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Einleitung und Problemstellung

1. Einleitung und Problemstellung

Die Verwendung von im Knochen befestigten dentalen Implantaten und Endoprothesen
sowie  Osteosyntheseverfahren  mittels  Plattenapplikation  stellen  hé&ufige
Routineeingriffe in der Medizin dar. Das Einbringen eines Fremdkdorpers in Form von
Metall in den menschlichen Korper und speziell in den Knochen warf dabei von
Anbeginn die Frage nach der Reaktion zwischen der Oberflache des Implantates und
dem umgebenden Knochen auf. Diese Interaktion ist bis auf den heutigen Tag

Gegenstand intensiver Forschung und Diskussion.

Der im Implantatkontakt stehende menschliche Knochen enthdlt zum Hauptteil
anorganische Substanz. Etwa 70 % des Trockengewichtes ist mineralischer Anteil, 22-
33 % ist organisches Material. Der anorganische, mineralische Anteil besteht zu 60 %
aus Hydroxylapatit, einen Anteil von 40 % macht amorphes Calciumphosphat aus [1].
Wichtige Calciumphosphate sind Bruschit, Monetit, Octacalciumphosphat, Calcium-
Pyrophosphat und Apatit. Apatit bildet dabei den grofiten Teil [2]. Daneben kommen

noch viele weitere anorganische VVerbindungen von Spurenelementen im Knochen vor.

Uber das nach aktuellem Forschungsstand am besten mit menschlichem Knochen
vertrégliche Implantatmetall besteht weitgehender Konsens: Es ist das Titan. Reintitan
ist daher der géngige Werkstoff flir Implantate in der Zahnmedizin, in der
Kieferchirurgie und in der Wirbelsdaulenchirurgie. In der Orthopédie sind dagegen
hauptsdchlich Titanlegierungen, Edelstdhle oder Legierungen auf Chrom- oder Kobalt-
Basis im Einsatz [3-5]. Reintitan und Titanlegierungen sind als biokompatible
Materialien beschrieben worden [4]. Die Biokompatibilitdt beruht in erster Linie auf der
Passivierung der Oberflache durch die Reaktion von Sauerstoff mit Titan. Die
entstandene Oxidschicht schiitzt dabei das Titan vor Korrosion. Die Oberflache der
verwendeten Titanimplantate wird standardmaRig auf mehreren Wegen zum Erreichen
einer besseren Mikroretention im Knochen modifiziert. So sind glatte, geétzte,
titanplasmabeschichtete und sandgestrahlte Oberflachen im routineméaRigen Einsatz [5].

Weiterhin werden Titanoberflachen mit langsam biodegradierbaren Calciumphosphaten
wie Hydroxylapatit [Cas(PO,)3sOH, HA] und schneller biodegradierbaren
Calciumphosphaten wie Bruschit [CaHPO4,*2H,0, DCPD] beschichtet [6-8]. Andere
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Ansatze berichten von Beschichtungen mit Monetit [CaHPO,] [9]. Verfiigbar ist
Hydroxylapatit als das kommerziell meistverwendete Material fur die Beschichtung auf
Basis der Plasmaspritztechnik [10] oder (experimentell) auf Basis einer umgewandelten
elektrochemischen Abscheidung von Bruschit oder Monetit [7]. Die Beschichtungen
werden in diesem Verfahren physiologischer Losung ausgesetzt und wandeln sich zu
Hydroxylapatit um. Hydroxylapatit ist in physiologischem Milieu (pH 7) sehr stabil.
Thermodynamisch instabilere Calciumphosphate wie das erwéhnte Bruschit oder
Monetit erfahren daher in physiologischen LoOsungen eine Degradation oder
Transformation zu Hydroxylapatit [9, 11]. Die genannten Beschichtungen sollten so
dinn sein, dass eine gute Resorbierbarkeit, Biokompatibilitat und Haftfestigkeit am

Tréagersubstrat gewahrleistet ist.

Hydroxylapatit ermdglicht als Oberflachenbeschichtung einen schnelleren und
verbesserten Knochen-Implantat-Verbund (Osseointegration). Nachgewiesen ist, dass
aus Calciumphosphaten in vivo gebildetes Hydroxylapatit nicht nur biokompatibel ist,
sondern ihm auch zumindest potenziell osteokonduktive Eigenschaften zugeschrieben
werden konnen [12, 13]. Eine solche Eigenschaft bedeutet in der Klinik eine schnellere
Osseointegration und damit eine frihere Sekundéarstabilitit und Belastbarkeit eines
eingebrachten Implantates im Vergleich zu unbeschichteten Titanoberflachen [3, 12, 14,
15]. Dies ist wichtig, um bewegungsassoziierte Gewebeschdden zu verhindern und den
Langzeiterfolg eines Implantates zu sichern [16]. Ein wesentlicher Grund fir die
verbesserte Osseointegration ist die mogliche chemische Verbindung zwischen
Knochen wund Hydroxylapatit, was einen festeren Knochen-Implantat-Verbund
ermaglicht [5].

Die heute gebrauchliche Plasmaspritztechnik zum Auftragen der HA-Beschichtungen
weist eine Reihe von Nachteilen auf. So flhrt sie zur Bildung einer sehr kompakten,
dem Knochen kaum &dhnlichen Oberflache aus HA [15]. Die hohe Prozesstemperatur
fuhrt zu anderen kristallinen Phasen als HA und es fehlt die chemische Bindung
zwischen Substrat und Beschichtung. Dies bedeutet eine schlechte Schichthaftung [17,
18]. Ein anderes Problem stellen die teils dick aufgetragenen Schichten dar [9, 18].

Auch bei komplizierten dreidimensionalen Geometrien ist in bestimmten Bereichen eine
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Beschichtung schwierig. Diese Nachteile flhrten in der Vergangenheit zu einer
umfassenden Suche nach alternativen Beschichtungsmethoden.

Der Vorteil einer elektrochemischen Abscheidung liegt darin, auch sehr komplexe
Geometrien mit einer gleichmaBigen Schicht zu (berziehen. Es bietet sich die
Mdglichkeit an, Morphologie und Mikrostruktur der Schicht Uber die Parameter
Zusammensetzung des Elektrolyten, Temperatur, Stromstarke und Beschichtungszeit zu
steuern [19]. Nachteil der elektrochemischen Abscheidung ist jedoch auch hier das
bisher ungeltste Problem der geringen Haftung zwischen dem Substrat Titan und
aufgetragenen Abscheidungen. Besonders wéhrend der Implantation ist das Einbringen
in der Regel mit hohen Scherkréften verbunden, die eine Oberflachenbeschichtung

abplatzen lassen kénnen.

In einer dieser Arbeit vorausgegangenen Studie der FMZ Wirzburg wurde der
Nachweis gefiihrt, dass eine bakterizide Beschichtung von Titan mit Calciumhydroxid
auf elektrochemischem Wege mdglich ist [20]. Weiterhin wurde in der genannten
Arbeit die antibakterielle Wirkung der Oberflachenbeschichtung auf Osteoblasten und
die Keime Staphylococcus epidermidis und Klebsiella pneumoniae beschrieben.
Festgestellt wurde eine ausgepragte Wachstumshemmung auf die letztgenannten Keime,
jedoch keine nachhaltige negative Auswirkung auf das Wachstum von eukaryonten
Zellen [21]. Sowohl die elektrochemische Darstellung, als auch die biologische
Wirkung der Calciumhydroxidbeschichtung erwiesen sich in diesem Zusammenhang als
erfolgsversprechende Beschichtung fur Titanoberflachen, deren Eigenschaften weiter

unten ausfuhrlich erlautert werden.

Die Ziele dieser Arbeit bestanden in dem Versuch, die entwickelten
Calciumhydroxidbeschichtungen durch Dotierung mit Fremdmetallionen zu verandern.
Verwendet wurden in erster Linie die spéter beschriebenen Elemente Magnesium,
Strontium, Silber und Zink, welche zum einen eine wichtige Rolle im
Knochenstoffwechsel (Zink, Magnesium) spielen. Zum anderen wurden Elemente
verwendet, von denen angenommen wird, dass sie als Dotierungen eine Verbesserung
der biologischen (Strontium, Zink) oder antibakteriellen Eigenschaften (Silber) der

Beschichtung mit sich bringen wiirden.
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Die Beschichtung erfolgte elektrochemisch durch die Abscheidung von
Calciumhydroxid aus einem Elektrolyten. Deshalb sollten die Dotierungen mit
Magnesium, Strontium, Silber und Zink durch die Zugabe entsprechender Salze in den
Elektrolyten erfolgen.

Es ergab sich fir die Auftragung der Schichten die Fragestellung, ob es Uberhaupt
mdoglich ist, diese Elemente in die Schicht einzulagern. Dies sollte durch Messungen der
eingebrachten Anteile an Fremdmetallionen in die erzeugten Schichten (Verhéltnis von
Calcium zur Dotierung) geschehen. Weiterhin sollte untersucht werden, ob die
Dotierungen eine chemische oder eine Abscheidungsmassenveranderung (Einfluss auf
die abgeschiedene Masse der Schicht) der Beschichtung mit sich bringen wiirden und ob
andere Verbindungen als Calciumhydroxid entstehen wirden. Auch die Art des Einbaus
der Dotierungsionen in die Beschichtung (Adsorption an Kristallite, Substitution von
Calciumionen) sollte geklart werden, sofern dies im Rahmen der Methode méglich sein
wirde. Ein weiteres  Augenmerk lag auf den neu  geschaffenen
Mikrooberflachenstrukturen, da diese ebenfalls Relevanz fiir das Anwachsen des

Knochens haben kdnnen.

Neben den Eigenschaften der neu aufgetragenen Schichten war auch deren Verhalten in
physiologischer Losung von Interesse. Dies sollte das Einbringen der Schichten in den
menschlichen Korper simulieren. Als Fragestellung ergab sich hierbei zum einen, ob die
dotierten Schichten sich in gleicher Weise wie die Calciumhydroxidbeschichtung in
Hydroxylapatit umwandeln wiirden. Zum anderen waren die Abgabekinetiken und
absoluten Konzentrationen der dotierten lonen aus der Schicht in die physiologische
Losung hinein von Bedeutung. Die Menge der abgegebenen lonen lasst den
Rickschluss auf die Wirksamkeit und klinische Relevanz im Umgebungsmilieu zu, da
z. B. flr Silber die minimale Hemmkonzentration flr Bakterien und die zytotoxische
Konzentration fur humane Zellen aus der Literatur bekannt sind. Eine optimierte
Silberabgabe sollte sich in diesem Rahmen zwischen minimaler Hemmkonzentration

und toxischer Konzentration bewegen.
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2. Kenntnisstand und Problemstellung

Bei der operativen Einbringung von Titan in den Korper als Implantat,
Osteosyntheseplatte oder Gelenkendoprothese etc. ist eine bakterielle Kontamination
der Wunde und des eingebrachten Fremdkdrpers nicht mit Sicherheit auszuschliel3en.
Da die Uberwiegende Zahl der Entziindungen des Knochens durch Bakterien
hervorgerufen wird, ist nachdricklich auf eine gute Wundhygiene und antiseptische
Behandlung zu achten, insbesondere bei Vorliegen von Pradispositionsfaktoren fiir
schlecht  behandelbare = Osteomyelitiden, wie  vorangegangene  Radiatio,
Bisphosphonattherapie oder Immunsuppression [3]. Auch bei der Anwendung von
dentalen Implantaten wird eine moglichst groRe Keimarmut im Operationsgebiet
angestrebt, was aber gerade bei Operationen in der Mundhohle aufgrund der hohen

Bakteriendichte im Speichel nur eingeschrankt méglich ist.

2.1.  Notwendigkeit und Verfugbarkeit antibakterieller Beschichtungen

Die Infektion einer Endoprothese oder Osteosyntheseplatte mit Biofilmbildung bedeutet
eine schwerwiegende Komplikation in der Chirurgie. Die Infektion kann durch eine
bakterielle Kontamination wéhrend der Operation oder durch eine nachtrégliche
Infektion auf ha&matogenem Wege erfolgen. Ursachen einer Bakteridmie mit
nachfolgender hd&matogener Besiedlung kdnnen Verletzungen der epithelialen Integritéat,
wie z.B. Zahnextraktionen sein [22]. Die Infektionserreger konnen sich auf dem
eingebrachten Fremdmaterial als Biofilm organisieren [23]. Die Keime im Biofilm am
Infektionsort sind fur Antibiotika durch ihren geschitzten Rickzugsort nur schwer
erreichbar. Der Biofilm stellt zudem ein zusétzliches Diffusionshindernis fur
Antibiotika dar, sodass erheblich erhohte, klinisch unter Umstdnden nicht zu
erreichende systemische Dosen notwendig waren, um die Erreger vor Ort zu bek&mpfen
[23-25].  Eine  Protheseninfektion =~ kommt bei der Implantation von

Hufttotalendoprothesen in ein bis zwei Prozent der Falle vor [4].

In Folge einer Infektion ist es oftmals notwendig, die Prothese oder Osteosyntheseplatte
unter antibiotischer Abschirmung zu revidieren. Dabei wird im Falle der Prothese meist
eine lokale Antibiose durch antibiotikabeladene PMMA-Ketten
(Polymethylmethacrylat) oder sogenannte Zementspacer durchgefuhrt [22]. Nachteil
dieser Behandlung ist die Moglichkeit der Selektion resistenter Keime, welche sich nur



Kenntnisstand und Problemstellung

schlecht therapieren lassen. Erhebliche Belastungen fiir die betroffenen Patienten und
vermehrte Kosten fiir das Gesundheitssystem sind die Folge einer Protheseninfektion.

Deshalb gilt in all diesen Féllen der Satz: ,,Prophylaxe ist die beste Behandlung®.

Die entzindliche Komplikation konnte durch eine anfangs bakterizid wirkende
Oberflachenbehandlung von Implantaten, die eine Biofilmbildung verhindert,
umgangen werden. Bis auf den heutigen Tag sind kommerziell antibakteriell
beschichtete Titanimplantate auf dem Markt jedoch noch nicht erhaltlich. Gleichzeitig
spielen antiseptische Wirkstoffe bei lokalisierten Wundinfektionen eine immer groRere
Rolle, da sie durch ihre unspezifischeren Wirkmechanismen eine geringere Gefahr der
Resistenzbildung durch Keime als die meist spezifisch angreifenden Antibiotika mit
sich bringen [26].

In der vorklinischen Erprobung und klinischen Anwendung befinden sich
konsequenterweise zahlreiche antibakterielle Beschichtungen, die auf den drei
Prinzipien der Antisepsis (z.B. Chlorhexidin, quartare Ammoniumverbindungen [27],
lod [28]), der lokalen Antibiose (in Oberflachen eingebrachte Antibiotika wie
Gentamicin) und der oberflachlichen Verwendung antibakterieller Metalle (Zink, Silber,

Kupfer) basieren [4].

Antibakterielle Materialien sollten im Allgemeinen eine Reihe von Bedingungen
erfillen. Dazu gehort erstens ein breites antimikrobielles Spektrum (bakteriostatisch
oder bakterizid), das multiresistente und nosokomiale Keime sowie Pilze einschlief3t. Im
Speziellen sollten die Anheftung von Mikroorganismen und die Biofilmbildung
verhindert werden. Zweitens sollte mdglichst eine l&angerfristige antiseptische Wirkung
bestehen. Zuletzt wird gefordert, dass die physikalischen Eigenschaften der

Tragersubstanz moglichst nicht verandert werden sollten [29].

