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1. Einleitung und Problemstellung

1 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

In der klinischen Medizin besteht ein grol3es Interesse an verschiedensten
Knochenersatzmaterialien. Der Knochen ist kein statisches Organ, sondern
unterliegt standigen Umbauprozessen durch die er sich einer erhdhten Belastung
anpassen oder auch Mikrorisse ausgleichen kann. Zu 70 % besteht der Knochen
aus mineralischen Komponenten. Den grofdten Anteil daran hat Hydroxylapatit.
Zusatzlich sind im nattrlichen Knochengewebe auf Calciumphosphat-Basis noch
Bruschit und Calciumpyrophosphat nachweisbar [1]. Die restlichen 30 % sind
organische Komponenten, bevorzugt Kollagen. Durch den komplexen Verbund
zwischen organischen und anorganischen Bestandteilen erhalt der Knochen
seine besondere mechanische Festigkeit und gleichzeitig Elastizitat [2-4]. Durch
Unfalle oder auch pathologische Prozesse konnen im Bereich des
Stutzapparates Hartgewebsdefekte entstehen, die in der Regel Einschrankungen
der natlrlichen Funktion zur Folge haben. Bis zu einer gewissen Groéf3e, genannt
,Critical-Size-Defect” [5], kann der Korper eine Selbstheilung durch Aktivierung
der Kkorpereigenen Zellen bewirken. Wird diese kritische DefektgroRRe
uberschritten, kommt es zum Einwuchs von Bindegewebe in den Defektspalt und
damit zu einer eingeschrankten Leistungsfahigkeit des betreffenden Bereiches.
Um die naturliche Funktion wieder herzustellen, ist es in solch einem Fall
notwendig den Defekt mit einem Knochenersatzmaterial zu Uberbricken [5-7].

Als Knochenersatzwerkstoffe kommen unterschiedliche Materialien in Frage,
seien sie autogen, allogen, xenogen oder alloplastisch. Als Goldstandard gilt
immer noch der autogene Knochen als eine der zuverlassigsten Methoden in
Hinblick auf die Integration des Implantates und auf die Wiederherstellung der
Funktion [8]. Er kann beispielsweise aus der Beckenkammregion oder dem
Schulter- und Rippenbereich des Patienten gewonnen werden. Jedoch steht der
autogene Knochen nur in begrenzter Menge zur Verfligung und hat den grof3en
Nachteil, dass zur Gewinnung ein zweites Operationsgebiet erforderlich ist, mit
zusatzlichen Risiken fur den Patienten. Xenogenem, von einer anderen Spezies
stammendem Ersatzmaterial, stehen die Patienten haufig ablehnend gegentiber.

Zusatzlich muss es, wie auch allogenes Spendermaterial, das von einem
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1. Einleitung und Problemstellung

anderen Individuum der gleichen Spezies stammt, aufwandig gereinigt werden,
um Infektionen wie beispielsweise mit HIV auszuschlieen oder um
Antigen-Antikorper-Reaktionen wegen des unterschiedlichen Erbguts zu
vermeiden. Eine Defektdeckung durch alloplastische, kunstlich hergestellte
Knochenersatzmaterialien, ist somit von grolem medizinischem Interesse.
Besonders die einfache Sterilisierbarkeit, die Lagerung und das unbegrenzte
Angebot solcher Materialen machen diese sehr attraktiv. Inzwischen gibt es eine
Vielzahl von synthetisch hergestellten Knochenersatzmaterialien aus
Calciumphosphat-Zementen, Keramiken aus Hydroxylapatit Uber Metalle bis hin
zu Kunststoffen [9]. Knochenersatzmaterialien dienen entweder als dauerhafter
Ersatz von Knochen oder, falls sie osteokonduktiv wirken, als pordses Leitgerust
in das durch Einwanderung von korpereigenen Zellen neuer Knochen eingebaut
wird. Bei Verwendung von resorbierbaren Materialien wird das Spendermaterial
nach und nach durch autogenen Knochen ersetzt [10]. Welches Material
verwendet wird, hangt vor allem von der DefektgroRe und der Defektregion ab.
In Regionen, die einer starken mechanischen Belastung ausgesetzt sind,
mussen stabile Materialien wie beispielsweise Titan verwendet werden. In nicht
lasttragenden  Bereichen  werden  eher  Calciumphosphat-Keramiken
beziehungsweise -Zemente oder auch resorbierbare Polymere verwendet.

Die Anforderungen an Knochenersatzwerkstoffe sind vielfaltig. Sie reichen von
Biokompatibilitat, guter Sterilisierbarkeit, ausreichender Stabilisierung des
Defektes Uber gute Resorbierbarkeit bis hin zu osteokonduktiven Eigenschaften.
Neben diesen grundlegenden Eigenschaften sollen moderne
Knochenersatzmaterialien auch bioaktive Eigenschaften besitzen und damit
unter anderem das Zellwachstum und die Angiogenese als Grundbedingung fur
eine knocherne Integration des Implantates férdern. Zahlreiche Faktoren wie
chirurgische Fehler, Infektionen, Implantatmaterial und -design ebenso wie
patientenspezifische Faktoren spielen beim Versagen von prothetischen
Implantaten eine Rolle. Entscheidend fur die Einheilung von Implantaten sind die
Topographie, die Zusammensetzung und die chemisch-physikalischen
Eigenschaften des eingebrachten Werkstoffes [11]. Beispielsweise konnte in

in-vivo-Versuchen mit Hunden gezeigt werden, dass sich um pordse
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1. Einleitung und Problemstellung

Hydroxylapatit-Granulate neuer Knochen bildet, wohingegen es bei sehr dichten
Granulaten zu keiner Knocheneinlagerung kommt. Vermutlich beeinflusst das
Mikromilieu innerhalb der porésen Hydroxylapatit-Strukturen die Korperzellen
und folglich die Osteogenese [12]. Besonders wichtig fur die Langzeitstabilitat
eines Implantates ist seine Oberflachenbeschaffenheit, da dort die erste
Interaktion zwischen implantiertem Material und dem umgebenden Gewebe mit
Proteinen und Zellen stattfindet [13, 14]. Dabei ist es wichtig eine
Entziindungsreaktion zu vermeiden und im Gegenzug die Geweberegeneration
und das Zellwachstum zu fordern. Es gibt zahlreiche Studien zur Verbesserung
der physikalisch-chemischen Eigenschaften von Implantaten unter anderem
durch Modifikation des Werkstoffes mit anorganischen lonen oder mit Proteinen.
Verwendung finden im Bereich der Protein-Modifikation beispielsweise VEGF
(vascular endothelial growth factor) als wichtiges Signalmolekdl fur eine
schnellere Angiogenese [15-17], Knochenwachstumsfaktoren (bone
morphogenetic  proteins, BMP), welche die Differenzierung von
Mesenchymzellen in Osteoblasten beeinflussen und das Knochenwachstum
fordern [14] oder Fibronektin fur eine verbesserte Zelladhasion an
Implantaten [18]. Zur Modifikation von Implantatoberflachen mit biologisch
wirksamen Proteinen werden diese auf den Oberflachen immobilisiert entweder
adsorptiv [15, 19] oder durch kovalente Bindungen [19, 20]. Die biologische
Wirksamkeit ist jedoch durch die Menge der verfugbaren Proteine limitiert.
Dartber hinaus ist die Handhabung ebenso wie Sterilisation und Lagerung der
modifizierten Materialien aufwandig und daher mit hohen Kosten verbunden.

Calciumphosphat-Biokeramiken werden seit langer Zeit intensiv als
Knochenersatzmaterialien erforscht [21]. Sie sind nicht immunogen, kanzerogen
oder teratogen und besitzen eine gute Biokompatibilitat. Als
Knochenersatzmaterial hat Hydroxylapatit aufgrund seiner Ahnlichkeit zur
anorganischen Matrix des Knochens grof3es Potential [19]. An Implantaten aus
porosem Hydroxylapatit kommt es zu einer direkten Anlagerung von
neugebildetem Knochen ohne fibrése Zwischenschicht [12, 22, 23]. Allerdings ist
die Verwendung von Hydroxylapatit als lasttragender Knochenersatz durch die

schwachen mechanischen Eigenschaften des Materials, besonders durch seine
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1. Einleitung und Problemstellung

Sprodheit, limitiert. Eine kostenglnstige Alternative ist die Modifizierung von
Implantaten mit verschiedenen Metallionen [24-26], wie in dieser Arbeit
beschrieben. Sie sind nicht nur kostenginstig, sondern zudem nahezu
unbegrenzt haltbar, einfach zu handhaben und zu sterilisieren. Kanzerogene und
mutagene Einflisse kdnnen durch die Verwendung von lonendosen unterhalb
der toxischen Grenze ausgeschlossen werden [27]. Als Spurenelemente sind
Metallionen meist essentiell fir verschiedene Vorgange im menschlichen Koérper
wie die Beteiligung an Stoffwechselprozessen und Zellfunktionen oder die
Aktivierung und Inaktivierung enzymatischer Prozesse [28]. Im Bereich des
Hartgewebes konnen Dbeispielsweise durch verschiedene Metallionen
konzentrationsabhangig Osteoklasten stimuliert (Co?*, Fe?*, Ni?*, Cr?*) [27, 29]
oder gehemmt werden (Zn?*, Sr?*) [30, 31], die Osteoblastendifferenzierung
und -adhasion gesteigert (Mg?*, Si?*, V3%, Zn?*, Ca?') [32-38] oder die
Angiogenese gefordert werden (Cu?*, Co?*, Ni?*) [39-46]. Auch andere Zellen wie
Fibroblasten, Endothelzellen, Makrophagen und Mastzellen, aber auch
Tumorzellen konnen durch Metallionen beeinflusst werden [47-49]. Die
Wirkungsweise der Metallionen beruht dabei auf ihrer Funktion als katalytische

Co-Faktoren.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen der Modifizierung
von Calciumphosphat-Biokeramiken mit biologisch aktiven Metallionen auf
unterschiedliche Eigenschaften hin zu untersuchen. Probenkoérper aus porésem,
calciumdefizitarem, nanokristallinem  Hydroxylapatit, der durch eine
Zementabbindereaktion von a-Tricalciumphosphat mit wassriger Losung
entsteht, wurden mit verschiedenen Metallionen (Co?*, Cu?*, Mn?*, Ni?*, V3%,
Zn?*) modifiziert. Im Anschluss wurden die Zementplattchen hinsichtlich
bestimmter Eigenschaften wie Druckfestigkeit und initiale Abbindezeit untersucht
und einer rasterelektronenmikroskopischen, réntgendiffraktometrischen und
massenspektrometrischen Analyse unterzogen. Als Ergdnzung wurden
Zellversuche bezlglich der Zytokompatibilitat der modifizierten Materialien
durchgefiihrt. Da dieser Knochenersatzwerkstoff in vivo unter physiologischen

Bedingungen nur durch Osteoklasten mittels einer lokalen pH-Wert-Absenkung
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resorbiert werden kann, ist es mdglich mit diesem Material aussagekraftige

Ergebnisse Uber die Osteoklastenaktivitat zu gewinnen.
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2. Kenntnisstand

2 KENNTNISSTAND

2.1 Calciumphosphate

Calciumphosphate kommen in den verschiedensten Formen vor und erlangen
besonders im Bereich der Knochenersatzmaterialien immer groReres medizinisches
Interesse. Bereits 1920 wurden die ersten in-vivo-Versuche von Albee und Morrison
durchgefuhrt [50]. Aufer im medizinischen Bereich werden Calciumphosphate
beispielsweise in der Landwirtschaft als Dinger eingesetzt oder in der Pharmazie
Zahnpasten beigemengt [51]. Grundsubstanz bei der Bildung von Calciumphosphaten
ist die Orthophosphorsaure HsPOs4. Durch Abspaltung von Wasserstoff entstehen
primare (Dihydrogenphosphat), sekundare (Hydrogenphosphat) und tertiare
Phosphate (PO4+*), die in Verbindung mit Calcium die verschiedenen
Calciumphosphate ergeben. Medizinisch zu beachten ist dabei, dass diese umso

I6slicher sind, je kleiner das Ca-P-Verhaltnis und je saurer das Milieu ist.

2.1.1 Gefallte Calciumphosphate

Die meisten gefallten Calciumphosphate sind natirlicherweise im menschlichen
Gewebe enthalten [52]. Man gewinnt sie bei Raumtemperatur als Prazipitate aus einer
wassrigen Losung durch eine Losungs-Fallungs-Reaktion. Medizinisch sind diese
low-temperature Calciumphosphate hauptsachlich zur Herstellung von gesinterten
Calciumphosphaten (high-temperature CaP) von Interesse [51].
Monocalciumphosphatmonohydrat mit der Summenformel Ca(H2POa4)2 H20 ist mit
dem kleinsten Calcium-Phosphat-Verhaltnis das sauerste und [Oslichste der
Calciumphosphate und kann wegen seiner fehlenden Biokompatibilitdt nur in
Kombination mit basischen Calciumphosphaten wie a-TCP fur die Herstellung von
Knochenersatzmaterialien verwendet werden [53]. Es wandelt sich bei Temperaturen
uber 100 °C unter Abspaltung von Wasser in Monocalciumphosphat (Ca(H2PO4)2) um,
das jedoch wegen seiner Aciditdt ebenfalls nicht biokompatibel ist. In der
Nahrungsmittelindustrie wird Monocalciumphosphatmonohydrat als Sduerungsmittel
verwendet. Calciumhydrogenphosphatdihydrat (Bruschit, CaHPO4-2H20) werden
osteokonduktive Eigenschaften zugesprochen [51]. Es ist biokompatibel und kann
in vivo entweder abgebaut und durch Knochen ersetzt [54] oder zu calciumarmem

Hydroxylapatit umgewandelt werden [55]. Allerdings kann es dabei zu
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2. Kenntnisstand

Entzindungsreaktionen kommen, da bei der Umwandlungsreaktion eine grolere
Menge an Saure freigesetzt wird [51]. Calciumhydrogenphosphatdihydrat kann sehr
einfach synthetisch hergestellt werden. Da es metastabil ist, kann es je nach pH-Wert
entweder in Dicalciumphosphat (pH <6), Octocalciumphosphat (pH =6-7) oder
Hydroxylapatit (pH > 7) umgewandelt werden [51]. Naturlicherweise kommt Bruschit in
kleinen Mengen unter anderem im menschlichen Knochen und im Rahmen der
Knochenheilung im Fraktur-Kallus vor [56]. Ein weiteres gefalltes Calciumphosphat ist
Calciumhydrogenphosphat (Monetit, CaHPO4). Es entsteht normalerweise durch
Rekristallisation aus Bruschit bei niedrigem pH-Wert [57]. Es ist wie dieses
biokompatibel, in vivo degradierbar und wird gleichfalls fur die Herstellung von
Calciumphosphatzementen verwendet [51]. Monetit kommt ebenfalls im Fraktur-
Kallus [56] und vermutlich auch im Knochen vor [58]. Aul3erhalb des medizinischen
Anwendungsbereiches wird Calciumhydrogenphosphat in der Lebensmittelindustrie
als Phosphatbeimengung verwendet. Von medizinischer Bedeutung ist auch gefallter
Hydroxylapatit. Er entsteht durch Ausfallung aus einer wassrigen Losung bei einem
pH-Wert Uber 7 und ahnelt dem Apatit des Knochens. Mit Ausnahme der
bruschitbildenden Zemente haben alle kommerziell erhaltlichen
Calciumphosphatzemente als Hauptkomponente des Endprodukts gefallten
(carbonisierten)  Hydroxylapatit mit  unterschiedlichen  Ca-P-Verhaltnissen,
unterschiedlichen Kristallinititen und Porositaten [51]. Octacalciumphosphat
(CasH2(POa4)s-5H20), ein  weiteres  Calciumphosphat, ist biokompatibel,
biodegradierbar und osteokonduktiv. Allerdings ist es bislang noch nicht gelungen
dieses Calciumphosphat Uber eine Zementreaktion zu gewinnen [51]. Es kristallisiert
sehr langsam und ist metastabil. Wahrscheinlich ist es ein Vorprodukt in der

Mineralisation in Zahnen, Knochen und anderen Biomineralien [1, 59].

