspringlich war die ICP-MS eine Methode zur Analyse von
LAsungen mittels Zerstaubern, jedoch ermdglicht die Kopplung mit Laser-Ablations-

Systemen auch die direkte Analyse von Festkorpern.

Abbildung 3.2: Varian ICP-MS Massenspektrometer

Die ICP-MS beruht auf der lonisierung des zu analysierenden Materials in einem
Plasma bei etwa 5000 . Zur Erzeugung des Plasmas wird ein hochfrequenter

Strom in ionisiertem Argon induziert. Aus diesem Plasma werden die lonen durch
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zwei Blenden, die als Sampler und Skimmer bezeichnet werden, in das Vakuum-Sys-
tem des Massenspektrometers tberfihrt. Nach dem Fokussieren in der sogenannten
lonenoptik wird der lonenstrahl im eigentlichen Massenspektrometer in lonen unter-
schiedlicher Masse getrennt.

Well jedes Element mindestens ein Isotop aufweist, dessen Masse bei keinem nattir-
lichen Isotop eines anderen Elements auftritt, ist die Masse eine charakteristische
Eigenschaft der Elemente. Dies wird sowohl zum qualitativen als auch (unter be-
stimmten Voraussetzungen) zum quantitativen Nachweis genutzt. Dartber hinaus ist
die Bestimmung von Isotopenverhaltnissen moglich. Bei den heute tblichen ICP-MS-
Geraten werden nach der Massentrennung einzelne lonen detektiert, so dass sehr
geringe Mengen eines Elements nachgewiesen werden kdnnen.

Anhand dieser Analysemethode wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, welche
Mengen an Magnesium, Kalzium und Phosphat aus den verschiedenen Zementarten
freigesetzt wurden, nachdem die Prufkorper Uber einen Zeitraum von vierzehn Tagen
mit DMEM-Kulturmedium (und taglichem Mediumwechsel) bedeckt waren.

Die Messungen wurden an den Tagen 1, 3, 5, 7, 10, und 13 durchgefthrt.

3.2.8 Oberflachencharakteristik

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie (Zeiss DSM 940, Zeiss, Oberkochen) wur-
den die reinen Oberflachenstrukturen der verschiedenen Prifkérper analysiert.

Mit einer Beschleunigungsspannung zwischen 1 und 30 kV und einer maximal
50.000-fachen Vergrof3erung konnten die Praparate dargestellt werden.

AulRerdem wurden Osteoblasten der Zelllinie MG-63 auf den Zementen kultiviert, mit
einer dinnen Goldschicht bedampft und anschlie3end mikroskopiert und fotografiert,
um eventuelle Unterschiede der Oberflachen bzw. unterschiedliches Wachstums-

verhalten der Zellen auf den Oberflachen darzustellen.

3.28.1 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie (Zeiss DSM 940, Zeiss, Oberkochen) wur-
den zunachst Aufnahmen zur Beurteilung der Oberflachenstruktur der unterschied-
lichen Zementverbindungen gemacht. Dabei wurden die autoklavierten Prifkorper

mit Gold beschichtet und konnten anschliel3end fotografiert und ausgewertet werden.
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AulRerdem sollte die Morphologie und das Wachstumsverhalten von humanen Osteo-
blasten auf den verschiedenen Oberflachen mittels REM-Aufnahmen dargestellt und
beurteilt werden. Dafur wurden die Zellen nach 4-tdgigem Wachstum auf den Ober-
flachen durch die nachfolgend beschriebenen Arbeitsschritte fixiert und fir die elek-

tronenmikroskopischen Aufnahmen vorbereitet.

3.2.8.2 Fixierung und Entwasserung der Praparate

Zuerst wurden die mit Osteoblasten bewachsenen Prifkérper in eine gro3e PBS-
gefullte Petrischale Uberfuhrt und die Schale sofort auf Eis gestellt. Die Prufkorper
wurden danach viermal mit 15 ml PBS-Puffer gewaschen und anschlie3end bei 4 C
mit 10 ml 6%igem Glutaraldehyd Uberschichtet. Die Herstellung des 6%igen Glutar-
aldehyd erfolgte durch Zugabe von 7,6 ml PBS-Puffer zu 2,4 ml 25%igem Glutaral-
dehyd.

Nach der Fixierung der Praparate wurden die Prufkdrper, wie in der folgenden Tabel-
le dargestellt, gewaschen und entwéssert.

MEDIUM DAUER TEMPERATUR

PBS 5 min 4C

PBS 5 min 4C

PBS 5 min 4C

PBS 5 min 4C

PBS 5 min 4C
30% Aceton 15 min Raumtemperatur
50% Aceton 20 min Raumtemperatur
75% Aceton 30 min Raumtemperatur
90% Aceton 45 min Raumtemperatur
100% Aceton 30 min Raumtemperatur
100% Aceton 30 min Raumtemperatur
100% Aceton 30 min Raumtemperatur
100% Aceton 30 min Raumtemperatur
100% Aceton 30 min Raumtemperatur
100% Aceton Aufbewahrung zur | Raumtemperatur

Weiterverarbeitung

Tabelle 3.4: Entwasserungsreihe fir REM-Aufnahmen
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Beim Wechseln der Flussigkeiten war immer darauf zu achten, dass die Prufkorper
stets mit einer diinnen Schicht Flussigkeit bedeckt blieben, um ein Austrocknen und

damit eine Zerstérung der Zellstrukturen zu vermeiden.

3.2.8.3  Kiritisch-Punkt-Trocknung

Nach der Entwésserung mussten die mit Osteoblasten bewachsenen und fixierten
Prifkorper mit Hilfe des Critical Point Dryer CPD C 30 (Firma Bal-Tec) getrocknet
werden. Dabei wurden die Prufkorper in die mit 100% Aceton befillte Proben-Druck-
kammer Uberfihrt und danach so lange CO, eingeleitet, bis die Kammer vollstandig
befullt war. Nach funf Minuten wurde das Gemisch soweit abgelassen, dass die Pra-
parate gerade noch mit Flissigkeit bedeckt waren. Dieser Vorgang wurde insgesamt
zehnmal wiederholt, bis das gesamte Aceton gegen CO, ausgetauscht war. Danach
wurde die Flussigkeit bis zum Oberrand der Prufkdrper abgelassen und die Tempe-
ratur in der Probenkammer auf 40-42 C erhoht. Bei 31 T wurde der kritische Punkt
erreicht und die Flussigkeit ging in die Gasphase uber. Nach dem langsamen Ab-
lassen des Gases konnten die Praparate aus der Druckkammer entnommen und fur
die anschlieRenden rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen mit Gold bedampft

werden.

3.2.9 Testalgorithmus und Plattenbelegung

Durchgefiihrt wurden jeweils zwei Messreihen fur den WST-1-Zellaktivitatstest und
fur die Ermittlung der Zellzahl mit dem CASY-1 Zellanalysesystem.

Jede Messreihe wurde Uber einen 14-tagigen Zeitraum Kkultiviert, wobei die erste
Messung nach drei Tagen erfolgte und die restlichen Messungen an den Tagen 5, 7,
10 und 13 nach Aussaat der Zellkulturen stattfanden.

Wahrend der Inkubationszeit wurde an jedem Tag ein Mediumwechsel durchgefuhrt.
Die gesamten Testserien wurden in 24-Well-Zellkulturplatten angelegt; pro Zementart

wurden jeweils sechs Prufkorper in die Platten eingelegt.

3.2.10 Statistik und Berechnung

Fur die statistischen Berechnungen und Grafiken wurde die Excel-Tabellenkalkulati-

onssoftware benutzt, wobei fiur alle Messwerte aus den Versuchsreihen des WST-1
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Zellaktivitatstests und der CASY-1 Zellzahlbestimmung die Mittelwerte berechnet und
auf die Referenz des Versuches normiert wurden. Die Standardabweichungen wur-
den ebenfalls berechnet und in den Graphiken durch Fehlerbalken dargestellt. Mit
Hilfe des sogenannten Zweistichproben t-Tests (mit unterschiedlichen Varianzen)
wurde ermittelt, ob sich die Messwerte der untersuchten Verbindungen an den ver-

schiedenen Messtagen signifikant unterschiedlich darstellten.
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4. ERGEBNISSE
4.1 Rasterelektronenmikroskopische (REM) Analyse
41.1 Oberflachenstruktur der Zemente

Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen wurde zunéchst die Oberflachenbe-
schaffenheit der verschiedenen Zementarten untersucht; die dafir hergestellten Prif-
korper wurden nach dem Autoklavieren mit einer diinnen Goldschicht bedampft und

anschlieRend mit dem Rasterelektronenmikroskop fotografiert.

Abbildung 4.1: REM- Aufnahme des Hydroxylapatit-Zements (Caz(PO,), —Zement)

Die Oberflache des Hydroxylapatit—Zements (Abb. 4.1) erwies sich als relativ feine
und gleichmaRige Struktur. Man konnte einen festen Verbund des Materials erken-
nen und eine einheitliche Porositat der Oberflache.

Im Vergleich zu den nachfolgend aufgefiihrten Magnesiumammoniumphosphat-
Zementen war ein insgesamt starkerer Zusammenhalt, eine groRere Homogenitat

und eine relativ glatte Oberflachenbeschaffenheit der Verbindung erkennbar.
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Abbildung 4.2 (A-D): REM-Aufnahmen des Mg, 75Ca, »5(PO,). —Zements, Mg, sCa; 5(PO4), —
Zements, Mg3(PO,),—Zements und des Mg, »sCag 75(PO,), —Zements.

Bei der Oberflache des Mgo 75Ca; 25(PO4), —Zements (Abb. 4.2-A) fielen im Gegen-
satz zu den anderen Magnesiumammoniumphosphat-Verbindungen die kleinsten
einzeln abgrenzbaren Kiristallstrukturen auf. Der Mgo 75Caz 25(PO4)2 —Zement hatte
von seinem Materialverbund her groRe Ahnlichkeit zum Hydroxylapatit—-Zement, zeig-
te allerdings an der Oberflache eine stark aufgerissene und zerkliftete Morphologie.
Die starkste Ahnlichkeit zum Hydroxylapatit-Zement unter den Magnesiumammoni-
umphosphat-Verbindungen lasst sich auch durch die chemische Zusammensetzung
der einzelnen Zemente erkléren (siehe Abbildung 3.3).