Bis auf den heutigen Tag hat sich die Vereinbarkeit der infektionsprophylaktischen
Eigenschaften von Oberflachenbeschichtungen mit gleichzeitig guter Biokompatibilitét
als schwierig erwiesen. Zum einen besteht das Problem darin, dass eine
Oberflachenbeschichtung, die das Wachstum von Osteoblasten stimuliert oft

gleichzeitig auch ein verbessertes mikrobiologisches Milieu darstellt, zum anderen kann
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eine bakterizide Oberflache prinzipiell auch zytotoxisch wirken und deshalb

korpereigenes Gewebe schéadigen.

2.2.  Calciumhydroxid als bakterizider Werkstoff

Ein von Braun [20] in der Abteilung fir Funktionswerkstoffe der Medizin und
Zahnmedizin (FMZ) der Universitat Wirzburg entwickelter Ansatz fur eine bakterizide
Oberflache auf Titan besteht in der Anwendung von Calciumhydroxid. Die bakterizide
Wirkung des Calciumhydroxids (geloschter Kalk) beruht auf der Freisetzung von
Hydroxylionen (OH), die in der Umgebung einen stark alkalischen pH-Wert zur Folge
haben. In der Zahnmedizin wird Calciumhydroxid daher seit geraumer Zeit in Form
einer wassrigen Paste als tempordre bakterizide Wurzelkanalfullung und zur
Apexifikation von nicht vollstandig ausgebildeten Z&hnen verwendet. Die
Eigenschaften werden als antibakteriell und biokompatibel beschrieben [30]. Im
Rahmen der Apexifikation ist fur den Kontakt zwischen Knochengewebe und
Calciumhydroxid zudem die Induktion einer Hartgewebebildung nachgewiesen [30]. In
diesem Zusammenhang wurde beobachtet, dass Calciumhydroxid nach einiger Zeit
seine antibakteriellen Eigenschaften durch den Ubergang in chemisch stabilere

Calciumverbindungen verliert.

Braun konnte nachweisen, dass Calciumhydroxid in vitro in Kontakt mit
Gewebsflissigkeit (Kalberserum) zum gewebefreundlichen Hydroxylapatit reagiert
[20]. Sowohl Calciumhydroxid als auch Bruschit und Monetit kénnten in diesem
Zusammenhang entweder als Oberflachenmodifikation mit in vivo-Umwandlung zu HA
oder auch als direkte HA-Beschichtung nach in vitro-Transformation zu HA implantiert
werden [7]. Eine dem Knochen &hnliche Struktur der HA-Beschichtung sollte fiir ein
gutes Anwachsen angestrebt werden. Der Transformationsprozess von Calciumhydroxid
zu Hydroxylapatit geschieht in einer physiologischen Umgebung. Man erhofft sich
davon, dass eine solche knochenédhnliche Struktur entsteht.

2.3.  Antibakterielle Eigenschaften von Silber

Ein anderer Ansatz zur Aufbringung antibakterieller Oberflachen ist die Verwendung

von Silber, Cadmium oder Yttrium, denen eine prophylaktische Wirkung gegen
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bakterielle Entzindungen zugeschrieben wird [16]. Silber stellt einen interessanten
Wirkstoff dar, da es eine ausgepragte und breite antiseptische Wirkung besitzt, gegen
die nur wenige Keime eine Resistenz zeigen, die auf plasmidcodierte Efflux-Systeme
zurlickzufuhren sind [26, 29, 31]. In der Literatur werden Wirkdosen gegen Bakterien,

Pilze und Viren in Konzentrationen von 10 bis 10° mol/I angegeben [26, 29].

Die lonen des Silbers besitzen die Eigenschaft, in Mikroorganismen Thiol-Enzyme
irreversibel zu blockieren [32]. Auch die Atmungskette und der Elektrolyttransport von
Mikroorganismen werden durch Silber unterbrochen [26, 29]. Eine andere
vorgeschlagene Wirkung besteht in der Bindung des Silbers an bakterielle DNA. Die
Folge ist die Unterbindung der bakteriellen Replikation [18]. Silberionen wirken aus
den angefiihrten Griinden in geringen Konzentrationen stark bakterizid und fungizid.

Dagegen ist Silber fiir eukaryonte Zellen in der richtigen Dosis nicht toxisch [33].

Aufgrund seiner antimikrobiellen Eigenschaften wird Silber bereits seit langem
routinemé&fRig als Komponente von Medizinprodukten, z.B. bei der Behandlung von
Verbrennungen eingesetzt. So sind Salben, Wundverbdnde oder mit Silber beschichtete
Katheter erhéltlich [26, 32]. Auch Trinkwasser kann durch den Zusatz kolloidalen

Silbers desinfiziert werden (z.B. Micropur®).

Konsequenterweise gab es auch bereits Ansétze, Silber durch verschiedene Prozesse als
Bestandteil von Oberflachenbeschichtungen (v.a. Hydroxylapatit) auf Titan zu
verwenden, um einer bakteriellen Besiedlung und Biofilmbildung vorzubeugen [18, 23].
Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Beteiligung von Silber an der Beschichtung
in vitro die bakterielle Adh&sion im Vergleich zu reinen HA-Beschichtungen signifikant
verringerte [23]. Die Wirkung von Silber in Hydroxylapatitschichten auch gegen den
Problemkeim MRSA (Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus) konnte in vivo

gezeigt werden [34].

2.4.  Weitere aktuelle Anséatze der Beschichtung

Ein anderer aktueller Ansatz der Weiterentwicklung der Implantatbeschichtungen weg
vom traditionellen Verfahren der Anwendung alleiniger Hydroxylapatitoberflachen ist
die Beimischung von kleinen Mengen anderer Elemente wie Strontium, Magnesium und

Zink, die fur gewohnlich in geringen Mengen auch im natiirlichen Knochen vorkommen
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[16, 35]. Diese Beimengungen sollen zum einen positiven Einfluss auf die
physikalischen Charaktereigenschaften wie Léslichkeit und mechanische Eigenschaften
haben [36]. Alternativ konnten sie auch direkt einen positiven Einfluss (z.B.
Knochenwachstum) auf das umgebende Gewebe ausuben [37, 38].

2.4.1.  Verwendung von Strontium in der Medizin

Strontium ist ein Spurenelement, das vorwiegend in Kalkgestein und Meerwasser
vorkommt. Es lagert sich in Knochen und Z&hne ein [32] und macht einen
Gewichtsanteil von 0,035 % bezogen auf den Gewichtsanteil des Calciums aus [39, 40].
In chemisch gebundener Form ist es ungiftig [32]. Medizinisch wurde es in der
Vergangenheit nur in  Form  radioaktiver  Isotope als  Tracer  fur
Calciumstoffwechselvorgange genutzt, da seine Eigenschaften im Korper denen des

Calciums sehr &hnlich sind [40].

In den Mittelpunkt des medizinischen Interesses geriet Strontium (Strontiumranelat,
Protelos®) zuletzt als neue, zusatzliche Vorbeuge- und Behandlungsoption in der
Osteoporosetherapie [41-45]. Die Leitlinie des Dachverbandes Osteologie (DVO) nennt
Strontiumranelat neben Bisphosphonaten hierbei als Mdoglichkeit der First-Line
Therapie [46]. Eine Strontium-Substitution soll den Knochenturnover in Richtung
Knochendichtegewinn fordern [47] und dem meist durch Ostrogenmangel verursachten
osteoporotischen Knochenschwund entgegenwirken [39, 48]. Die Inzidenz vertebraler
und nicht-vertebraler osteoporoseassoziierter Frakturen wurde in Studien reduziert [41,
47, 49, 50]. Osteoporose kann durch die geringere Knochendichte eine verminderte
Implantatstabilitat nach sich ziehen [51].

Diese Eigenschaften machen Strontium auch fir eine lokale Anwendung in
Oberflachenbeschichtungen interessant. Tats&chlich gibt es diese Ansétze bereits. Es
wurden sowohl lokal Strontium abgebende und prinzipiell Strontium dotierte
Hydroxylapatitoberflachen, als auch im Tierversuch vorgenommene Implantationen mit
gleichzeitiger systemischer Strontiumgabe beschrieben [16, 35, 52, 53]. Eine
verbesserte Implantateinheilung kénnte aus einer mit Strontium dotierten Oberflache
folgen. In der Literatur sind noch keine Ansdtze zur Dotierung elektrochemischer
Beschichtungen mit Calciumhydroxid erwahnt worden.
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2.4.2.  Physiologische Wirkungen von Magnesium

Neben Strontium steht auch das Magnesium im Interesse der Forschung. Im
menschlichen Korper sind etwa 20-25 g Magnesium enthalten. Die Hélfte davon entfallt
auf Knochen und Zahne [32]. Die Magnesiumkonzentration in den Hartgeweben
Knochen und Dentin betrégt etwa ein Massenprozent [1, 54]. Andere Quellen geben

etwa 0,5 % des Mineralgewichtes an [55].

Magnesium  wird  stets mit  einer  Einflussnahme  auf  biologische
Mineralisierungsprozesse in Zusammenhang gebracht, insbesondere soll es inhibitorisch
auf das wahrend der Biomineralisation ablaufende Apatit-Kristallwachstum bzw. auf die
resultierenden Apatit-KristallitgrofRen wirken [54, 56-59]. Es soll ebenfalls auf die
Calciumphosphatprazipitation in biologischen Fluiden eine inhibitorische Wirkung
haben [60]. Andererseits fuhrt eine Hypomagnesidmie zur Osteopenie, einer Vorstufe
der Osteoporose mit verminderter Knochendichte [61]. Es konnte gezeigt werden, dass
Magnesium die alkalische Phosphatase aktivieren kann [54]. Insgesamt ist die
Bedeutung des Magnesiums im Knochenstoffwechsel jedoch noch nicht gut verstanden
[54, 60]. Ist es in die mineralische Phase integriert, so wird Magnesium eine
vermindernde Wirkung auf die Loslichkeit des Minerals zugeschrieben [56, 58].

Besonders der Effekt der erniedrigten Loslichkeit ist von Interesse. Fir HA-
Beschichtungen wurde bereits beschrieben, dass sie bioresorbierbar sind. Es stellt sich
jedoch die Frage, ob eine zu schnelle Resorption nicht die Verbindung zwischen
Implantat und Knochen schwéchen kann [36]. Eine Losung fur dieses Problem waére
mdoglicherweise eine dotierte Beschichtung mit erniedrigter in-vivo-Loéslichkeit bzw.

verlangsamter Degradation.

2.4.3. Verwendung von Zink in der Medizin

Es wurde in der Vergangenheit auch versucht, Oberflichen mit dem Element Zink zu
dotieren. Zink kommt als essentielles Spurenelement in einer Menge von 2-4 g im
menschlichen Korper vor. Im Blut erreicht es Konzentrationen von 6-12 mg/dl, im
Plasma von 80-110 pg/dl [32, 37]. Zink ist ein wichtiger Cofaktor fur etwa 200 Enzyme
im Menschen, darunter das im Zusammenhang mit dieser Arbeit stehende typische
Zink-Metalloenzym  alkalische  Phosphatase als bedeutendes Enzym  des

Knochenstoffwechsels. Zink hat tber die Stimulierung dieses Osteoblastenenzyms und
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Uber eine Steigerung des DNA-Gehaltes in Knochenzellen einen direkten positiven
Einfluss auf die Knochenneubildung [37, 62, 63]. Weiterhin wird Zink eine spezifisch
inhibitorische Wirkung auf Osteoklasten zugeschrieben [64, 65]. Eine wichtige Rolle
spielt Zink auch beim Wundheilungsvorgang. Vitamin A als wichtiger Faktor der

Wundheilung kann nur in dessen Gegenwart verwertet werden [32].

Eine Zinkabgabe im Bereich eines eingebrachten Implantates konnte aus diesen
Grunden eine verstarkte Knochenapposition und verbesserte postoperative Heilung im
periimplantéren Gewebe nach sich ziehen [66]. In der Literatur wird folglich ausfihrlich
Uber verschiedene Ansétze der Modifizierung von Knochenzementen und Keramiken
mit Zink zur Nutzung der positiven Effekte berichtet [37, 38, 66, 67].

Die klinische Anwendung von Zinkpréparaten ist routinemafig in der Dermatologie und
Zahnmedizin verbreitet. Zinkoxid wird in der Dermatologie als Basisbestandteil von
Pasten und Salben (Zinkpaste, Zinkschuttelmixtur), in der Zahnmedizin als Bestandteil
von Wurzelfullungsmaterialien (z. B. Guttapercha) und Zinkoxid-Zementen eingesetzt
[30, 68].
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3. Material und Methode

3.1. Vorbereitende Schritte

3.1.1. Geréte und Hilfsmittel

Strahlsand: Korund (Al,O3), Korox 50 um, Fa. BEGO, Bremen
Sandstrahlgerat Basic Quatro, Fa. Renfert GmbH, Hilzingen
Reinstwasseranlage, Fa. USF Pure Lab Plus GmbH, Ramsbach-Baumbach
Extran MA 03 phosphatfrei, Fa. Merck KG AG, Darmstadt
Ultraschallbad, Fa. Bandelin Electronic GmbH & Co KG, Berlin

3.1.2.  Vorbereitung der Titanplattchen

a) Reinigung

Die als Elektroden verwendeten runden Titanplattchen wiesen einen Durchmesser von
15,5 mm und eine Dicke von 1 mm auf. Herausgetrennt wurden sie zuvor aus einem
entsprechenden Titanblech. Als Vorbehandlung fir die elektrochemische Beschichtung

wurden sie durch das folgende Verfahren im Becherglas gereinigt:

- 10 min Ultraschallbad in Aceton (Entfernung der Schleiféle)
- 10 min Ultraschallbad in 5 % Extranldsung

- 10 min Ultraschallbad in aqua dest.

- 10 min Ultraschallbad in erneuertem aqua dest.

- Aufbewahrung in gereinigtem Glasgefal}

b) Strahlen mit Korox

Nach dem Reinigen wurden die Proben im Sandstrahlgerdt mit Korox 50 fir jeweils
10s bei 3 bar Luftdruck und 2 cm Strahlabstand gleichmé&Rig gestrahlt. Mit der
Sandstrahlung sollte die Oberflaiche der Titanplatichen im  Sinne einer
OberflachenvergréRerung und Oberflachenaufrauhung zur besseren Schichtabscheidung
und Schichthaftung am Titan modifiziert werden. Ein mdglicher unerwiinschter
Nebeneffekt dieser Behandlung ist allerdings darin zu sehen, dass die Sandstrahlung
einen Energieeintrag mit sich bringt, der die passivierte Titanoberfliche mit Al,O;

kontaminiert.
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¢) Reinigung

Nach erfolgter Sandstrahlung wurde nochmals nach folgendem Schema gereinigt:

- 10 min Ultraschallbad in 5 % Extranldsung
- 10 min Ultraschallbad in aqua dest.
- 10 min Ultraschallbad in erneuertem aqua dest.