2.1.2 Gesinterte Calciumphosphate

Die medizinisch genutzten Calciumphosphate sind sogenannte ,high-temperature”
Calciumphosphate, die  durch  Sinterung von  Pulvergemischen  aus
Calciumhydrogenphosphat und Calciumcarbonat bei hohen Temperaturen nach

folgender Reaktion entstehen [51, 60]:

2 CaHPO4 + CaCO3 — Cas(PO4) + H20 + CO2
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2. Kenntnisstand

DCPA CC TCP

Medizinisch wichtig sind vor allem a- und B-TCP sowie Hydroxylapatit. Die beiden
Varianten der Tricalciumphosphate (Cas3(POs)2), a-und B-TCP, kdénnen durch
Modifizierung der Sintertemperatur reversibel ineinander umgewandelt werden. Sie
haben die gleiche Summenformel, unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihrer
Biodegradation, Biokompatibilitat, ihrer Kristallstruktur und somit ihrer Loslichkeit in
wassriger Losung. B-Tricalciumphosphat (B-Cas(POa4)2) erhalt man beispielsweise
durch Sinterung aquimolarer Mengen von DCPD und gefalltem HA bei Temperaturen
Uber 650 °C und unter 1125 °C. Es ist weniger I6slich als a-TCP, biologisch abbaubar
und stellt die Hauptkomponente von bruschitbildenden Calciumphosphatzementen
dar. Auch Kombinationen aus B-TCP und Hydroxylapatit, sogenannte biphasische
Calciumphosphate, finden als Knochenersatzmaterialien Verwendung [51]. Bei
Sinterung von B-TCP Uber 1125 °C [61] und anschlieBender Abschreckung des
Pulvers erhalt man die Hochtemperaturvariante a-Tricalciumphosphat (a-Cas(POa4)2).
Es ist im Gegensatz zu B-TCP gut I6slich und kann in wassriger Losung leicht in
gefallten Hydroxylapatit umgewandelt werden. Vorwiegend wird es deshalb fur die
Herstellung von apatitbildenden Zementen herangezogen. a-TCP ist biokompatibel
und im Vergleich zu B-TCP biologisch leichter abbaubar [51]. a-und B-TCP-
Keramiken wirken osteokonduktiv, werden hydrolytisch und zellular abgebaut und
durch korpereigenen Knochen ersetzt [62]. Aulder durch Fallungsreaktionen kann
Hydroxylapatit (Cas(PO4)3sOH) durch Sinterung verschiedener Calciumphosphat-
Gemische bei Temperaturen uber 700 °C gewonnen werden. Durch den Sinterprozess
entsteht ein festerer Verbund der Kristalle. Es besitzt von den Calciumphosphaten die
hdchste Biokompatibilitdt und ist aufgrund seiner sehr festen Kristallstruktur im
physiologischen Umfeld praktisch nicht I6slich [51, 63]. Knochen kann sich direkt an
Hydroxylapatit anlagern [64], weswegen das Material als Knochenersatzwerkstoff von
groflem medizinischen Interesse ist. Wegen seiner geringen mechanischen Werte ist
die Verwendung als alleiniger Knochenersatz jedoch limitiert. In der Zahnmedizin
haben Hydroxylapatit-beschichtete Titanimplantate Bedeutung erlangt [63]. Auch im
Bereich der Augmentation findet Hydroxylapatit Verwendung. Er stellt in Knochen und
Zahnen die groflite mineralische Komponente dar [52, 63].

2.2 Calciumphosphatzemente
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2. Kenntnisstand

Per definitionem sind Zemente Stoffe oder Stoffgemische, die in Pulverform vorliegen.
Sie werden mit einer wassrigen Lésung zu einer pastésen Masse angemischt, die
anschlieRend erhartet. Calciumphosphatzemente wurden in den 1980ern von Brown
und Chow entdeckt und seitdem intensiv erforscht. Brown und Chow mischten
Tetracalcium-Phosphat mit Dicalcium-Phosphat und erhielten ausgefallten
Hydroxylapatit [65]. Im Hinblick auf das Endprodukt sind nur zwei Zemente klinisch
relevant, apatit- und bruschitbildende Calciumphosphatzemente. Eines oder mehrere
Calciumphosphate werden mit einer wassrigen Losung vermengt, l6sen sich und fallen
aus der gesattigten Losung als ein weniger l6sliches Calciumphosphat aus. Wahrend
der Abbindereaktion wachsen die Calciumphosphat-Kristalle, verdichten sich und
geben dem Zement seine mechanische Stabilitat [51]. Wahrend der Reaktion bleibt
das Volumen relativ stabil und es entsteht kaum Warme. Dies wiederum stellt fur die
medizinische Nutzung einen grolen Vorteil dar. Die Zugbelastungsgrenze der
Zemente ist sehr viel geringer (1-10 MPa) als die Druckbelastungsgrenze
(10 - 100 MPa). Wegen der relativ geringen mechanischen Stabilitat kdnnen
Calciumphosphatzemente nur in Kombination mit metallischen
Knochenersatzwerkstoffen oder bei kleinen nicht lasttragenden Defekten verwendet
werden [51]. Anwendung finden Calciumphosphatzemente vor allem in der
maxillo-facialen Chirurgie [66] und bei der Behandlung von distalen Radius-
Frakturen [53]. Sie sind biokompatibel, bioaktiv [64] und osteokonduktiv [67].

2.2.1 Apatitbildende Zemente

Apatitbildende Zemente reagieren mit wassriger Losung zu gefalltem Hydroxylapatit.
Brown und Chow stellten 1983 erstmals aus equimolaren Mengen relativ basischen
Tetracalciumphosphats und aus relativ saurem Calciumhydrogenphosphat oder
Calciumhydrogenphosphatdihydrat einen selbsthartenden Calciumphosphatzement
her. Zusammen mit Wasser als flissige Phase entstand als Endprodukt neutrales

Hydroxylapatit nach folgender Reaktionsgleichung [68]:

Cas(P0O4)20 + CaHPO4 + [H20] — Cas(P0O4)20H + [H20]
TTCP DCPA HA

Da diese Zemente wegen ihrer langen Abbindezeiten meist mit wenig Flussigkeit

angemischt werden, sind sie sehr viskos und leicht formbar. Um die Abbindezeit zu

verkirzen, koénnen dem Zement Zusatze wie Phosphorsaure oder
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Monocalciumphosphatmonohydrat, ein saures Calciumphosphat, beigefugt
werden [51]. Apatit-Zemente sind biokompatibel. Die Bildung von Hydroxylapatit
verlauft ohne die Entstehung von basischen oder sauren Nebenprodukten. Wichtig ist
es sicherzustellen, dass der Zement richtig aushartet, da es sonst zu
inflammatorischen Reaktionen kommen kann, vor allem durch lose Krumel der
Zementpaste oder wegen mangelhafter Umwandlung in gefallten Hydroxylapatit [69].
Die Umwandlung zu Hydroxylapatit ist bei 37 °C innerhalb von vier Stunden nahezu
vollendet [70] und findet ohne makroskopische Anderungen von Volumen und Form
nahezu isotherm statt [71]. Biologisch werden diese Zemente nur sehr langsam durch
Osteoklasten abgebaut. Dabei ist der Abbau umso langsamer, je fester die
Zementkristalle ineinander verwoben und je kleiner die Porositaten sind [51]. Auf die
mechanischen Eigenschaften hat besonders das Verhaltnis der Menge des
Zementpulvers zur Menge der Anmischflissigkeit Einfluss. Je gréRer das Verhaltnis
von Zementpulver zu FlUussigkeit ist, desto geringer sind die Porositaten und mit deren
Ansteigen wiederum verringern sich die Grenzen fur Zug- und Druckbelastungen
exponentiell. Im Gegensatz zu bruschitbildenden Zementen steigen die mechanischen
Werte von Apatit-Zementen mit zunehmender Implantatliegedauer kontinuierlich an
[72].

2.2.2 Bruschitbildende Zemente

Man erhalt Bruschit-Zemente durch eine Saure-Base-Reaktion. Als Produkt entsteht
Calciumhydrogenphosphatdihydrat, wobei Bruschit nur unter  sauren
Umgebungsbedingungen bei einem pH-Wert unter 6 ausfallt[1]. Um dies zu
gewahrleisten, wird beispielsweise B-TCP mit saurem
Monocalciumphosphatmonohydrat angemischt [73]. Die Reaktion ist in nachfolgender

Gleichung dargestellt:

Ca3(POa4)2 + Ca(H2PO4)2-H20 + 7 H20 — 4 CaHPO4-2 H20
B-TCP MCPM DCPD

Wird Phosphorsaure zum Anmischen verwendet, kann aufgrund des niedrigen
pH-Wertes der Anmischflissigkeit auf die Verwendung von
Monocalciumphosphatmonohydrat verzichtet werden [74]. Die Bildung von Bruschit

erfolgt dann nach folgender Reaktionsgleichung:
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Ca3(POs4)2 + HsPO4+ 6 H2O  — 3 CaHPO4 - 2 H20
B-TCP Phosphorsaure DCPD

Die Abbindezeit hangt dabei stark von der Loslichkeit der basischen Komponente ab
und sie verlauft umso schneller, je hdher die Loslichkeit der basischen Komponente
ist. Wird Monocalciumphosphatmonohydrat mit Hydroxylapatit gemischt, betragt die
Abbindezeit mehrere Minuten [51], mit B-TCP 30-60 Sekunden und mit a-TCP nur
wenige Sekunden [75]. Bruschit-Calciumphosphatzemente kdénnen anfanglich sehr
flussig sein und trotzdem innerhalb kirzester Zeit ausharten. Um klinisch praktikable
Abbindezeiten zu erzielen, werden Abbindeverzogerer wie Pyrophosphat, Citrat- oder
Sulfationen verwendet [75, 76]. Knochenersatzwerkstoffe aus Bruschit-Zementen
haben eine hohe Biokompatibilitat, wirken osteokonduktiv [51] und sind biologisch
abbaubar [75]. Wenn grole Mengen an Bruschit-Calciumphosphatzementen
verwendet werden, kann es jedoch, vermutlich durch die bei der Umwandlung von
Calciumhydrogenphosphatdihydrat in gefallten Hydroxylapatit freigesetzte Saure, zu
inflammatorischen Reaktionen kommen [77, 78]. Durch Zugabe von Magnesiumionen
zur Zementpaste kann die Umwandlung von DCPD in geféllten Hydroxylapatit
unterdrickt werden [79]. Im Gegensatz zu Apatit-Zementen werden Buschit-Zemente
schneller abgebaut, da sie nicht nur durch Osteoklasten resorbiert werden, sondern
sich zudem auch chemisch aufldsen [51]. Die schnelle Auflésung des Zementes kann
zur Bildung von unreifem Geflechtknochen flihren. Durch Zugabe von
nicht-resorbierbaren B-TCP-Granulaten, die als Halt fir die Knochenbildung dienen,
entsteht gut ausgereifter lamellarer Knochen [80]. Im Vergleich zu Apatit-
Calciumphosphatzementen besitzen Bruschit-Calciumphosphatzemente schwachere
mechanische Eigenschaften. Die Zugbelastungsgrenze liegt bei circa 10 Mpa [81] und
die Grenze fur Druckbelastungen bei circa 60 MPa [51]. Wegen der hdheren
Loslichkeit von Bruschit-Calciumphosphatzementen sinken in vivo die Grenzen flr
Zug- und Druckbelastung nach der Implantation, steigen jedoch mit zunehmender

Knochenanlagerung wieder an [82].

2.3 Einfluss von Metallionen auf biologische Prozesse im Korper
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2.3.1 Uberblick iber die Wirkung von Metallionen im menschlichen Kérper

Metalle sind meist essentielle Spurenelemente fir verschiedene Vorgange im
menschlichen Korper wie die Aktivierung und Inaktivierung enzymatischer Prozesse
und die Beteiligung an Stoffwechselvorgangen [28]. Mangan ist unter anderem an der
Regulierung des ,Knochenremodelings® beteiligt [83, 84]. Ein Mangel fuhrt zu
Abnormitaten des Skeletts [85]. Nickel ist eines der bekanntesten Kontaktallergene.
Vanadium kann antitumoral wirken [86-88] und wirkt ahnlich dem Insulin
antidiabetisch [89-91]. Bei einer zinkarmen Ernahrung kommt es unter anderem zu
Fehlregulationen des Immunsystems, kognitiven Beeintrachtigungen und
Wachstumsverzogerungen [92]. Metallionen oder Metalldebris koénnen aus
Implantaten freigesetzt werden und Zellen im periimplantaren Gewebe beeinflussen.
Dazu gehoren unter anderem Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen,
Osteoklasten und Osteoblasten [27, 33, 93-95]. Beispielsweise werden Makrophagen
nach Phagozytose von metallischem Debris (Nickel, Kobalt, Chrom oder Eisen) zur
erhdhten Freisetzung von knochenabbauenden Zytokinen wie Interleukin-6,
Tumornekokrosefaktor-a oder Interleukin-13 angeregt. Als Folge kann es zur
Osteolyse durch Osteoklastenstimulation und zum Verlust des Implantates
kommen [27, 94, 96]. In verschiedenen Studien konnten bei Patienten mit aspetisch
gelockerten Prothesen erhdhte Mengen an Metallen in Serum oder Urin nachgewiesen
werden [97]. Beim Versagen von prothetischen Implantaten spielen zahlreiche
Faktoren wie chirurgische Fehler, Infektionen, Implantatmaterial und -design ebenso
wie patientenspezifische Faktoren eine Rolle. Die Einheilung und Langzeitstabilitat
eines Implantates hangt entscheidend von der Oberflachenbeschaffenheit des
Werkstoffes ab [11, 13, 14]. Von divalenten Kationen ist bekannt, dass sie die Affinitat
von Integrinen zu Liganden und damit die Zelladhasion, unter anderem von
Osteoblasten an eingebrachtem Biomaterial, erhdhen [98-100]. Durch modifizierte
Knochenersatzmaterialien mit divalenten Kationen kénnten so die Osteogenese, das
Einheilen eines Implantates und die Differenzierung verschiedener Zellen positiv
beeinflusst werden [83]. Besonders wichtig fur das Einheilen eines Implantates ist die
Angiogenese. Sie ist essentiell fir die Knochenheilung, um den erhdhten Sauerstoff-
und Nahrstoffbedarf fur die Reparatur gewahrleisten zu kdénnen [45]. Nach
traumatischen Knochenverletzungen oder chirurgischen Eingriffen am Knochen
kommt es neben dem Auftreten von inflammatorischen Prozessen zur Ausbildung

einer hypoxischen Zone [101-103]. Diese scheint die Angiogenese zu férdern und
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reparative Prozesse zu induzieren [104-107]. Unter anderem wurde fir Kobalt und
Nickel gezeigt, dass sie diesen hypoxischen Zustand imitieren konnen und die
Angiogenese fordern [29, 45]. So konnten Materialien, die mit diesen Metallionen
modifiziert werden, zu einer Verbesserung der Angiogenese und Knochenheilung
fuhren und damit folglich eine verbesserte Integration des Implantates in seine
Umgebung erreicht werden. Je nach Erscheinungsform kann ein und dasselbe Metall
verschiedene Effekte auf die Knochenzellen austiben. So reduziert Titan in lonenform
die Osteoklastenzahl [32], wohingegen phagozytierte Titanpartikel zu einer erhdhten
Freisetzung von osteoklastenaktivierenden Zytokinen und dadurch zu einer Erhdhung
der Osteoklastendifferenzierung und -aktivitat fihren [108]. Die folgende Tabelle bietet
einen Uberblick Uber die Wirkung von Metallen im menschlichen Kérper, insbesondere
deren Auswirkung auf die Knochenzellen. Bei hohen Konzentrationen wirken die
Metalle toxisch [109]. Unterhalb von 0,01 mM pro Liter konnte jedoch keine Toxizitat

von Metallionen nachgewiesen werden [110].