Beim Mg;sCa; 5(PO4), —Zement (Abb. 4.2-B) fiel eine relativ grobkdrnige und un-
gleichmaliige Oberflachenstruktur auf. Man konnte im Vergleich zum Hydroxylapatit—
Zement eine deutlich hohere Porositat der Zementoberflache erkennen; die Kristalle
des Mg; sCa; 5(PO4), —Zements waren grol3er als beim Hydroxylapatit-Zement und
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beim Mgp 75Caz 25(PO4)2 -Zement und der Verbund der einzelnen Kristalle erschien
insgesamt geringer. Verglich man die Struktur des Mg; sCai s5(PO4), —Zements mit
den anderen vier Magnesiumammoniumphosphat-Verbindungen, so konnte man
zum Beispiel beim  Mgp 75Caz 25(PO4)2, —Zement ( Abb. 4.2-A) eine feinere Kristall-
struktur darstellen; bei den Oberflachen des Mgy 25Cag 75(PO4)2 —Zements (Abb. 4.2-
D) und des Mg3(PO4). —Zements (Abb. 4.2-C) waren jedoch erheblich grél3ere Kris-
talle und auch eine starkere Porositat zu beobachten.

Beim Mgs(PO4)2.—Zement (Abb. 4.2-C) konnten deutlich gré3ere Kristalle beobachtet
werden als beim Hydroxylapatit-Zement (Abb. 4.1), Mgo75Caz25(PO4). —Zement
(Abb. 4.2-A) und Mg sCaj 5(PO4), —Zement (Abb. 4.2-B). Zwischen den grol3en Kris-
tallen, die eine starke Ahnlichkeit mit den in Abschnitt 2.2 genannten ,Sargdeckel-
kristallen* des Struvits zeigten, konnten kleinere kristalline Strukturen erkannt wer-
den. Insgesamt konnte beim Mg3(PO,), —Zement eine deutlich starker differenzier-
bare Oberflachenbeschaffenheit nachgewiesen werden als bei den bisher aufge-
fuhrten Verbindungen; trotz dieser rauen Oberflache zeigte die Verbindung einen
sehr homogenen und gleichmalligen Aufbau.

Der Mg 25Cag 75(P0O4)2, —Zement (Abb. 4.2-D) erwies sich als ebenso raue Oberflache
wie die Oberflache des zuvor aufgeftuihrten Mgs(PO,), —Zements (Abb. 4.2-C) ; es
zeigten sich auch ahnlich grof3e Kristallstrukturen in dieser Verbindung, allerdings
war die Anordnung dieser Strukturen weniger regelmafiig als in der Mgs(PQO,), —Ver-
bindung. Im Vergleich zu den anderen Zementoberflachen war diese Verbindung an

ihrer Oberflache stark zerkluftet und sehr porés.
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4.1.2 Zellmorphologie und Zellwachstum auf den Oberflachen

Mit Hilfe von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen sollte im folgenden Tell
die Morphologie und das Wachstumsverhalten von humanen Osteoblasten (MG-63)
auf den verschiedenen Zementoberflachen beurteilt werden. Die Zellen wurden daftr
nach einem 4-tagigen Wachstum auf den verschiedenen Prufkorpern und einem tag-
lichen Wechsel des Nahrmediums durch die in Abschnitt 3.2.8 genannten Arbeits-

schritte auf den Oberflachen fixiert und ausgewertet.

Abbildung 4.3: REM-Aufnahme des Hydroxylapatit-Zements (Caz(PO,4), —Zement) nach ei-
ner 4-tagigen Kultivierung der Oberflache (taglicher Mediumwechsel) mit Osteoblasten der
Zelllinie MG-63.

Die Zellkorper erreichten auf dem Hydroxylapatit—-Zement (Abb. 4.3) eine GrofR3e von
circa 50 pum und es zeigte sich eine osteoblastentypische Zellmorphologie, wobei die
Zellen Uber zytoplasmatische Fortsatze untereinander in Kontakt standen. Es konn-
ten auch kleine, kugelige Osteoblasten beobachtet werden; diese Zellen befanden
sich im Teilungsprozess oder in der Mitose. Im Vergleich zu den folgenden Zement-
verbindungen war auf dieser Oberflache eine gleichméaRige Ausbreitung der Zellen
zu erkennen und es kam zur Ausbildung von sehr langen zytoplasmatischen Zellfort-

satzen.
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Abbildung 4.4 (A-D): REM-Aufnahme des Mg 75Ca, 25(PO,4), —Zements, Mg, sCa; 5(PO4), —
Zements, Mgs(PO,), -Zements und Mg, 2sCag 75(PO.). -Zements nach einer 4-tagigen Kulti-
vierung der Oberflache (taglicher Mediumwechsel) mit Osteoblasten der Zelllinie MG-63.

Auf der Oberflache des Mgg 75Caz,25(PO4)2, —Zements (Abb. 4.4-A) bildeten sich relativ
grolRe Zellkdrper aus; sie erreichten eine Grof3e von bis zu 70 um. Im Gegensatz zur
zuvor analysierten Oberflache des Hydroxylapatit-Zements (Abb. 4.3) hatten die Os-
teoblasten auf dieser Zementoberflache deutlich kirzere zytoplasmatische Fortsat-
ze, zeigten aber auch eine gute Ausbreitung auf der Oberflache. Die Zellkdrper
zeigten nicht so sehr die langliche und dreieckige Form wie auf der Hydroxylapatit—
Oberflache (vgl. Abb. 4.3), sondern waren eher von kompakter Gestalt.

Auf der elektronenmikroskopischen Aufnahme des Mg, sCa; 5(PO,4). —Zements (Abb.
4.4-B) wurde, ahnlich wie beim Mgp 75Caz 25(PO4)2, —Zement (Abb. 4.4-A), ein sehr
starkes und gleichmafiges Wachstum der Osteoblasten beobachtet; die Zellen lagen

sehr dicht nebeneinander und erreichten eine durchschnittliche Gré3e von 20-30 pm.
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Auffallend war bei dieser Oberflache vor allem die sehr geringe Anzahl von zytoplas-
matischen Zellfortsatzen; die Zellen zeigten vermehrt eine langliche Morphologie bei
guter Ausbreitung.

Auf dem Mgs(PO4). —Zement (Abb. 4.4-C) zeigte sich eine geringere Besiedlung mit
Osteoblasten als auf der Hydroxylapatit—Referenzoberflache (Abb. 4.3) und der
Mg1s5Ca; 5(PO,), —Oberflache (Abb. 4.4-B). Die auf diesem Zement gewachsenen
Zellen zeigten die typische Morphologie dieser Zelllinie, gut ausgebreitet mit zahl-
reichen zytoplasmatischen Fortsatzen; es bildeten sich relativ kompakte Zellkdrper
mit sehr vielen kurzen zytoplasmatischen Zellfortsatzen und einer durchschnittlichen
GrofR3e von circa 30 pm.

Auf dem Mg, 25Cag 75(PO4)2, —Zement (Abb. 4.4-D) konnte ein deutliches Wachstum
der Zellen auf der pordsen Struktur dieser Oberflache dargestellt werden. Die Zellen
bildeten auch hier eine oberflachliche Schicht aus und waren durch ihre Fortsatze
miteinander in Verbindung, wobei Grate in der Oberflache Gberspannt wurden. Ins-
gesamt konnte durch die elektronenmikroskopischen Aufnahmen auf dem
Mg2.25Cao 75(PO4)2, —Zement ein sehr dichter und gleichmafiger Bewuchs von Zellen
beobachtet werden; vor allem das dreidimensionale Einwachsen der gut ausgebrei-
teten Osteoblasten in die raue und sehr porése Oberflache konnte hier gezeigt wer-
den.

Im Anhang dieser Arbeit wurden noch funf Fotografien (Abbildungen 8.1 - 8.5) in ei-
ner starkeren Vergrol3erung eingefugt, um die jeweilige zellulare Morphologie auf den

verschiedenen Zementen noch starker zu verdeutlichen.

4.2 Massenspektrometrische Analyse

Anhand der massenspektrometrischen Analysemethode wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht, welche Mengen an Magnesium, Kalzium und Phosphat aus den
verschiedenen Zementverbindungen freigesetzt wurden, wobei die Prufkdrper Gber
einen Zeitraum von vierzehn Tagen mit DMEM-Kulturmedium (und taglichem Medi-
umwechsel) bedeckt waren und die Messungen an den Tagen 1, 3, 5, 7, 10, und 13

durchgefthrt wurden.
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Abbildung 4.5: Massenspektrometrischer Nachweis von Magnesium, Phosphat und Kal-
zium aus dem Hydroxylapatit-Zement (Caz(PO,4), —Zement). Auf der Ordinate ist die Menge
der jeweils freigesetzten Substanz aufgetragen, auf der Abszisse sind die Messtage ange-
geben.

Beim Hydroxylapatit—-Zement war am Tag 1 die héchste Freisetzung von Kalzium zu
verzeichnen; im weiteren Verlauf der Versuchsreihe reduzierte sich die Menge an
freigesetztem Kalzium und pendelte sich am Ende der Messreihe auf einen relativ
gleichmaligen Wert ein.

Die freigesetzte Menge an Phosphat zeigte, mit Ausnahme von Messtag 1, nahezu
identische Werte; im Vergleich zu den Werten bei den nachfolgend aufgefuhrten
Magnesiumammoniumphosphat-Zementen war die Menge an freigesetztem Phos-
phat allerdings deutlich geringer. Die Werte fur Magnesium waren fur den Hydroxyl-

apatit-Zement vernachlassigbar gering.
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Abbildung 4.6: Massenspektrometrischer Nachweis von Magnesium, Phosphat und Kal-
zium aus dem Mgp75Caz 25(POy), -Zement. Auf der Ordinate ist die Menge der jeweils frei-

gesetzten Substanz aufgetragen, auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

Aus der Verbindung des Mgo 75Caz 25(PO4)2 —Zements zeigte sich an den ersten bei-
den Messtagen eine hohe Loéslichkeit von Phosphat; die Werte verringerten sich da-
nach und erreichten gegen Ende der Versuchsreihe ein relativ konstantes Niveau. Im
Vergleich mit den folgenden Magnesiumammoniumphosphat-Verbindungen konnten
beim Mg 75Caz 25(PO4)2 —Zement ahnliche Durchschnittswerte bei der Freisetzung
von Phosphat beobachtet werden (ca. 80000-100000 pg/l).

Bei der Freisetzung von Magnesium konnte man einen vergleichsweise langsamen
Anstieg der Werte bis zum Tag 5 feststellen; danach blieben die Werte ebenfalls auf
einem gleich bleibenden Niveau. Auch beim Magnesium zeigte sich im Vergleich mit
den verschiedenen Magnesiumammoniumphosphat-Zementen ein relativ dhnlicher
Durchschnittswert (ca. 50000 pg/l).