- Aufbewahrung in gereinigtem Glasgefal

Der Grund fur die nochmalige Nachreinigung war die Verunreinigung der Plattchen
durch Strahlsand und Abrieb von Sand und Titan. Auch eine mdgliche Verunreinigung
der Oberflache durch manuelle Kontamination (Handschuhpuder, Hautfett) wurde durch

die nochmalige Reinigung wieder entfernt.

3.2.  Herstellen des Elektrolyten

3.2.1. Erlauterung des Elektrolyten

Die Beschichtung in dieser Arbeit erfolgte auf elektrochemischem Wege.

Ein Elektrolyt ist eine Ldsung, die beim Anlegen einer Spannung Strom leitet. Der
Strom wird hierbei durch den Transport von in der Ldsung vorhandenen lonen als
Ladungstragern gestellt. An den Elektroden im Elektrolyten laufen gleichzeitig
chemische Prozesse ab. An der Kathode werden hierbei Ladungstréger reduziert, an der
Anode werden Ladungstrager oxidiert. Der unten beschriebene Elektrolyt wurde zur
Abscheidung einer Calciumhydroxidschicht auf den vorbereiteten Titanplattchen

benutzt.

3.2.2.  Elektrolyt und Dotierung

Herstellung der Elektrolytlosung

Als Basiselektrolyt wurde die weiter unten beschriebene, von Braun [20] in der FMZ
Wirzburg entwickelte Elektrolytldsung verwendet. Ein bis auf die Zitronensdure
ahnlicher Elektrolyt wurde auch von Kuo et al. zur Abscheidung von HA auf Titan
beschrieben [17]. Bestandteile des Basiselektrolyten zur optimalen Abscheidung von

Calciumhydroxid auf Titan sind (nach Braun):
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Calciumnitrat-Tetrahydrat Ca(NO3),*4H,0: 0.084 mol/I (19,84qg/1)
Diammoniumhydrogenphosphat (NH4)2HPO, 0,025 mol/I (3,3g/1)
Citronensaure CsHgOy 0,050 mol/I (9,69/1)

Dem Elektrolyten wurden nacheinander Calciumnitrat, Citronensdure und
Diammoniumhydrogenphosphat  hinzugegeben. Die Reihenfolge musste streng

eingehalten werden, um ein Ausflocken der Lésung zu verhindern.

Die unten aufgelisteten Salze wurden nun als Dotierung in aufsteigender Konzentration
von 1 % uber 3 % (nur flr Zink), 5 % bis zu 10 % der molaren Calciumkonzentration
dem Ausgangselektrolyten hinzugefiigt. Ammoniumsalze wurden bevorzugt, da sie zum
einen gut wasserloslich sind und zum anderen keine neuen Anionen in den Elektrolyten
einbringen. Die in der Losung vorhandene NH,"-Konzentration wurde dabei nur

minimal veréndert.

Als Metallsalze verwendet wurden:

Strontiumnitrat Sr(NOs), Merck KgaA, Darmstadt
Magnesiumnitrat-Hexahydrat Mg(NO3), x 6H,O0  Merck KgaA, Darmstadt
Zinknitrat-Hexahydrat Zn(NO3), x 6H,0 Sigmar-Aldrich-Chemie
GmbH, Buchs
Dinatriumhydrogenphosphat Na;HPO, Merck KgaA, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, Merck KgaA, Darmstadt
Silbernitrat AgNO; Merck KgaA, Darmstadt
Mangan(l1)-sulfat-Monohydrat MnSO,4 x H,0O Merck KgaA, Darmstadt
Kupfer(Il)sulfat-5-hydrat Cu(SO4 x 5H,0) Merck KgaA, Darmstadt

Aufsteigende molare Konzentrationen (100 % = 0,084 mol/l = Calciumanteil):

1% 0,00084 mol/l
3% 0,00252 mol/l
5%  0,00420 mol/l
10 % 0,00840 mol/l
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3.3.  Elektrochemische Abscheidung

3.3.1. Prinzip der galvanostatischen Beschichtung

Zur Beschichtung der Titanplattchen mit dotierten Calciumhydroxiden wurde das von
Braun 2005 in der FMZ Wauirzburg entwickelte,  galvanostatische
Abscheidungsverfahren gewéhlt [20]. Dieses ermoglicht eine einfache Prozessfuhrung
und ist vergleichsweise ginstig [7]. Die Abscheidung erfolgt bei konstanter Stromstérke
aus dem Elektrolyten.

Bei der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Beschichtung handelt es sich um eine
galvanostatische, kathodische Beschichtung. Der vorliegende Elektrolyt stellt ein
metastabiles System dar. Mit dem Zusatz der Zitronensdure wird ein Ausfallen von
Calciumphosphatverbindungen durch den niedrigen pH-Wert inhibiert. Der pH sinkt
dabei nach Zugabe der Zitronenséure von 4,1 auf 2,3. Das Ausfallen von Ca(OH), wird
durch einen lokal an der reduzierenden Elektrode erhthten, basischen pH im Rahmen
folgender Reaktion eingeleitet:

2 H30" + 2 & — H; + 2 H,0 (im sauren Milieu) oder

2 H,O + 2 e — H, + 2 OH (im basischen Milieu)

Die Abscheidungsreaktion kann in diesem Zusammenhang jedoch nicht alleine durch
die pH-Anderung an der Elektrode erklart werden. Eine weitere Rolle spielt der
bekannte Effekt des Citrates, das Calciumphosphatausfallungen inhibiert [69]. Durch
beide Effekte (pH-Wert Erhohung und Citratanioneneinfluss) wird an der Kathode
Calciumhydroxid abgeschieden.

In der vorliegenden Arbeit wurde nun der Elektrolyt durch verschiedene Metallsalze
modifiziert. Sekundédr kann daraus eine Dotierung der auf Titan abgeschiedenen

Beschichtung erfolgen, die nachfolgend charakterisiert und quantifiziert wird.

3.3.2. Gerate und Hilfsmittel

High Power Potentiostat HP96, Fa. Bank Electronic GmbH, Claustal-Zellerfeld
Messwiderstand, Fa. EKF, Hamm
Thermostat Typ A100, Fa. Dr. R. Wobser GmbH & Co KG, Lauda

Temperaturgeregelte, doppelwandige elektrochemische Zelle, Fa. Schott AG, Mainz
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Titanplattchen (d = 15,5 mm, h = 1mm), Herstellung in der technischen Werkstatt der
ZMK-KIlinik Wiirzburg

4-fach-Probenhalter fiir Titanplattchen als Arbeitselektrode

Zylindrisches Platinnetz als Gegenelektrode

3.3.3.  Verwendung des Potentiostaten

Zur Beschichtung wurde als Spannungsquelle ein Potentiostat benutzt. Mit dem
Potentiostaten ist es moglich, sowohl konstante Spannungen einzustellen, als auch
konstante Stromstérken bei sich veranderndem Widerstand der elektrochemischen Zelle
abzugeben. AuBerdem sind so genannte Spannungsrampen fahrbar, bei denen die
angelegte Spannung gleichmaRig Uber eine einstellbare Zeit hoch- oder
heruntergefahren werden kann.

Mit dem Potentiostaten wurden in einer ersten Messreihe die fir die optimale
galvanostatische Beschichtung erforderliche Stromstarke durch das Durchlaufen einer
Spannungsrampe fiir jeden Elektrolyten bestimmt. Ein in der Strom-Spannungskurve
des Elektrolyten erkennbares Stromplateau wurde als Indikator fir eine optimale
Stromdichte bzw. absolute Stromstarke flr die Schichtabscheidung herangezogen. Die
Beschichtung der Titanplattchen erfolgte danach mit der bestimmten optimalen
Stromstérke. Der Potentiostat diente in diesem Fall als Gleichstromquelle konstant
bleibender Stromstérke. Die fir die Konstanthaltung der Stromstdrke im Stromkreis
notwendige Spannung stieg wahrend des Beschichtungsprozesses laufend an, da
gleichzeitig mit dem Auftragen der Beschichtung auf die Titan-Elektrode der
Oberflachenwiderstand durch die isolierende Ca(OH),-Apposition zunahm. In einem
Plateaubereich erhohte sich offensichtlich der Oberflachenwiderstand der Elektrode bei
gleichbleibendem Stromfluss (vgl. Kapitel 4.1). Es wird postuliert, [70] dass dies durch

das Auftragen der Beschichtung geschieht, welche an der Oberfl&che als Isolator wirkt.

3.3.4. Galvanostatische Beschichtung

Calciumhydroxid wurde kathodisch an jeweils gleichzeitig vier gestrahlten
Titanplattchen abgeschieden, was die Bereitstellung einer grolen Menge von Proben
erst moglich machte. Die Abscheidung erfolgt hierbei im basischen Milieu an der
Kathode. Als Anode diente im Versuch ein zylinderférmiges Platinnetz (d = 8 cm,

h=6cm). Die Ca(OH),-Beschichtungen wurden im Anschluss an den
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Beschichtungsprozess sofort mit destilliertem Wasser gespult, um ein Wiederauflosen

der Schicht im sauren Milieu zu verhindern.

Sample Holder/
Working Electrode (Anode)

s N ;=
o) ®

y

i ®
it @ ®e

foring Electrode

Electrolyte N\ \

Counter Electrode (Cathode) Potentiostat/Galvanostat

°
CourterBciods | noflce
s

Abbildung 1: Aufbau der Beschichtungsvorrichtung mit Potentiostat und
elektrochemischer Zelle.

Die Temperatur wahrend des Abscheidungsprozesses wurde mit einem Thermostaten
des Typs A100 in einer temperaturgeregelten, doppelwandigen elektrochemischen
Zelle konstant bei 50 °C gehalten. Der pH wurde durch die dem Elektrolyten
hinzugefuigte Zitronensdure auf niedrigem Niveau (pH 2,3) gehalten. Eine Dauer der

elektrolytischen Abscheidung von 15 Minuten wurde fir alle Beschichtungen gewahlt.
3.3.5. Bestimmung der abgeschiedenen Massen

Die Masse der abgeschiedenen Beschichtung wurde im getrockneten Zustand durch die

Massendifferenz der jeweiligen Titanelektroden vor und nach Beschichtung erfasst.

3.4. Einlagerung in simulierte Korperflussigkeit

Die Insertion eines Implantates in den menschlichen Kdrper verursacht eine molekulare
Reaktion zwischen der Oberfliche des Implantats und der umgebenden

Korperfllssigkeit. Lésungs-, Reprazipitations-, Desorptions- und Adsorptionsprozesse
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kdénnen an der Implantatoberflache stattfinden. Umwandlungen in thermodynamisch
stabilere Verbindungen sind mdglich. Notwendig ist daher fur Beschichtungen die
Beobachtung dieser Reaktionen in in-vitro-Studien.

Simulated Body Fluid (SBF nach Kokubo [72]) ist ein in der Literatur hdufig benutztes
anorganisches Medium, mit welchem Extrazellularflissigkeit flr in-vitro-Studien
simuliert wird. Es entspricht in der anorganischen Zusammensetzung néherungsweise

menschlichem Blutplasma (vgl. Tabelle 1) [73].

Tabelle 1: lonenkonzentrationen in SBF und humanem Blutplasma [7171]

Konzentration [mmol/ dm?]
lon Simulated Body Fluid
(SBF) Humanes Blutplasma
Na" 142.0 142.0
K" 5.0 5.0
Mg 1.5 1.5
Ca” 2.5 2.5
CI 147.8 103.0
HCO3 4.2 27.0
HPO,” 1.0 1.0
SO~ 0.5 0.5

Nach Vorversuchen wurde auf die von Braun verwendete Einlagerung auch in
DMEM/Zellkulturmedium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) verzichtet, da auch
nach 14-tdgigem Verlauf Kkeine qualitativen Unterschiede im Verhalten der
Beschichtung im Vergleich mit SBF im Roéntgendiffraktometer beobachtet werden

konnten.

3.4.1. Herstellung des SBF

Das SBF-Einlagerungsmedium wurde anhand der Anleitung von Kokubo et al.
hergestellt. Dabei wurden in 750 ml aqua dest. bei 37 °C die in Tabelle 2 verzeichneten
Losungsbestandteile jeweils nacheinander bis zur restlosen Auflésung hinzugegeben.
Nach erfolgter Losungsherstellung wurde der pH-Wert mit wenig HCI (1 mol/l) von pH
7,35 auf pH 7,25 titriert.
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Tabelle 2: Chemikalien zur Herstellung von SBF (pH 7.25, 1 L).
Reihenfolge Chemikalie Menge [g/l]
1. NaCl 7.996
2. NaHCOs 0.350
3. KCI 0.224
4. K2HPO4 x 3H,0 0.228
5. MgCl; x 6H,0 0.305
6. 1 mol/l HCI 40 cm®
7. CaCl, 0.278
8. Na,SO4 0.071
9. (CH,OH)3CNH; 6.057
10. 1 mol/l HCI Menge flr genaue pH-
Einstellung

3.5.  Charakterisierung

Das Verhalten der aufgebrachten, dotierten Ca(OH),-Schichten wurde mittels
Rontgendiffraktomie  und  Massenspektrometrie  (ICP-MS)  analysiert.  Die

Oberflachenbeschaffenheit wurde mit dem Rasterelektronenmikroskop betrachtet.

3.5.1. Rontgendiffratometrie (XRD)

Die chemische Zusammensetzung der aufgebrachten Schichten wurde durch die
Rontgendiffraktometrie im XRD (X-Ray-Diffraction) bestimmt. Die chemische Analyse
erfolgt hierbei (iber die Beugung von monochromatischen ROntgenstahlen am
bestrahlten Material. Die Beugung der Rontgenstrahlen erfolgt an den im untersuchten
Stoff vorhandenen regelmaliig angeordneten Netzebenen, deren Abstand in Festkdrpern
kleiner als 1 nm und materialspezifisch ist [74]. Es ergeben sich fir Reflexionen an
verschiedenen Netzebenen unterschiedlich lange Laufwege (materialspezifisch). Dies
fihrt zu einer relativen Phasenverschiebung der Rdntgenstrahlen gegeneinander. Unter

bestimmten Einstrahlungswinkeln treten folglich konstruktive Interferenzen (Maxima)
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der reflektierten Strahlung am Detektor auf, die detektiert und als materialspezifische,
winkelabhangige Peaks im Diagramm aufgetragen werden konnen [74]. Rickschlisse
auf die chemische Beschaffenheit des bestrahlten (kristallinen) Materials sind daher
uber den Netzebenenabstand, bzw. primér tber die Verteilung der Glanzwinkel méglich
[74].

Das verwendete Rontgendiffraktometer (Siemens 5005, Fa. Siemens, Karlsruhe) war
ausgestattet mit einer Cu-Anode, einem Ni-Filter zum Herausfiltern der unerwiinschten
Ka-Strahlung und einem Szintillationszahler. Gemessen wurden in der vorliegenden
Arbeit charakteristische Beugungsreflexe fir die aufgetragenen Beschichtungen
zwischen 10 und 70 Grad (2 ®) bei einer Schrittgeschwindigkeit von 1,2 Grad/min und
einer Schrittweite von 0,02 Grad. Die Kathodenspannung der Rontgenrohre betrug 40

kV bei einem Strom von 50 mA.