Tabelle 1 Uberblick tiber die Wirkung verschiedener Metalle im menschlichen Kérper

Metall(ion) Wirkung Wirkmechanismus

Calcium Konzentrationsabhangige Hemmung | Durch  Erhéhung der extrazellularen
oder Aktivierung der Osteoklasten- | Calciumkonzentration Hemmung der
aktivitat [83, 111] calciumsensitiven ~ Osteoklasten  unter

anderem Uber Ca?*-Kanale [111]
Osteoblastenproliferation (2-4mM)
und -differenzierung (6-8mM) [36]

Matrixmineralisation (6-8 mM) [36]

Chrom Osteoklastenstimulation (0,01-1 pM) Uber Aktivierung des Transkriptionsfaktors
[27, 112] NF-kB (eventuell durch Sauerstoffradikale)
erhohte Freisetzung von
Stimuliert das Knochenremodeling | knochenabbauenden Zytokinen (IL 1-3, IL-6,
[83] TNF-a) aus Makrophagen bzw.
Fibroblasten [27, 112] und Hemmung der
Freisetzung von TGF-B1 aus
Makrophagen/Monozyten [112]

Eisen Osteoklastenstimulation (0,01-5 pM) Bildung von Sauerstoffradikalen flihrt Gber
[27] NF-kB-Aktivierung zu erhohter Freisetzung
Dosisabhangige Reduzierung der | von osteoklastenstimulierenden Zytokinen
Osteoklastenzahl durch Fe?* [32] (IL 1-B, IL-6, TNF-a) [27]

Kobalt Osteoklastenstimulation (0,01-1 pM) Bildung von Sauerstoffradikalen fuhrt Gber
[27, 29] NF-kB-Aktivierung zu erhdhter Freisetzung

von osteoklastenstimulierenden Zytokinen
(IL 1-B, IL-6, TNF-a) [27, 94] und Hemmung
der Freisetzung von TGF-B1 [112]

Direkte Osteoklastenstimulation uber
Imitierung eines hypoxischen Zustandes
Forderung der Angiogenese [44-46] [29]
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Metall(ion) Wirkung Wirkmechanismus
Hemmung der Osteoblasten- | Durch  Erhédhung des  HIF-1-Levels
proliferation und —aktivitat [113] Forderung der VEGF-Genexpression in
Osteoblasten [44-46]
Kupfer Forderung der Angiogenese [43, 114] | Aktivierung von proangiogenen Faktoren
wie  Fibronektin  [115], VEGF [116],
FGF 1[117], FGF 2 [118], 1 a[119],
Angiogenin [120]
Magnesiu Osteoblastenadhéasion [37] Mg?* vermittelte  Signallibertragung  zur
m Adhasion uber Integrine [122]
Knochenwachstum [121] Erhdhung der Claciumkonzentration und
Anhebung des pH-Werts fuhrt zu
voribergehende Reduzierung der | gesteigerter Apatitbildung [38, 123]
Osteoklastenzahl (circa 4 Wochen)
[121]
Mangan Foérderung der Osteogenese [83] Erhdhte  Affinitdt von Integrinen zu
Radikalfanger [124] bestimmten  Liganden erhdéhen die
Antiinflammatorisch [125] Zelladhasion [98]
Nickel Osteoklastenstimulation (0,05-10 uM) | Bildung von Sauerstoffradikalen fuhrt Gber
[27] NF-kB-Aktivierung zu erhdhter Freisetzung
von knochenabbauenden Zytokinen (IL 1-8,
IL-6, TNF-a) [27, 94]

Stimulierung der Angiogenese [45] Vermehrte Synthese von VEGF mRNA in
Osteoblasten [45]

Silicium Knochenmineralisation [126-128] Beeinflussung des Knochenmetabolismus
Kollagensynthese [129, 130] durch balancierte Aktivitat von Osteoklasten
Osteogenese [35, 131] und Osteoblasten [35]
Osteoblastendifferenzierung [129, 13
2]

Vaskularisierung [35]

Strontium Steigerung der Knochenmasse durch | Hemmung der Osteoklastenaktivitat [135]
reduzierte Knochenresorption und | und Stimulierung von Knochenvorlaufer-
erhdhte Knochenbildung [133-135] zellen [31]

Osteoklastenhemmung [135]

Stimulierung von Knochenvorlaufer-

zellen mit gesteigerter Proliferation

und Zelldifferenzierung [31, 136]

Vermehrte Bildung von extrazellularer | Gesteigerte ALP-Aktivitat und Sekretion von
Matrix [31] Osteoponin [31]

Titan Steigerung der Osteoklasten- | Phagozytose von Titanpartikeln durch
differenzierung und -aktivitdt | Monozyten/Makrophagen fuhrt Uber erhdhte
[108, 112] Freisetzung von IL-1B3, TNF-a, IL-6 zur
Gesteigerte Knochenresorption [108] | Osteoklastendifferenzierung und -aktivierun

g[108, 112]
Titan in lonenform fiuhrt  zur | Verminderte Freisetzung von TGF-1 [112]
dosisabhangigen Reduzierung der
Osteoklastenzahl (max. bei 10 ug/ml)
[32]

Vanadium | Mitogene Wirkung auf Osteoblasten | Phosphorylierung und Aktivierung von ERK
und Foérderung der Osteogenese | (extracellular signal regulated kinases)
[33, 49] [33, 49]

Hemmung der Osteoklastenbildung
[32]
Antitumorale Eigenschaften [49, 86]
Zink Forderung der Knochenbildung [137] Erhdhte ALP Aktivitdt und Kollagengehalt

Stimulierung der Osteoblasten-
proliferation und —differenzierung
[34, 138, 139]

[34]

Gesteigerte Proteinsynthese in
Osteoblasten, vermutlich auf Ebene der
Translation, fahrt 4 gesteigerter
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Metall(ion) Wirkung Wirkmechanismus
Osteoklastenhemmung [30, 140] DNA-Synthese und erhdhter Proliferation
Antioxidant [141] von Osteoblasten [34]
Entziindungshemmend [30] Modulierung des mRNA-Levels von
Zytokinen [142]

Im Folgenden wird auf die Metalle, mit denen in den nachfolgenden Versuchen
gearbeitet wurde, naher eingegangen. Besonderes Augenmerk wird dabei auf ihre

Wirkung bezuglich des Knochenmetabolismus gelegt.

2.3.2 Kobalt

Kobalt ist ein Ubergangsmetall der Gruppe VIl und haufig ein Bestandteil von
orthopadischen Implantaten. Da es relativ gut I6slich ist, kdnnen leicht Gewebe oder
Korperflussigkeiten kontaminiert und Einfluss auf verschiedene Zellen im
menschlichen Kérper genommen werden [143, 144].

Indirekte und direkte Aktivierung von Osteoklasten

Kobaltionen und Kobaltpartikel aus orthopadischen Implantaten erhohen die
Osteoklastenaktivitat und sind an der Initilerung von proinflammatorischen Vorgangen
beteiligt [27, 94]. Niki et al. zeigten in in-vitro-Versuchen mit Makrophagen und
synovialen Fibroblasten, dass es durch den Einfluss von Kobaltionen, aber auch durch
Nickel-, Eisen- und Chromionen zu einer erhohten Freisetzung von
osteoklastenstimulierenden und somit den Knochenabbau fordernden Zytokinen
kommt. Zelltypabhangig kommt es zu einer vermehrten Produktion beziehungsweise
Freisetzung von Interleukin-6, Interleukin-13 oder des Tumornekrosefaktors-a [27].
Die Metallionen induzieren dabei die Bildung von Sauerstoffradikalen, vor allem von
Hydroxylradikalen (OH). Diese Radikale scheinen Uber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB an der Produktion von NF-kB-abhangigen Zytokinen wie
IL-6 in bestimmten Zielzellen beteiligt zu sein [27, 94]. Durch die Bildung von
Sauerstoffradikalen  induzieren  Kobalt- und Nickelionen dosisabhangig Uber
NF-kB-Aktivierung auch die Gen-Transkription von Adhasions-Molekilen wie ICAM-1,
VCAM-1 und E-Selektin in bestimmten Zielzellen und fordern somit
proinflammatorische Vorgange im Korper [94]. Zusatzlich wird die Freisetzung von
TGF-B1 aus Makrophagen/Monozyten nach Phagozytose von Kobaltpartikeln
gehemmt [112]. Das Zytokin hat eine antiinflammatorische Wirkung und regt unter
anderem Osteoblasten zur Knochenbildung an. Zusatzlich zur Stimulation von
knochenabbauenden Zellen durch Zytokine kdnnen Osteoklasten durch geldste
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Kobaltionen auch direkt stimuliert werden. Durch diese lonen werden hypoxische
Zustande in Zellen imitiert, was eine Anregung der Osteoklasten zur Folge hat [29]. Im
katalytischen Zentrum der HIF Prolyl-Hydroxylasen kann Fe?* durch Co?* ersetzt
werden, was zu einer Inaktivierung dieses Enzyms und folglich zu einer Stabilisierung
des Transkriptionsfaktors HIF-a fuhrt [145-146]. Als Folge wird die Genexpression von
HIF-ansprechenden Genen gesteigert [29, 146]. Der Transkriptionsfaktor HIF ist unter
anderem bei der Regulierung der Angiogenese und der Erythropoese oder bei der
Kontrolle von Zellwachstum und —migration beteiligt [145, 146]. Somit kdnnen schon
geringe Mengen von Kobaltionen (0,1-1 uM) Uber die Imitierung eines hypoxischen
Zustandes direkt eine Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten
induzieren [29].

Hemmender Einfluss auf Osteoblasten

Zusatzlich zur Osteoklastenstimulation Ubt Kobalt einen hemmenden Effekt auf
Osteoblasten aus. In-vitro-Versuche mit osteoblastenahnlichen Zellen zeigten, dass
Kobalt ab einer Konzentration hoher als 10 pg/ml die Osteoblastenproliferation
und -aktivitat senkt. Zudem werden mit zunehmender Konzentration von Kobaltionen
Osteoblasten zur Produktion von Interleukin-6 angeregt. Dieses Zytokin ist an
Entzindungsreaktionen im Korper beteiligt und erhoht die Knochenresorption [113].
AuRerdem wird nach Phagozytose von Kobaltpartikeln durch Osteoblasten vermehrt
das entziindungsférdernde PGE2 ausgeschttet [147].

Férderung der Angiogenese

Als weitere Eigenschaft fordert Kobalt die Angiogenese [44-46]. Sie ist Voraussetzung
fur eine gute Blutversorgung und folglich einer effizienten Osteogenese. In vielen
Versuchen wurde gezeigt, dass VEGF, ein wichtiger Faktor in der Angiogenese, durch
Hypoxie ebenso wie durch den Einfluss von Kobalt- und auch Nickelionen vermehrt
gebildet wird. Beides sind Metalle, die den Zustand der Hypoxie in Zellen imitieren
kénnen [44, 45]. Kim et al. berichten, dass Kobalt in Osteoblasten, eventuell vermittelt
uber Sauerstoffradikale, eine Erhdhung des Proteinlevels von HIF-1a bewirkt. Als
Transkriptionsfaktor reguliert HIF-1 die Sauerstoffversorgung von Zellen und reguliert
unter anderem das VEGF-Gen. Es kommt zu einer vermehrten Genexpression von
VEGEF [44] und folglich zu einer gesteigerten Angiogenese. Auch in anderen Organen
konnen durch Kobalt positive Effekte ausgelost werden. Tanaka et al. berichten
beispielsweise Uber eine gesteigerte Angiogenese und reduzierte Apoptose von Zellen

in der Niere wahrend einer Kobaltsubstitution [46].
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2.3.3 Kupfer

Als essentielles Spurenelement kommt Kupfer ubiquitar in der menschlichen Nahrung
vor. Es ist intrazellular in Nucleus und Zytosol menschlicher Zellen vorhanden [148]
und ubt einen groRen Einfluss auf Endothelzellen aus. Es stimuliert diese Zellen
in vitro [39] und férdert die Angiogenese in vivo [114].

Férderung der Angiogenese

Die Proliferation, Differenzierung und Migration von Endothelzellen ist wichtig fur die
wahrend der Angiogenese aus bereits existierenden Blutgefalien entstehenden neuen
Gefale [39]. Von Kupfer ist schon seit langerem bekannt, dass es ein wichtiger
Co-Faktor fur die Neubildung von Gefalien ist [43, 114, 118]. Beispielsweise wurde in
Versuchen mit Kaninchen gezeigt, dass eine kupferarme Ernahrung die
BlutgefalRbildung unterdrickt [114]. Das Metall gilt als Wachstumsfaktor von
Endothelzellen, seit entdeckt wurde, dass durch eine 48-stindige Kupferexposition
von Endothelzellen in einem Medium ihre Anzahl verdoppelt wurde [149].
Endothelzellen reagieren als erste Zellen auf proangiogenetische Reize. Die
Proliferation und Zellmigration von Endothelzellen wird durch  Kupfer
gefordert [39, 43, 115, 149]. Durch das Metall werden proangiogene Faktoren
stimuliert und somit die Angiogenese gefordert [115-120]. Flr Kupferionen noch im
mikromolaren Bereich (10® M) wurde gezeigt, dass die Fibronektinsynthese in
Endothelzellen evoziert wird [115]. Fibronektin ist ein Glykoprotein der extrazellularen
Matrix, das unter anderem in der Zelladhasion und -migration eine wichtige Rolle spielt.
Die Bildung von kleinsten Gefallen wird angeregt und die Angiogenese
gefordert [43, 114, 150]. Auch weitere proangiogene Faktoren wie VEGF [116],
FGF 1 [117], FGF 2 [118], II-1 a [119], Nuclear factor-kB [118] oder Angiogenin [120]
werden stimuliert. Wie genau Kupferionen die einzelnen Faktoren beeinflussen ist

noch nicht geklart.

Tumorwachstum
Kupfer scheint durch seine angiogene Wirkung auch eine stimulierende Wirkung auf
das Wachstum bestimmter Tumore zu haben [43, 118, 151]. Sobald Tumore eine

suffiziente Blutversorgung entwickelt haben, steigen Wachstum und Metastasierung
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rapide an [118]. Das Wachstum bestimmter Tumore und die Angiogenese kann durch

die Gabe von Kupfer-Chelatoren gehemmt werden [118, 151].

2.3.4 Mangan

Naturlicherweise kommt Mangan in kleinsten Mengen in Knochen und Zahnen
vor [83, 152]. Es ist im menschlichen Korper neben vielen weiteren Funktionen unter
anderem an der Regulierung des Knochenremodelings beteiligt [83, 84]. Als
essentieller Co-Faktor flr Glycosyltransferasen ist es wichtig fur die
Proteoglykansynthese [153]. Ein Mangel an Mangan beeinflusst die Bildung von
knorpeliger Matrix und hemmt die enchondrale Osteogenese, was zu Abnormitaten
des Skeletts fuhrt [85]. Auch viele weitere Enzyme, unter anderem Metalloenzyme
(Oxidasen, Dehydrogenasen) ebenso wie DNA- und RNA-Polymerasen und Kinasen
bendtigen das Spurenelement flr ihre regelrechte Funktion [154]. Zu hohe
Mangandosen sind jedoch toxisch und kdnnen neurologische Schaden hervorrufen,
die einer Parkinson-Erkrankung ahneln [155, 156]. Deswegen gibt es fur Mangan sehr
komplexe Transportwege in und aus den Zellen des menschlichen Korpers, die bis
dato noch nicht vollstandig verstanden sind [154].

Férderung der Osteogenese

Mangan fordert die Osteogenese [83]. In Versuchen mit Ratten wurde gezeigt, dass
es bei einer manganarmen Ernahrung zu einer Hemmung sowohl von Osteoblasten
als auch von Osteoklasten und damit zu einer verringerten Osteogenese kommt [157].
Bei suffizienter Manganaufnahme hingegen werden die Knochendichte und
Knochenbildung erhoht [152] sowie der Knochenabbau verhindert [158]. In
in-vivo-Versuchen mit Ratten hatte Mangan eine antiinflammatorische Wirkung und
beugte Knochenabbau vor [125].

Aktivierung von Integrinen

Divalente Kationen wie Mn?* beeinflussen die Affinitat von Integrinen zu Liganden und
somit die Zelladhasion, unter anderem von Osteoblasten [98-100]. Integrine sind
Transmembranproteine, auch als Adhasionsmolekile bezeichnet und wichtig fur die
Signalubermittlung zwischen Zellen und ihrer Umgebung. Fur die zellulare Interaktion
zwischen Osteoblasten und der Implantatoberflache sind diese
Transmembranproteine von grof3er Bedeutung [159, 160]. Dabei hangt es vom
Implantatmaterial ab, welche Integrine und extrazellularen Matrixproteine von den

Zellen gebildet werden [159]. Die extrazellulare Domane der a-Untereinheit der
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Integrine kann divalente Kationen wie Ca?*, Mn?* oder Mg?* binden, wodurch die
Affinitat des Integrins zu Liganden verandert wird [100, 161, 162]. Byzova et al.
zeigten in in-vitro-Versuchen, dass Mn?* in Osteoblasten vorkommende Integrine
aktivierte und es in Folge zu einer vermehrten Migration sowie schnelleren
Zelladhasion kam [98]. Mangan konnte somit die Integration  von
Knochenersatzmaterialien fordern. Allerdings wird bei zu hohen Konzentrationen die
Proliferation der Osteoblasten gehemmt [163]. Werden Knochenersatzmaterialien mit
Mangan modifiziert, beeinflusst das Metall die Gewebe- und Zellreaktion an der
Grenzflache zwischen Gewebe und Implantat [83].

Radikalfédnger

Osteoklasten produzieren wahrend der Knochenresorption freie Radikale. Ries et al.
zeigten in vitro, dass Komplexe mit Mangan (Desferal-manganese complex) die
Konzentration freier Radikale senken und somit die Knochenresorption hemmen
kénnen, ohne jedoch die Zellviabilitdt zu beeintrachtigen. Mn3*-lonen werden dabei zu

Mangan-Dioxid umgewandelt [124].

2.3.5 Nickel

Nickel ist wie Kobalt ein Ubergangsmetall der Gruppe VIl und eines der bekanntesten
Kontaktallergene.

Osteoklastenstimulation

Nickelionen sind in der Lage Osteoklasten uUber knochenabbauende Zytokine zu
aktivieren [27]. Unter anderem wird durch Nickelionen in bestimmten Zellen wie
Monozyten, Fibroblasten oder Endothelzellen durch die Bildung von reaktiven
Sauerstoffradikalen die DNA-Bindung des Transkriptionsfaktors NF-kB erhoht [27, 94].
Dies fiuhrt zu einer erhdohten Produktion von Adhasionsmolekilen wie ICAM-1,
VCAM-1 oder E-Selektin [94] oder von knochenabbauenden Zytokinen wie IL-6,
TNF-a oder IL-18[27] und folglich zu einer Aktivierung von Osteoklasten.

Proinflammatorische Vorgange im Kérper werden somit durch Nickelionen geférdert.

Stimulierung der Angiogenese

Vergleichbar mit Kobalt kann durch Nickel der Zustand der Hypoxie in verschiedenen
auf Sauerstoffmangel ansprechenden Genen imitiert werden. Dazu gehoren
beispielsweise das VEGF- oder das Erythropoetin-Gen [45, 164-166]. Unter
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Sauerstoffmangel kommt es in verschiedenen Zellen wie Osteoblasten, Endothelzellen
und Myokardzellen zu einer erhdhten Bildung von VEGF [45, 166-168]. Es wird
vermutet, dass Eisen im Porphyrin-Ring der Proteinmolekule durch Nickel ersetzt wird,
sodass Sauerstoff mit geringerer Affinitat gebunden wird [164]. Douglas et al. zeigten,
dass in vitro unter Nickelsubstitution als wichtiger proangiogener Faktor vermehrt
VEGF-mRNA in Osteoblasten gebildet wird [45].