Die geringste Loslichkeit von Kalzium wurde beim Mgo 75Caz 25(PO4), —Zement ge-
messen; es konnte eine ahnliche Kalziumfreisetzung festgestellt werden wie beim
Caz(PO4)2, —Zement.
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Abbildung 4.7: Massenspektrometrischer Nachweis von Magnesium, Phosphat und Kal-
zium aus dem Mg, sCa; 5(PO,), —Zement. Auf der Ordinate ist die Menge der jeweils frei-

gesetzten Substanz aufgetragen, auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

Ahnlich wie beim Mg 75Cay 25(PO4)2 —Zement konnten fiir den Mg; sCay 5(PO,), —Ze-
ment an den ersten beiden Messtagen die hochsten Loslichkeitswerte fir Phosphat
festgestellt werden; diese zwei Werte stellten in der gesamten Versuchsreihe die
hochsten gemessenen Werte dar (ca. 300000 pg/l am Tag 1 sowie ca. 180000 pg/l
am Tag 3). An den ubrigen Messtagen wurden bei dieser Zementverbindung fur die
Freisetzung von Phosphat wieder vergleichbar hohe Werte wie auf den anderen
Magnesiumammoniumphosphat-Zementen gemessen (80000-100000 ug/l).

Auch bei der Freisetzung von Magnesium zeigten sich groRe Ubereinstimmungen
des Mg;sCa;s(PO4), —Zements zu den anderen Magnesiumammoniumphosphat-
Verbindungen; so konnte wie beim zuvor analysierten Mg 75Caz 25(PQO4). —Zement
ein kontinuierlicher Anstieg der Magnesiumfreisetzung bis zum Tag 5 beobachtet
werden; danach blieben die Werte wieder sehr konstant bei circa 50000 pg/l. Einen
ahnlichen Verlauf bezlglich der Magnesiumfreisetzung hatte auch noch der weiter
unten aufgefuihrte Mgz 2sCap 75(PO4)2 —Zement.

Die geringste Loslichkeit beim Mg; sCay5(PO4)2 —Zement war wiederum fur Kalzium

zu verzeichnen.
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Abbildung 4.8: Massenspektrometrischer Nachweis von Magnesium, Phosphat und Kal-
zium aus dem Mg3(PO,), -Zement. Auf der Ordinate ist die Menge der jeweils freigesetzten

Substanz aufgetragen, auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

Beim Mg3(PO,4). —Zement war im Gegensatz zu den anderen Magnesiumammoni-
umphosphat-Verbindungen die freigesetzte Menge an Phosphat am ersten Messtag
am geringsten; an den ubrigen Messtagen lagen die Werte fur Phosphat wieder im
gleichen Durchschnittsbereich (80000-90000 pg/l) wie bei den anderen Verbindun-
gen (auBer Caz(POg)2 —Zement).

Bei der Freisetzung von Magnesium konnte man bei dieser Magnesiumammonium-
phosphat-Verbindung anfénglich noch leicht hohere Mengen an Magnesium im
untersuchten Nahrmedium feststellen; an den Messtagen 5, 7, 10 und 13 blieben die
Werte konstant bei circa 50000 pg/l.

Wie bei allen Magnesiumammoniumphosphat-Zementen konnte auch beim
Mgs(PO,), -Zement wieder die geringste Freisetzung fur Kalzium beobachtet wer-
den, jedoch wurde hier deutlich mehr Kalzium freigesetzt als bei den vorherigen Ver-
bindungen (ca. 20000 pg/l).

Es zeigte sich auch hier wieder eine starke Ahnlichkeit in der Freisetzung der einzel-

nen Substanzen zu den anderen Magnesiumammoniumphosphat-Zementen.
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Abbildung 4.9: Massenspektrometrischer Nachweis von Magnesium, Phosphat und Kal-
zium aus dem Mg, sCag75(PO4), -Zement. Auf der Ordinate ist die Menge der jeweils frei-
gesetzten Substanz aufgetragen, auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

Bei der Freisetzung von Phosphat aus dem Mg, 25Cap 75(PO4)2 —Zement wurden an
den ersten beiden Messtagen die hochsten Werte gemessen. An den ubrigen Tagen
blieb die freigesetzte Menge sehr konstant bei Werten zwischen 80000-100000 pg/l.
Es konnte somit in der gesamten Versuchsreihe eine groRe Ubereinstimmung beziig-
lich der freigesetzten Menge an Phosphat bei den verschiedenen Magnesium-
ammoniumphosphat-Zementen festgestellt werden. Nur die anfanglich niedrigeren
Werte bei der Mgs(PO,), —Oberflache zeigten einen etwas anderen Verlauf der Phos-
phatfreisetzung.

Die Menge an freigesetztem Magnesium steigerte sich beim Mgz 25Cag 75(PO4), —
Zement nach anfanglich niedrigeren Werten bis auf einen Durchschnittswert von
circa 50000 pg/l. Der gesamte Verlauf und die jeweilige Menge der Magnesiumfrei-
setzung war somit fir den Mg, 25Cag75(PO4)2 —, den Mg;sCa;s(POg4), — und den
Mgo,75Caz 25(PO4)2 —Zement sehr &hnlich. Nur beim Mgs(PO,), —Zement war zu Be-
ginn der Versuchsreihe eine grofRere Menge an gelbéstem Magnesium zu beob-
achten. Bei der Analyse der Kalziumfreisetzung konnten fir den Mg 25Cag 75(PQO4)2 —
Zement wiederum &ahnlich niedrige Werte ermittelt werden wie bei den anderen Mag-

nesiumammoniumphosphat-Verbindungen.
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4.3 Auswertung der Versuchsreihen

4.3.1 Bestimmung der Zellzahl und der Zellaktivitat

Bei diesem Versuchsteil sollte das Wachstum und die Aktivitat von Zellen der Osteo-
blastenzelllinie MG-63 auf den unterschiedlichen Zementarten untersucht und ausge-
wertet werden. Auf die autoklavierten Prufkorper wurden die Zellen (MG-63) gege-
ben, das Ganze mit Nahrmedium versetzt und Uber einen 14-tdgigen Zeitraum kulti-
viert, wobei taglich ein Mediumwechsel vorgenommen wurde und die Messungen an
den Tagen 3, 5, 7, 10 und 13 erfolgten. Fiur die Auswertungen wurden von jeder Ze-
mentart und pro Versuchstag jeweils sechs Prifkorper verwendet und davon der je-
weilige Mittelwert berechnet. Die Standardabweichungen wurden in den Tabellen
durch Fehlerbalken graphisch dargestellit.

Mit dem CASY-1 Zellanalysesystem wurden im ersten Versuchsteil die relative An-
zahl der gewachsenen Zellen auf den unterschiedlichen Oberflachen ermittelt. Dabei
wurden zwei verschiedene Tabellen erstellt; einmal wurde die Zellzahl bezogen auf
die Referenzoberflache des Hydroxylapatit—-Zements am Tag des besten Wachstums
(100%-Wert), und in der zweiten Tabelle diente die Anzahl der Zellen pro ml am Tag
der Aussaat als 100%.

Mit dem WST-Zellaktivitatstest wurde die Stoffwechselaktivitat der Zellen nachgewie-
sen; auch hier wurden zwei verschiedene Tabellen fur die Auswertungen angefertigt:
einmal diente der hdchste gemessene Mittelwert innerhalb der jeweiligen Versuchs-
reihe als 100%, und zum anderen wurde der Mittelwert am Messtag 3 des Hydroxyl-
apatit—Zements (Caz(PO4)2 —Zement) als 100% gesetzt.

Mit den beiden abschlieRenden Tabellen WST/ Zellzahl wurde die mitochondriale
Stoffwechselaktivitat der Zellen nicht auf die Gesamtmenge der jeweils vorkommen-
den Zellzahl bezogen, sondern es konnte damit die Zellaktivitat der Einzelzelle auf
den Oberflachen beurteilt werden.

Mit Hilfe des sogenannten Zweistichproben t-Tests (mit unterschiedlichen Varianzen)
der Excel-Tabellenkalkulationssoftware wurde ermittelt, ob sich die Messwerte der
untersuchten Verbindungen an den verschiedenen Messtagen signifikant unter-
schiedlich darstellten.

Es wurden fur die funf verschiedenen Zemente jeweils zwei Versuchsreihen durchge-
fuhrt.



4. Ergebnisse 46

431.1 Auswertung des Zellwachstums
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Abbildung 4.10 a+b: zu a): Erste Versuchsreihe; relatives Zellwachstum humaner Osteo-
blasten (MG-63) auf den finf verschiedenen Zementoberflachen (n= 6 pro Oberflache), er-
mittelt durch Zellzéhlung am CASY-Counter. Auf der Ordinate ist die relative Zellzahl in %,
bezogen zur Hydroxylapatit-Referenzoberflache (Cas(PO,), —Zement) am Tag des besten
Wachstums (Tag 13), dargestellt; auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

zu b): Erste Versuchsreihe; relative Zellzahl humaner Osteoblasten (MG-63) auf den ver-
schiedenen Zementoberflachen (n= 6 pro Oberflache), ermittelt durch den CASY-Counter.
Als 100%-Referenzwert galt die Zellmenge am Tag der Aussaat (60380 Zellen/ml). Auf der
Ordinate ist die relative Zellzahl, bezogen auf den Referenzwert, dargestellt; auf der Abs-
zisse sind die Messtage angegeben.
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Im ersten Versuch (Abb. 4.10 a) konnte fur den Hydroxylapatit—-Zement ein konstan-
ter Anstieg der Zellzahl bis zum Messtag 13 (100%) festgestellt werden. Im Vergleich
zu den vier Magnesiumammoniumphosphat-Zementen wiesen Zellen auf dem Hydro-
xylapatit-Zement das signifikant beste Wachstum auf. Bei den Magnesiumammoni-
umphosphat-Verbindungen konnte man beim Mg, 25Cag 75(PO4), —Zement an den
ersten drei Messtagen einen relativ konstanten Wert (Maximum: 28,68% an Tag 5)
erkennen, der gegen Ende des Versuches jedoch leicht abfiel. Ahnliche Tendenz
zeigte auch der Mgs(PO4)2 —Zement mit vergleichbaren Werten an den ersten drei
Messtagen (Maximum: 21,26% an Tag 3), jedoch einem deutlichen Abfall der Zell-
zahl an den Tagen 10 und 13. Beim Mg;5Ca; 5(PO4)2, —Zement war nur an Tag 3 ein
leichtes Wachstum (15,28%) zu verzeichnen; die geringste Zellzahl wurde auf den
Mgo,75Cay 25(PO4)2 —Oberflachen beobachtet.