3.5.2.  Massenspektrometrie (ICP-MS)

Das ICP-MS (Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometry) ist ein quantitatives
Messverfahren flr die Elementanalyse. Eine in Losung gegangene Probe wird Uber eine
Pumpe angesaugt, zerstaubt und in einem Argonplasma ionisiert.

Ein lonenstahl aus dem Plasma wird beschleunigt und fokussiert, in einem Quadrupol
nach Masse-Ladungs-Verhaltnissen separiert und auf einen Detektor gerichtet. Dieser
misst die Anzahl der lonen pro Masse-Ladungsverhaltnis. Aus der Zahlrate ist der
spezifische Ruckschluss auf die Konzentrationen der gemessenen lonen in der Ldsung

moglich.

Analysiert wurden mit dem ICP jeweils drei Proben der aufgetragenen, dotierten
Beschichtungen. Dazu wurden die Schichten in 1ml Suprapur (hochreine Salpeterséure)
aufgeldst und mit Reinstwasser verdinnt. Die aufgelosten Beschichtungen konnten in
Folge im ICP-MS auf ihr elementares Verhaltnis von Calcium zu Fremdmetallionen

analysiert werden.
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3.5.3. Rasterelektronenmikroskop

Die galvanostatisch aufgetragene Oberflachenbeschichtung wurde mit dem
Rasterelektronen-Mikroskop DSM 949 (Carl Zeiss AG, Oberkochern) auf ihre
Oberflachenstruktur und Morphologie hin untersucht. Dies geschah fur jede Dotierung

jeweils vor und nach 7 Tagen Einlagerung in SBF.

Um eine leitfahige Oberflache zu erhalten, wurden die Proben zuvor unter
Zuhilfenahme eines Sputter Coater K550 (Fa. Emitech) mit Gold bedampft. Die
Beschleunigungsspannung betrug 10 KkV. Die VergroRerung variierte je nach
Oberflachenbeschaffenheit.

3.5.4. Einlagerung der Plattchen in SBF

Ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die durch die Dotierung der
Ausgangslosung veranderte Zusammensetzung der Calciumhydroxidschicht hinsichtlich
ihres Auslaugungsverhaltens, bzw. in ihrer lonenabgabe in Simulated Body Fluid zu
charakterisieren. Dies sollte die physiologischen Verhéltnisse in der periimplantéren
Region nach einer Implantation simulieren. Dies wurde als Versuchsreihe sowohl mit,
als auch ohne téaglichen SBF-Austausch durchgefuhrt. Der tagliche Austausch des
Mediums sollte die sich ebenfalls austauschende Extrazellularflissigkeit in der Nahe
des in den Kdrper eingebrachten Titanimplantates simulieren. Wurde die Flussigkeit
nicht ausgetauscht, so war es moglich, das sich einstellende Ldsungsgleichgewicht der
Dotierung zwischen Schicht und Ldsungsmedium zu bestimmen. Folglich wurden die
Konzentrationen der Fremdionen im SBF nach der Einlagerung qualitativ und
quantitativ durch ICP-Messungen bestimmt. Es wurde auf die Einlagerung der
Dotierungen mit Magnesium, Kalium und Natrium verzichtet. Grund dafir war die
Tatsache, dass diese lonen auch in SBF vorhanden sind (vgl. S. 18, Tabelle 1). Eine
Auswertung mit der Massenspektrometrie ware in diesem Falle durch die gegenseitige
Uberlagerung der im Simulated Body Fluid vorhandenen lonen und der abgegebenen
lonen aus der Schicht nicht moglich gewesen.
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Material und Methode

Die beschichteten Plattchen wurden in jeweils 10 ml SBF bei 37 ° C eingelagert. Als
Einlagerungszeiten wurden einer, drei und sieben Tage gewéhlt. Nach diesen Zeiten
wurden die Plattchen entnommen, mit Reinstwasser gespult und getrocknet. Jeweils 3
Proben des SBF wurden fir jede Dotierung und jeden Tag herangezogen. Fir ein- und

flinfprozentige Dotierungen wurde auf die Einlagerung verzichtet.
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4. Ergebnisse

4.1. Bestimmung der Strom-Spannungs-Kennlinie

Die fur eine gute Abscheidung optimale Stromstarke, bzw. Stromdichte wurden aus
einer zuvor aufgenommenen Strom-Spannungs-Kennlinie des entsprechenden
Elektrolyten bestimmt, sofern diese eine Aussage zulie. In der Strom-Spannungs-
Kurve wurde jeweils ein sich abzeichnendes Stromplateau bei steigender Spannung als
optimaler Abscheidungsbereich angenommen. Da die Stromstarke hier bei steigender
Spannung unverdndert blieb, erhohte sich in diesem Bereich offensichtlich der
Oberflachenwiderstand der Elektrode. Deshalb wird postuliert [70], dass dies durch das
Auftragen der Beschichtung geschah, welche an der Oberflache als Isolator wirkte. Es
war jedoch nicht mit jeder Dotierung ein erkennbares Stromplateau erzielbar. In diesem
Falle wurde dieselbe Spannung wie beim Basiselektrolyten verwandt.

Abbildung 2 und Abbildung 3 zeigen jeweils eine Strom-Spannungs-Kennlinie mit,
bzw. ohne erkennbares Stromplateau. In Tabelle 3 werden die fur den

Beschichtungsvorgang verwendeten Stromstérken dargestellt.

2500 Spannungskennlinie a0l  Spamnungskeminie it 10 %S
der Ausgangsloesuing ol
-2000 ol
50}
s} E <
£ E
- aob £
-1000 - ol
200}
50 -
00
0 0

o

Abbildung 2 (li.):  Strom-Spannungs-Kennlinie des undotierten Ausgangs-
elektrolyten mit Stromplateau.

Abbildung 3 (re.): Strom-Spannungs-Kennlinie mit 10 % Sr-Dotierung ohne
Plateau.
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Elektrolyt I in mA/cm® Elektrolyt I in mA/cm®
Standard 82,15 Mg 10 % 100,7
Sr1% 82,15 Agl% 82,15
Sr5% 82,15 Zn 3% 79,5
Sr10 % 82,15 K5% 84,8
Mg 1 % 86,12 Na 5 % 90,1
Mg 5 % 86,12 -- --

Tabelle 3:  Fir verschiedene Elektrolytdotierungen bestimmte Stromstérken.

4.1.1. Einfltsse der Dotierungen auf die Massenabscheidung

Die Beschichtung wurde wie im Kapitel Material und Methoden dargestellt
durchgefihrt. Fur alle Dotierungen mit Strontium, Silber, Zink und Magnesium ergaben
sich jeweils Abscheidungen auf den Titanplattchen. Fir Silber ergaben sich jedoch nur
fir die einprozentige, fur Zink nur fir die dreiprozentige Dotierung brauchbare
Beschichtungen. Versuche mit Mangan- und Kupfersalzen scheiterten daran, dass es
entweder zu Uberhaupt keiner Abscheidung kam (Mangan), oder diese nicht in gleicher
Weise zu reproduzieren waren (Kupfer).

Die beiden Versuchsreihen mit Kalium- und Natriumdotierungen wurden aufgegeben,
da auch im Auslagerungsmedium SBF, bzw. in extrazellularer Flussigkeit groRe Na'-
und K*-Konzentrationen vorhanden sind und damit die dotierungsbedingte
lonenauslagerung in Messungen (berlagert wiirde.

Durch die Dotierung des herkémmlichen Elektrolyten ergaben sich beim Abscheiden
der Schicht auf den Titan-Probekdrpern deutliche Unterschiede, was die aufgetragenen
Massen der Beschichtungen anging (siehe Abbildung 4). Waéhrend die Basis-
Abscheidung ohne Dotierung eine mittlere Massenabscheidung von 4,35 mg pro cm?
vorwies, war diese bei der Dotierung mit 1 % Silber schon um das Doppelte auf 8,89
mg/cm? gesteigert. Die Dotierung mit 3 % Zink wies einen mittleren Massenzuwachs
um 19,25 mg/cm? auf. Natrium - und Kaliumdotierungen (8,5 mg/cm? und 6 mg/cm?)
erzeugten deutlich dickere Beschichtungen als die Beschichtung mit dem
Basiselektrolyten (4,35 mg/cm?).
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Massenabscheidung verschiedener Elektrolyte
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Abbildung 4: Massenabscheidung aus verschiedenen Elektrolyten pro cm?.

Mit den in den Versuchsreihen ebenfalls genutzten Dotierungen von 10 % Strontium
und 10 % Magnesium ergaben sich im Verhéltnis zur Standardabscheidung geringere
Schichtmassen (3,95 und 2,35 mg/cm?).

Keine groflen Abweichungen der Massenabscheidung lieRen sich hingegen fur die

aufsteigenden Konzentrationen von Strontium nachweisen (siehe Abbildung 4).

4.1.2. Massenverluste wahrend der Einlagerung in SBF

Wahrend der Einlagerung der beschichteten Proben kam es im Kontakt mit Simulated
Body Fluid (SBF) zu Ldsungs- und Umbauvorgéngen an den Plattchenbeschichtungen.
Schon Braun konnte nachweisen, dass die von ihm verwendete Beschichtung mit
Calciumhydroxid sich sowohl im Zellkulturmedium DMEM, als auch in SBF nach
wenigen Tagen zu Hydroxylapatit umwandelte [20]. Bisher nicht quantifiziert und
beobachtet wurden die Massendifferenzen, welche die Beschichtungen bei Einlagerung
in SBF zeigen.

Die in Abbildung 5 gezeigten Proben wurden fur diesen Versuch nach dem ersten,
dritten und siebten Tag aus dem Medium entfernt. Ein Medienwechsel fand wahrend

dieser Zeit nicht statt.
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Massendifferenz verschiedener Schichten pro cm?2 nach
unterschiedlicher Einlagerungszeit in SBF
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Abbildung 5: absolute (oberes Diagramm) und prozentuale (unteres Diagramm)
Massendifferenz verschiedener Schichten nach unterschiedlichen Einlagerungszeiten in
SBF.

In der hier durchgefuhrten Beobachtung zeigte sich, dass der Massenverlust der
Beschichtung ohne Dotierung [Ca(OH).], der Dotierung mit 10 % Strontium und 1 %
Silber am ersten Tag am groRten war. Fur die Dotierung mit 10 % Magnesium erreichte

er am siebten Tag und fir die Dotierung mit 3 % Zink am dritten Tag ein Maximum.

In Abbildung 6 sind die mittleren Massendifferenzen nach Einlagerung in SBF mit und
ohne taglichen Medienwechsel dargestellt. Im Gegensatz zu den in Abbildung 2
dargestellten Verlusten kommt es beim tdglichen Medienwechsel zu einer
Massenzunahme fir die Beschichtung mit 1 % Silber- und 10 % Strontiumdotierung.

Fur die Dotierung mit 3 % Zink kommt es hingegen zu einem Massenverlust.
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Andere Dotierungen konnten nicht gemessen werden, da diese Messreihe mit den
Messreihen in Kapitel 4.4 verknipft war. Flr andere Dotierungen als die in Abbildung 6
aufgefiihrten waren die vorgenommenen Messungen nicht sinnvoll, da es zu

Uberlagerungen von Dotierung und SBF-Bestandteilen (Mg, K, Na) gekommen wire.

Massendifferenz pro Plattchen nach 7 Tagen Einlagerung in SBF
6
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-12
Elektrolyt [Dotierungen]

Abbildung 6: Mittlere Massendifferenzen der Beschichtungen nach Einlagerung in SBF
mit und ohne tdglichen Medienwechsel.

4.2.  Chemische Charakterisierung der aufgebrachten Schichten

Die chemische Charakterisierung der elektrochemisch aufgebrachten Schichten erfolgte

durch die Rontgendiffraktomie (siehe Kapitel 3.5).

4.2.1. Umwandlungsdynamik von Ca(OH), zu HA in SBF

Durch die Einlagerung der dotierten Schichten in SBF sollte es in vitro zu einer
Umwandlung des Calciumhydroxides in HA kommen. Braun konnte in der
vorausgegangenen Arbeit zeigen, dass die Umwandlung dafir in DMEM drei Tage
brauchte. Da in dieser Arbeit SBF als Medium benutzt wurde und Braun zeigen konnte,
dass sich in vitro keine weiteren Umwandlungen mehr nach langerer Zeit zeigten,
wurde der Endpunkte der Einlagerung in dieser Arbeit bei sieben Tagen festgelegt.
Damit sollte sichergestellt werden, dass die Umwandlung sicher abgeschlossen war. Als

Referenz zu den dotierten Proben wurden Proben der Ausgangsbeschichtung ohne
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Dotierung herangezogen. Fur die Charakterisierung im Rontgendiffraktometer wurde

jeweils eine Probe vor und nach der Einlagerung verwendet.

4.2.2. Charakterisierung der Standardbeschichtung ohne Dotierung

Abbildung 7 zeigt als Vergleichsreferenz fur die nachfolgenden Dotierungen die
Rontgendiffraktogramme der Beschichtung nach Braun vor und nach Einlagerung in
SBF. Es war festzustellen, dass vor der Einlagerung die fur Calciumhydroxid typischen

Glanzwinkel und die des unter der Beschichtung liegenden Titans vorhanden waren.

Standardbeschichtung
600
500
Ti— —— Ca(OH), vor Einlagerung
—— nach 7 Tagen in SBF
400
. HA
[%2]
oM
-H"" L.AJ\_J\\__‘_/
200
Ca(or), Ca(OH)
PR by
b —\J u w
0 I T I T I T I T I T 1
20 30 40 50 60 70
2Qin°

Abbildung 7: ROntgendiffraktogramm  der elektrochemischen  Calciumhydroxid-
Beschichtung ohne Dotierung im Ausgangszustand und nach 7 Tagen in SBF.

Die graue Kurve zeigt dieselbe Beschichtung nach sieben Tagen Einlagerung in
Simulated Body Fluid. Es bildeten sich die fur Hydroxylapatit typischen Maxima aus.
Dies stellte eine schnellere Umwandlung dar, als sie fir andere Umwandlungen in der
Literatur beschrieben wurde [6, 11].
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4.2.3. Charakterisierung der Beschichtung nach Silberdotierung des
Elektrolyten

Dotierung mit 1 % Ag
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450

g —— Ag 1% nach 7 Tagen Einlagerung in SBF
400 HA — Ag 1% vor Einlagerung

350 / ~ Ag
300 l

250 +
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cps

200
150 Ca(OH),

100

50 1

2Qin°

Abbildung 8: Rontgendiffraktogramm der Beschichtung nach Dotierung des
Ausgangselektrolyten mit 1 % Ag im Ausgangszustand und nach 7 Tagen in SBF.

Die Dotierung mit Silber fiihrte zu zwei Ergebnissen. Sehr deutlich zu sehen war wieder
die Umwandlung von Calciumhydroxid (schwarze Kurve) zu Hydroxylapatit (graue
Kurve) nach sieben Tagen Einlagerung in SBF. Auffallig war eine niedrige Intensitat
der Ca(OH),-Peaks vor Einlagerung trotz makroskopisch erheblich dicker aufgetragener
Beschichtungen als der des Basiselektrolyten (S. 24, Abbildung 4). Gleichzeitig traten
nach sieben Tagen in SBF aber im Vergleich zu den vorigen Beschichtungen erheblich
groRere Intensitaten fir HA auf. Zusatzlich waren auch Maxima fur die Glanzwinkel
elementaren Silbers nachweisbar. Eine Abscheidung von elementarem Silber in die
Basisbeschichtung hinein war hier folglich direkt nachzuweisen. Die Peaks fir Silber

nahmen nach der Einlagerung an Intensitét zu.
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4.2.4. Charakterisierung der Beschichtung nach Strontiumdotierung des
Elektrolyten

Dotierung mit 10 % Sr
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Abbildung 9: Rontgendiffraktogramm der elektrochemischen Beschichtung mit 10 %
Strontiumdotierung des Ausgangselektrolyten im Ausgangszustand und nach 7 Tagen
Einlagerung in SBF.