2.3.6 Vanadium

In fast allen pflanzlichen und tierischen Zellen ist Vanadium als Spurenelement
enthalten [33, 49]. Das Element besitzt komplexe chemische Eigenschaften. Es
existieren verschiedene Oxidationsstufen von -1 bis +5. Dabei sind die am haufigsten
auftretenden Wertigkeiten 2, 3 und 4 [169]. Im Blutplasma kommt es Uberwiegend als
Metavanadat (VO3) vor und wird Uber ein Anionentransportsystem in die Zellen
gebracht und zur intrazellular dominanten Form VO?* reduziert [169, 170]. Nach oraler
Gabe reichert es sich bevorzugt in Knochen, Niere, Milz und Leber an [33, 171, 172].
Vanadium Ubt im Korper viele relevante Funktionen aus. Manche
Vanadiumverbindungen imitieren Wachstumsfaktoren [49, 173], andere wirken
antitumoral [86-88]. Andere wiederum haben Effekte ahnlich dem Insulin und wirken
antidiabetisch [89-91]. So stimulieren Vanadiumsalze die Glucose-Aufnahme und
senken den Blutglucosespiegel [33, 95].

Férderung der Osteogenese

Vanadium sammelt sich in groRen Mengen im Knochen an und scheint einen grof3en
Einfluss auf die Knochenzellen zu haben [33, 171, 172]. Die Osteogenese wird
gefordert [33, 95] und die Knochenresorption durch Senkung der Osteoklastenzahl
gemindert [32]. In Tierversuchen mit Ziegen wurde gezeigt, dass es bei einer
vanadiumarmen Diat zu Knochendefiziten kommt [174].

Mitogene Wirkung auf Osteoblasten

FUr verschiedene Vanadiumverbindungen (unter anderem mit Ascorbinsaure,
Trehalose oder anderen antiinfammatorischen Komponenten) wurde flr geringe
Konzentrationen (< 25 pM) gezeigt, dass sie eine mitogene Wirkung auf Osteoblasten
haben. In diesen Konzentrationen wirken sie stimulierend auf die
Osteoblastendifferenzierung und —proliferation [33, 95]. In groReren Mengen
(> 50-100 uM) erhdhen sie hingegen die Apoptoserate und verursachen zytotoxische

Effekte durch Inhibierung der Zellproliferation und der Aktivitdt der alkalischen
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Phosphatase [33, 49, 95, 173, 175, 176]. Die alkalische Phosphatase ist ein Marker
fur die Osteoblastendifferenzierung und unter anderem wichtig fir die Produktion der
mineralischen Matrix [49]. Die verschiedenen Vanadiumverbindungen unterscheiden
sich in ihrer Zytotoxizitat [95, 176]. Im Allgemeinen sind Vanadium(V)-Komplexe
starker toxisch als Vanadium(IV)-Verbindungen [49]. Teilweise wird durch bestimmte
Vanadiumkomplexe zudem die Produktion von Kollagen Typ-l, einem wichtigen
Bestandteil der extrazellularen Matrix, stimuliert und die Mineralisation der Matrix
gefordert [33]. Vanadiumverbindungen wirken Uber verschiedene komplexe
intrazellulare Mechanismen. Ein wichtiger Weg uber den Vanadium seine biologische
Wirkung entfaltet, scheint die MAPK-Kaskade zu sein [95]. Vanadiumverbindungen
verhalten sich wie Phosphatanaloge und inhibieren Phosphatasen (Protein-Tyrosine-
Phosphatasen), was zur Phosphorylierung von Proteinen fuhrt [177]. Als Folge werden
Phosphorylierungskaskaden getriggert oder Kinasen direkt stimuliert [178]. ERKs in
Osteoblasten werden phosphoryliert und damit aktiviert [95, 179, 180]. ERKs
regulieren unter anderem die osteoblastenspezifische Genexpression, ihre
Proliferation und Adhasion und die Matrix-Mineralisation [181]. Auch scheinen
Vanadiumkomplexe teilweise durch die Bildung von intrazellularen reaktiven
Sauerstoffradikalen (oxidativer Stress) zu wirken [180, 182]. Die erhdhte Apoptoserate
von Zellen bei hdheren Vanadiumkonzentrationen scheint teilweise mit der Bildung von

Radikalen assoziiert zu sein [86, 180].

2.3.7 Zink

Zink ist ein essentielles Spurenelement und wichtig fur das menschliche
Wachstum [183]. Es ist unter anderem im Knochen enthalten, fordert sowohl in vitro
als auch invivo das Knochenwachstum [34, 137, 138, 184, 185] und hemmt die
Knochenresorption [30, 140]. Als Co-Faktor fir mehr als 300 Enzyme ist Zink an
Zellfunktionen wie der Signaltransduktion, Transkription und Replikation beteiligt.
Unter einer zinkarmen Ernahrung kommt es unter anderem zu Fehlregulationen des
Immunsystems, kognitiven Beeintrachtigungen und Wachstumsverzégerungen.
Dieser Mangel kann jedoch durch eine vermehrte Aufnahme von Zink wieder
ausgeglichen werden. Ebenso sind verschiedene Erkrankungen mit einem Mangel an
Zink assoziiert wie das Malabsorptionssyndrom und chronische Erkrankungen von
Niere und Leber [92].

Osteoblastenstimulation
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In-vitro-Versuche mit Zink enthaltenden Tricalciumphosphaten zeigten, dass mit
zunehmender Freisetzungsrate von Zink aus der Keramik die Proliferation und
Differenzierung von Osteoblasten gegenluber der Kontrollgruppe mit reinen
Tricalciumphosphaten deutlich gesteigert wurde [34, 138]. Das Maximum der
Wachstumsrate wurde dabei bei einem Zinkgehalt von 1,26 wt. % Zn erreicht und zwar
um 35 % hoher als bei der Kontrollgruppe. Bei hdherem Zinkgehalt kommt es hingegen
zu zytotoxischen Effekten [34]. In vitro fuhrt die Anwesenheit von Zink zu einer
Erhdhung der Aktivitat der alkalischen Phosphatase, die eine wichtige Rolle in der
Knochenkalzifizierung spielt und zu einer Erhéhung des Calcium- und
Kollagengehaltes im Knochen. All dies sind biochemische Parameter fur die
Knochenmineralisation und Knochenformation [34, 185]. Durch Zink wird in vitro
vermutlich die Proteinsynthese in Osteoblasten auf der Ebene der Translation
stimuliert. Dies fUhrt zu einer gesteigerten DNA-Synthese und folglich zur Proliferation
der knochenbildenden Zellen [139, 186].

Knochenwachstum

Eine Studie an Hasen von Kawamura et al. zeigte, dass zinkhaltige TCP-Keramik
in vivo einen stimulierenden Effekt auf die Knochenbildung hat. ZnTCP-Implantate
wurden in den Oberschenkelknochen implantiert und nach vier Wochen
nachuntersucht. Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte ein signifikanter Anstieg der
Knochenapposition um das Implantat nachgewiesen werden. Der optimale Zinkgehalt
der Keramik lag bei 0,316 wt %, was dem 25-fachen Gehalt an Zink im menschlichen
Knochen entspricht. Die Konzentration von Zink im Plasma blieb dabei unverandert,
so dass Zink vermutlich nur in die nahere Umgebung des Implantates abgegeben
wurde und keine systemischen Effekte hervorgerufen werden konnten. Zudem nahm
die Léslichkeit von ZnTCP mit zunehmendem Zinkgehalt ab [137]. Mit Zink modifizierte
Knochenersatzmaterialien kdnnten die Knochenapposition in der Implantatregion und
somit die Einheilung fordern. Das Metall muss jedoch langsam aus den Materialien
abgegeben werden, da es bei zu hohem Zinklevel zu nachteiligen Reaktionen kommt.
Materialien aus TCP sind hierflr gut geeignet, da sie inkorporiertes Zink nur langsam
freisetzen [34].

Osteoklastenhemmung

Zink hat in vitro einen hemmenden Effekt auf die durch Osteoklasten vermittelte
Knochenresorption [30, 140]. Osteoklasten reagieren sehr sensibel auf Zinkkontakt. Er

fuhrt zu einer Hemmung der knochenabbauenden Zellen und zu einer signifikanten

Seite 22



2. Kenntnisstand

Abnahme der Knochenresorption noch bei sehr geringer Konzentration von 10-'4 M.
Das Vorhandensein von Osteoblasten hat keinen Einfluss auf den inhibierenden Effekt
von Zink. Dies legt die Vermutung nahe, dass Zink einen direkten Einfluss auf
Osteoklasten hat. Zusatzlich hebt Zink in vitro die osteolyseinduzierende Wirkung von
Parathormon, das in der Nebenschilddrise gebildet wird, komplett auf [140].
Beeinflussung der Zytokinausschlittung

Zink beeinflusst die zellvermittelte Immunreaktion [142, 187]. Partikel, die sich von
eingebrachten Knochenersatzmaterialien l6sen, werden von Monozyten als erste
Abwehrreaktion des Korpers phagozytiert und Zytokine werden ausgeschuttet. Diese
wiederum aktivieren Osteoklasten, welche den Knochenabbau induzieren. Die
Ausschuittung von antiinflammatorischen Zytokinen wird durch Zink positiv beeinflusst,
die Expression proinflammatorischer Zytokine hingegen negativ. Die Freisetzung von
TNF-a aus unstimulierten humanen Monozyten wird herabgesetzt. TNF-a ist an
lokalen und systemischen Entziundungsreaktionen beteiligt. Die Produktion von IL-8,
einem chemotaktisch wirksamen Zytokin, wird mit zunehmender Zinkkonzentration
gefordert. Monozyten, durch LPS stimuliert, schitten weniger proinflammatorische
Zytokine aus (IL-1beta, IL-6) und produzieren mit zunehmender Zinkkonzentration
mehr IL-10, eines der wichtigsten antiinflammatorischen Zytokine [187]. Die
Entzindungsreaktion wird gehemmt, die Chemotaxis gefordert. Die Zytokinbildung
wird abhangig von der Zelllinie auf Ebene der mRNA-Genexpression beeinflusst.
Bao et al. zeigten in einer in-vitro-Studie, dass Zinkmangel in ThO- und Th1-Zellen zu
einer verringerten Aktivierung von zinkabhangigen Transkriptionsfaktoren fihrt.
Weniger IL-2-mRNA und INF-y-mRNA werden gebildet und folglich weniger IL-2 und
INF-y exprimiert. Ein Mangel an IL-2, ein Wachstumsfaktor fur T-Zellen, und IFN-y
wiederum fihren zu einer reduzierten Immunantwort. In der Monozyten-Makrophagen-
Zelllinie kommt es durch einen Mangel an Zink zu einer erhdhten Expression
proinfammatorischer Zytokine. Mehr TNF-a, IL-1B- und IL-8-mRNA wird
gebildet [142]. An der antioxidativen Wirkung von Zink ist auch die negative
Beeinflussung der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (TNF-a, IL-13)

beteiligt, die freie Sauerstoffradikale erzeugen konnen [141].
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Herstellung der Zementpulver

3.1.1 Herstellung von a-Tricalciumphosphat-Pulver

Als Ausgangsstoffe wurden Calciumhydrogenphosphat (CaHPO4: M = 136,06 g/mol)
(Fa. J.T. Baker, Griesheim, Bestell-Nr. 1430-07) wund Calciumcarbonat
(CaCOs: M = 100,09 g/mol) (Fa. Merck KGaA, Darmstadt, Bestell-Nr. 102144.9029)
im Verhaltnis 2:1 verwendet. Die Herstellung von a-Tricalciumphosphatpulver erfolgte

durch Sinterung der beiden Edukte nach der Reaktion:

2 CaHPOs + CaCOs; —2®% 5, Ca3(POs)2 + H20 + CO2

272,12 g Calciumhydrogenphosphat und 100,09 g Calciumcarbonat wurden in einem
500 ml Achatmahlbecher mit zusatzlich 4 Achatkugeln (Durchmesser d = 30 mm) fur
1 Stunde in einer Planetenkugelmuhle (PM 400, Fa. Retsch GmbH, Haan) gemahlen.
Dabei betrug die Rotationsgeschwindigkeit 200 U/min mit minatlichem Wechsel der
Rotationsrichtung. Das Pulver wurde anschlie®Bend in einem Sintertiegel bei einer
Temperatur von 1400 °C 5 Stunden lang im Sinterofen (System vecstar, Fa. Oyten
Thermotechnik GmbH, Oyten) gesintert. Die Temperatursteigerung betrug hierbei
99 °C/min. Um die metastabile Hochtemperaturmodifikation a-TCP zu erhalten, wurde
das Gemisch an der Luft abgeschreckt, d. h. die Sinterebene wurde ab circa 1300 °C
innerhalb von 15 Minuten manuell schnell heruntergefahren. Ansonsten ware die
Niedrigtemperaturmodifikation B-TCP entstanden. Nach Abkthlen des Gemisches auf
Raumtemperatur wurde der Sinterkuchen manuell mit einem Porzellanmdrser
zerstolden und auf eine KorngroéfRRe < 355 pm gesiebt. Um die notwendige Reaktivitat
des Pulvers fur die Abbindereaktion bei der Probenkorperherstellung zu erhéhen,
wurden jeweils 125 g des Pulvers mit Achatmahlwerkzeugen
(500 ml Achatmahlbecher, 4 Achatkugeln (d =30 mm)) in der Planetenkugelmunhle
durch einen mehrstindigen Mahlprozess mechanisch aktiviert. Mahlparameter waren
eine Rotationsgeschwindigkeit von 200 U/min mit minUttlichem Wechsel der
Rotationsrichtung und einer Mahldauer von 2 Stunden. Auf diese Weise wurde das

a-TCP-Pulver produziert, welches fir die Herstellung der Probenkoérper verwendet
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wurde. Diese dienten als metallfreie Referenz. Bis zur weiteren Verwendung wurde

das Pulver feuchtigkeitsdicht in Glasbehaltern aufbewahrt.

3.1.2 Modifikation des a-TCP-Pulvers mit Dinatriumhydrogenphosphat

Wahrend der Herstellung der metallionenbeladenen Zementproben wurde festgestellt,
dass sich Nickelchlorid, Manganchlorid und Kupfersulfat nicht in 2,5 %iger
NazHPO4-Losung l6sten. Dinatriumhydrogenphosphat wurde als Beschleuniger fur
eine schnellere Umwandlung des a-TCP-Pulvers zu Hydroxylapatit bendtigt. Aus
diesem Grund wurde ein modifiziertes Zementpulver hergestellt, das bereits Na2HPO4
enthielt. Dazu wurden 123,5 g a-TCP-Pulver und 1,25 g Naz2HPO4 zusammen in der
Planetenkugelmduhle fir 2 Stunden bei 200 U/min gemahlen. Somit war es mdglich die
Metallsalze bei der Herstellung der Anmischflissigkeit in destilliertem Wasser anstatt
in NazHPO4 zu l6sen. Das auf diese Art gewonnene Pulver wurde bei der Herstellung
der metallionendotierten Probenkorper mit unterschiedlichen Metallsalzlosungen als

Anmischfllissigkeit verwendet.

3.1.3 Modifikation des a-TCP-Pulvers mit zugesinterten Metallionen

146,26 g CaHPOs4 und 50,05g CaCOs wurden abgewogen und in der
Planetenkugelmuhle mit den entsprechenden Mengen der Salze (siehe Tabelle 2) fur
1 Stunde bei 200 U/min mit mindtlichem Wechsel der Rotationsrichtung und
Achatmahlwerkzeug gemischt. Die Pulvermischung wurde 5 Stunden bei 1400 °C
gesintert, der Sinterkuchen abgeschreckt, gemorsert, auf < 355 pm gesiebt und durch

erneutes Mahlen mechanisch aktiviert.