Bei der prozentualen Betrachtung des Wachstums der Zellen (Abb. 4.10 b), bezogen
auf den 100%-Wert am Tag der Aussaat, fallt besonders der maximale Anstieg der
Zellzahl beim Hydroxylapatit—Zement auf. Diese Oberflache erreichte an Tag 13 eine
Steigerung der Zellzahl auf 855,05% (8,5-fache Vermehrung) im Vergleich zum Tag
der Zellaussaat. Beim Mg 2sCap 75(PO4)2 —Zement konnte man im Schnitt eine Ver-
doppelung der Zellzahl bestimmen mit einem Maximalwert von 245,20% an Tag 5.
Auch beim Mgs(PO4), —Zement konnte man eine Vermehrung der Zellen bis zum Tag
7 feststellen (Maximum: 181,78% an Tag 3); an den letzten beiden Messtagen fiel die
Zellzahl allerdings unter den Ausgangswert. Die Mg; sCas 5(PO4), —Oberflache zeigte
an Tag 3 noch eine Zunahme der Zellzahl von 130,63%, fiel jedoch an den restlichen
Messtagen jeweils unter den Wert vom Tag der Zellaussaat. An keinem der
Messtage konnte der Mgo 75Caz 25(PO4)2 —Zement den Ausgangswert ubertreffen; es
hat also auf dieser Oberflache keine Vermehrung der Zellzahl stattgefunden.

Bei der Auswertung des Zweistichproben-t-Tests konnte gezeigt werden, dass sich
an Tag 3 nur die Werte des Hydroxylapatit-Zements und des Mgs(PO,). —Zements
nicht signifikant unterschiedlich darstellten. An Tag 5 war nur fir den Hydroxylapatit-
Zement und den Mg 25Cag 75(PO4)2 —Zement kein signifikanter Unterschied erkenn-
bar. Keine signifikanten Unterschiede zeigten auch die Werte an Tag 10 fir den
Mg15Ca; 5(PO4)2 —Zement und den Mgs(PO,). —Zement, genauso wie die Werte des
Mgo,75Caz 25(PO4)2 —Zements und Mgs(PO,4), —Zements. An den Messtagen 7 und 13

waren alle ermittelten Werte der einzelnen Verbindungen signifikant unterschiedlich.
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Abbildung 4.11 a+b: zu a): Zweite Versuchsreihe; relatives Zellwachstum humaner Osteo-
blasten (MG-63) auf den flnf verschiedenen Zementoberflachen (n= 6 pro Oberflache), er-
mittelt durch Zellzdhlung am CASY-Counter. Auf der Ordinate ist die relative Zellzahl in %,
bezogen zur Hydroxylapatit-Referenzoberflache (Cas(PO,4), —Zement) am Tag des besten
Wachstums (Tag 10), dargestellt; auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

zu b): Zweite Versuchsreihe; relative Zellzahl humaner Osteoblasten (MG-63) auf den ver-
schiedenen Zementoberflachen (n= 6 pro Oberflache), ermittelt durch den CASY-Counter.
Als 100%-Referenzwert galt die Zellmenge am Tag der Aussaat (72100 Zellen/ml). Auf der
Ordinate ist die relative Zellzahl, bezogen auf den Referenzwert, dargestellt; auf der Abs-
zisse sind die Messtage angegeben.
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In der zweiten Versuchsreihe wurde das grof3te Zellwachstum ebenfalls beim Hydro-
xylapatit-Zement beobachtet (Abb. 4.11 a). Im Vergleich zum ersten Versuch wurde
das Maximum an Tag 10 erreicht und es kam am letzten Messtag zu einer Reduk-
tion der Zellzahl. Bei den Magnesiumammoniumphosphat-Zementen war im zweiten
Versuch der Mg; sCa; 5(PO4), —Zement mit den meisten Zellen bewachsen. Das Ma-
ximum wurde an Tag 5 erreicht (25,26%), danach nahm die Zellzahl bei dieser Ober-
flache ab. Abweichend zu Versuch 1 zeigten der Mgs3(PO,), —Zement (Maximum:
12,17% an Tag 5) und der Mgz 25Cap 75(PO4)2 —Zement (Maximum: 9,53% an Tag 13)
ein geringeres Wachstum; vor allem der Mgz 2sCag 75(PO4)2 —Zement war mit deutlich
weniger Zellen bewachsen als in Versuch 1. Die geringste Zellzahl konnte wieder auf
der Mgp 75Caz 25(PO4)2, —Oberflache festgestellt werden; wie schon im ersten Versuch
blieben die Werte an allen Messtagen auf einem niedrigen Niveau.

Auch in der zweiten Versuchsreihe (Abb. 4.11 b) war, bezogen auf den 100%-Wert
am Tag der Aussaat, eine 8,5-fache Steigerung der Zellzahl auf dem Hydroxylapatit-
Zement zu erkennen; das Maximum lag bei 857,54% an Tag 10 und fiel am letzten
Messtag (615,59%) wieder ab. Bei den Magnesiumammoniumphosphat-Zementen
konnte im zweiten Versuch vor allem beim Mg sCai s5(PO4), —Zement eine Zunahme
der Zellzahl beobachtet werden; an den ersten drei Messtagen lagen die Werte im-
mer Uber dem Ausgangswert (Maximum: 216,58% an Tag 5) und fielen danach je-
doch ab. Im Gegensatz zu Versuch 1 waren die Werte fir den Mg3(PO4)2 —Zement
und den Mgz,25Cag 75(PO4)2, —Zement in dieser Versuchsreihe deutlich niedriger. Nur
beim Mgs3(PO4), —Zement konnte zwischen Tag 3 und Tag 5 eine leichte Zunahme
der Zellen verzeichnet werden, wobei der Ausgangswert vom Tag der Zellaussaat an
Tag 5 (104,34%) leicht Ubertroffen wurde. Auf dem Mgp75Caz 25(PO4)2 —Zement
wurde wie in Versuch 1 an keinem der Messtage der Ausgangswert Uberschritten; es
konnte auf dieser Oberflache kein Zellwachstum nachgewiesen werden.

Der Zweistichproben-t-Test (mit unterschiedlichen Varianzen) ergab fur den Hydro-
xylapatit-Zement und den Mg;sCa; 5(PO4), —Zement an Tag 3 keinen signifikanten
Unterschied. An Tag 7 zeigten die drei Werte des Mg 75Ca, 25(PO4)2, —Zements,
Mg3(PO4)2 —Zements und des Mgz 25Cap 75(PO4)2 —Zements, jeweils miteinander ver-
glichen, keinen signifikanten Unterschied. An Tag 10 konnte dies sowohl fur den
Mg15Ca; 5(POs), —Zement und den Mgs(PO4), —-Zement, als auch fir den
Mg1,5Ca1 5(PO4)2 —Zement und den Mg, 25Cao,75(POa4), —Zement ermittelt werden. An
Tag 13 ergab sich nur fur die Werte des Mg;5Cai5(POs), —Zements und des
Mg2 25Cap 75(PO4)2 —Zements kein signifikanter Unterschied.
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4.3.1.2 Auswertung der zellularen Atmungsaktivitat
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Abbildung 4.12 a+b: zu a): Erste Versuchsreihe; relative Zellaktivitat humaner Osteoblasten
(MG-63) auf den funf verschiedenen Zementoberflachen (n= 6 pro Oberflache), ermittelt
durch den WST-Test. Auf der Ordinate ist die relative Zellaktivitat in %, bezogen zur Hydro-
xylapatit-Referenzoberflache (Caz(PO,4), —Zement) am Tag der hdchsten Aktivitéat (Tag 10),
dargestellt; auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

zu b): Erste Versuchsreihe; relative Zellaktivitdt humaner Osteoblasten (MG-63) auf den flnf
verschiedenen Zementoberflachen (n= 6 pro Oberflache), ermittelt durch den WST-Test. Auf
der Ordinate ist die relative Zellaktivitat in %, bezogen auf den 100%-Referenzwert
(Cas(P0Oy4).—Zement am Tag 3), dargestellt; auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.
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In der ersten Versuchsreihe des WST-Tests wurde fur den Hydroxylapatit—Zement
die hochste mitochondriale Zellaktivitat (100%) an Tag 10 ermittelt; auffallend war die
sehr geringe Aktivitat der Zellen auf dieser Oberflache zu Beginn des Versuches und
der Ruckgang am letzten Messtag (Abb. 4.12 a). Eine sehr hohe Zellaktivitat wiesen
in diesem Versuch auch der Mgsz(PO4)2 —Zement (Maximum: 95,29% an Tag 7) und
der Mg2,25Cap 75(PO4)2, —Zement (Maximum: 81,06% an Tag 7) auf; mit Tag 10 liel3
die Atmungsaktivitat jedoch bei beiden Oberflachen mehr oder weniger nach. Auch
der Mg;sCa; 5(PO4), —Zement stieg bis zur Mitte des Kultivierungszeitraumes auf
einen Vergleichswert von 56,00% (Tag 7) mitochondrialer Zellaktivitat an. Die si-
gnifikant geringste Zellaktivitat konnte auf dem Mgg 75Caz 25(PO4), —Zement nachge-
wiesen werden; diese Oberflache erreichte nur einen Vergleichswert von 28,91% Ak-
tivitat an Messtag 5.

Setzte man den Wert des Hydroxylapatit—-Zements (Caz(PO4),—Zement) an Tag 3 als
100%-Referenz ein (Abb. 4.12 b), so konnte man die prozentuale Steigerung der mi-
tochondrialen Zellaktivitat der verschiedenen Zemente auswerten. Die hdchste Stei-
gerungsrate trat beim Caz(PO,), —Zement auf; mit einem Hochstwert von 1520,59%
an Tag 10 erreichte diese Oberflache eine mehr als 15-fache Steigerung der Zell-
aktivitat im Vergleich zum ersten Messtag. Auch beim Mgs(PO4), —Zement konnte ein
deutlicher Anstieg bis zu einem Wert auf 1448,96% (Tag 7) erreicht werden und auf
der Mg 25Cag 75(PO4)2, —Oberflache wurde an Tag 7 ein Wert von 1232,58% erreicht.
Auf dem Mg; sCa; 5(PO4)2, —Zement konnte die mitochondriale Aktivitat circa um den
8,5-fachen Wert gesteigert werden (851,52% an Tag 7). Der geringste Anstieg der
Aktivitat war auf dem Mgp 75Caz 25(PO4)2, —Zement festzustellen; diese Oberflache
erreichte einen Wert von 439,62% (Tag 5) und damit nur eine gut 4-fache Zunahme
der Zellaktivitat.