Die Rontgendiffraktogramme in Abbildung 9 nach Strontiumdotierung zeigten ein
ahnliches Bild wie das der Beschichtung ohne Dotierung. Der Ausgangszustand wies
die typischen Glanzwinkel fir Calciumhydroxid auf. Die Kurve nach sieben Tagen
Einlagerung zeigte die Peaks fur Hydroxylapatit. Die Umwandlung in SBF ist somit
abgeschlossen.

Da Strontium ahnliche Eigenschaften wie Calcium aufweist, konnte dies bei dessen
Einbau ins Kiristallgitter zu Peakverschiebungen fiihren. Eine Verdnderung der
Glanzwinkel durch die Beteiligung von Strontium an der Schicht war im
Diffraktogramm jedoch nicht nachzuweisen. Die Erhdhung der Intensitat der HA-Peaks

im Vergleich zur Standardbeschichtung war zu beobachten.
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4.2.5. Charakterisierung der Beschichtung nach Magnesiumdotierung des
Elektrolyten

Dotierung mit 10 % Mg
700 -
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—— Mg 10 % vor Einlagerung
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Abbildung 10: Rontgendiffraktogramm der Beschichtung nach Dotierung des
Ausgangselektrolyten mit 10 % Magnesium im Ausgangszustand und nach 7 Tagen
Einlagerung in SBF.

Die schwarze Kurve stellte ebenfalls die Glanzwinkel des Calciumhydroxids, die graue
Kurve die des Hydroxylapatites dar. Die Kurven zeigten damit auch mit dieser
Dotierung die typische Umwandlung von Calciumhydroxid zu Hydroxylapatit nach
sieben Tagen Einlagerung in SBF. Eine zusatzliche Verdnderung durch die Beteiligung
von Magnesium war im Diffraktogramm nicht nachweisbar. Die Intensitat der HA-

Peaks entsprach in etwa jener der Basisbeschichtung ohne Dotierung.
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4.2.6. Charakterisierung der Beschichtung nach Zinkdotierung des Elektrolyten

Dotierung mit 3 % Zn
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Abbildung 11: Rontgendiffraktogramm der Beschichtung nach Dotierung des
Ausgangselektrolyten mit 3 % Zn im Ausgangszustand und nach 7 Tagen Einlagerung
in SBF.

Die Beschichtung mit der Zinkdotierung erzeugte ein deutliches Rauschen im
Diffraktogramm. Die schwarze Kurve des Ausgangszustandes lieR im Gegensatz zu
allen vorausgegangenen Dotierungen den Nachweis der typischen Glanzwinkel fir
Calciumhydroxid nicht zu. Es zeigte sich im Ausgangsdiffraktogramm jedoch an einem
Peak die Anwesenheit von elementarem Zink. Nach sieben Tagen Einlagerung in SBF
war die Bildung von Hydroxylapatit nachweisbar. Der Glanzwinkel des Zinks war

hingegen nicht mehr zu sehen.
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4.2.7. Charakterisierung der Beschichtung nach Kalium- und Natriumdotierung
des Elektrolyten

Dotierung mit5 % K und 5 % Na

550
500 - — Dotierung mit 5 % K
1 —— Dotierung mit 5 % Na
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Abbildung 12: Rontgendiffraktogramm der Beschichtung nach Dotierung des
Ausgangselektrolyten mit 5 % Kalium und 5 % Natrium im Ausgangszustand und nach
7 Tagen Einlagerung in SBF.

Auf Einlagerungsversuche der mit Na und K dotierten Schichten wurde aus den in
Kapitel 3.5.3 aufgefuhrten  Grinden verzichtet, weswegen auch der
Umwandlungsvorgang nicht beobachtet werden konnte.

Sehr deutlich zu erkennen war in Abbildung 12 die Oberflachenbeschichtung mit
Calciumhydroxid. Beide Dotierungen mit Kalium und Natrium hatten jeweils eine
deutlich erhdhte Massenabscheidung im Vergleich mit der undotierten Schicht zur
Folge (Na > K > Standard), was sich in den Kurven durch stark ausgepragte Maxima fur
Ca(OH),, bzw. niedrige Titanpeaks ausdrickte. Eine Beeinflussung der chemischen
Zusammensetzung der Beschichtung durch die Dotierungen war im XRD aufgrund des

Fehlens zuséatzlicher Maxima nicht nachweisbar.
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4.3. Rasterelektronenmikroskopische Analyse

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit den im Kapitel 3
beschriebenen Einstellungen gemacht. Die Rasterelektronenmikroskopie dient in dieser
Arbeit der Charakterisierung der Oberflachenmorphologie. Bilder wurden jeweils im
Ausgangszustand und nach einer Woche Einlagerung in SBF angefertigt. Es wurde der
Versuch unternommen, fir alle Beschichtungen gleiche VergroRerungseinstellungen zu
verwenden. Dies gelang jedoch nicht immer. Der Grund hierfur war die teilweise

instabile Oberflache, die bei weiteren VergroRerungen zu unscharfen Bildern flhrte.

4.3.1. Beschichtung mit dem Basiselektrolyten

Die Ca(OH),-Beschichtung mit dem Basiselektrolyten vor Einlagerung (Abbildung 13
A und B) zeigte schon in geringer VergroRerung eine durch ca. 2-3 um breite Spalten
und Risse zerkliftete Oberflachenmorphologie, die vermutlich durch den
Trocknungsprozess entstand. Bei weiterer VergrélRerung zeigten sich zudem detailliert
kugel- und kraterartige Strukturen von bis zu 5 um Durchmesser. Vermutlich stellten
diese Appositionsrelikte der Wasserstoffblasenbildung an der Kathode dar. Ein
Wachstum der Calciumhydroxidschicht an den Blasenrdndern wirde die Erklarung fir
diese Strukturen liefern. Die Blasen selbst sind als Gas nicht leitend, was eine groRere
Stromdichte und Apposition von Calciumhydroxid an den Randern zur Folge haben
konnte. Beim Abperlen der Blasen konnten damit die abgebildeten Strukturen

entstanden sein.

Die Betrachtung derselben Schichten nach sieben Tagen Lagerung in SBF (Abbildung
13 C und D) zeigte eine klar veranderte Struktur. Die Risse waren im Gegensatz zum
Ausgangszustand nicht mehr vorhanden und es zeigen sich zahlreiche kugelférmige
Konglomerate von Hydroxylapatit (Nachweis in Kapitel 4.2.2 ) mit einem Durchmesser
von ca. 0,5 um an der Oberflache. Bei weiterer VergroRerung ist deren netzartige,
perlschnurartig wirkende Verknlpfung erkennbar. Unter diesen Konglomeraten ist aus

der Darstellung eine kompaktere Schicht zu vermuten.
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Abbildung 13:

A) Ca(OH),-Beschichtung ohne Dotierung, 10 kV, 15 mm, 1000x

B) Ca(OH),-Beschichtung ohne Dotierung, 10 kV, 15 mm, 2000x

C) Ca(OH),-Beschichtung ohne Dotierung nach Einlagerung, 10 kV, 17 mm, 1000x
D) Ca(OH),-Beschichtung ohne Dotierung nach Einlagerung, 10 kV, 17 mm, 2000x

4.3.2. Beschichtung nach Silberdotierung des Elektrolyten

Die Beschichtung, die sich in Abbildung 14 A) und B) nach der einprozentigen
Dotierung des Elektrolyten mit Silber ergab, wies vor der Einlagerung eine im
Gegensatz zum Basiselektrolyten und der Schicht mit Strontiumdotierung stehende
Gestalt auf. Es war eine zerkliftete Struktur mit zahlreichen Mikroporositaten von etwa
lum GroRe zu sehen, die sich klar von anderen, geschlossen wirkenden Bereichen

abgrenzten. Bei weiterer VergrofRerung wurde die Struktur noch besser ersichtlich.
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Abbildung 14:

A) Ca(OH),-Beschichtung mit Ag 1 %, 10 kV, 15 mm, 500 x

B) Ca(OH),-Beschichtung mit Ag 1 %, 10 kV, 15 mm, 1000 x

C) Ca(OH),-Beschichtung mit Ag 1 % nach Einlagerung, 10 kV, 16 mm, 500 x
D) Ca(OH),-Beschichtung mit Ag 1 % nach Einlagerung, 10 kV, 15 mm, 1000 x

Plattenartige Morphologien ergénzten sich mit granulatartig wirkenden Bereichen. In
der Rontgendiffraktometrie ergab sich fur diese Schicht eine Phasenzusammensetzung
aus Calciumhydroxid und elementarem Silber.

Die Situation nach einer Woche Einlagerung in Abbildung 14 C) und D) stellte sich
ganz &hnlich wie die Oberflache der mit Strontium dotierten Schicht nach Einlagerung
dar. Blumenkohlartige, rundliche Gebilde mit einer kompakten Oberfldche pragten das
Bild. Die Oberflache stand damit auch hier im Kontrast zu eingelagerten Schichten, die
aus dem Basiselektrolyten entstanden waren. Durchzogen wurden die unten

dargestellten Schichten von 2-3 um groRen Spalten. Die Struktur l&sst wiederum auf
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Apatit-Formationen schlieBen. Diese Annahme wurde schon durch die XRD-Analyse
bestatigt, welche auch in den Schichten nach Einlagerung elementares Silber

nachweisen konnte.

4.3.3. Beschichtung nach Strontiumdotierung des Elektrolyten

Abbildung 15:

A) Ca(OH),-Beschichtung mit Sr 10 %, 10 kV, 17 mm, 500x

B) Ca(OH),-Beschichtung mit Sr 10 %, 10 kV, 17 mm, 1000x

C) Ca(OH),-Beschichtung mit Sr 10 % nach Einlagerung, 10 kV, 17 mm, 500x
D) Ca(OH),-Beschichtung mit Sr 10 % nach Einlagerung, 10 kV, 17 mm, 1000x

Die in Abbildung 15 A) und B) dargestellten Beschichtungen, deren zugehoriger,
modifizierter Elektrolyt mit 10 % Strontium dotiert war, zeigten ein ahnliches Bild wie
die Beschichtung des Basiselektrolyten. Spalten und vermehrte bis zu 10 um grolie,

pilzartig herauswachsende und kraterartige Erhabenheiten prégten auch hier das Bild.
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Allerdings schienen diese dichter zu stehen und Uber dickere und geschlossenere
Kraterrander zu verfliigen. Im Vergleich mit der Basisbeschichtung waren auBerdem die

vorhandenen Risse, welche die Oberflache durchziehen, auf ca. 1-3 um verkleinert.

Die Aufnahmen nach der Umwandlung zu HA in Abbildung 15 C und D zeigten
hingegen ein stark verandertes Aussehen im Vergleich zu den Schichten des undotierten
Elektrolyten. Es zeigten sich nicht mehr die vorher vorhandenen vernetzten
Apatitstrukturen. Eine linsenartig rundliche, sehr kompakte Oberflachenformation war
zu sehen. Diese nahm bei weiterer VergrofRerung eine rundlich-quaderartige, mit
Spalten versehene Struktur an. Diese Linsenform ist ebenfalls eine typische Struktur fir
Apatite [6].

4.3.4. Beschichtung nach Magnesiumdotierung des Elektrolyten

Die Beschichtung nach einer zehnprozentigen Magnesiumdotierung des Elektrolyten in
Abbildung 16 A) und B) zeigte vor der Einlagerung eine dhnliche Struktur wie die
Basisbeschichtung ohne Dotierung. Eine von Rissen durchzogene und kraterartig wie
Pilze stehende Formation der Oberflache war erkennbar. Aufféllig waren insbesondere
die in der VergroRerung vorhandenen, in Bischeln stehenden und lanzettenférmigen
Kristallite. Im RoOntgendiffraktogramm ergaben sich keine Hinweise auf andere

Verbindungen als die des Calciumhydroxids.
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Abbildung 16:

A) Ca(OH),-Beschichtung mit 10 % Mg, 10 kV, 10 mm, 500x

B) Ca(OH),-Beschichtung mit 10 % Mg, 10 kV, 10 mm, 3000x

C) Ca(OH),-Beschichtung mit 10 % Mg nach 7 Tagen in SBF, 10 kV, 10 mm, 1000x
D) Ca(OH),-Beschichtung mit 10 % Mg nach 7 Tagen in SBF, 10 kV, 10 mm, 1000x

Die Struktur in Abbildung 16 C) und D) nach einer Woche in SBF zeigte ein stark
verandertes Aussehen. Zu erkennen sind die typischen vernetzten, kugelformigen
Apatitformationen. Es bestent eine groRe Ahnlichkeit zur Oberflache des
Basiselektrolyten nach einwdchiger Einlagerung. In der weiteren VergroRerung sind
jedoch auch die rundlichen, kompakten Apatitformationen zu erkennen. Es zeigten sich
somit sowohl groRe, linsenférmige Areale, als auch die kleinen, vernetzt wirkenden
Oberflachenbereiche. Zu diskutieren wére hier die Vermutung, dass es sich bei den
kompakten Apatitformationen um eine Substruktur handelt, die von den kleineren,

netzartigen Gebilden Uberzogen ist.
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4.3.5. Beschichtung nach Zinkdotierung des Elektrolyten

Abbildung 17:

A) Ca(OH),-Beschichtung mit Zn 3 %, 10 kV, 16 mm, 500 x

B) Ca(OH),-Beschichtung mit Zn 3 %, 10 kV, 16 mm, 1000 x

C) Ca(OH),-Beschichtung mit Zn 3 % nach Einlagerung, 10 kV, 17 mm, 500 x
D) Ca(OH),-Beschichtung mit Zn 3 % nach Einlagerung, 10 kV, 17 mm, 1000 x

Die Dotierung mit Zink vor Einlagerung in Abbildung 17 A) und B) zeigte ein deutlich
von allen anderen Beschichtungen abweichendes Bild. Bis zu 10 um grolRe Risse
durchzogen eine bluhmenkohléhnliche, wolkige Oberflachenstruktur mit Aufwerfungen
von 20 bis 40 um Durchmesser. An der Basis dieser Aufwerfungen schien sich jeweils
eine kompakte Schicht zu befinden. Die fur alle vorausgehenden Beschichtungen

typischen Kraterstrukturen waren nicht vorhanden.
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Die Rontgendiffraktometrie konnte vor der Einlagerung das VVorhandensein elementaren
Zinkes nachweisen, die typischen Beugungsreflexe fur Calciumhydroxid waren
hingegen nicht zu erkennen.