Tabelle 2: Bendtigte Mengen der Salze zur Herstellung der metallmodifizierten a-TCP-Pulver

Summenformel Molare Masse Bendotigte Menge
in g/mol in mg

Kupfersulfat CuSO4 159,60 2394

Kobaltnitrat Co(NO3)2"6H20 291,04 436,56
Manganchlorid MnCl2 125,84 188,77
Zinkacetat (CH3CO0)2ZN*2H20 | 658,47 329,24
Vanadiumchlorid | VCls 157,30 235,95
Nickelchlorid NiCl2 129,62 194,43
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3.2 Herstellung der Probenkorper

In wassriger Losung entsteht wahrend der Zementabbindereaktion aus a-TCP
nanokristalliner, calciumdefizitarer Hydroxylapatit. Die Reaktion wird durch Zugabe
von Dinatriumhydrogenphosphat beschleunigt. Durch zwei verschiedene Verfahren
wurden die Metallionen in die Probenkorper eingebracht. Einmal waren die
entsprechenden Metallsalze dem a-TCP-Pulver schon wahrend der Herstellung
zugeflgt worden (siehe Punkt 3.1.3). Beim Anmischen der Pulver mit eingesinterten
Metallsalzen wurde eine 2,5 %ige NazHPO4-Losung als Beschleunigerflissigkeit
verwendet. In einem anderen Verfahren der Metallionendotierung wurden Metallsalz-
Lésungen hergestellt, die mit a-TCP-Pulver vermengt wurden, das vorher bereits mit
Dinatriumhydrogenphosphat modifiziert worden war. Die Herstellung der Binder-
Lésungen wird nun beispielhaft fir die Lésung mit Kupfersulfat erklart. 159,6 mg
Kupfer(ll)sulfat (Fa. Merck KGaA, Darmstadt) wurden in einen 100 ml Messkolben
Uberfuhrt und dieser mit Reinstwasser aufgeflllt. Aus dieser 1 mmolaren Losung
wurden durch Verdinnung eine 100 pymol/l und eine 10 pmol/l Kupfer(ll)sulfatldésung
hergestellt. Um die 100 ymolare Konzentration zu erhalten, wurden 10 ml der
Stammldsung mit 90 ml Reinstwasser verdinnt. Fir die 10 umolar konzentrierte
Losung wurde zu 1 ml der Stammlosung 99 ml Reinstwasser hinzugefugt. Analog
wurde fur die verschiedenen Konzentrationen von Nickelchlorid, Manganchlorid,
Zinkacetatdihydrat, Vanadiumchlorid und Kobaltnitrat verfahren, sodass flur jedes
Metallion Anmischfllssigkeiten in einer Konzentration von 10 umol/l, 100 pmol/l und
1 mmol/l gewonnen wurden. Zur Herstellung der Probenkorper wurden jeweils 3 g
Pulver auf einer Analysewaage abgewogen, 1 ml Anmischflissigkeit mit einer Pipette
aufgezogen und die beiden Komponenten auf einer sauberen, trockenen Glasplatte
mit einem Anruhrspatel moglichst homogen vermischt und in Silikonformen gegeben.
In diesen befanden sich zylindrische Aussparungen mit einem Durchmesser von
10 mm und einer Tiefe von 2 mm. Um Lufteinschlisse in den Probenkorpern zu
vermeiden, wurde der Zement unter manuellem Druck in die Hohlraume gepresst. Die
Zemente harteten in einem Wasserbad (Fa. Memmert GmbH und Co. KG,
Schwabach) bei 37 °C und nahezu 100 %iger Luftfeuchtigkeit 24 Stunden aus. Die
Reaktion erfolgte gemal der folgenden Reaktionsgleichung:

3 a-Ca3(PO4)2 + H20 — Cag(PO4)5(HPO4)OH
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Um eine Ausschwemmung der lonen zu vermeiden, musste darauf geachtet werden,
dass die Proben nicht mit dem destillierten \Wasser, das den Boden der
Feuchtigkeitskammer bedeckte, in Berihrung kamen. Um die Flussigkeit komplett aus
den Probenkérpern zu entfernen, wurden sie im Trockenofen (Fa. Memmert GmbH
und Co. KG, Schwabach) bei 40 °C circa 8 Stunden lang getrocknet, mit Sandpapier
(Siliciumcarbit, Kérnung 800 C) geglattet und in sauberen, trockenen Glasbehaltern

feuchtigkeitsdicht bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

3.3 Bestimmung der initialen Abbindezeit nach Gilmore

3.3.1 Messprinzip

Als Abbindezeit eines Zementes gilt die Zeitspanne zwischen Anmischung und
Aushartung. Sie wurde mit dem Gilmore-Nadel-Test in Anlehnung an die
amerikanische Norm ASTM-Standard C 266 [188] bestimmt. Die Durchfuhrung der
Messung erfolgte in einer Feuchtigkeitskammer bei einer Luftfeuchtigkeit von mehr als
90 % und einer Kammertemperatur von 37 °C £ 1 °C. Durch die hohe Luftfeuchtigkeit
wurde vermieden, dass wahrend der Abbindereaktion die flussige Phase des
Zementes verdampfte und die Zementpaste dadurch aushartete. Zum Umwalzen der
Luft war an der Decke der Kammer ein Ventilator angebracht. Die angemischte
Zementpaste wurde in die mittige Bohrung (Durchmesser 12 x 3 mm) des
Probentellers eingeflllt, der sich am Boden der Kammer befand. Die zur Messung
verwendete Gilmore-Nadel hatte einen Durchmesser von 2,117 mm und ein Gewicht
von 113,389 g. Die Nadel wurde wahrend des Versuches langsam manuell auf die
Probenoberflache herabgesenkt, sodass diese nur durch das Eigengewicht der Nadel
belastet wurde. Sowohl der Probenteller als auch die Gilmore-Nadel wurden auf 37 °C
erwarmt, um darauf die Bildung von Kondenswasser zu vermeiden. Die Prufapparatur
musste mindestens eine Stunde vor Versuchsbeginn eingeschaltet werden, um die
erforderlichen Versuchsbedingungen herzustellen. Der Zeitpunkt an dem die Nadel die
Oberflache nicht mehr durchdringt, gilt als die primare oder initiale Abbindezeit. Sie

entspricht der Verarbeitungsdauer des Zementes.

3.3.2 Versuchsdurchfihrung
1 g Zementpulver wurde mit 0,333 ml 2,5 %igem Na:HPO4 beziehungsweise mit

1 mmolarer Metallionen-Lésung auf einer Glasplatte angemischt, in den Probenteller
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gefullt, mit einem Objekttrager glatt gestrichen und unverziglich in die
Feuchtigkeitskammer gestellt. Die Zeit wurde ab Anmischbeginn gestoppt. Um das
Zeitfenster der Abbindezeit einzugrenzen, wurde in einem ersten Versuchsdurchlauf
alle 8 Minuten die Nadel fir 5 Sekunden auf die Probe gesetzt und der Probenteller
weitergedreht. Sobald kein Abdruck mehr sichtbar war, wurde fur einen zweiten
Versuchsdurchlauf Zement angemischt, in dessen Verlauf im vorher bestimmten
Zeitfenster, alle 2 Minuten die Aushartung des Zementes Uberprift wurde. Nach Ende
des Versuches wurden die entstandenen Vertiefungen mit einer Lupe bei zehnfacher
VergrélRerung betrachtet. Der Zement galt als abgebunden, wenn keine Eindriicke
mehr sichtbar waren. Zur Verifizierung der Ergebnisse wurde der Versuch ein weiteres

Mal wiederholt.

3.4 Bestimmung der Druckfestigkeit

Als Druckfestigkeit bezeichnet man die Widerstandsfahigkeit eines Werkstoffes gegen

Druckkrafte. Sie ergibt sich aus folgender Gleichung:

Mit
fc= Druckfestigkeit [MPa] oder [N/mm?]
F = Hochstkraft beim Bruch [N]

Ac = Flache des Probenquerschnitts [mm?]

Die Druckfestigkeit wird ermittelt, indem der Prufkdrper bis zum Bruch mit Druck
belastet wird und die bendtigte Kraft im Moment des Bruches gemessen wird. Mit Hilfe
von Silikonformen wurden jeweils 10 Prufkorper pro Probenart mit den Malen
6 mm x 6 mm x 12 mm hergestellt. Die Proben harteten 24 Stunden im Wasserbad
bei 37 °C und nahezu 100 %iger Luftfeuchtigkeit aus. Nach 24 Stunden erfolgte die
Versuchsdurchfihrung. Zur Messung wurde eine statische Universalprifmaschine
Zwick Z010 (Fa. Zwick GmbH und Co. KG, Ulm) verwendet. Breite und Dicke der
Proben wurden mittels einer digitalen Schieblehre auf + 0,01 mm bestimmt und im
Prufprotokoll festgehalten. Die einzelnen Prufkérper wurden aufrecht stehend mittig
zwischen zwei Edelstahlstempel positioniert und in Richtung ihrer Langsachse bis zum

Bruch belastet. Der Vorschub betrug 1 mm/min. Die auftretenden Druckbelastungen
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wurden in einem Diagramm aufgezeichnet. Zu dem Zeitpunkt an dem es zum Bruch
der Probe kam, war die Belastungsgrenze erreicht. Die dafir bendtigte Kraft stellt Fmax
dar. Die Werte wurden mittels der OriginPro7G Software (OriginLab Corporation,
Northampton, Massachusetts, USA) graphisch dargestellt.

3.5 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Um die Oberflachenstruktur optisch beurteilen zu kénnen, wurden mit Hilfe eines
Rasterelektronenmikroskops (DSM 940, Fa. Zeiss GmbH, Oberkochen) Aufnahmen
aus dem Inneren der Matrix der ausgeharteten Zemente gemacht. Dafur wurden die
bei der Druckfestigkeitspriifung zerbrochenen Probenkdrper verwendet. Die
Bruchstlicke wurden mittels Leit-C nach Glécke (Fa. Plano GmbH, Wetzlar), ein
Spezialkleber fur die Rasterelektronenmikroskopie, auf Aluminiumtragern fixiert. Um
Oberflachenaufladungen zu vermeiden, wurden die Prufkorper durch den Sputter
Coater K550 (Fa. Emitech Ltd, Ashford, England) in Argon mit niedrigem Druck mit
Gold bedampft und so leitfahig gemacht. AnschlieRend konnten sie betrachtet,
fotografiert und ausgewertet werden. Es wurden Aufnahmen mit 500-, 1000-,

3000- und 5000-facher VergroRerung gemacht.

3.6 Rontgendiffraktometrische Analyse im XRD

Mittels des Rontgendiffraktometers (Siemens D5005, Fa. Siemens AG, Karlsruhe)
wurden Rontgendiffraktogramme der verschiedenen Probenkorper aufgenommen und
auf ihre Phasenzusammensetzung hin untersucht. Die Zemente harteten 24 Stunden
lang bei 37 °C aus. Die Rodntgendiffraktometrie macht sich die unterschiedlichen
Beugungsmuster von Rodntgenstrahlen zu Nutze und kann zur Beurteilung von
Kristallstrukturen verwendet werden. Die Zementplattchen wurden mit einem
Porzellanmdrser zerkleinert und das Pulver in einer Mulde auf dem Probenteller mit
einem Objekttrager glatt gestrichen, sodass die Probenoberflache exakt mit dem
Probenteller in der Hohe abschloss. Der Probentrager wurde in die Haltevorrichtung
des XRDs eingespannt und im Anschluss mit den Messungen begonnen. Die
Prufungen wurden im Winkelbereich zwischen 20 ° und 40 ° schrittweise mit 0,02 °

aufgenommen. In diesem Bereich befindet sich ein groRer Teil der typischen
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Beugungsreflexe von Calciumphosphaten. In der folgenden Tabelle (Tabelle 3) sind

die Parameter der durchgeflhrten Messungen aufgefihrt.

Tabelle 3: Parameter fiir die XRD-Messung

Messbereich 2Theta=20°-40"°
Emissionsstrom 40 mA
Beschleunigungsspannung 40 kV
Anregungswellenlange 1,5405 nm = Cu Ka
Increment 0,02°

Scanspeed 1 sec/step

Mode Locked coupled
Filter Nickel
Aperturblende 2 mm
Streustrahlblende 2mm
Detektorblende 0,2 mm

Fir einen qualitativen Vergleich wurden Referenzbeugungsmuster von a-TCP
(PDF-Nr. 09-0348), B-TCP (PDF-Nr.09-0169) und HA (PDF-Nr.09-0432)

herangezogen.

3.7 Massenspektrometrische Analyse mittels ICP-MS

3.7.1 Messprinzip

ICP-MS ist die Abkirzung fur inductively-coupled-plasma mass-spectrometry
(Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma). Sie ist eine der
nachweisstarksten Methoden in der Elementespurenanalytik. Die lonen werden in
einem Massenspektrometer nach dem Masse/Ladungsverhaltnis getrennt. Da
mindestens ein Isotop vorhanden ist, das nur bei einem einzigen Element auftritt, ist
die Masse charakteristisch fur die einzelnen Elemente. Somit kbnnen mit diesem

Verfahren sehr geringe Mengen eines Elementes nachgewiesen werden.

3.7.2 Bestimmung der Metallionenkonzentration in den Probenkdrpern
Um festzustellen, welche Konzentration von Metallionen in den verschiedenen
Variationen der Probenkorper enthalten war, wurden die Plattchen einzeln in 3 mi
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65 %iger Salpetersaure (Suprapur, Fa. Merck KGaA, Darmstadt) gelést und
anschlieliend mit 7 ml Reinstwasser verdinnt. Mittels der massenspektrometrischen
Analyse durch die ICP-MS (Fa. Varian Deutschland GmbH, Darmstadt) erhielt man die
Konzentration in pg/l, die anschlieRend in ppm umgerechnet wurde. Getestet wurden

jeweils drei Proben einer Art.

3.7.3 Durchfiihrung der Freisetzungsstudie

In dieser Versuchsreihe wurde mittels des Analyseverfahrens der ICP-MS untersucht,
welche Mengen aus den verschiedenen Zementproben in ein Auslagerungsmedium
uber eine Woche freigesetzt wurden. Verwendet wurde als Freisetzungsmedium
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (ATCC Order-Nr. 30-2002, Fa. LGC Standards
GmbH, Wesel) kombiniert mit 10 % FCS (fetal bovine serum), 100 U/ml Penicillin und
100 mg/ml Streptomycin (Fa. Invitrogen Life Technologies GmbH, Eggstein). Vor
Versuchsbeginn wurden die Prufkorper unter der Sterilbank in 70 %igem Alkohol
sterilisiert. Um ein Ausschwemmen der lonen und damit eine Verfalschung der
Messergebnisse zu vermeiden, wurden sie nur fur 5 Sekunden in Alkohol geschwenkt
und anschlielend auf einer Glasplatte beidseits fur jeweils 15 Minuten getrocknet,
damit das Ethanol sich verflichtigen konnte. Die Zementplattchen wurden in 24-Well-
Platten gelegt, mit 2 ml Kulturmedium bedeckt und im Trockenschrank bei 37 °C auf
einem Ruttler gelagert. Da sich die FlUssigkeit nach einer gewissen Zeit mit den lonen
sattigte, wurden die Plattchen nach 24 Stunden auf einen neuen Wellplatz Gberfuhrt
und mit 2 ml neuem Medium bedeckt. Dieses Vorgehen wurde 7 Tage lang fortgeflhrt,
um Aussagen uber das Freisetzungsverhalten der Metallionen aus den Plattchen in
das Eluat zu erhalten. Da sich kleine Partikel aus den Plattchen 16sen und die feinen
Kapillaren der ICP-MS verstopfen wirden, musste die Flissigkeit vor der Messung
gefiltert werden. Die gefilterte Probenflissigkeit wurde auf 1:10 mit einer leicht sauren
Lésung verdiunnt. Diese wurde vorher durch Mischen von 3 ml 65 %iger Salpetersaure
mit 7 ml Reinstwasser hergestellt. Ein leicht saures Milieu wurde bei diesem Versuch
bendtigt, damit die geldsten Stoffe nicht wieder ausfallen und dadurch die Messwerte
verfalscht werden konnten. Das Eluat wurde mittels der ICP-MS hinsichtlich der darin
geldsten Konzentration an Metallionen analysiert. Getestet wurden jeweils 3 Proben
einer Variation. Die Mittelwerte wurden berechnet und die akkumulierten Werte mittels

der OriginPro7G Software in  einem  Punkt-Diagramm  dargestellt.  Die
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Standardabweichungen wurden durch die Gaullsche Fehlerfortpflanzung der Fehler

der Einzelwerte errechnet und in der Grafik mittels Fehlerbalken dargestellit.

3.7.4 Analyse der lonenfreisetzung wahrend des Zellversuches

Um festzustellen, welche Menge an Metallionen wahrend des Zellversuches aus den
Plattchen freigesetzt wurde, wurden bei jedem Mediumwechsel die Uberstande
gesammelt und mittels der ICP-MS die freigesetzte Metallionenkonzentration
bestimmt. Untersucht wurde das Medium auf die Co?*-Freisetzung aus den
Kobaltplattchen, die Zinkproben hinsichtlich der Zn?*-Konzentration und als Vergleich
das Eluat des metallfreien Referenzzementes bezlglich der Konzentration beider

lonen.