Die Auswertung des Zweistichproben-t-Tests ergab an Tag 5 keinen signifikanten
Unterschied beim Vergleich der Messwerte des Hydroxylapatit-Zements (Caz(PO4). —
Zement) und des Mg, sCaj 5(PO4), —Zements. Keine signifikanten Unterschiede konn-
ten aul3erdem noch an Tag 13 fir den Hydroxylapatit-Zement (Caz(PO,), —Zement)
und den Mgs(PO,), —Zement, als auch fir den Mg 75sCaz,25(PO4), —Zement und den

Mg- 25Cap 75(PO4)2 —Zement festgestellt werden.
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Abbildung 4.13 a+b: zu a): Zweite Versuchsreihe; relative Zellaktivitdit humaner Osteoblas-
ten (MG-63) auf den funf verschiedenen Zementoberflachen (n= 6 pro Oberflache), ermittelt
durch den WST-Test. Auf der Ordinate ist die relative Zellaktivitat in %, bezogen zur Hydro-
xylapatit-Referenzoberflache (Caz(PO,), —Zement) am Tag der hdchsten Aktivitéat (Tag 10),
dargestellt; auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

zu b): Zweite Versuchsreihe; relative Zellaktivitdit humaner Osteoblasten (MG-63) auf den
funf verschiedenen Zementoberflachen (n= 6 pro Oberflache), ermittelt durch den WST-Test.
Auf der Ordinate ist die relative Zellaktivitat in %, bezogen auf den 100%-Referenzwert
(Caz(POy4),—Zement am Tag 3), dargestellt; auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.
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Auch in der zweiten Versuchsreihe (Abb. 4.13 a) wurde fur den Hydroxylapatit—
Zement die héchste mitochondriale Zellaktivitat ermittelt (100% an Tag 10); auffal-
lend war wie im Versuch 1 die sehr geringe Aktivitdt dieses Zements zu Beginn der
Versuchsreihe. Eine sehr hohe Aktivitdt konnte wiederum fur die Mgs(PO,), —Ober-
flache festgestellt werden; dieser Zement erreichte an den ersten drei Messtagen je-
weils die hdochsten Werte und konnte an Tag 10 einen maximalen Referenzwert von
84,06% Atmungsaktivitat aufweisen. Auch beim Mg, sCaj 5(PO4), —Zement konnten
wieder hohe Werte beobachtet werden; die grof3te Aktivitdt wurde dabei am letzten
Versuchstag gemessen (52,76%). Eine geringere Zellaktivitat als in Versuch 1 war
beim Mg 25Cag 75(PO4), —Zement erkennbar; der hochste Wert betrug nur 33,85% an
Tag 5 (vgl. 1. Versuch: 81,06%). Die geringste Atmungsaktivitdt der Zellen wurde,
wie schon im ersten Versuch, auf dem Mgg 75Caz 25(PO4). —Zement nachgewiesen,;
der maximale Wert betrug 19,82% an Tag 10.

In der zweiten Versuchsreihe konnte die hdchste Steigerungsrate bezuglich der mito-
chondrialen Zellaktivitat (Abb. 4.13 b) ebenfalls beim Hydroxylapatit-Zement
(Caz(POg4)2 —Zement) ermittelt werden; der maximale Wert (5244,41%, Tag 10) lag
dabei signifikant héher als in Versuch 1 und bedeutete eine 52-fache Steigerung der
Aktivitat im Vergleich zum ersten Messtag. Auch auf dem Mgs3(POg), —Zement konnte
ein deutlicher Anstieg der Aktivitat bis zu einem Wert von 4408,35% (Tag 10) festge-
stellt werden. Auf der Mg, sCa; 5(PO,4), —Oberflache war die Aktivitat (2766,73%) am
letzten Messtag am grof3ten und damit erreichten die Zellen auf diesem Zement im
Gegensatz zu Versuch 1 einen starkeren Anstieg der mitochondrialen Aktivitat als auf
dem Mg 25Cag 75(PO4), —Zement (Maximum: 1775,18%, Tag 5). Die geringste Akti-
vitat der Zellen war wiederum auf dem Mgo,75Caz 25(PO4)2 —Zement zu erkennen; mit
einem Hochstwert von 1039,34% an Tag 10 war nur eine circa 10-fache Zunahme
der Aktivitat zu beobachten.

Die Auswertung des Zweistichproben-t-Tests ergab an Tag 5 keinen signifikanten
Unterschied beim Vergleich der Werte des Hydroxylapatit-Zements (Caz(PO,), —Ze-
ment) und des Mgo 75Caz 25(PO4)2 —Zements. An Tag 7 zeigten sich sowohl fur den
Hydroxylapatit-Zement und den Mg;sCa;s5(PO4), —Zement, als auch fur den
Mg15Ca; 5(PO4)2 —Zement und den Mgz 25Cap 75(PO4)2 —Zement keine signifikanten
Unterschiede. Auch an Tag 10 waren sowohl fir den Mg;sCa; 5(PO4), — und den
Mgo,75Caz 25(PO4)2—Zement, den Mg 75Caz 25(PO4),— und den Mg 25Cag 75(PO4)2—
Zement als auch fur den Mg;sCa;s(POs)— und den Mg, 25Cag 75(PO4)2 —Zement

keine signifikanten Unterschiede der Messwerte erkennbar.
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4.3.1.3 Auswertung der spezifischen Atmungsaktivitat
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Abbildung 4.14 a+b: zu a): Erste Versuchsreihe; spezifische Zellaktivitat humaner Osteo-
blasten (MG-63) auf den finf verschiedenen Zementoberflachen (n= 6 pro Oberflache) bezo-
gen auf die Einzelzelle, ermittelt durch den Quotienten WST/ Zellzahl. Auf der Ordinate ist
der Wert des jeweiligen Quotienten dargestellt (2,00E-0,5 bedeutet 2x107); auf der Abszisse
sind die Messtage angegeben.

zu b): Zweite Versuchsreihe; spezifische Zellaktivitat humaner Osteoblasten (MG-63) auf den
funf verschiedenen Zementoberflachen (n= 6 pro Oberflache) bezogen auf die Einzelzelle,
ermittelt durch den Quotienten WST/ Zellzahl. Auf der Ordinate ist der Wert des jeweiligen
Quotienten dargestellt (2,00E-0,5 bedeutet 2x10°); auf der Abszisse sind die Messtage an-
gegeben.
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Untersuchte man die mitochondriale Atmungsaktivitdt der einzelnen Zelle auf den
verschiedenen Oberflachen, so konnte man einen deutlichen Unterschied zur Aus-
wertung der gesamten Zellaktivitat (Abb. 4.12 a+b)) feststellen. Im ersten Versuch
(Abb. 4.14 a) zeigte sich die héchste Aktivitat pro Einzelzelle auf dem Mgs(POg), —Ze-
ment und die im Durchschnitt niedrigste Aktivitat zeigte die einzelne Zelle auf der Hy-
droxylapatit—Oberflache. Der Hydroxylapatit-Zement (Caz(PO4), —Zement) war somit
im ersten Versuch die Oberflache mit der hdchsten gemessenen Gesamtzellzahl und
Gesamtaktivitat der Zellen; die Aktivitat der Einzelzelle war auf diesem Zement aller-
dings am geringsten.

Der Mgs(PO,4), —Zement konnte dagegen in Versuch 1 nicht nur eine hohe Aktivitat
der Einzelzelle nachweisen, sondern auch eine relativ hohe Gesamtaktivitat der Zel-
len (Abb. 4.12 a+b).

Auch bei den Oberflachen mit einem sehr geringen Zellwachstum (Mg; 5Ca; 5(POg4)2 —
Zement und beim Mgp 75Caz 25(PO4)2 —Zement) konnten noch relativ hohe Werte der
jeweiligen Aktivitat pro Zelle festgestellt werden. Beim Mg, 25Cag 75(PO4), —Zement,
der in Versuch 1 ein starkes Zellwachstum und eine hohe gesamte Zellaktivitat zeig-
te, konnte nur eine sehr schwache mitochondriale Aktivitat der Einzelzelle nachge-
wiesen werden.

Auch in der zweiten Versuchsreihe (Abb. 4.14 b) konnte die hochste mitochondriale
Aktivitat, bezogen auf die Einzelzelle, fir den Mgs(PO4). —Zement nachgewiesen
werden. Ebenso wie im ersten Versuch zeigte diese Oberflache nicht nur eine sehr
hohe Aktivitat der einzelnen Zelle, sondern auch eine hohe Gesamtaktivitat (Abb.
4.13 a+b) bei niedriger Zellzahl (Abb. 4.11 a+b). Die niedrigste Einzelzellaktivitat be-
statigte sich auf dem Hydroxylapatit—Zement; die Oberflache mit der hdchsten Zell-
zahl und der starksten relativen Atmungsaktivitat (Abb. 4.13 und 4.11).

Auch die Oberflachen mit sehr geringem Zellwachstum (Mgi sCa; 5(PO4), —Zement,
Mgo,75Caz 25(PO4)2 —Zement und Mgz 25Cag 75(PO4)2, —Zement) zeigten noch hdhere

Werte fur die Atmungsaktivitat pro Zelle als der Hydroxylapatit—Zement.
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5. DISKUSSION

5.1 Aufgabenstellung und Versuchsdurchfiihrung

In der vorliegenden Arbeit sollte anhand verschiedener in vitro Versuchsreihen die
Biokompatibilitdt von vier unterschiedlichen Magnesiumammoniumphosphat-Zemen-
ten (Mgo,75Caz,25(PO4)2 —, Mg1,5Ca1,5(PO4)2 —, M@3(POas)2 —, MQ2,25Ca0,75(PO4)2 —Ze-
ment) untersucht werden. Als Referenzoberflache diente bei den Untersuchungen
ein in der Humanmedizin und Zahnmedizin bereits erfolgreich eingesetzter Hydroxyl-
apatit-Zement (Caz(PQO4)2 —Zement).

Fur die Versuchsreihen wurden zunéchst Prufkorper von den zu untersuchenden Ze-
mentarten hergestellt und diese anschlieRend in Zellkulturplatten mit Zellen der
Osteoblastenzelllinie MG-63 und Nahrmedium Uber einen Zeitraum von 14 Tagen
kultiviert. Innerhalb des Versuchszeitraumes wurden die Oberflachen hinsichtlich des
Zellproliferationsverhaltens und der mitochondrialen Atmungsaktivitat der Osteoblas-
ten untersucht. Um die Oberflachenstruktur sowie die Zellmorphologie genauer dar-
stellen zu kénnen, wurden sowohl von den reinen Oberflachen als auch von den mit
Zellen bewachsenen Oberflachen rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen ange-
fertigt. Auch das Ldslichkeitsverhalten der verschiedenen, in den Zementen enthalte-
nen, Substanzen wurde Uber den 14-tdgigen Versuchszeitraum anhand von massen-

spektrometrischen Analysemethoden untersucht.