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 17 C) und D) nach
sieben Tagen in SBF zeigten kaum morphologische Abweichungen zum Zustand vor
der Einlagerung. Die blumenkohlartigen Strukturen schienen etwas dichter zu stehen
und mit Kkleineren Spalten von ca. 2-5 pum durchsetzt zu sein. Eine kontrastreichere
Aufnahme war mdoglich. Im Diffraktogramm war Apatit, aber kein Zink mehr

nachweisbar.
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4.4. Quantitative Analyse (ICP-MS)

4.4.1. Quantitative Analyse der Beschichtungen

Von groRem Interesse war die Zusammensetzung der veranderten Schichten. Es wurde
deshalb die quantitative Zusammensetzung der aufgetragenen Schichten prozentual auf
das Verhéaltnis von Dotierungsionen zu Calcium hin untersucht. Die Dotierungsionen
konnen hierbei prinzipiell Calciumionen substituieren, sich in eigenen Verbindungen
abscheiden, oder sich an den Oberflaichen vorhandener Kristallite anlagern. Die
Messung erfolgte mit dem ICP-MS (siehe Kap. 3.5.2). Wie bereits im Kapitel 4.2
(Rontgendiffraktometrie) als Ergebnis festgehalten, waren fur keine der Dotierungen
mit Ausnahme des Silbers und des Zinkes neu auftretende Maxima im XRD zu
erkennen. Es lielen sich damit im Rahmen der Mdglichkeit dieser Methode (XRD) fir

diese Dotierungen keine zusétzlichen Verbindungen nachweisen.

prozentualer atomarer Strontiumanteil der Schicht
(100 % = Anteil Ca)

Sr/Ca molar in Prozent

1 Prozent 5 Prozent 10 Prozent

Sr-Elektrolytdotierung in Prozent

Abbildung 18: Prozentualer atomarer Anteil von Strontium an der Schicht in
Abhangigkeit von der Elektrolytdotierung (100 % = jeweils Anteil Ca, n = 3).
Es wurden Beschichtung mit Strontiumdotierungen in der aufsteigenden Reihenfolge
von einem, finf und zehn Prozent untersucht. Deutlich ist zu erkennen, wie mit
ansteigender Strontiumkonzentration im Elektrolyten auch die Menge an Strontium in

den Schichten steigt. So kommt bei einem Prozent Dotierung noch ein Strontiumion auf
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87 Calciumionen (1,15 %), bei 5 Prozent kommt ein Strontiumion auf 29 Calciumionen
(3,5 %) und bei der zehnprozentigen Dotierung trifft eines auf 18 Calciumionen (5,54
%). Durch die Erhohung der Sr-Konzentration im ersten Schritt von einem auf funf
Prozent nimmt die Sr-Schichtkonzentration um den Faktor 3 zu, bei nochmaliger
Verdopplung nur um den Faktor 1,6.

prozentualer atomarer Magnesiumanteil der Schicht
(100 % = Anteil Ca)

: /
4 /
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«

1 Prozent 5 Prozent 10 Prozent

Mg/Ca molar in Prozent

Mg-Elektrolytdotierung in Prozent

Abbildung 19: Prozentualer atomarer Anteil von Magnesium an der Schicht in
Abhéngigkeit von der Elektrolytdotierung (100 % = jeweils Anteil Ca, n = 3).

Die Kurve der aufsteigenden Magnesiumdotierung zeigt ebenfalls ein in der Schicht
groRer werdendes Verhéltnis von Magnesium zu Calcium. Flr eine einprozentige
Dotierung mit Mg ergibt sich ein Verhéltnis von Mg/Ca von 1:187 (0,56 %), nach der

Erh6hung auf die flinfache Menge nur noch von 1:28 (3,47 %) und nach der weiteren
Verdopplung von 1:17 (5,97 %).

43



Ergebnisse

prozentualer atomarer Zink- und Silberanteil der Schicht
(100 % = Anteil Ca)

HH

Zn/Ca, Ag/Ca molar in Prozent

3 Prozent Zn 1 Prozent Ag
Elektrolyt-Dotierung

Abbildung 20: Prozentualer atomarer Anteil von Zink und Silber an der Schicht in
Abhéangigkeit von der Elektrolytdotierung (100 % = jeweils Anteil Ca, n = 3).

Die Abbildung 20 zeigt die atomaren Verhéltnisse von Zink und Silber zu Calcium. Da
beide Dotierungen nur mit drei, bzw. einem Prozent durchfuhrbar waren, konnte keine
Abhéngigkeit der Verhdltnisse von Calcium zu Dotierung von unterschiedlichen
Konzentrationen ermittelt werden. Die Dotierung mit Zink zeigte ein Zn:Ca-Verhaltnis
von etwa 1:20 (4,96 % Zn), die Dotierung mit Silber etwa 1:19 (5,36 % AQ).

4.4.2. Auslagerungsdynamik der Schichten in SBF ohne téglichen
Medienwechsel

Nach der Bestimmung der Schichtzusammensetzung wurde ein besonderes Augenmerk
auf das Abgabeverhalten der dotierten lonen in SBF gerichtet. Bestimmt wurden zum
einen das Abgabeverhalten der Schichten in jeweils 10 ml SBF ohne Medienwechsel,
um einen sich einstellenden Steady State (Losungsgleichgewicht) zu erfassen. Zum
anderen war auch die Simulation physiologischer Verhéltnisse von Bedeutung. Zu
diesem Zweck wurde das Medium téglich gewechselt und die jeweils darin abgegebene

Menge an lonen kumulativ in Abhangigkeit von der Zeit aufsummiert.
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Silberfreisetzung (Ag 1 %) in SBF nach 1, 3und 7 Tagen
ohne Medienwechsel
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Abbildung 21: Silberabgabe der mit Ag (1 %) dotierten Schicht in 10 ml SBF ohne
Medienwechsel (n = 3).

Auch die Kurve der silberdotierten Schicht zeigte, dass sich schon wéhrend des ersten
Tages ein Losungsgleichgewicht eingestellt hatte. Die Silberkonzentration im Medium
erreichte dabei eine Konzentration von etwa 8,5 bis 9 pumol/l. Eine mdgliche Erklarung
fur diese im Vergleich zu Strontium wesentlich niedrigere Konzentration ist ein
niedrigere Loslichkeit des edleren, elementar vorliegenden Silbers im Medium. Die
Rontgendiffraktometrie zeigte in diesem Zusammenhang, dass das Silber in der Schicht
elementar vorlag, was eine niedrigere Loslichkeit im Vergleich zur ionisierten Form
bedingt.

Zinkfreisetzung (Zn 3 %) in SBF nach 1, 3 und 7 Tagen
ohne Medienwechsel

14 -

12

< 10
.
3 A /} —

2 /

0 /

Tag 1 Tag 3 Tag 7
Zeit in Tagen

Abbildung 22: Zinkabgabe der mit Zn (3 %) dotierten Schicht in 10 ml SBF ohne
Medienwechsel (n = 3).
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Der Eintrag von Zink (Abbildung 22) in SBF aus dotierten Schichten zeigte hingegen
eine andere, im Vergleich zu den wvorigen Dotierungen verlangsamte
Auslagerungsdynamik. Die Messung zeigte am ersten Tag eine Zinkkonzentration von
0,33 umol/l. Wahrend der folgenden zwei Tage stieg diese Konzentration auf etwa 6
pmol/l an, um bis zum siebten Tag in etwa konstant zu bleiben (5,88 und 5,2 pumol/l).
Die Rontgendiffraktometrie zeigte vor Einlagerung die Anwesenheit von elementarem
Zink in der beschichteten Oberflache.

Strontiumfreisetzung (Sr 10 %) in SBF nach 1, 3und 7
Tagen ohne Medienwechsel
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Abbildung 23: Strontiumabgabe der Sr (10 %) dotierten Schicht in 10 ml SBF ohne
Medienwechsel (n = 3).

Abbildung 23 zeigt den Strontiumeintrag der mit 10 % Sr-dotierten Schicht in SBF ohne
Medienwechsel. Es zeigte sich fir den Verlauf zwischen dem ersten und siebten Tag
eine Kurve fast konstanter Konzentration von etwa 250 umol Strontium pro Liter. Diese
lasst den Schluss zu, dass sich schon wéhrend des ersten Tages in SBF ein

Losungsgleichgewicht eingestellt hatte.
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4.4.3. Kumulative lonenauslagerung in SBF bei taglichem Medienwechsel

Die kumulative lonenauslagerung mit taglich ausgewechseltem Medium beschreibt am
ehesten physiologische Bedingungen in vitro (vgl. Kap. 3.4). Der Austausch von
Extrazellularflussigkeit wird in diesem Modell simuliert. Die Abgabedynamik wurde

uber eine Woche verfolgt.

Silberfreisetzung (Ag 1 %) in SBF kumulativ bei taglichem

Medienwechsel
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Abbildung 24: kumulativer Silbereintrag (Ag 1 %) in SBF bei taglichem
Medienwechsel (n = 3).

Die Verfolgung der Silberabgabe aus dotierten Schichten mit tdglichem Medienwechsel
zeigte in der kumulativ aufgetragenen Kurve am ersten Tag eine Abgabe von Silber in
der gleichen GréRenordnung wie die in Abbildung 21 dargestellte Silberabgabe (6,6 vs.
8.6 umol/l). Diese Abgabe blieb Uber die gesamte Beobachtungszeit etwa konstant,
sodass in diesem Zeitraum eine proportionale Abgabedynamik zu beobachten war. Ein
sich Uber jeden Tag erneut einstellendes Ldsungsgleichgewicht ist wahrscheinlich.
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Der kumulative Eintrag der mit 10 % Strontium dotierten Schicht in Abbildung 25 ins
Medium zeigte ebenfalls eine Abgabe, die mit den Konzentrationen in Abbildung 23
tbereinstimmt (kumulativ 258 vs. 252 pmol/l). Allerdings stieg die Konzentration in
Abbildung 25 noch nach dem ersten Tag leicht an. Spétestens nach dem dritten Tag
veranderte sich die kumulativ abgegebene Menge aber kaum noch. Damit kann die
Abgabe von Strontiumionen ins wechselnde Medium im Wesentlichen nach drei Tagen

als abgeschlossen angesehen werden.

Strontiumfreisetzung (Sr 10 %) in SBF kumulativ bei taglichem
Medienwechsel
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Abbildung 25: kumulativer Strontiumeintrag der mit Sr (10 %) dotierten Schicht bei
taglichem Medienwechsel (n=3).
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Zinkfreisetzung (Zn 3 %) in SBF kumulativ bei taglichem
Medienwechsel
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Abbildung 26: kumulativer Zinkeintrag der mit Zn (3 %) in SBF bei taglichem
Medienwechsel (n=3).

Der Zinkeintrag in Abbildung 26 aus den zinkdotierten Schichten in SBF zeigte in der
kumulativen Auftragung wieder das bereits in Abbildung 22 beobachtete Verhalten des
Anstieges der Zn-Konzentration auch noch nach dem ersten Tag. Die Konzentration
pendelte sich kumulativ in der gleichen GroRenordnung wie die in Abbildung 22 ohne
Medienwechsel ein (4,9 vs. 5,5 umol/l). Die Messungen vom dritten bis zum siebten
Tag ergaben nicht mehr messbare (auBerhalb des minimalen Mefbereichs)
Konzentrationen an Zn?* im Medium, weshalb die kumulative Auftragung am dritten
Tag thr Maximum erreichte. Der Eintrag von Zink ins Medium kann aus diesem Grunde

nach dem dritten Tag als abgeschlossen betrachtet werden.
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5. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die in der FMZ Wurzburg entwickelte elektrochemische
Calciumhydroxidbeschichtung durch Dotierung mit Fremdmetallionen weiter zu
entwickeln. Verwendet wurden die biologisch aktiven Elemente Magnesium, Strontium,
Silber und Zink, von denen antibakterielle oder fiir das periimplantare Gewebe
forderliche Eigenschaften in der Literatur beschrieben wurden. Die Dotierung der
Schicht wurde durch Zugabe von Metallsalzen zum Elektrolyten erreicht. Der Eintrag
der Dotierung in die Oberflachenbeschichtung wurde gemessen, ebenso wie die
zeitliche Abgabe in ein physiologisches Medium, welches den Extrazelluldrraum
simulieren sollte. Ziel war es, die abgegebenen Dosen anhand von Literaturdaten auf
ihre Wirksamkeit zu priifen. Eines der Hauptaugenmerke lag dabei auf der Silberabgabe

in SBF, da es eine langfristige Antisepsis garantieren kénnte.

5.1. Die Dotierung mit Silber

Silber besitzt eine exzellente und breite antimikrobielle Wirkung. Dabei ist es in der
lokalen Anwendung relativ sicher und nebenwirkungsfrei [75]. Es ist das Element mit
der hochsten Toxizitat fur Mikroorganismen, hat aber im Vergleich mit anderen
Schwermetallen die geringste Toxizitat flr tierische Zellen [29]. In der Implantologie ist
eine antibakterielle Wirkung besonders wéhrend der Phase der ersten Tage nach der
Insertion eines Implantates von Bedeutung, da in diesem Zeitraum die meisten
Infektionen auftreten. Antiseptische Wirkstoffe wie Silber spielen bei lokalen
Wundinfektionen eine immer groRere Rolle. Durch ihre unspezifischeren
Angriffspunkte im Bakterium bilden sie eine geringere Gefahr im Hinblick auf
Resistenzbildung durch Keime als die klassischen Antibiotika mit ihren spezifischen
Wirkorten [26].

Aufgrund dieser Eigenschaften und der verbreiteten Anwendung in der Medizin wurde
bereits in verschiedenen Ansétzen versucht, antibakterielle Oberflachen mittels einer
Dotierung durch Silber herzustellen [18, 76, 77]. Shimazaki et al. entwickelten eine
Plasmaspraybeschichtung, in der HA mit Silber gemischt wurde und die im Tierversuch

eine gute Wirkung gegen MRSA zeigte [34]. Chen et al. produzierten HA-
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Beschichtungen mit einem Gewichtsprozent AgNO;z; sowie gesputterte HA-
Beschichtungen mit Silberanteil [23, 25]. Song et al. entwickelten silberdotierte
Oberflachen auf der Basis von HA und 3-TCP [18].

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde versucht, Silber durch die Zugabe zum
Elektrolyten in die Calciumhydroxid-Oberflachenbeschichtung mit einzubauen. Die
Dotierung des Elektrolyten mit Silber in dieser Arbeit zeigte tatséchlich fir die
Beschichtung Beugungsreflexe fir elementares Silber im Rontgendiffraktogramm.
Damit wurde nachgewiesen, dass sich Silber in elementarer Form mit in die
Beschichtung einlagert. Die Peaks fur Silber nahmen nach der Einlagerung an Intensitat
zu. Gleichzeitig wurden sie schmaler, was beides auf einen Trend zur Bildung gréRerer
Kristallite in SBF-Losung schlieflen lasst. Kleinere, oberflachennahe Kristallite kdnnten
leichter in LOsung gehen. AuRerdem lieR sich vor der Einlagerung die Anwesenheit von
Calciumhydroxid und nach Einlagerung die Bildung von Apatit nachweisen, was fur das
Vorliegen einer mit elementarem Silber vermischten Ca(OH),-, bzw. HA-Schicht
spricht. Die Beugungsreflexe fir Calciumhydroxid vor der Einlagerung erschienen im
Vergleich mit allen anderen Dotierungen nur leicht ausgepragt. Dies konnte flr das
Vorliegen anderer, amorpher Verbindungen sprechen. Die Peaks fir HA waren
hingegen nach der Einlagerung sehr ausgeprégt. Zuletzt lasst sich aus dieser XRD-
Aufnahme eine groRe Schichtdicke uber die Vergleichsweise kleinen Maxima fiir Titan
ableiten. Dies korreliert auch mit der abgeschiedenen Masse der Beschichtung, die

erheblich groRer als diejenige ohne Dotierung war.