3.8 Bestimmung der Zytotoxizitat

3.8.1 Zellkultivierung und Zellaussaat

Fur die Zellversuche wurde die immortalisierte Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7
(American Type Culture Collection, ATCC® Catalog Nr. TIB-71™, Manassas, USA)
verwendet. Die Zellen entstammen dem Tumorgewebe aus dem Aszites einer Maus,
induziert durch das ,Abelson murine leukemia virus®. Die fur die Versuche
verwendeten Zellen entstammten der Passage 11. Die Kultivierung der Zelllinie
erfolgte in 75 cm?® grofRen Zellkulturflaschen (Fa. Falcon, Vertrieb Becton Dickinson,
Heidelberg) mit 20 ml DMEM-Kulturmedium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
ATCC, Teddington, England) kombiniert mit 10 % FCS (fetal bovine serum) und
1 % Pen-Strep (100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin) (Fa. Invitrogen Life
Technologies GmbH, Eggstein) im Brutschrank (Heracell 150i, Fa. Heraeus, Hanau)
bei einer Temperatur von 37 °C und 5 %iger CO2 Atmosphare. Fur die folgenden
Versuchsansatze wurde eine Zellsuspension von circa 40 000 Zellen/ml bendtigt.
Dafur wurden 10 ml des Mediums mit einer sterilen Pasteurpipette aus einer konfluent
bewachsenen Zellkulturflasche abgezogen und verworfen. In den verbliebenen 10 ml
wurden die adharenten Zellen vom Boden mit Hilfe eines Zellschabers vorsichtig
abgeldst. Um die gewlinschte Zellzahl zu erhalten, wurde die Zellsuspension mit dem
entsprechenden Kulturmedium so lange verdunnt, bis circa 40°000 Zellen/ml mit dem
CASY-1 Zellzahler gemessen wurden. Pro Messtag wurden jeweils eine 48-Wellplatte
(Fa. Nunc TM, Roskilde, Danemark) fir den WST-1 Zellvitalitatstest und die
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Zellzahlbestimmung sowie eine fur die TRAP-Farbung bendtigt. Zusatzlich wurde eine
Wellplatte fiir die elektronenmikroskopische Analyse vorbereitet. WST/Zellzahl wurden
an Tag7,11und15 nach Aussaat bestimmt. Die Fixierung fur die
Elektronenmikroskopie wurde an Tag 8 durchgefiihrt. Bei den Zellversuchen wurden
drei verschiedene Arten von Zementproben untersucht. Zum einen wurden Plattchen
getestet, die mit der maximal konzentrierten Zinkionenlésung (1 mmol/l) als
Anmischflissigkeit hergestellt wurden, zum anderen Proben, angemischt mit
10 ymolarer Kobaltionenldsung. Als metallfreie Referenz dienten Probenkdrper aus
a-TCP-Pulver angemischt mit Na:HPOs4. Pro Messtag wurden flr den
WST-1 Zellvitalitatstest und die Zellzahlmessung je 4, fur die TRAP-Farbung je
2 Plattchen der verschiedenen Zementarten vorbereitet. Zusatzlich wurden fur die
Analyse im Elektronenmikroskop jeweils 2 Proben jeder Art bereitgestellt. Die
Prufkérper wurden 15 Minuten in 70 %igen Alkohol eingelegt und anschlielRend
beidseits fur je 15 Minuten getrocknet, damit das Ethanol verdampfen konnte. Die so
vorbehandelten Zementplattchen wurden in 48-Well-Platten Uberflihrt, mit jeweils
500 ul des Zellmedium-Zellsuspension-Gemisches beschichtet und bei 37 °C im
Inkubator gelagert. Am folgenden Tag wurden 200 pl Medium abpipettiert und 300 pl
DMEM-Medium kombiniert mit 10 % FCS und 1 % Pen-Strep gemischt mit
murinem sRANKL (Receptor Activator of NF-kB Ligand) (Fa. R&D Systems,
Wiesbaden) auf die Wellplatze gegeben (0,5 yl Rankl auf 1 ml Medium). RANKL ist ein
Faktor, der die Differenzierung der RAW-Zellen zu Osteoklasten initiiert. Ein Austausch
des Medium-RANKL-Gemisches erfolgte an Tag 4, 6, 7, 8, 11 und 13 nach Aussaat.
Die Uberstéande wurden in Eppendorfcups fir eine ICP-Analyse gesammelt. Das
Zellkultur-Polystyrol diente als Kontrolle. Die Zellen wurden dazu direkt auf die
Oberflache der Zellkulturplatten aufgebracht. Auf dieser Oberflache konnte wahrend
der Zellversuchsreihe das Verhalten und Wachstum der Zellen unter dem Mikroskop
kontrolliert werden. Fur die elektronenmikroskopische Analyse wurde als

Kontrollmaterial Glas verwendet.

3.8.2 WST-1 Zellvitalitatstest

Dieser Test dient der Untersuchung der Vitalitdt von Zellen auf verschiedenen
Oberflachen. Zu Grunde liegt diesem Verfahren die Messung der Stoffwechselaktivitat,
in der die Aktivitat der Succinatdehydrogenase in den Mitochondrien bestimmt wird.
Der Farbstoff WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolium]-1,3-
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Benzendisulfonat), ein wasserlosliches Tetrazoliumsalz, wird durch dieses Enzym zum
farbigen Formazan umgesetzt. Dabei erfolgt der Umsatz nur in den Mitochondrien
vitaler Zellen. Die Extinktion wird im ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 450 nm
photometrisch bestimmt und verhalt sich proportional zur Stoffwechselaktivitat der
Zellen. Der Farbumschlag ist dabei umso intensiver beziehungsweise die Extinktion
umso groRer, je mehr vitale Zellen vorhanden sind.

Bei der Versuchsdurchfihrung wurde aus den Kavitaten das Medium grindlich
abgesaugt, die Zementplattichen mit jeweils 500 yI DMEM-Medium und 50 pl
Proliferationsreagenz (Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) beschichtet und bei
37 °C und 5 %iger CO2-Atmosphare fur 30 Minuten inkubiert. Als Leerwert wurde
gleichzeitig ein Gemisch aus 500 pl Medium und 50 pl des Proliferationsreagenz
WST-1 auf einen leeren Wellplatz gegeben. Anschliefend wurden aus jeder Kavitat
jeweils zweimal 200 pl des Gemisches abpipettiert und auf 2 Wellplatze einer 96-Well-
Platte (Fa. Costar GmbH, Bodenheim) zur Doppelbestimmung uberfuhrt. Das
entnommene DMEM/WST-Gemisch wurde durch den PBS-Puffer (Ad 1000 mi
Reinstwasser 8,0 g Natriumchlorid, 0,2g Kaliumdihydrogenphosphat, 2,8 g
Dinatriumhydrogenphosphat, 0,2 g Kaliumchlorid (Fa. Merck KGaA, Darmstadt),
autoklaviert bei 121 °C fur 20 Minuten) ersetzt. Alle Arbeitsschritte erfolgten unter der
Sterilarbeitsbank (Fa. Heraeus GmbH & Co KG, Hanau). Die Messwerte wurden im
ELISA-Reader (Spectrafluor Plus, Fa. Tecan GmbH, Crailsheim), gesteuert tUber die
Magellan-3 Bedienungssoftware, anhand des Farbumschlages mit einem Messfilter
von 450 nm und einem ReferenZzfilter von 620 nm ermittelt. Die Ergebnisse wurden
mittels der Microsoft Excel-Tabellenkalkulation (Fa. Microsoft Corporation, Redmond,
USA) ausgewertet und unter Verwendung der OriginPro7G Software graphisch
dargestellt. Die Bestimmung der Zellvitalitat erfolgte an den Tagen 7, 11 und 15 nach

Aussaat.

3.8.3 Zellzahlbestimmung mittels CASY-1

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde der elektronische Zellzahler CASY-1, Modell TTC
Cell Counter und Analyser (Fa. Scharfe System GmbH, Reutlingen) verwendet.

Das Messprinzip besteht in einer Widerstandsmessung, wobei die Pulsflachenanalyse
der Signalauswertung dient. Die Zellen werden zur Messung in ein Rohrchen mit einer
isotonischen Elektrolytldsung gegeben und diese Suspension mit konstanter

Geschwindigkeit durch eine Kapillare definierter Geometrie gesaugt. Uber zwei
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Platinelektroden wird eine konstante elektrische Spannung angelegt, die einen
bestimmten elektrischen Widerstand ergibt. Werden die Zellen durch die Kapillare
gesaugt, verdrangen sie entsprechend ihrem Volumen eine gewisse Menge der
Elektrolytldsung. Da der Strom nicht durch die intakte Membran vitaler Zellen dringen
kann, wirken diese als eine Art elektrischer Isolator. Anhand der Widerstandserhdéhung
entlang der Kapillarstrecke kann Uber den Zellzahler die Zellzahl und deren Volumen
ermittelt werden. Nach Vollendung der Messung wird das Integral des Messsignals
berechnet (Pulsflachenanalyse).

Fir diesen Versuch wurde mit den Wellplatten, die vorher fur den WST-1-Versuch
verwendet worden waren, weitergearbeitet. Zur Bestimmung der Zellzahl mussten die
Zellen von den Oberflachen geldést werden. Dies wurde mit Hilfe eines
Enzymgemisches, der Accutase (Fa. PAA Laboratories GmbH, Colbe) bewerkstelligt.
Um die Wirkung der Enzyme nicht durch das Kulturmedium zu inhibieren, wurde die
komplette FlUssigkeit aus den Wellplatten grundlich abgezogen und die
Zementplattchen mit jeweils 1 ml PBS-Puffer gewaschen. Dieser Vorgang wurde ein
zweites Mal wiederholt, um ein moglichst optimales Wirken der Accutase zu
ermdglichen. Nachdem die PBS-Flussigkeit gut abgesaugt worden war, wurde auf
jeden Wellplatz jeweils 500 ul Accutase zum Ablosen der Zellen pipettiert und die
Proben fur 15 Minuten im Brutschrank bei 37 °C und 5 %iger CO2-Atmosphare
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hinzufiigen von 500 ul Kulturmedium gestoppt.
Nach 20-maligem Aufziehen der Suspension mittels einer Pipette zur Durchmischung
und sicherem Abldsen der Zellen wurden jeweils 100 ul des Gemisches in ein mit 10 ml
Isoton (steril gefiltert; Fa. Beckmann Coulter GmbH, Krefeld) gefulltes Rohrchen
gegeben. Alle Arbeitsschritte wurden unter der Sterilbank durchgefihrt. Unmittelbar im
Anschluss wurde die Zellzahl im Zellzahler bestimmt. Damit die Zellen sich nicht wieder
absetzen konnten, erfolgte die Zwischenlagerung auf einem Rollenmischer. Die
Zellzahl wurde parallel zum WST-Test erstmals am 7ten Tag nach Aussaat bestimmt
und die Messung am 11ten und 15ten Tag wiederholt.

Die ermittelten Ergebnisse wurden mit der Microsoft Excel-Tabellenkalkulation

ausgewertet. Die graphische Darstellung erfolgte mit der OriginPro7G Software.

3.9 Praparatherstellung fiir REM-Aufnahmen
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Um Aussagen Uber die Morphologie und das Wachstum der Zellen auf den
unterschiedlichen Oberflachen machen zu koénnen, wurden Praparate fir
elektronenmikroskopische Aufnahmen hergestellt. Der Versuch fand an Tag 8 nach
Aussaat statt. Die Zementplatichen wurden in Glasbehalter tberfihrt und viermal
grundlich mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Gefal3e auf Eis gelegt und
fur 15 Minuten mit 6 %igem Glutaraldehyd (2,4 ml 25 %ige Glutaraldehyd-Lésung (Fa.
Merck KGaA, Darmstadt) verdiinnt mit 7,6 ml PBS) beschichtet, um die Zellen auf den
Praparaten zu fixieren. Als nachste Schritte erfolgten das Waschen der Praparate mit
PBS und die Entwasserung in einer aufsteigenden Acetonreihe. Dabei war darauf zu
achten, dass die Proben stets mit Flissigkeit bedeckt waren, um die Zerstérung der
Zellstrukturen zu verhindern. Das Waschen mit PBS erfolgte finfmal fir 5 Minuten auf
Eis. Dann wurde das Praparat bei Raumtemperatur nacheinander zuerst fur
15 Minuten mit 30 %igem Aceton bedeckt, fir 20 Minuten mit 50 %igem, fur
30 Minuten mit 75 %igem und zum Schluss funfmal hintereinander fur 30 Minuten mit
100 %igem Aceton. Die Aufbewahrung bis zur weiteren Verwendung erfolgte in
100 %igem Aceton. Um die Praparate unter dem Rasterelektronenmikroskop
betrachten zu kdnnen, wurden sie nach der Entwasserung zunachst mit Hilfe des
Critical Point Dryer CPD 030 (Fa. Bal-Tec (Leica GmbH), Wetzlar) getrocknet. Nach
Uberfiinrung der fixierten und entwasserten Praparate in eine mit 100 %igem Aceton
geflllte Druckkammer wurde so lange flissiges CO:2 eingeleitet bis die Kammer
vollstandig gefullt war. Nach 5 Minuten lie®R man das Gas entweichen, bis die
Prufkoérper gerade noch mit Flissigkeit bedeckt waren. Dieser Vorgang wurde
zehnmal wiederholt, bis das Aceton komplett gegen CO:2 ausgetauscht war.
AbschlieRend wurde die Flussigkeit so weit abgelassen bis die Proben gerade noch
mit FlUssigkeit bedeckt waren und die Temperatur auf 40 - 42 °C erh6éht. Am kritischen
Punkt bei circa 31 °C und circa 80 bar Druck ging die Flussigkeit in die Gasphase uber.
Das Gas wurde langsam abgelassen, die Praparate mit Gold bedampft und unter dem
Rasterelektronenmikroskop betrachtet. Das weitere Vorgehen entsprach der

Beschreibung in Punkt 3.5.

3.10 Zytochemische Farbung der tartratresistenten sauren Phosphatase

Mit Hilfe der TRAP-Farbung sollte die Zelldifferenzierung der RAW-Zellen in

Osteoklasten nachgewiesen werden. Dazu wurde ein kommerziell erhaltliches Kit
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(Nr. 387, Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) verwendet. Die aktive iso-5b-
Form der tartratresistenten sauren Phosphatase (TRAP) wird spezifisch nur von
Osteoklasten abgesondert. Durch enzymatische Hydrolyse von TRAP wird Naphtol
AS-Bl freigesetzt, das an Fast Garnet GBC bindet und unl6sliche violette
Farbkomplexe bildet. Fur eine Probe wurde 1 ml Farbel6sung angesetzt. Dazu wurden
10 pl Fast Garnet Standardlésung und 10 pl Natriumnitrit in einem Eppendorfcup
gemischt, fur 3 Sekunden in einer Tischzentrifuge zentrifugiert und fir 2 Minuten
stehen gelassen. Es wurden 0,9 ml auf 37 °C erwarmtes destilliertes Wasser, 20 pl
Fast Garnet/Natriumnitrit-Losung, 10 yl Naphtol-Lésung, 80 pl Acetat-Lésung und
20 pl Tartrat-Lésung miteinander gemischt und im Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Die
Praparate wurden mit PBS gewaschen, flir 30 Sekunden in TRAP-Fixierlédsung
(18 -26 °C) fixiert und mit destilietem Wasser viermal gewaschen. Die
Zementplattchen wurden mit jeweils 1 ml Farbeldésung beschichtet und fir 1 Stunde
bei 37 °C und 5 %iger CO2-Atmosphare lichtgeschutzt inkubiert. AnschlieRend wurden
sie grundlich in destilliertem Wasser (37 °C) gesaubert und an der Luft getrocknet.

Nach circa 2 Stunden konnten die Proben im Auflichtmikroskop betrachtet werden.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Initiale Abbindezeit nach Gilmore

Mittels des Gilmore-Nadel-Tests wurden die Auswirkungen der Metallionendotierung
auf die initiale Abbindezeit Uberprift. Sie beschreibt die Zeitspanne zwischen
Anmischen des Zementpulvers mit einer flissigen Phase und der Aushartung der
pastdosen Masse. Die primare Abbindezeit war erreicht, wenn die Nadel die Oberflache
des Zementplattchens nicht mehr durchdringen konnte. Untersucht wurden
a-TCP-basierende Zemente mit Metallionendotierung durch Zusinterung oder durch
Zugabe von jeweils 1 mmol/l des entsprechenden Metallsalzes zur Binderflissigkeit.
Als metallfreie Referenz diente a-TCP-Pulver angemischt mit 2,5 %iger NazHPO4-
Losung. Der Versuch wurde zweimal wiederholt, die Mittelwerte berechnet und die
Ergebnisse in der nachfolgenden Tabelle dargestellt. Die initiale Abbindezeit des

metallfreien Referenzzementes betrug 24 Minuten.

Tabelle 4: Mit dem Gilmore-Nadel-Test ermittelte initiale Abbindezeit (in Minuten) der a-TCP-
basierenden Zemente mit Metallionendotierung durch Zusinterung oder durch Zugabe von jeweils
1 mmol/l des entsprechenden Metallsalzes zur Binderfliissigkeit.

Zusinterung Zusatz von 1 mmol/l
Metallion zu a-TCP-Pulver zur Binderfliissigkeit
Abbindezeit in Min (+/- 1) | Abbindezeit in Min (+/- 1)

Kobalt(Il) 22 > 60
Vanadium(lll) > 60 > 60
Kupfer(ll) 27 18
Nickel(ll) 57 > 60
Zink(I1) > 60 28
Mangan(ll) 18 57

Tabelle 4 zeigt die deutlichen Schwankungen der initialen Abbindezeiten. Es stellte
sich heraus, dass einige Metallionen die Abbindereaktion erheblich verzdgerten.
Unabhangig von der Methode der Metalldotierung hatten Nickel und Vanadium einen
stark inhibierenden Effekt. Bei Verwendung des gesinterten Nickelpulvers war die
Abbindezeit mit 57 Minuten gegenitber dem metallfreien Referenzzement fast um das
Dreifache erhdht. Mit 1 mmolar konzentrierter Nickelldsung konnte auch nach Uber

60 Minuten kein Ausharten des Zementpulvers festgestellt werden. Ebenso waren die
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Zementplattchen bei Verwendung von Vanadium auch nach tUber einer Stunde nicht
ausgehartet. Auch die Art und Weise wie die Metalle dem a-TCP-Pulver zugefugt
wurden, schien eine grof3e Rolle zu spielen. Zum Teil waren deutliche Unterschiede
zwischen der Dotierung der Zementplattchen mit Metallionen durch Zusinterung oder
durch Zugabe von 1 mmolar konzentrierter Metallsalzlosung als Binderflussigkeit zu
beobachten. Der grof3te Unterschied war bei Verwendung von Kobalt, Zink und
Mangan zu erkennen. Mit Mangan in 1 mmolar konzentrierter Anmischlosung konnte
ein Ausharten erst nach 57 Minuten festgestellt werden, wohingegen die
Verarbeitungszeit beim gesinterten Manganpulver im Vergleich zum metallfreien
Referenzzement um 6 Minuten reduziert war. Im Gegensatz dazu band das mit
Kobaltionen gesinterte Pulver in etwa so schnell ab wie die Referenz. Allerdings war
die initiale Abbindezeit bei Verwendung von 1 mmolarer Kobaltionenlosung als
Anmischflissigkeit erheblich verlangert. Auch nach 60 Minuten war der Zement in der
Feuchtigkeitskammer noch nicht ausgehartet. Fur Zink zeigte sich ein gegenteiliger
Effekt. Die Aushartung des gesinterten Pulvers war nach 60 Minuten noch nicht
abgeschlossen, wohingegen die Zeitspanne mit Zusatz von 1 mmolar konzentrierter
Zinkionenldésung zum a-TCP-Pulver nur um wenige Minuten im Vergleich zur Referenz
erhoht war. Unter dem Einfluss von Kupferionen zeigten sich im Vergleich zur Referenz
die geringsten Schwankungen. Bei dem gesinterten Pulver war die initiale Abbindezeit
mit 3 Minuten minimal erhdht, bei 1 mmolarer Kupferionenlésung um 6 Minuten

reduziert.