5.2 Problematik von Zellkultursystemen

Trotz neuer Forschungsansatze und -erkenntnisse bilden nach wie vor zweidimensi-
onale Zellkultursysteme eine Grundlage fiur viele in vitro Versuche von neuartigen
Biomaterialien. Fur die letztendliche Zulassung eines Medizinproduktes gilt in
Deutschland das Medizinproduktegesetz, welches seit dem 1. Januar 1995 in Kraft
getreten ist; zuletzt wurde es durch das Gesetz zur Anderung medizinpro-
dukterechtlicher und anderer Vorschriften vom 14. Juni 2007 (BGBI. I. S. 1066) gean-
dert. Mit dem Medizinproduktegesetz und der auf seiner Grundlage erlassenen Medi-
zinprodukte-Verordnung wurden die européischen Richtlinien Uber aktive implantier-
bare medizinische Gerate (90/385/EWG), Uber Medizinprodukte (93/42/EWG) und
Uber in vitro Diagnostika (98/79/EG) in nationales Recht umgesetzt. Fur die Prifung
der Biokompatibilitat und Zytotoxizitdt innerhalb der in vitro Diagnostik gelten in
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Deutschland die Richtlinien der DIN-Norm ISO 10993-5 (Biologische Beurteilung von
Medizinprodukten). Bei diesen Prufungen werden die nach dieser Norm vorgeschrie-
benen Zelllinien eingesetzt, wie zum Beispiel die Fibroblastenzelllinie L-929. Es wer-
den aber auch andere, dem spateren Anwendungsort entsprechende Zelllinien ver-
wendet; so kam es in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz der Osteoblastenzelllinie
MG-63, um die Verhéaltnisse nachzuahmen, die bei einem eventuellen spateren Ein-
satz am Patienten vorliegen.

Bei Zytotoxizitatsiberprifungen kommt es neben der Bestimmung einfacher Para-
meter wie Vitalitdt und Morphologie der Zellen auch zum Einsatz von molekularbio-
logischen, mikroskopischen und durchflusszytometrischen Methoden, wie z.B. das
Monitoring der Zellproliferation und der Zelldifferenzierung auf Proteinebene. Somit
kénnen beispielsweise freigesetzte Entziindungsmediatoren nachgewiesen werden
oder es kann die Hamokompatibilitat (Gerinnung, Hamolyse, Komplementaktivierung)
Uberpruft werden; aul3erdem kénnen morphologische Veranderungen (z.B. bei Zell-
schadigungen), die Proliferation und Differenzierung der Zellen oder auch zellspezi-
fische Parameter (z.B. Enzymaktivitaten) genauer untersucht werden. Das Ziel all
dieser Versuchsreihen ist die gro3e Anzahl an Tierversuchen und die damit verbun-
denen hohen Kosten fir die Industrie auf ein Mindestmal3 zu begrenzen.

Viele Produktaussagen von Herstellern zur Biokompatibilitat medizinischer oder
zahnmedizinischer Werkstoffe basieren auf Zellkulturuntersuchungen; bei diesen
Testmethoden werden isolierte Zellen aus tierischen oder menschlichen Geweben in
einer Kulturschale angeziichtet. Am haufigsten werden dazu heute permanent wach-
sende Zellen (permanente Zelllinien oder Dauerzellkulturen) verwendet, da sich die-
se Zellen besonders leicht vermehren und in ihrem Verhalten allgemein bekannt und
vergleichsweise konstant sind [26, 33]. Haufig verwendete Zellen aus diesem Bereich
sind beispielsweise Fibroblasten von Mausen (L-929), menschliche Epithelzellen
(HBE 16) oder auch die in dieser Arbeit benutzten humanen Osteoblasten (MG-63)
[43, 44]. Es werden aber auch Zellen verwendet, die aus Explantaten des Ziel-
gewebes, wie etwa der Gingiva oder der Pulpa, gewonnen werden; diese Zellen, die
direkt aus dem Explantat stammen, werden als Primarkulturen bezeichnet [45].
Neuerdings werden solche Zellen durch Transfektion mit bestimmten Virus-Partikeln
immortalisiert, d.h. man versucht, die Eigenschaften des urspriinglichen Gewebes zu

erhalten und dabei eine méglichst lange Kultivierbarkeit der Zellen zu erreichen [46].
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Die genannten Zellkulturen werden in Gegenwart der zu untersuchenden Werkstoffe
Uber einen bestimmten Zeitraum kultiviert und wahrend der Versuchsreihe kdnnen
dann verschiedene Parameter, wie zum Beispiel die Anzahl der Zellen, die Synthese
von Proteinen und Entzindungsmediatoren oder die Enzymaktivitaten, gemessen
werden.

Eine neuere Entwicklung im Forschungsbereich der Zahnmedizin sind die Dentin-
Barriere-Tests, bei denen die natirlichen Verhaltnisse am Zahn imitiert werden, in-
dem man zwischen die Zielzellen und den zu untersuchenden Werkstoff eine Dentin-
scheibe einbringt. Als Zielzellen dienen hier zum Beispiel dreidimensionale Kulturen
von immortalisierten Zellen aus der Pulpa, die konstant mit Nahrmedium perfundiert
werden, sodass die Kultur Gber einen langeren Zeitraum als normal vital erhalten
wird. Durch solche Entwicklungen kann in bestimmten Fallen auf Tierversuche ver-
zichtet werden [47, 48].

Eine Vielzahl der Untersuchungen mit Zellkulturen sind vergleichsweise schnell und
relativ einfach durchzufuihren und auch die erzielten Ergebnisse sind weitgehend re-
produzierbar. Allerdings sind die jeweiligen Versuchsergebnisse auch sehr stark von
den Versuchsbedingungen abhangig; so sollte ein neu zu untersuchender Werkstoff
immer im Vergleich mit &hnlichen und in ihrem klinischen Verhalten bereits bekann-
ten Materialien in einer Versuchsreihe getestet und bewertet werden. In der vorlie-
genden Arbeit wurden zum Beispiel innerhalb der verschiedenen Versuchsreihen die
vier zu analysierenden Magnesiumammoniumphosphat-Verbindungen einem klinisch
bereits bewahrtem Hydroxylapatit-Zement gegeniibergestellt.

Das wesentliche Problem solcher Versuchsreihen ist die Frage, inwieweit man die er-
zielten Ergebnisse auf den Menschen Ubertragen kann. Dabei gibt es Untersuchun-
gen, bei denen man die Ergebnisse von Zellkulturversuchen durchaus auf den Men-
schen ubertragen kann; so sind viele Fullungswerkstoffe in der Zahnmedizin kurz
nach dem Abbinden zelltoxisch, im abgebundenen Zustand hingegen nicht. Auch
beim Einsatz am Patienten kann man, kurz nach der Applikation von Fullungen in
sehr tiefen Kavitaten, Reaktionen innerhalb des pulpalen Gewebes erkennen, die je-
doch in der Regel bei einer vitalen und regenerationsfahigen Pulpa nach wenigen
Wochen wieder ausheilen [26].

Andererseits treten auch haufig unterschiedliche Bewertungen zwischen Ergebnis-
sen aus Zellkulturen und den Reaktionen am Patienten auf; so zeigen Zinkoxid-Eu-

genol-Verbindungen innerhalb von Zellkulturuntersuchungen eine aul3erst zell-
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toxische Wirkung, sind jedoch am Patienten bei Kavitaten mit geschlossener Dentin-
decke praktisch unschadlich [46]. Eine mogliche Erklarung hierfir konnte darin lie-
gen, dass es am Patienten zu keinem direkten Kontakt der Zellen und dem Werkstoff
kam, in der Zellkultur die Zellen jedoch direkt auf den Werkstoff aufgebracht wurden.
Eine alleinige Beurteilung dieses Werkstoffes anhand von in vitro Versuchen hatte
somit zu einer Fehleinschatzung dieses in der Zahnmedizin sehr wertvollen Materials
gefuhrt.

Eine weitere Problematik von Zellkulturen beschreiben Wissenschaftler der Ohio
State University in Columbus, namlich die eventuelle Schadigung der Kulturen durch
den in der Umgebungsluft enthaltenen Luftsauerstoff. So zeigte sich in Unter-
suchungen von Dr. Sen et al. eine Schadigung der benutzten Zellen aus M&ause-
herzen durch die normale Sauerstoffkonzentration in der Umgebungsluft; die Zellen
vermehrten sich nur noch sehr langsam und schwollen bis auf die 6-fache Grél3e an.
Nachdem der Sauerstoffgehalt auf 3% gesenkt wurde, zeigten die Herzzellen ein nor-
males Verhalten, wie es auch im lebenden Organismus zu beobachten ist. Eine mog-
liche Erklarung hierfur ist der in den korpereigenen Geweben teilweise sehr niedrige
Sauerstoffgehalt von bis zu 0,5%. Die Autoren dieser Veréffentlichung betonen, dass
es fur Versuchsreihen mit Zellkulturen unumganglich ist, das Umgebungsmilieu des
lebenden Organismus in derartigen Untersuchungen maoglichst genau nachzustellen,
um brauchbare Ergebnisse zu erhalten. Zudem sei es angebracht, bisherige Unter-
suchungsergebnisse an Zellkulturen kritisch zu hinterfragen [49].

Ein zusatzliches Problem von Zellkulturuntersuchungen liegt in der Anziichtung der
verwendeten Zelllinien (z.B. Osteoblasten) unter statischen bzw. zweidimensionalen
Kulturbedingungen; im Gegensatz zum Korpergewebe, welches zum Grof3teil aus
dreidimensionalen Zellstrukturen und extrazellularer Matrix besteht, kommt es bei
den ublichen Kulturschalen lediglich zu einer flachigen Ausbreitung der Zellen, einem
Monolayer. Durch dieses zweidimensionale Wachstum verlieren viele in vitro gezuch-
tete Zellen einige ihrer typischen Eigenschaften der Differenzierung, wie zum Beispiel
die Fahigkeit von Osteoblasten eine mineralische Matrix zu sezernieren [50]. MAg-
liche Ursachen fir den Verlust typischer zellularer Eigenschaften innerhalb einer
zweidimensionalen Zellkultur sind zum einen das Nichtvorhandensein eines Gefal3-
systems und dadurch eine mangelhafte Nahrstoffversorgung und zum anderen ein

fehlender Abtransport schadlicher Stoffwechselmetabolite. In der vorliegenden Arbeit
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wurde durch den taglichen Mediumwechsel versucht, die Problematik der mangelhaf-
ten Nahrstoffversorgung der Zellen auszuschalten.