Im Rasterelektronenmikroskop war vor der Einlagerung eine zerkliuftete, plattenartige
Struktur mit zahlreichen Mikroporositéten zu erkennen. Die Situation nach Einlagerung
zeigte eine kompakte Schicht blumenkohlartiger, rundlicher Gebilde, welche sich
ebenfalls mit einer in der Literatur beschriebenen Morphologie fir Apatitoberflachen

vereinbaren lasst [6].

Silber kann konzentrationsabh&ngig sowohl antibakteriell, als auch zytotoxisch wirken.
Es wurde berichtet, dass besonders hohe Silberkonzentrationen zytotoxisch wirken
kdnnen. Die hochste gefundene toxische Konzentration im menschlichen Korper betrug
10 mg Ag/l [78]. Eine Silbervergiftung nach Resorption von 0,9 g Silber (andere
Quellen berichten von 4-6 g Silber im Korper) [79] fuhrt zur Argyrie, die mit dem
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Leitsymptom einer blau-grauen Verfarbung der Haut verbunden ist [34, 80, 81]. Es

kommt dabei zu einer irreversiblen Ablagerung von Silber im Gewebe [29].

Die in dieser Arbeit mit Silber dotierte Oberflaéchenbeschichtung enthielt 5,36 £ 0,09 %
der molaren Calciummenge an Silber. Sie setzte im Mittel (jeweils 3 Proben) relativ
konstant Uber sieben Tage 812 ppb (0,812 ppm) Silber pro Tag in 10 ml SBF frei. Die
Hdochstkonzentration nach sieben Tagen Einlagerung der silberdotierten Schicht ohne
Medienwechsel betrug 986,35 * 16,6 ppb (0,986 ppm).

Damit lag die Abgabe hoher als die in der Literatur als notwendig angegebenen, noch
bakterizid wirkenden Konzentrationen. Besonders geringe Konzentrationen unter 35
ppb sollen nach Gosheger et al. bakterizid wirken [79]. Hohere Dosen kdénnen unter
Umstanden toxisch fur den menschlichen Korper sein.

Als minimale, bakterizide Wirkdosis von Silber wird in der Literatur eine Konzentration
von 0,1 ppb angegeben [82]. Hidalgo et al. berichteten, dass Silbernitratkonzentrationen
uber 2,8 ppm in Wachstumsmedien zytotoxisch auf menschliche Hautfibroblasten
wirken (mehr als 90 % Zelltod innerhalb von 24 Stunden) [83]. Allerdings lag die
gemessene Silberkonzentration in der vorliegenden Arbeit unter diesem toxischen
Level. Eine andere Studie (Agarwal et al.) berichtete tber mit Silber impragnierte
Polymerschichten, die in 100 ul Lésung 0,76 ppm Silber freisetzten und dabei immer
noch einen antibakteriellen Effekt zeigten, aber nicht zytotoxisch auf humane Zellen
(Fibroblasten) wirkten [76].

Andere Quellen geben Wirkkonzentrationen gegen Bakterien, Pilze und Viren im
Konzentrationsbereich von 10 bis 10° mol/l an [26, 29]. Damit lagen die in dieser
Arbeit Uber sieben Tage im Mittel freigesetzten Silbermengen von umgerechnet

8,11 * 10°® mol/l in diesem angegeben Referenzbereich.

Insgesamt ist die in dieser Arbeit gemessene Silberabgabe aus der aufgebrachten
Oberflachenbeschichtung innerhalb der ersten sieben Tage hoher als es fir einen
antibakteriellen Effekt notwenig ware. Es stellt sich jedoch die Frage, ob diese in vitro
gemessenen hohen Werte sich einfach auf eine Situation in vivo Ubertragen lassen, bei
der es zu einem stetigen Austausch von extrazellularer Flissigkeit im periimplantéren
Wundgebiet kommt. AuRerdem wird die Konzentration an freien, reaktiven Ag*-lonen
durch die im Korper stattfindende Reaktion mit im Uberschuss vorhandenen Chlorid-
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oder Sulfidionen limitiert, welche reaktive Ag'-lonen durch die Bildung schwer
I6slicher Salze inaktivieren kdnnen [77]. Patienten mit Brandverletzungen werden
oftmals  mit  silberhaltigen =~ Wundverbédnden  versorgt.  Dabei  wurden
Serumkonzentrationen von etwa 60 pg Silber pro dl [5556 * 107 mol/[] und
Silberausscheidungen im Urin von bis zu 1100 ug Silber pro 24 h gemessen. Diese
Patienten zeigten keine Symptome einer Silbervergiftung [84]. Erst eine Studie mit
Versuchen an humanen Zellen konnte daher eine definitive Aussage uUber die
Biovertraglichkeit der vorgestellten Beschichtung bringen. Es scheint jedoch auch im
Falle einer toxischen Wirkung leicht umsetzbar, spater den Silbergehalt der
Beschichtung durch eine Verminderung der Silbernitratzugabe zum Elektrolyten so zu

steuern, dass eine optimale Abgabe aus der Schicht zu erreichen ist.

Die silberdotierte Schicht kdnnte daher eine sehr gute, zweifach wirksame antiseptische
Beschichtung darstellen. Die Wirkung des Calciumhydroxides kann dabei periimplantér
den starken, kurzfristigen perioperativen Schutz durch die Hydroxylionenfreisetzung
garantieren. Die ausgepragte Wirkung gegen die nosokomialen Keime S. epidermidis
und K. pneumonia und die Vertraglichkeit mit eukaryonten Zellen wurde dabei bereits
durch Moseke et al. beschrieben.

Die Abgabe der Silberionen aus der Schicht kdnnte zugleich sowohl initial die Wirkung
des Calciumhydroxids unterstitzen, als auch nach der gezeigten Umwandlung des
Calciumhydroxids in Hydroxylapatit eine langerfristige antiseptische Wirkung im
periimplantéren Bereich entfalten. Die Wirkung konnte dabei, wie in dieser Arbeit

gezeigt, Gber den Zeitraum von mindestens einer Woche anhalten.

5.2.  Die Einbringung von Strontium

Strontium geriet zuletzt durch die medizinische Anwendung in Form von
Strontiumranelat in den Fokus der Forschung. Strontiumranelat wurde vor wenigen
Jahren als oral zu verabreichendes Medikament in der Osteoporosetherapie zugelassen
und soll dem durch Ostrogenmangel verursachten osteoporotischen Knochenschwund
vorbeugen, indem es den Knochenstoffwechsel in Richtung einer vermehrten
Knochenapposition beeinflusst. Osteoporose kann durch die geringere Knochendichte
eine verminderte Implantatstabilitat nach sich ziehen [51].
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Aufgrund dieser Effekte erregte Strontium auch Aufmerksamkeit im Bereich der
Oberflachenbeschichtungen. Es wird angenommen, dass lokal verabreichtes Strontium,
beispielsweise als Bestandteil einer Oberflachenbeschichtung lokal einen &hnlich
positiven Effekt auf die Knochenapposition und Knochendichte hat wie systemisch nach
oraler Gabe [85]. Damit konnte es unter Umstdnden eine Knochenneubildung im
periimplantaren Bereich begunstigen, die Osseointegration verstarken und den

Knochen-Implantat-Verbund festigen [85].

Aufgrund dieser Annahme wurde in einigen wenigen Studien das Einbringen von
Strontium in Oberflachenbeschichtungen beschrieben. Kaihui Nan et al. beschrieben das
Aufbringen einer mit Strontium dotierten Hydroxylapatitschicht auf Titan fur eine
maogliche medizinische Anwendung auf dentalen Implantaten [52]. Weichang Xue et al.
untersuchten die Herstellung und das Verhalten einer mit zehn Molprozent dotierten,
plasmagespriihten HA-Beschichtung und ihre Wirkung auf OPC1-Zellen (osteoblastic
precursor cell line 1). Sie berichteten Uber eine Stimulierung der Zelldifferenzierung
und der Aktivitat der alkalischen Phosphatase in vitro [35].

Li et al. untersuchten die Fixierung hydroxylapatitbeschichteter Titanschrauben nach
deren Implantation in osteoporotische Ratten bei gleichzeitiger oraler Strontiumgabe.
Sie berichteten in dieser Studie Uber eine verbesserte Fixierung der Schrauben im
Vergleich mit einer Kontrollgruppe [53].

Auch in dieser Arbeit wurde versucht, die positiven Eigenschaften von Strontium durch
den Einbau in eine Oberflachenbeschichtung nutzbar zu machen. Es wurden aus diesem
Grund zehn Prozent der Calciummenge an Strontium zum Elektrolyten vor der

elektrochemischen Beschichtung hinzugegeben.

Im Rontgendiffraktogramm der mit zehn Prozent Strontium dotierten Schichten liel3
sich kein direkter Nachweis fir die Anwesenheit von Strontium fiihren. Es zeigte sich
anhand der Glanzwinkel vor der Einlagerung die Anwesenheit von Calciumhydroxid.
Nach der Einlagerung lieR sich anhand der Glanzwinkel der Nachweis der Umwandlung

zu Hydroxylapatit fihren.

Auch die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der strontiumdotierten

Beschichtungen lieRen vor der Einlagerung keine strukturellen Abweichungen vom Bild
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der reinen Calciumhydroxidbeschichtung erkennen. Nach Einlagerung waren linsenartig
rundliche, sehr kompakte Oberflachenformationen vorhanden. Diese Linsenform ist mit
einer in der Literatur beschriebenen typischen Struktur fir Apatit vereinbar [6]. Diese
Aussage wurde durch das Ergebnis der Rontgendiffraktometrie gestitzt.

Fur die untersuchte Schicht mit 10 % Strontiumdotierung des Elektrolyten ergab sich
ein Anteil an Strontium von 5,54 £ 0,6 % der molaren Calciummenge. Die hdchste
gefundene Strontiumkonzentration betrug im Mittel nach sieben Tagen in 10 ml SBF
ohne Medienwechsel 250,86 + 21,35 pmol/l. Die groRte kumulativ abgegebene
Konzentration bei tadglichem Medienwechsel betrug 256,89 + 55,4 umol/l, wobei bereits
am ersten Tag 206,38 pumol/l und am zweiten Tag 33,45 pumol/l der gesamten 250,86
pumol/l an Konzentration abgegeben wurden. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass
die Abgabe von Strontium aus den damit dotierten Schichten zum Uberwiegenden Teil

in den ersten beiden Tagen geschah.

Die biologische Wirkung von Strontium ist konzentrationsabhéngig. Die Angabe einer
toxischen Strontiumdosis war jedoch in der Literatur nicht zu finden. Die normale Dosis
flr die Gabe von Strontiumranelat (Protelos®) betragt 1 x 2 g peroral pro Tag [49]. Im
Tierversuch mit Ratten war sogar eine Gabe von bis zu 1000 mg pro Kilogramm
Kdrpergewicht und Tag vertraglich und hatte einen anabolen Effekt auf den
periimplantédren Knochen zur Folge [53]. Da selbst bei der hochsten in dieser Arbeit
gemessenen Uber sieben Tage kumulativ abgegebenen Konzentration von 256,89 pumol/l
in den verwendeten 10 ml SBF umgerechnet nur 0,23 mg Strontium in Ldsung waren,
ist keine systemische Toxizitat durch die Dotierung anzunehmen. In der Situation in
vivo kommt es zusétzlich zu einem stetigen Austausch von extrazelluléarer Fllssigkeit
im periimplantdren Wundgebiet, weshalb auch eine lokale Toxizitat unwahrscheinlich

erscheint.

Es stellt sich jedoch die Frage nach der Wirksamkeit der abgegebenen Gesamtmenge an
Strontium im Hinblick auf dessen anabolen Effekt auf den Knochenstoffwechsel.
Zudem wadre es winschenswert, eine langerfristige Abgabe von Strontium in das
Medium bzw. das Wundgebiet zu erzielen. Die in dieser Arbeit beschriebene
Auslagerung von Strontium erfolgt als StoRabgabe innerhalb der ersten beiden Tage.
Ein positiver Effekt von Strontium innerhalb dieses kurzen Zeitraums erscheint jedoch
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fraglich. Die orale Gabe als Medikament erfolgt im Gegensatz dazu als

Langzeittherapie.

Eine mdogliche Erklarung der nur kurzfristigen Strontiumabgabe konnte die
bekanntermalRen leichte Auswechselbarkeit von Strontium im Knochen (als HA-
Entsprechung) sein. Es soll kurzfristig nur geringfligig an Kristallite durch
lonensubstitution gebunden sein. In einer ersten Phase soll Sr also an HA-Oberflachen
adsorbiert werden, erst langerfristig soll dann eine teilweise Substitution von Ca durch
Sr mdglich sein und Sr im Skelett verbleiben [85]. Fir eine HA-Beschichtung kdnnten
entsprechende Effekte auftreten. Im Tierversuch war auch bei hochdosierter
Strontiumgabe (750 mg/kg/d) in Affen weniger als eines von zehn Calciumionen
substituiert. Dies wiirde eine leichte Loslichkeit und hohe Abgabe von Strontium

innerhalb der ersten Tage erklaren [85].

Eine andere Erklarungsmoglichkeit fur die groRe Strontiumabgabe innerhalb der ersten
Tage ware die bekanntermalien hohere Loslichkeit von Strontiumapatit im Vergleich zu
HA, falls Sr auch teilweise Ca im HA substituiert hatte [35]. Diese Mdglichkeiten
ziehen jedoch nur die Abgabe nach der Umwandlung der Calciumhydroxidschicht zu
HA in Betracht, die innerhalb des ersten Tages erfolgt. Die Art der Integration von
Strontium in der Calciumhydroxidschicht war im Rahmen der verwendeten Methode
(XRD) nicht zu kléaren, da keine chemischen Abweichungen zur reinen Ca(OH),-

Schicht festgestellt wurden.

5.3.  Die Dotierung mit Magnesium

Magnesium ist zu etwa einem Gewichtsprozent naturlicherweise im Hartgewebe
vorhanden [1, 54]. Die extrazelluldre lonenkonzentration betragt 1 mmol/l [86]. Es wird
stets mit einer Einflussnahme auf natlrliche Mineralisierungsprozesse in
Zusammenhang gebracht. Auf das Apatitkristallwachstum soll es eine inhibitorische
Wirkung haben, so fanden Bigi et al. eine Reduktion der ApatitkristallitgroRen [54, 56-
59, 87]. Auf die alkalische Phosphatase hingegen soll es eine aktivierende Wirkung
haben. Die inhibitorische Wirkung auf das Apatitkristallwachstum soll durch die

Adsorption der lonen an den Apatit-Wachstumszentren geschehen [57]. Eine andere
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biologische Wirkung entfaltet eine Mangel an Magnesium. Hypomagnesiamie fuhrt zur
Osteopenie [61].