4.2 Druckfestigkeit der Zemente

Mittels einer statischen Universalprifmaschine sollte festgestellt werden wie grof3 der
Einfluss der verschiedenen Metallionen und die Art, wie sie dem Zementpulver
beigefligt wurden, auf die Druckfestigkeit war. Jeweils 10 quaderférmige Prifkoérper
jeder Art wurden nach 24-stindiger Lagerung im Wasserbad bei 37 °C in
Langsrichtung belastet und die im Moment des Bruchs auftretenden Krafte in einem
Diagramm aufgezeichnet (Abbildung 1). Untersucht wurden Zementproben, die zum
einen mit einer 1 mmolaren Metallionenlésung der entsprechenden Metalle als
Anmischflussigkeit hergestellt und zum anderen aus Pulvern mit zugesinterten

Metallionen angefertigt wurden. Fur die metallfreien Referenzproben wurde reines
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a-TCP-Pulver mit Na2HPO4 angemischt. Die Druckfestigkeit der Referenzquader
betrug dabei im Durchschnitt 18,96 MPa.
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Abbildung 1: Vergleich der Druckfestigkeiten (in MPa) der a-TCP-basierenden Zemente mit
Metallionendotierung durch Zusinterung oder durch Zugabe von jeweils 1 mmol/l des entsprechenden
Metallsalzes zur Binderflissigkeit. Auf der Ordinate ist die Druckfestigkeit in MPa angegeben, auf der
Abszisse die verschiedenen Metalle

Aus Abbildung 1 wird ersichtlich, dass sich auch bei der Druckfestigkeit die
Dotierungsart, ob Zugabe der Metallionen durch Zusinterung oder bereits in der
Binderflissigkeit enthalten, durch die verschiedenen Metalle unterschiedlich
auswirkte. Lediglich die Prufkdrper mit Kupferionendotierung, unabhangig davon, ob
die Dotierung durch Zusinterung oder durch die Binderflissigkeit erfolgte, zeigten
gegenuber der metallfreien Referenz eine signifikante Erhohung der Druckfestigkeit.
Derselbe Effekt wurde fir die Zementproben mit zugesinterten Kobalt(ll)ionen
festgestellt. Fur Kobalt war der Einfluss der Dotierungsmethode auf die Druckfestigkeit
zusatzlich am starksten ausgepragt. Bei Probenkorpern, die aus Zementpulver mit
zugesinterten Kobaltionen hergestellt wurden, zeigte sich eine Erhohung der
Druckfestigkeit gegenuber der Referenz auf circa 25,61 MPa. Wurde jedoch das Metall
dem Pulver als 1 mmolare Anmischflissigkeit zugesetzt, fiel die Druckfestigkeit im
Vergleich zur Referenzprobe signifikant auf 9,31 MPa ab. Der deutlichste Anstieg

gegenuber der Referenz war mit Kupfer zu verzeichnen. Mit zugesinterten
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Kupfer(ll)ionen betrug der Hochstwert im Mittel 24,25 MPa, mit 1 mmolarer
Kupferlosung als flissige Phase sogar 30,48 MPa. Fur Mangan entsprach die
Druckfestigkeit bei mit 1 mmolarer Manganionenldsung hergestellten Probenkdrpern
in etwa der Druckfestigkeit der metallfreien Referenz (19,56 MPa). Bei den
Zugesinterten sank sie leicht auf 14,33 MPa ab. Mit Nickel und Zink war die
Druckfestigkeit deutlich reduziert, wobei es nur geringfligige Unterschiede zwischen
den beiden Dotierungsarten gab. Mit Nickel war die Druckfestigkeit der gesinterten
Proben mit 11,83 MPa um circa 2 MPa hdher als bei den mit 1 mmolarer
Nickelionenldsung hergestellten Quadern mit circa 10,01 MPa. Fur Zink betrug der
Unterschied zwischen den zwei Dotierungsarten nur etwa 1 MPa mit 14,41 MPa bei
den Proben, die mit der 1 mmolaren Zinkionenlosung hergestellt wurden und
12,57 MPa bei den zugesinterten Proben. Deutlicher war der Unterschied der
Druckfestigkeit zwischen den mit 1 mmolarer Vanadiumionenldésung hergestellten
Prufkorpern, die mit 18,1 MPa in etwa der der Referenz entsprach. Bei den Proben
aus gesintertem Vanadiumpulver lag die Druckfestigkeit mit 11,02 MPa deutlich unter
der der metallfreien Referenzprobe. Die nachfolgende Abbildung zeigt die

Druckfestigkeit im direkten Vergleich mit der Abbindezeit.
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Abbildung 2: Abbindezeit im Vergleich mit der Druckfestigkeit von a-TCP-basierenden Zementen mit
Metallionendotierung durch Zusinterung der lonen zum Ausgangspulver (im Diagramm mit Me
zugesintert bezeichnet) bzw. durch Zusatz von jeweils 1 mmol des entsprechenden Metallions zur
Binderlésung (im Diagramm mit Me-Lésung bezeichnet). Abbindezeiten Giber 60 Minuten wurden
gleich 60 Minuten gesetzt, allerdings wegen der besseren Darstellbarkeit leicht versetzt dargestellt.
Auf der Ordinate ist die Druckfestigkeit in MPa angegeben, auf der Abszisse die Abbindezeit in
Minuten.

Aus Abbildung 2 wird ersichtlich, dass die Zementpulver, die am langsamsten
abgebunden haben, im Vergleich zum metallfreien Referenzzement auch eine deutlich
schlechtere Druckfestigkeit aufwiesen. Eine Ausnahme bildeten die Probenkdrper, die
mit der 1 mmolaren Mangan- beziehungsweise Vanadiumionenldsung hergestellt
worden waren. lhre Druckfestigkeit entsprach in etwa der der Referenz, obwohl die
Abbindezeit durch die lonen erheblich verlangert wurde. Im Bereich der kirzeren
Abbindezeiten ergab sich ein eher inhomogenes Bild. Durch die Metallionendotierung
mit Kupferionen durch die Binderlosung sowie Kobaltionen durch Zusinterung zum
Ausgangspulver wurde die Abbindezeit gegenuber dem Kontrollpulver reduziert. Die
Druckfestigkeit war gegenuber der metallfreien Referenz deutlich erhdht. Bei den
Proben mit zugesinterten Manganionen wurde hingegen ersichtlich, dass, obwohl die
Abbindezeit gegenlber der metallfreien Referenz verklrzt war, die Druckfestigkeit
reduziert war. Gegenteiliges zeigte sich fur die Metallmodifizierung mit Kupferionen

durch Zusinterung. Die Abbindezeit war gegentber dem metallfreien Kontrollzement
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leicht erhdht, aber zugleich wiesen diese Zementprobenkorper auch eine grolRere
Druckfestigkeit auf. Hingegen war die Druckfestigkeit der Zementplatichen,
angemischt mit der 1 mmolaren Zinkionenldsung, gegenuber dem Kontrollzement
reduziert, obwohl die Abbindezeit in etwa der der Proben mit den zugesinterten

Kupferionen entsprach.

4.3 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Fir die optische Beurteilung der verschiedenen Zementpraparate wurden
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen vom Inneren der Matrix der
ausgeharteten  Plattchen angefertigt. Verwendet wurden die bei der
Druckfestigkeitsprifung  entstandenen  Bruchkorper.  Die  mikrostrukturelle
Untersuchung mittels Rasterelektronenmikroskop wurde mit den Zugesinterten sowie
mit 1 mmolarer Metallionenlésung hergestellten Probenkorpern bei 500-, 1000-,
3000- und 5000-facher VergroRerung durchgeflhrt.

Die Bruchflachen der metallfreien Referenz wiesen keine homogene
Oberflachenbeschaffenheit auf, sondern bestanden aus einzelnen, unterschiedlich
grof3en (10 ym — 20 uym) kieselsteindhnlichen Partikeln, die lose und unregelmalig
nebeneinander lagen. Das inhomogene Erscheinungsbild wurde durch einzelne und
lose verstreut liegende kleinere Partikel mit einer GroRe von 1 —2 uym verstarkt
(Abbildung 3). Bei starkerer Vergrolerung zeigte sich, dass die
Oberflachenbeschaffenheit der einzelnen Partikel nicht glatt war, sondern dass die
Gebilde von einer filigranen, kristallinen Struktur aus einzelnen nadelférmigen

Kristalliten umgeben waren (Abbildung 4).
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Abbildung 3: REM-Aufnahme der Bruchflache Abbildung 4: REM-Aufnahme der Bruchflache
der metallfreien Referenz (10 KV, VergroRerung  der metallfreien Referenz (10 KV, VergrofRerung
1000fach) 5000fach)

Im Allgemeinen zeigten die Bruchflachen der mit Metallionen modifizierten
Zementplattchen bei niedriger VergroRerung ein inhomogenes Erscheinungsbild,
ahnlich dem der Referenz, mit unterschiedlich grolRen Partikeln, die lose
nebeneinander lagen und keinen festen Verbund aufwiesen. Die
Oberflachenbeschaffenheit der Proben mit den zugesinterten Metallionen wirkte im
Erscheinungsbild insgesamt glatter als die Oberflache der Plattchen, die mit
1 mmolarer Metallionenlésung angemischt wurden. Der deutlichste Unterschied zur
metallfreien Referenz war bei den Bruchflachen der Zementplatichen erkennbar, die
mit der 1 mmolaren Kobaltionenlésung hergestellt wurden. Bei héherer VergroRerung
wurde die glatte, porenfreie Oberflache der Partikel erkennbar, der die Besetzung mit
nadelférmigen Kristalliten fehlte (Abbildung 5). Dieses Erscheinungsbild konnte
ansonsten bei keiner der anderen Zementprobenarten beobachtet werden. Ganz
anders stellte sich die Bruchflache der mit Kobaltionen gesinterten Probe dar. Bei
starkerer VergroRerung wurden als Feinstruktur pordse, eierschalenformige Gebilde
sichtbar, die gleichmalige Mikroporositaten deutlich unter 0,5 um aufwiesen
(Abbildung 6). Als Besonderheit, die bei keinem anderen Metall aufzufinden war,
wiesen die Bruchflachen bei beiden Arten der Metallionendotierung mit Mangan
teilweise Gebilde auf, die einen glatten, sehr kompakten Kern besalien. Dieser Kern
war umgeben von einer Hulle nadelartiger, miteinander verwobener Kristalle
(Abbildung 7). Bei den mit der 1 mmolaren Manganionenlésung hergestellten Proben

fanden sich zusatzlich partiell glatte Bereiche, denen die Kristallite nur locker
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aufzuliegen schienen (Abbildung 8). Bei den 1 mmolaren Nickelproben fanden sich
unterschiedlich groRe und unterschiedlich stark miteinander verbundene Gebilde.
Neben pords erscheinenden Partikeln, waren teilweise stegartig zusammenhangende
Geflige zu erkennen, deren Oberflache eine eher glatte Struktur aufwies (Abbildung
9). Bei den gesinterten Nickelproben hingegen konnten keine glatten Areale
aufgefunden werden. Die Bruchflachen besallen eine eher schwammartige
Oberflachenbeschaffenheit, zusammengesetzt aus nadelférmigen Kristalliten (nicht
dargestellt). Mit Zink als Metallzusatz befanden sich zwischen den nadelartigen
Kristallen stellenweise scheibenartig miteinander verbundene Plattchen, die bei der
Referenz deutlich seltener aufzufinden waren (Abbildung 10). Das Erscheinungsbild
der Bruchflachen der Kupferproben wirkte im Vergleich zur Referenz noch
inhomogener. Unterschiedlich groRe (1 — 20 ym) und unterschiedlich geformte Partikel
lagen lose neben- und aufeinander. Besonders bei den Proben mit zugesinterten
Kupferionen waren neben den kieselartigen Partikeln zusatzlich viele hohle
eierschalenformige Gebilde sichtbar (Abbildung 11). Modifiziert mit Vanadium wiesen
die Bruchflachen der Zementplattchen, im Vergleich zur Referenz, keine auffalligen
Besonderheiten auf. Die Oberflache der einzelnen Partikel bestand hier aus
nadelartigen, ineinander verwobenen Kristalliten mit partiell glatten Bereichen
(Abbildung 12).

Abbildung 5: REM-Aufnahme der Bruchflache Abbildung 6: REM-Aufnahme der Bruchflache
eines CaP-Korpers angemischt mit 1 mmolarer eines CaP-Korpers mit zugesintertem Kobalt
Kobaltlésung (10 KV, VergroRerung 3000fach) (10 KV, VergroRerung 5000fach)
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Abbildung 7: REM-Aufnahme der Bruchflache Abbildung 8: REM-Aufnahme der Bruchflache
eines CaP-Korpers angemischt mit 1Tmmolarer eines CaP-Korpers angemischt mit 1Tmmolarer
Manganlésung (10 KV, Vergrofierung 3000fach) Manganlésung (10 KV, VergroRerung 5000fach)

2o B
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Abbildung 9: REM-Aufnahme der Bruchflache Abbildung 10: REM-Aufnahme der Bruchflache

eines CaP-Korpers angemischt mit 1 mmolarer eines CaP-Korpers angemischt mit 1 mmolarer
Nickelldsung (10 KV, VergréRerung 3000fach) Zinklésung (10 KV, VergréRerung 3000fach)
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Abbildung 11: REM-Aufnahme der Bruchflache  Abbildung 12: REM-Aufnahme der Bruchflache
eines CaP-Kdrpers mit zugesintertem Kupfer eines CaP-Kdrpers mit zugesintertem Vanadium
(10 KV, Vergrofkerung 3000fach) (10 KV, VergroRerung 3000fach)

4.4 Rontgendiffraktometrische Analyse im XRD

Mit Hilfe eines Rontgendiffraktometers wurden verschiedene Rontgendiffraktogramme
der 24 Stunden ausgeharteten, metalldotierten Probenkorper angefertigt. Durch die
unterschiedlichen Beugungsmuster der Rontgenstrahlen an den verschiedenen
Kristallen konnten Aussagen uber die Umsetzung des Edukts a-TCP zu Hydroxylapatit
gemacht werden. Untersucht wurden a-TCP-basierende Zementproben mit
Metallionendotierung durch Zusinterung und durch Zugabe von 1 mmol/l des
entsprechenden Metallsalzes zur Binderflissigkeit. Da sich typische Beugungsreflexe
von Calciumphosphaten in einem Winkelbereich zwischen 20 ° und 40 ° befinden,

wurden die Messungen in diesem Bereich schrittweise mit 0,02 ° aufgenommen.
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Abbildung 13: Réntgendiffraktogramme von a-TCP-basierenden Zementplattchen mit
Metallionendotierung durch Zusinterung der lonen zum Ausgangspulver nach 24 Stunden Aushartung
bei 37° C. Auf der Ordinate ist die Intensitat angegeben, auf der Abszisse der Beugungswinkel 2
Theta.

V 1mmol
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Mn 1mmol

Zn 1mmol

W

oa—TCP

Intensitat [w.E.]
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Abbildung 14: Rontgendiffraktogramme von a-TCP-basierenden Zementplattchen mit
Metallionendotierung durch Zusatz von jeweils 1 mmol des entsprechenden Metallions zur
Binderlésung nach 24 Stunden Aushartung bei 37° C. Auf der Ordinate ist die Intensitat angegeben,
auf der Abszisse der Beugungswinkel 2 Theta.