Ein Ansatz zur Optimierung von Zellkulturuntersuchungen liegt in der Entwicklung
von dreidimensionalen Zellkulturgeristen, die eigens dafur entwickelte offenporige
3D-Strukturen mit modifizierten Oberflachen enthalten (z.B. Firma Wilden AG, Re-
gensburg) und die mit Hilfe von dynamischen Kultivierungsmethoden (Perfusions-
kultur, Niedrig-Druck-Systeme, Ruhrkultur, Diffusionskultur, etc.) vorteilhafter gegen-
Uber der statischen Kultivierung im Brutschrank ernéhrt werden kénnen [51, 52].
Auch das verwendete Kulturmedium kann durch bestimmte Zusatze zur Optimierung
von Zellkulturuntersuchungen beitragen; so wurde beispielsweise in manchen Ver-
suchsreihen das Kulturmedium fur Osteoblasten mit osteogenetischen Zusatzen wie
Dexamethason, Ascorbinséure und B-Glycerophosphat [52, 53, 54, 55] versetzt, oder
es wurden verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine hinzugefugt [56, 57, 58,
59].

5.3 Analyse und Interpretation der erzielten Ergebnisse

In den beiden Hauptversuchen der vorliegenden Arbeit erfolgte eine zweidimensiona-
le Kultivierung von humanen Osteoblasten (der Osteosarkomzelllinie MG-63) auf den
zu analysierenden Magnesiumammoniumphosphat-Zementen und auf der Referenz-
oberflache des Hydroxylapatit-Zements. Die in vitro Zellkultivierung wurde uber ei-
nen Zeitraum von 14 Tagen durchgefiihrt, wobei das Nahrmedium taglich erneuert
wurde. Untersucht wurde auf den verschiedenen Oberflachen zum einen das Zellpro-
liferationsverhalten mittels Zellzéhlung und zum anderen die mitochondriale Aktivitat
der Zellen mit dem WST-Test. Aus den Ergebnissen des WST-Tests konnte zum ei-
nen die gesamte Zellaktivitat der Osteoblasten auf den verschiedenen Oberflachen
ermittelt werden und zum anderen konnte Uber den Quotienten WST-Wert/Zellzahl
die mitochondriale Aktivitdt der einzelnen Zelle auf den jeweiligen Oberflachen er-
rechnet werden. Die Versuchsreihen wurden insgesamt zweimal durchgefthrt, wobei
im ersten Versuch eine Zellkonzentration von circa 60000 Zellen pro ml auf die Ober-
flachen aufgebracht wurde und im zweiten Versuch etwa 70000 Zellen pro ml.

Vergleicht man die Ergebnisse der Zellzdhlung (Abbildungen 4.10 und 4.11) mitein-
ander, so konnte in beiden Versuchen das starkste Proliferationsverhalten der Zellen

auf der Referenzoberflache des Hydroxylapatit—-Zements beobachtet werden. Die
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Vermehrung der Osteoblasten war auf dieser Oberflache sehr viel deutlicher als auf
den Magnesiumammoniumphosphat-Zementen. Im ersten Versuch (vgl. Abbildung
4.10) konnte auf dem Hydroxylapatit-Zement eine stetige Zunahme der Zellzahl bis
zum letzten Versuchstag festgestellt werden; im zweiten Versuch (vgl. Abbildung
4.11) kam es auf dieser Oberflache erst am letzten Messtag zu einer Abnahme der
Zellzahl. Ein Grund dafir kbnnte die unterschiedliche Menge der ausgeséaten Zellen
in den beiden Versuchsreihen sein; so kdnnte es in der zweiten Versuchsreihe (durch
die grolRere Menge an ausgeséaten Zellen) bereits am Messtag 10 zu einem vollstan-
digen und nicht mehr steigerungsfahigen zellularen Bewuchs der Oberflache ge-
kommen sein. Um diese Unregelméaligkeiten besser interpretieren zu kdnnen, miss-
ten die Versuche noch mehrmals wiederholt werden.

Im Gegensatz zur Hydroxylapatit-Referenzoberflache (Casz(PO,). -Zement) konnte
auf den vier verschiedenen Magnesiumammoniumphosphat-Oberflachen in den
durchgefiihrten Versuchsreihen kein Ubereinstimmendes Wachstumsmuster erkannt
werden; lediglich auf der Mgg 75Caz 25(PO4), —Oberflache konnte an allen Messtagen
in beiden Versuchen jeweils das geringste Wachstum der Osteoblasten ermittelt wer-
den. Die Zellen auf dem Mg 2sCag 75(PO4)2 —Zement zeigten im ersten Versuch an al-
len Messtagen das starkste Wachstum unter den Magnesiumammoniumphosphat-
Verbindungen; in Versuch 2 konnte dies allerdings nicht bestatigt werden. Genauso
konnten fir den Mg, sCaj 5(PO4)2,—Zement im ersten Versuch nur sehr niedrige Werte
bezuglich der Zellproliferation beobachtet werden; in Versuch 2 war auf dieser Ober-
flache das Wachstum im Vergleich zu den anderen Magnesiumammoniumphosphat-
Zementen am starksten ausgepragt. Beim Mgsz(PO,)2 -Zement konnte zumindest eine
ahnliche Wachstumstendenz in den beiden Testreihen nachgewiesen werden; so
zeigte sich auf dieser Oberflache, nach anfanglichem Wachstum der Osteoblasten,
jeweils eine Abnahme der Zellzahl gegen Ende der Versuche. Mdgliche Erklarungen
fur die unterschiedlichen Ergebnisse in den beiden Versuchsreihen konnten zum Bei-
spiel in leicht unterschiedlichen Zellchargen liegen; so kénnten sich die Zellen am
Tag der Aussaat in einem unterschiedlichem Stadium des Zellzyklus befunden ha-
ben. Ebenso kdnnte die unterschiedlich lange Lagerung der verwendeten Prufkdrper
zu Variationen in den Ergebnissen gefuhrt haben.

Bei der Auswertung der mitochondrialen Zellaktivitat der gesamten Zellen auf einer
Oberflache, konnten anhand des WST-Tests in den beiden Versuchsreihen (vgl. Ab-

bildungen 4.12 und 4.13) gréRere Ubereinstimmungen gefunden werden als beim
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Vergleich der Zellproliferation. Auch bei diesem Test konnte in beiden Versuchs-
durchgangen die héchste zellulare Gesamtaktivitat jeweils fir den Hydroxylapatit-
Zement ermittelt werden. Die Analyse der mitochondrialen Aktivitat der Zellen auf
den verschiedenen Magnesiumammoniumphosphat-Verbindungen ergab fur beide
Tests die starkste Aktivitat auf dem Mgs(PO,4), —Zement. Ebenso waren die Werte auf
dem Mg sCa; 5(PO4), —Zement und auf dem Mg, »5Cag 75(PO4)2, —Zement in den bei-
den Versuchsreihen vergleichbar. Die geringsten Werte hinsichtlich der mitochondria-
len Aktivitat der Zellen waren auf dem Mgo,75Caz 25(PO4)2 —Zement zu erkennen; so-
mit konnte auf dem Mgp 75Caz 25(PO4)2, —Zement nicht nur die geringste Zellproli-
ferationsrate gezeigt werden, sondern auch die schwéchste gesamte Atmungs-
aktivitat der Osteoblasten.

Bei der Analyse der mitochondrialen Aktivitat der Einzelzelle (vgl. Abbildungen 4.14)
konnte auf den zu analysierenden Oberflachen jedoch ein deutlicher Unterschied zur
Gesamtaktivitat festgestellt werden. Hier zeigte sich in beiden Versuchen bei der
Hydroxylapatit-Referenzoberflache (Ca3(PO,4). —Zement) eine sehr niedrige Aktivitat
der einzelnen Zellen, obwohl auf dieser Oberflache das insgesamt starkste Wachs-
tum und auch die héchste Gesamtaktivitat der Zellen festgestellt wurde. Im Gegen-
satz dazu konnte auf allen Magnesiumammoniumphosphat-Verbindungen eine ho-
here mitochondriale Aktivitat der Einzelzelle als auf der Referenzoberflache des
Hydroxylapatit-Zements nachgewiesen werden. Die héchsten Werte bezogen auf die
Einzelzelle erreichte in beiden Versuchsdurchgangen der Mgs(PO4), —Zement. Aber
auch die einzelnen Zellen auf den anderen Magnesiumammoniumphosphat-Verbin-
dungen zeigten deutlich héhere mitochondriale Aktivitaten als die Zellen auf dem
Hydroxylapatit-Zement.

Zusammenfassend konnte fir die beiden Hauptversuchsreihen festgestellt werden,
dass es auf der Hydroxylapatit-Referenzoberflache des Caz(PO,), —Zements zum
insgesamt starksten Zellwachstum und auch zu den hochsten Werten beziglich der
mitochondrialen Gesamtaktivitat der Zellen kam. Bei der Untersuchung der Aktivitat
der Einzelzelle zeigten sich jedoch auf der Hydroxylapatit-Oberflache die eindeutig
niedrigsten Aktivitatswerte.

Im Gegensatz dazu beobachtete man auf allen Magnesiumammoniumphosphat-Ver-
bindungen, trotz des zum Teil sehr geringen Wachstums auf diesen Oberflachen,
noch sehr hohe Aktivitatswerte bezogen auf die Einzelzelle, d.h. es gibt auf den

Oberflachen nur sehr wenige Zellen, die aber sehr aktiv sind.
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Bei der Analyse der massenspektrometrischen Versuchsreihe (vgl. Abschnitt 4.2)
konnten bei den unterschiedlichen Magnesiumammoniumphosphat-Verbindungen
keine gravierenden Unterschiede hinsichtlich ihres Léslichkeitsverhaltens wéhrend
der Versuchsreihe aufgezeigt werden. Es konnte mengenmafig im Durchschnitt eine
sehr ahnliche Freisetzung der gepriften Substanzen (Magnesium, Phosphat, Kal-
zium) festgestellt werden. Im Vergleich mit dem Hydroxylapatit-Zement zeigten sich
jedoch deutliche Unterschiede; so war die freigesetzte Menge an Phosphat wahrend
der gesamten Versuchsreihe beim Hydroxylapatit —Zement deutlich geringer als bei
allen Magnesiumammoniumphosphat-Zementen. Diese geringere Phosphatfreiset-
zung konnte durchaus der Grund dafir sein, dass sich auf der Referenzoberflache
des Ca3(P0O,4),—Zements das starkste Zellwachstum entwickelte.

Eine weitere Erklarung fur das starkere Zellwachstum auf dem Hydroxylapatit-
Zement konnte aber auch die Freisetzung von Magnesium bei den verschiedenen
Magnesiumammoniumphosphat-Zementen sein. Hier konnten im Unterschied zur
vergleichbaren Kalziumfreisetzung beim Hydroxylapatit—Zement deutlich hdhere
Werte gemessen werden.