Auch wenn Magnesium im Hartgewebe vorhanden ist und einen Einfluss auf die
Steuerung des Kristallwachstums haben soll, so wird doch Uber die Frage der
Madglichkeit des Einbaus von Magnesium im Hartgewebe kontrovers diskutiert. Terpsta
et al. fanden durch die Rontgendiffraktometrie keinen Beweis fiir die Substitution von
Calcium durch Magnesium in Apatiten [88]. Driessen et al. schlugen Dolomit
[CaMg(CO0Os),] als mdgliche magnesiumhaltige Phase in Zahnen vor [60]. Magnesium
ist im Knochen wahrscheinlich an die Oberflache der Apatitkristalle angelagert. Es wird
von einer kompetitiven Adsorption von Magnesium und Calcium auf Hydrathillen
biologischer Apatite [57, 58] berichtet. Magnesium wird also wenn, dann nur in sehr

geringem Mal3e in das Kristallgitter integriert [58, 88].

Der Einbau von Magnesium in die mineralische Phase des Knochens soll mit einer
verminderten Loslichkeit einhergehen [56, 58, 89]. Dies konnte fur HA-Beschichtungen
eine verlangerte Resorptionszeit bedeuten, was einen positiven Nebeneffekt bedeuten
wirde. Eine langsame Bioresorption der Beschichtung ist wichtig flir das gute

Anwachsen eines Implantates.

Es wurde in dieser Arbeit versucht, Magnesium aufgrund der beschriebenen
Eigenschaften durch Zugabe von 10 mol% der molaren Stoffmenge des Calciums zum
Elektrolyten mit in die Schicht einzubauen. Mit der Rontgendiffraktometrie waren fir
die Beschichtung mit der zehnprozentigen Dotierung des Elektrolyten jedoch keine
Verschiebungen der Glanzwinkel nachweisbar. Auch andere Peaks als die des
Calciumhydroxides vor, bzw. die des Hydroxylapatites nach Einlagerung waren nicht zu
erkennen. Die rasterelektronenmikroskopische Betrachtung stellte sich sehr &hnlich wie
die der Beschichtung ohne Dotierung dar.

Die aufsteigende Beimischung von einem, finf und zehnprozentiger Dotierung des
Elektrolyten flhrte gleichzeitig zu einem steigenden Magnesiumanteil in der
Beschichtung. Fur ein Prozent Dotierung ergab sich ein Anteil von 0,56 + 0,05 % der
molaren Calciummenge, fiir funf Prozent 3,47 + 0,12 % und flr zehn Prozent 5,97 +

0,24 % der molaren Calciummenge. Das Auslagerungsverhalten von Magnesium aus
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der Schicht konnte durch die Interferenz mit dem Magnesium im SBF nicht gemessen

werden.

Die Ergebnisse der Rontgendiffraktometrie decken sich mit der erwéhnten Studie von
Terpsta et al., die mit dieser Methode ebenfalls keinen Einbau von Magnesium in das
Apatitkristallgitter nachweisen konnten. Der Nachweis von Magnesium in der Schicht
vor der Einlagerung stellt keinen zwangslaufigen Widerspruch dar, da es durch
Adsorption an andere Kristallite gebunden sein konnte. Das Ausbilden von
Hydroxylapatit wahrend der Einlagerung wurde in dieser Arbeit nicht unterdriickt. Dies
kdnnte daftr sprechen, dass das durch Adsorbtion gebundene Magnesium in SBF rasch

freigesetzt wird und die Ausbildung von HA zumindest nicht komplett inhibiert.

5.4.  Die Einbringung von Zink

Zink spielt eine wichtige Rolle fur Wachstum und Knochenbildung [65]. Es ist gut
dokumentiert, dass Zink einen stimulierenden Effekt auf die Knochenbildung sowohl in
vitro als auch in vivo besitzt [62, 90], indem es einen proliferativen Effekt auf
Osteoblasten austibt und Osteoklasten bereits in geringen Dosen hemmt [37]. Es
stimulierte im Tierversuch die Induktion der alkalischen Phosphatase, eines
Schlisselenzyms des Knochenstoffwechsels und steigerte den DNA-Gehalt von

Diaphysengewebe [62].

In der Literatur waren keine Berichte tber zinkdotierte Oberflachen auf Titan zu finden.
Jedoch gibt es eine ganze Reihe von  Veroffentlichungen  (ber
Calciumphosphatkeramiken und andere Knochenersatzmaterialien, die mit Blick auf die
positiven Eigenschaften im Knochengewebe durch Zinkzusatze modifiziert wurden. So
berichteten Hesaraki et al. Uber Calciumsulfatknochenzemente, die mit verschiedenen
Mengen an Zink modifiziert wurden und in bestimmter Konzentration einen
proliferativen Effekt auf Osteoblasten ausubten [67]. Ito et al. berichteten Uber eine
zinkabgebende Calciumphosphatkeramik, die ebenfalls in gewissen Konzentrationen
der Beimischung einen osteoblastenstimulierenden Effekt besal3 [66]. Kawamura et al.
beschrieben Calciumphosphatkeramikimplantate, die in Kaninchen eine verstérkte

Knochenapposition im periimplantéren Bereich zur Folge hatten [37].
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Es wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, durch die Zugabe von drei Prozent Zink
(der molaren Stoffmenge des Calciums) zum Elektrolyten Zink wegen der angefiihrten
positiven biologischen Effekte mit in die Oberflachenbeschichtung mit Ca(OH),, bzw.
HA einzubauen.

Das Rontgendiffraktogramm der Beschichtung zeigte vor Einlagerung nicht die
typischen Glanzwinkel fur Calciumhydroxid. Das starke Rauschen in der Kurve deutet
auf das vorliegen amorpher Strukturen hin. Jedoch zeigte sich ein Maximum fir
elementares Zink. Nach der einwdéchigen Einlagerung in SBF zeigte sich die Bildung
von HA, elementares Zink liel? sich jedoch nicht mehr nachweisen. Dies spricht flr das
Vorliegen einer Mischung aus Zink und amorphen Calciumverbindungen vor der
Einlagerung. Nach Einlagerung scheint das elementare Zink entweder geldst worden zu
sein, oder es hat sich in mit dieser Methode nicht detektierbare Verbindungen
umgewandelt. Die kleinen Titanpeaks wie auch der grole Massenauftrag auf die
Titanprobe sprechen fur eine dicke Beschichtung.

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten ein deutlich von allen anderen
Schichten abweichendes Bild einer blumenkohlartigen, wolkigen Oberflache, die sich

im Zuge der Einlagerung kaum veranderte.

Im Blutplasma erreicht Zink etwa eine Konzentration von 80-110 pg/dl (1,22 — 1,68
pumol/l) [37]. Typische Uber die Nahrung aufgenommene Zink-Tagesdosen sind 10-15
mg Zn/d [91].

Der oben angefihrte stimulierende Effekt von Zink auf die Knochenbildung, gemessen
am Calciumgehalt des Knochens, wurde in der Zellkultur bei Konzentrationen von 10
bis 10 mol/l beobachtet [92]. Andere Quellen berichteten, dass fur die Hemmung der
Osteoklastenaktivitat, einhergehend mit einer signifikanten Hemmung der
Knochenresorption, Konzentrationen zwischen 10 und 10 mol/l in vitro nétig
waren. Diese Hemmung soll bei weiter ansteigender Konzentration dann erst wieder ab
10 mol/I einsetzen [65].

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass durch die dreiprozentige Dotierung des
Elektrolyten mit Zink der Zinkanteil der Schicht 4,96 + 0,35 % der molaren

Calciummenge betrug. Nach einer Woche Einlagerung der zinkdotierten Schichten in
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SBF ohne Medienwechsel im Auslagerungsmedium ergab sich eine Konzentration von
5,2 £ 0,19 umol Zn/l in 10 ml SBF. Fir die Versuchsreihe mit taglichem Wechsel des
Mediums ergab sich am ersten Tag der Auslagerung eine Konzentration von 3,28 = 0,99
pmol/l Zn in 10 ml SBF. Am zweiten Tag wurden 1,41 £+ 0,71 pmol/l ausgelagert, am
dritten Tag waren es nur noch 0,578 £ 0,21 umol/l. Am vierten Tag mit Medienwechsel
lag die Konzentration bereits unter der Nachweisgrenze. Kumulativ wurden innerhalb
der ersten drei Tage 5,2174 £ 1,92 umol Zink/l ausgelagert, was recht genau der nach

einer Woche erreichten Konzentration ohne Medienwechsel entspricht.

Ein toxischer Effekt durch die abgegebene Zinkkonzentration auf umgebendes Gewebe
scheint unwahrscheinlich zu sein, da selbst die maximal aus der dotierten Schicht
abgegebene  Tagesdosis in 10 ml SBF nur dem 1,95-fachen der
Zinkplasmakonzentration entspricht. Es kann bestatigt werden, dass diese innerhalb des
ersten Tages abgegebene Dosis im Bereich der osteoblastenstimulierenden, bzw.
osteoklastenhemmenden Konzentrationen liegt. Allerdings scheint die Zinkabgabe nach
den ersten drei Tagen im Wesentlichen abgeschlossen zu sein. Da die Knochenheilung
sich Uber Monate erstrecken kann, ware jedoch eine l&ngerfristige Abgabe
wiinschenswert. Es wére daher im Weiteren zu Uberlegen, wie die Dauer der Abgabe

verlangert werden konnte.

5.5.  Die Dotierung mit Natrium und Kalium

Kalium und Natrium wurden in dieser Arbeit jeweils zu einem Anteil von 5 mol % der
Calciummenge zum Elektrolyten hinzugegeben, um dadurch verénderte Abscheidungen
erzeugen zu konnen. Die Dotierung des Elektrolyten mit beiden Kationen fiihrte jeweils
zu einer deutlich erhéhten Massenabscheidung. Im Diffraktogramm zeigten sich fur
beide Dotierungen ausgepragte Maxima fir Calciumhydroxid und kleine Maxima fur
Titan, was fur dicke Oberflachenbeschichtungen spricht. In der Literatur war jedoch
kein Hinweis auf die Ursache zu finden. Die Dotierung kénnte jedoch aufgrund der
erhdhten Massenabscheidung und Schichtdicke eine Mdglichkeit zur Steuerung der
Schichtdicke sein.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Mdglichkeit der Fremdionendotierung von
elektrochemisch auf Titan abgeschiedenen Calciumhydroxidschichten zu untersuchen.
Die Dotierung wurde durch die Zugabe von Strontium-, Magnesium-, Silber- und
Zinksalzen zum Elektrolyten erreicht.

Die Modifikation des Ausgangselektrolyten zeigte teils erhebliche Auswirkungen auf
die abgeschiedenen Massen der Schichten. Eine Dotierung mit Silber und Zink hatte
eine deutlich gesteigerte Massenabscheidung zur Folge. Die restlichen Dotierungen

zeigten hingegen kaum Einflisse auf die Massenabscheidung.

Es zeigten sich im Rontgendiffraktogramm fir die Beschichtung mit dem
Ausgangselektrolyten und der Dotierung mit Strontium und Magnesium jeweils vor
Einlagerung die charakteristischen Beugungsreflexe fir Calciumhydroxid. Nach sieben
Tagen in SBF bildete sich in allen drei Féllen Hydroxylapatit.

Fur die Dotierung des Elektrolyten mit Silber lieR sich als Schichtbestandteil neben
Calciumhydroxid zusétzlich elementares Silber nachweisen. Nach der Einlagerung in
SBF hatte sich das Calciumhydroxid ebenfalls in Hydroxylapatit umgewandelt. Die
Dotierung des Elektrolyten mit Zink zeigte vor der Einlagerung keine Glanzwinkel fiir
Calciumhydroxid, aber dafur fur elementares Zink, vermutlich vermischt mit amorphen
Calciumverbindungen. Nach der Einlagerung zeigte sich die Anwesenheit von

Hydroxylapatit. Elementares Zink lieR sich nicht mehr detektieren.

Fir die Beschichtungen ohne Dotierung, mit Magnesium und Strontium zeigten sich im
Ausgangszustand jeweils durch Risse unterteilte, schollenartige Oberflachen. Nach
einer Woche Einlagerung in SBF waren in den ersten beiden Féllen die typischen
vernetzten, kugelformigen Apatitformationen sichtbar.

Fur die Dotierung mit Silber ergab sich vor Einlagerung eine zerkllftete Struktur mit
zahlreichen Mikroporositaten. Nach der Silbereinlagerung glich die Oberflache der der
Strontiumdotierung nach Einlagerung. Fir die Dotierung mit Zink ergaben sich jeweils

vor und nach Einlagerung in SBF dieselben blumenkohlartigen Konglomerate.

Die silberdotierte Oberflache enthielt 5,36 + 0,09 % Silber. Im in vitro-Versuch entlie}
die Silberdotierung im Mittel relativ konstant Gber sieben Tage 812 ppb Silber pro Tag
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in 10 ml SBF. Die Maximalkonzentration nach sieben Tagen Einlagerung ohne
Medienwechsel betrug 986,35 + 16,6 ppb. Die freigesetzten Mengen in dieser Arbeit
bewegen sich damit Uber der minimalen bakteriziden Dosis. Der in der Literatur
angegebene Wirkbereich von 107 bis 10 mol/I wird eingehalten (Abgabe in dieser
Arbeit: 8,11 * 10°° mol/I/d).

Die strontiumdotierte Schicht (10 %) hatte einen prozentualer Strontiumanteil von 5,54
* 0,6 %. Die hochste gemessene kumulative Strontiumkonzentration betrug nach sieben
Tagen in 10 ml SBF ohne Medienwechsel 250,86 + 21,35 pmol/l. Der Grof3teil wurde
wahrend des ersten Tages abgegeben.

Die mit Zink dotierte Schicht (3 %) wies einen Zinkanteil der Schicht von 4,96 £ 0,35
Prozent auf. Nach einer Woche Einlagerung in SBF ohne Medienwechsel im
Auslagerungsmedium ergab sich eine Zinkkonzentration von 5,2 + 0,19 pumol/l in 10 ml
SBF. Kumulativ wurden innerhalb der ersten drei Tage 5,22 + 1,92 pmol Zink/I
ausgelagert, danach sank die Abgabe unter die Nachweisgrenze.

Fir die mit Magnesium dotierte Schicht (10 %) ergab sich ein Magnesiumanteil von
5,97 + 0,24 Prozent.

Es gelang in dieser Arbeit eine Calciumhydroxidbeschichtung zu entwickelt, die
zusatzlich elementares Silber enthielt. Die kurzfristige antiseptische Wirkung des
Calciumhydroxides wurde so durch eine langerfristige ebenfalls antiseptische
Silberionenabgabe ergéanzt. Eine Anheftung und Vermehrung von Mikroorganismen im
Biofilm kann durch die antiseptisch beschichtete Oberflache verhindert werden. Damit
kdnnte zukiinftig eine Verringerung der postoperativ entziindlichen Komplikationen von
Titanimplantaten erreicht werden.

Zundchst mussten weitere in-vitro-Studien die postulierte l&angerfristige antiseptische
Wirkung der vorgestellten Schicht gegen Mikroorganismen untermauern und die

Gewebevertraglichkeit mit eukaryonten Zellen belegen.
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