Bei der Analyse der Oberflachenstruktur der Zemente (vgl. Abschnitt 4.1.1) mit Hilfe
von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte fur den Hydroxylapatit—
Zement eine sehr glatte und einheitliche Oberflache dargestellt werden. Im
Gegensatz dazu zeigten die Oberflachen der Magnesiumammoniumphosphat-
Verbindungen zum Grol3teil eine sehr raue Struktur mit einer starker ausgepragten
Porositat.

Beim Vergleich des Zellwachstums und der Zellmorphologie (vgl. Abschnitt 4.1.2)
konnte bei allen Oberflachen eine zweidimensionale Besiedlung der Zemente und ei-
ne relativ ahnliche Form der Zellen beobachtet werden. Unterschiede gab es vor al-
lem in der erkennbaren Zellzahl und Zellgré3e sowie in der Auspragung der zytoplas-
matischen Fortsatze. In den beiden ausgewerteten Versuchsreihen (vgl. Abschnitt
4.3) konnte das starkste Wachstum der Osteoblasten jeweils auf dem Hydroxylapatit-
Zement festgestellt werden; das Zellwachstum war allerdings in beiden Versuchen
nur an den Messtagen 7, 10 und 13 signifikant starker als auf den Ubrigen Ober-
flachen (siehe Abbildungen 4.10 und 4.11). Da die rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen am Tag 4 nach Aussaat der Osteoblasten aufgenommen wurden, war
auf den folgenden Bildern ein entsprechend geringerer Unterschied bezlglich der

Zellzahl auf den Oberflachen zu beobachten.
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In der Literatur konnten in vielen in vitro Untersuchungen keine einheitlichen Ergeb-
nisse bezuglich des Wachstumsverhaltens von Osteoblasten auf verschiedenen
Oberflachen festgestellt werden; so wurden beispielsweise auf rauen Unterlagen so-
wohl hohere als auch niedrigere Wachstums- und Differenzierungswerte beobachtet
als auf glatten Oberflachen [60, 61, 62, 63]. Es konnte auch auf geeigneten Ober-
flachen, auf denen Proteine der extrazellularen Matrix aufgebracht wurden, eine star-
ke Anheftung der Zellen [64, 65, 66] und eine gleichm&Rige und rasche Vermehrung
der Zellen beobachtet werden [67, 68]. AuRerdem werden Zelladhasion, Zell-
proliferation und auch das Aussehen der Osteoblasten stark von den jeweilig vorhan-
denen Material- bzw. Substrateigenschaften beeinflusst [69, 70, 71, 72]. Es konnte
auch gezeigt werden, dass in vitro geziichtete Osteoblasten innerhalb einer sta-
tischen Zellkultur Eigenschaften der Differenzierung verlieren, insbesondere ihre Fa-

higkeit, mineralische Matrix zu sezernieren [50].

5.4 Fazit

Letztendlich kann die Frage nach der Biokompatibilitat der untersuchten Magnesi-
umammoniumphosphat-Zemente nicht eindeutig beantwortet werden. Die untersuch-
ten Oberflachen zeigten einerseits gute Ergebnisse hinsichtlich der Aktivitatswerte
der ausgesaten Zellen, andererseits war auf den Oberflachen nur ein sehr geringes
Zellwachstum im Vergleich zur Hydroxylapatit-Referenzoberflache des Caz(POg,)—
Zements festzustellen. Um die erzielten Ergebnisse zu bestétigen bzw. genauer ab-
zuklaren, sollten die Versuchsreihen nochmals wiederholt werden, da die bisher er-
mittelten Ergebnisse bezlglich Zellzahl und Atmungsaktivitat durch die lediglich ein-
malige Wiederholung der Versuche nur bedingt aussagekréaftig sind.

Eine weitere Optimierung dieser Versuchsreihe kdnnte durch eine dreidimensionale
Kultivierung der Zellen tber einen langeren Zeitraum erfolgen, um das Verhalten der
Osteoblasten auf den unterschiedlichen Oberflachen genauer zu erforschen; durch
immunzytochemische Experimente kénnten osteoblastenspezifische Proteine (Os-
teopontin (BSP), Osteokalzin, alkalische Phosphatase, Kollagen) nachgewiesen wer-
den, um genauere Erkenntnisse uUber den Differenzierungsgrad der Osteoblasten zu
gewinnen.

AuRerdem konnen durch die in vitro durchgefiihrten Versuchsreihen letztendlich kei-
ne sicheren Rickschlisse Uber das Verhalten der Materialien in vivo gezogen wer-
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den. Veréanderungen von Biomakromolekilen zu Antigenen, Produkte der werkstoff-
spezifischen Korrosions-, Degradations- und Auslaugprozesse oder heterogene Re-
aktionen auf der Materialoberflache und ihr Einfluss auf die zellulare Nachbarschaft

lassen sich im Langzeitversuch nur in vivo testen [42].
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Arbeit war es, die grundsatzliche Eignung von verschiedenen Magne-
siumammoniumphosphat-Zementen fur den eventuellen spéteren Einsatz beim Men-
schen zu bewerten; dafur wurden diverse in vitro Versuchsreihen zur Prifung der
Biokompatibilitdt dieser Verbindungen durchgefuhrt. Als Referenz diente bei diesen
Versuchsreihen ein beim Menschen bereits erfolgreich eingesetzter nanokristalliner,
kalziumarmer Hydroxylapatit-Zement.

Fur diese Biokompatibilitatsprifungen wurde auf den verschiedenen Testoberfla-
chen (Mgo,75Caz,25(PO4)2 —, Mg15Cay5(PO4)2 —, MQ225Cag,75(PO4)2 —, Mga(POy)2 —,
Caz(POg4),—Zement) eine jeweils definierte Menge an humanen Osteoblasten der
Zelllinie MG-63 aufgebracht und diese Zellen wurden danach Uber einen 14-tagigen
Zeitraum kultiviert. Die Biokompatibilitatstberprifungen erfolgten mittels bestimmten
Zellproliferations- und Zellaktivitatsmessungen; anhand der ermittelten Ergebnisse
hinsichtlich Zellzahl und Zellaktivitat sollte danach die Eignung dieser neuartigen
Magnesiumammoniumphosphat-Zemente zur Verwendung im menschlichen Kdrper
beurteilt werden. Mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden die
jeweiligen Oberflachenstrukturen der einzelnen Zemente genauer untersucht; aul3er-
dem konnte mit diesen Fotografien das Wachstum und die zellulare Morphologie von
humanen Osteoblasten auf den unterschiedlichen Oberflachen analysiert werden.

Bei der Auswertung des Zellwachstums wurden die jeweils hochsten Werte in beiden
Versuchsreihen auf dem Hydroxylapatit-Zement gemessen; bei den vier Magnesi-
umammoniumphosphat-Zementen waren dagegen weitaus geringere Zellprolifera-
tionsvorgange innerhalb der Versuchsreihen zu beobachten. Auch bei der gesamten
mitochondrialen Zellaktivitat aller Osteoblasten erreichte der Hydroxylapatit-Zement
in beiden Versuchen den maximalen Wert; der Unterschied zu den Werten bei den
Magnesiumammoniumphosphat-Zementen war hier allerdings deutlich geringer als
bei der Gesamtzellzahl. Vor allem beim Mgs(POg), -Zement konnten in beiden Ver-
suchen fast ahnlich hohe Werte beobachtet werden wie beim Hydroxylapatit-Zement.
Untersuchte man dagegen die mitochondriale Aktivitat der jeweiligen Einzelzelle auf
den Oberflachen, unabhangig vom Gesamtwachstum, so konnte fur den Hydroxyl-
apatit-Zement die niedrigste Aktivitdt nachgewiesen werden. Die héchste mitochon-
driale Einzelzellaktivitat hatten in beiden Versuchsreihen die Osteoblasten auf dem

Mgs(PO4), —Zement; auch die anderen Magnesiumammoniumphosphat-Verbindun-
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gen konnten trotz des insgesamt geringen Zellwachstums auf diesen Oberflachen re-
lativ hohe Werte bei der Einzelzellaktivitat erreichen.

Insgesamt betrachtet war somit das Zellwachstum auf dem Hydroxylapatit-Zement
signifikant starker ausgebildet als auf allen Magnesiumammoniumphosphat-Verbin-
dungen; trotz des im Vergleich geringen Zellwachstums konnte auf den Magnesium-
ammoniumphosphat-Zementen aber ein hohes Mald an mitochondrialer Zellaktivitat
festgestellt werden.

Die Auswertung der Oberflachenstruktur der verschiedenen Zemente mittels raster-
elektronenmikroskopischer Bilder ergab fur den Hydroxylapatit-Zement eine sehr ho-
mogene und wenig porése Oberflache. Im Gegensatz dazu konnte bei den Magne-
siumammoniumphosphat-Zementen (mit Ausnahme des Mgp 5Caz25(P0O4), —Ze-
ments) eine sehr raue Oberflache mit einer starken Porositat nachgewiesen werden.
Bei der Analyse der Zellmorphologie der Osteoblasten konnten keine deutlichen
Unterschiede auf den verschiedenen Oberflachen beobachtet werden. Es zeigten
sich vor allem ahnliche Formen der Zellkérper und auch die Anzahl der Zellen war re-
lativ einheitlich; bei den zytoplasmatischen Zellfortsatzen konnten Unterschiede be-
zuglich ihrer Lange dargestellt werden.

Auch die Auswertung der massenspektrometrischen Versuchsreihe ergab fur die ver-
schiedenen Magnesiumammoniumphosphat-Verbindungen ein sehr einheitliches
Bild; beim Vergleich mit der Referenzoberflache des Hydroxylapatit—Zements zeigte
sich jedoch eine deutliche Diskrepanz bezuglich der Freisetzung von den verschie-

denen Substanzen.

Fur die letztendliche Bewertung der Biokompatibilitat von Magnesiumammonium-
phosphat-Zementen und den eventuellen Einsatz als Knochenersatzmaterial bedarf
es allerdings nicht nur zuséatzlicher in vitro Versuchsreihen wie in der vorliegender Ar-
beit, sondern auch vieler weiterfihrender Forschungsarbeiten, um die hier erzielten

Ergebnisse zu verifizieren.
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Abb 8.2: REM-Aufnahme des Mg 75Ca, »5(PO,4), —Zements
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Abb. 8.4: REM-Aufnahme des Mgs(PO,),—Zements
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Abb. 8.5: REM-Aufnahme des Mg, sCag 75(PO,), —Zements
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