Aus den Diagrammen wird ersichtlich, dass bei allen metallionendotierten
Zementproben noch ein hoher Anteil an a-TCP vorhanden war. Es kam zu einer
unvollstandigen Umsetzung von a-TCP zu Hydroxylapatit, wobei sich alle Metallionen
als inhibierender Faktor fir die Umsetzung erwiesen. Ein Vergleich zwischen den
verschiedenen Dotierungsarten ergab im Bereich der typischen Beugungsreflexe von
Hydroxylapatit zwischen 30 °- 35 ° eine etwas bessere Umsetzungsrate des Edukts
a-TCP zu Hydroxylapatit bei den durch Zusinterung dotierten Proben. Der
entsprechende HA-Gehalt wird aus dem nachfolgenden Diagramm der Rietveld-

Analyse ersichtlich.
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Abbildung 15: HA-Gehalt in a-TCP-basierenden Zementplattchen mit Metallionendotierung durch
Zusinterung der lonen zum Ausgangspulver (im Diagramm als Me zugesintert bezeichnet) bzw. durch
Zugabe von jeweils 1 mmol des entsprechenden Metallions zur Binderldsung (im Diagramm als
Me-Lésung bezeichnet) nach 24 Stunden Aushartung bei 37° C. Auf der Ordinate ist der HA-Gehalt in
% angegeben, auf der Abszisse die verschiedenen Metalle.

Aus dem obigen Diagramm wird deutlich, dass alle Zementproben, die mit
Metallionendotierung durch Zusinterung hergestellt worden waren, einen deutlich
erhdhten HA-Gehalt aufwiesen. Im Vergleich der zugesinterten Proben untereinander
waren weniger Schwankungen im HA-Gehalt nachweisbar als bei den mit der
1 mmolar konzentrierten Anmischflissigkeit hergestellten Zementplattchen. Der
hochste HA-Gehalt bei den zugesinterten Proben wurde mit 80,8 % fur die
Kupferplattchen festgestellt, der niedrigste fur Vanadium mit 53,9 %. Unter den mit der
maximal konzentrierten Metallionenldsung hergestellten Proben wiesen die
Kupferplattchen mit 65,8 % die hdochste HA-Konzentration auf, die Nickelproben mit

nur 18,7 % den bei weitem geringsten Wert fur Hydroxylapatit.
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Abbildung 16: Vergleich der Druckfestigkeit und des HA-Gehalts in a-TCP-basierenden
Zementplattchen mit Metallionendotierung durch Zusinterung der lonen zum Ausgangspulver (im
Diagramm als Me zugesintert bezeichnet) bzw. durch Zugabe von jeweils 1 mmol des entsprechenden
Metallions zur Binderldsung (im Diagramm als Me-Lésung bezeichnet) nach 24 Stunden Aushartung
bei 37° C. Auf der Ordinate ist die Druckfestigkeit in MPa angegeben, auf der Abszisse der HA-Gehalt
in Prozent. Die durchgezogene, horizontale Linie gibt die Druckfestigkeit der metallfreien Referenz von
18,96 MPa wieder.

Aus dem Vergleich des HA-Gehalts mit der Druckfestigkeit ist kein einheitliches Bild
erkennbar. Tendenziell wiesen aber die Proben mit einem niedrigeren Anteil an
Hydroxylapatit wie beispielsweise bei den Zementplattchen, denen Nickel- und
Kobaltionen durch die Binderldsung hinzugefugt worden waren, auch eine gegenuber

der metallfreien Referenz reduzierte Druckfestigkeit auf.

4.5 Massenspektrometrische Analyse mittels ICP-MS

4.5.1 Metallionenkonzentration in den Zementplattchen

Die metallmodifizierten Zementplattchen wurden in 65 %iger Salpetersaure aufgeldst
und mit Reinstwasser verdinnt, um mittels der Analysemethode der ICP-MS
Aussagen Uber den Metallgehalt in den verschiedenen Plattchen zu erhalten. Es
wurden jeweils drei Plattchen einer Art getestet. Die ermittelten Mittelwerte sind in

Abbildung 17 grafisch dargestellt.
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Abbildung 17: (A) Gehalt an Metallionen von a-TCP-basierenden Zementplattchen mit
Metallionendotierung durch Zusinterung der lonen zum Ausgangspulver bzw. durch Zusatz von jeweils
1 mmol, 100 pmol und 10 pmol des entsprechenden Metallions zur Binderldsung. Auf der Ordinate ist
die Konzentration der Metalle in ppb angegeben, auf der Abszisse die jeweiligen Metalle mit der
entsprechenden Dotierungsmethode. (B) Gehalt an Metallionen im metallfreien a-TCP-
Referenzzement. Auf der Ordinate ist die Konzentration der Metalle in ppb angegeben, auf der
Abszisse die verschiedenen Metalle.

Entsprechend der zugeflhrten Konzentration lief3en die modifizierten Zementplattchen
einen unterschiedlichen Metallgehalt erkennen. Die meisten Proben wiesen einen der
Konzentration der Metallionendotierung entsprechenden Gehalt der verschiedenen
Metalle auf, jedoch waren einige Abweichungen in der lonenbeladung erkennbar. Die
Zementplattchen mit zugesinterten Metallionen enthielten bei allen Modifizierungen
den grofdten Anteil an Metallionen. Der Gehalt in den verschiedenen mit 1 mmolar
konzentrierter Anmischlosung der Metalle hergestellten Plattchen zeigte ein
annahernd einheitliches Niveau bei den jeweiligen Metallen. Eine Ausnahme bildeten
die Kupferplattchen. Der Kupfergehalt war gegentber den anderen mit 1 mmolarer
Lésung hergestellten Proben deutlich reduziert. Mit 100 umolar konzentrierter
Anmischflissigkeit war der lonengehalt von Kobalt und Vanadium gegeniber den
anderen Metallen signifikant erhdht. Auch in den metallfreien a-TCP-Probenkdrpern
waren Metallionen detektierbar. Von Vanadium, Kobalt, Nickel und Mangan waren nur
geringe Mengen nachweisbar, wohingegen die Referenzplattchen einen

verhaltnismallig hohen Wert an Kupfer- und vor allem an Zinkionen aufwiesen.
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45.2 Freisetzungsstudie

Das Freisetzungsverhalten der Metallionen aus den verschiedenen Probenkorpern
wurde Uber einen Zeitraum von 7 Tagen in Auslagerungsexperimenten analysiert. Es
wurden jeweils 3 Proben der unterschiedlichen Dotierungsmethoden und
unterschiedlich konzentrierten Binderlosungen untersucht. Die Zementplattchen
wurden einzeln mit 2 ml des vorbereiteten Zellkulturmediums bedeckt und 24 Stunden
im Trockenschrank bei 37 °C auf einem Ruttler gelagert. Nach jeweils einem Tag
wurde das Auslagerungsmedium erneuert und das gewonnene Eluat auf die darin
geléste Metallionenkonzentration mittels der ICP-MS analysiert. Die akkumulierten
Mittelwerte mit den dazugehorigen Fehlerbalken sind in den folgenden Diagrammen
graphisch dargestellt. Die Fehlerwerte wurden mittels der Gauld’'schen
Fehlerfortpflanzung ermittelt. Aus diesen wird ersichtlich, dass sich die
Freisetzungskinetiken von Metall zu Metall sowohl untereinander als auch bezlglich
der verschiedenen Formen der Dotierung mit Metallionen deutlich unterschieden. Eine
erwartungsgemale, der Dotierungskonzentration entsprechende Freisetzung der
verschiedenen Metallionen konnte nur flr Vanadium und Mangan festgestellt werden,
wobei die freigesetzte Menge an Vanadiumionen im Vergleich zu Mangan deutlich
hoher ausfiel. Teilweise erschien die Freisetzungskinetik der Metalle wie
beispielsweise bei Vanadium vorwiegend diffusionsgesteuert mit einer sehr hohen
initialen lonenausschittung oder sie folgte einer eher konstanten Freisetzung durch
Degradation wie beispielsweise bei Zink. Im Folgenden werden die einzelnen

Diagramme kurz erlautert.
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Abbildung 18: Mittels der ICP-MS bestimmte Freisetzungskinetik von Kupfer (65) aus mit

Kupferionen dotierten a-TCP-Proben durch Zusinterung der lonen zum Ausgangspulver bzw. durch
Zusatz von 1 mmol, 100 ymol und 10 uymol des entsprechenden Metallions zur Binderl6sung. Auf der
Ordinate sind die akkumulierten Werte der pro Messtag freigesetzten Metallionenkonzentration in ppb

angegeben, auf der Abszisse die Messtage.

Aus den verschiedenen Kupferproben, wurden die Kupfer(ll)ionen fast ausschlief3lich
aus den durch Zusinterung der lonen hergestellten Proben in einer diffusionsahnlichen
Kurve mit einem extrem hohen initialen Burst freigesetzt. In diesem Fall war die
freigesetzte lonenmenge sehr viel hoher als bei allen anderen untersuchten
Metallionen. War das Metall durch die Anmischflissigkeit der Zementmatrix

hinzugefugt worden, wurden extrem wenige lonen, eher durch Degradation, in das

umgebende Medium geldst.
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Abbildung 19: Mittels der ICP-MS bestimmte Freisetzungskinetik von Nickel (62) aus mit Nickelionen
dotierten a-TCP-Proben durch Zusinterung der lonen zum Ausgangspulver bzw. durch Zusatz von

1 mmol, 100 pmol und 10 ymol des entsprechenden Metallions zur Binderldsung. Auf der Ordinate
sind die akkumulierten Werte der pro Messtag freigesetzten Metallionenkonzentration in ppb
angegeben, auf der Abszisse die Messtage.

Ein anderes Erscheinungsbild ergab sich fir
Konzentration an Nickelionen wurde aus den mit der 1 mmolaren Binderldésung
hergestellt Proben freigesetzt, mit einem hohen initialen Burst. Ab dem zweiten Tag
war nur noch ein geringer Anstieg der lonenkonzentration zu verzeichnen. Eine
ahnliche Kurve ergab sich fur die zugesinterten Proben, allerdings mit einer etwas
weniger starken Sattigung und damit einem héheren Anstieg der Kurve. Bei den mit
niedrig konzentrierter Anmischlésung hergestellten Proben (10 pmol und 100 pmol)

wurden extrem wenige Metallionen, eher in einer konstant ansteigenden Kurve,

freigesetzt.
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Abbildung 20: Mittels der ICP-MS bestimmte Freisetzungskinetik von Vanadium aus mit
Vanadiumionen dotierten a-TCP-Proben durch Zusinterung der lonen zum Ausgangspulver bzw.

durch Zusatz von 1 mmol, 100 ymol und 10 pmol des entsprechenden Metallions zur Binderlésung.

Auf der Ordinate sind die akkumulierten Werte der pro Messtag freigesetzten Metallionen-

konzentration in ppb angegeben, auf der Abszisse die Messtage.

Auch bei den Vanadiumproben wurden aus den Zementplattchen, die mit den beiden
niedrig konzentrierten Anmischflissigkeiten hergestellt worden waren, sehr wenig
lonen in das Medium vorwiegend durch Degradation freigesetzt. Flir die Proben,
denen Vanadium durch Zusinterung hinzugefugt worden war oder die mit der 1 mmolar
konzentrierten Binderldsung angemischt worden waren, konnte ein initaler Burst mit

anschlieBender Sattigung aufgezeichnet werden, wobei die Sattigung bei den

zugesinterten Proben etwas geringer ausfiel.
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Abbildung 21: Mittels der ICP-MS bestimmte Freisetzungskinetik von Zink (68) aus mit Zinkionen
dotierten a-TCP-Proben durch Zusinterung der lonen zum Ausgangspulver bzw. durch Zusatz von
1 mmol, 100 pmol und 10 ymol des entsprechenden Metallions zur Binderlésung. Auf der Ordinate
sind die akkumulierten Werte der pro Messtag freigesetzten Metallionenkonzentration in ppb
angegeben, auf der Abszisse die Messtage.

Die Freisetzungskurven von Zink zeigten bei allen Platichenarten eine eher
degradationsgesteuerte konstante Freisetzungsrate, wobei aus den mit der maximal
konzentrierten Anmischldésung hergestellten Proben die meisten lonen feigesetzt
wurden. Aus den durch Zusinterung von Zink gewonnenen Proben wurde hingegen

die geringste Menge an lonen abgegeben.
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Abbildung 22: Mittels der ICP-MS bestimmte Freisetzungskinetik von Kobalt aus mit Kobaltionen
dotierten a-TCP-Proben durch Zusinterung der lonen zum Ausgangspulver bzw. durch Zusatz von
1 mmol, 100 pmol und 10 ymol des entsprechenden Metallions zur Binderldsung. Auf der Ordinate
sind die akkumulierten Werte der pro Messtag freigesetzten Metallionenkonzentration in ppb
angegeben, auf der Abszisse die Messtage.

Aus den mit der maximal konzentrierten Losung hergestellten Proben wurden die
Kobaltionen am starksten eher durch Diffusion freigesetzt, mit einem sehr hohen
initalen Burst. Bei den anderen Kobaltplattchen war die Freisetzung deutlich geringer

und erschien eher degradationsgesteuert.
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Abbildung 23: Mittels der ICP-MS bestimmte Freisetzungskinetik von Mangan aus mit Manganionen
dotierten a-TCP-Proben durch Zusinterung der lonen zum Ausgangspulver bzw. durch Zusatz von

1 mmol, 100 pmol und 10 ymol des entsprechenden Metallions zur Binderldsung. Auf der Ordinate
sind die akkumulierten Werte der pro Messtag freigesetzten Metallionenkonzentration in ppb
angegeben, auf der Abszisse die Messtage.

Im Vergleich mit allen untersuchten Metallen wurden aus den Manganproben in
geringstem Umfang lonen freigesetzt. Die meisten Manganionen wurden aus den mit

der maximal konzentrierten Losung hergestellten Platichen abgegeben.

4.6 Auswertung der Zellversuchsreihe

Fir die folgenden Zellversuche wurden Zementplatichen verwendet, die aus
a-TCP-Pulver angemischt mit 10 umolarer Kobaltionenldsung, 1 mmolarer
Zinkionenldésung und als metallfreie Referenz mit Dinatriumhydrogenphosphat
hergestellt wurden. Kobalt wurde als Vertreter der Metalle die Osteoklasten stimulieren
gewahlt, Zink als Vertreter der osteoklastenhemmenden Metalle. Die Zementproben
wurden fur 15 Minuten in 70 %igen Alkohol eingelegt und anschlieend beidseitig fur
je 15 Minuten getrocknet, damit das Ethanol verdampfen konnte. Zu den so
vorbereiteten Platichen wurde eine Zellsuspension gegeben und bei 37 °C im

Inkubator kultiviert, so dass die Zellen auf den Oberflachen anhaften konnten. Der
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Mediumwechsel erfolgte an Tag 4, 6, 7, 8, 11 und 13 nach Aussaat. Bei der
Bestimmung von Zellzahl und Zellvitalitat diente das Zellkultur-Polystyrol als Vergleich,

bei den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen Glas.

4.6.1 Bestimmung der Zellvitalitat und der Zellzahl

In diesem Versuchsteil sollte die Aktivitdt und das Wachstum der zu Osteoklasten
differenzierten Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 auf verschiedenen mit Metallionen
dotierten Zementplattchen untersucht und ausgewertet werden. Die Bestimmung der
Zellvitalitat und Zellzahl wurde an Tag 7, 11 und 15 nach Aussaat durchgefiihrt. Von
jeder Zementart wurden pro Versuchstag jeweils vier Prufkorper verwendet und aus
den Ergebnissen der jeweilige Mittelwert berechnet. Die Standardabweichungen
wurden in den Tabellen durch Fehlerbalken graphisch dargestellt.

Mittels des WST-1-Zellvitalitatstests wurde Uber die Succinatdehydrogenase, die den
Farbstoff WST-1 zum farbigen Formazan umsetzt, die Vitalitdt der Zellen auf den
verschiedenen Zementplatichen bestimmt. Als Vergleich diente das Zellkultur-
Polystyrol. Die Messwerte wurden im ELISA-Reader anhand des Farbumschlages
ermittelt und die Ergebnisse bezogen auf den hochsten Mittelwert der
Referenzoberflache Polystyrol am Tag des besten Wachstums (100 %-Wert) mit der
Excel-Tabellenkalkulation errechnet und mittels der OriginPro 7G Software graphisch

dargestellt.
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Abbildung 24: Relative Zellaktivitat der zu Osteoklasten differenzierten Makrophagen-Zelllinie

RAW 264.7 auf Zementplatichen aus a-TCP-basierendem Pulver angemischt mit 10 pmolarer
Kobaltldsung (als Co bezeichnet), 1 mmolarer Zinklésung (als Zn bezeichnet), Na2HPO4 als metallfreie
Referenz (als Ref bezeichnet) und Polystyrol (als PS bezeichnet) als Kontrollflache (n = 4 pro
Oberflache), ermittelt durch den WST-1-Zellvitalitatstest. Auf der Ordinate ist die relative Zellaktivitat in
% dargestellt bezogen auf die Referenzoberflache des Polystyrols am Tag der héchsten Aktivitat

(Tag 15). Auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

Nur fur die Kontrolloberflache Polystyrol konnte ein signifikanter Anstieg der
mitochondrialen Zellaktivitat verzeichnet werden. Die Aktivitat fiel an Tag 11 nach
Aussaat leicht ab, um dann an Tag 15 den héchsten Wert zu erreichen (100 %-Wert).
An Tag 7 konnte fur die metallfreien Referenzplatichen kaum eine mitochondriale
Zellaktivitat ermittelt werden. Bis zu Tag 11 stieg sie auf knapp 3,8 % an, um dann an
Tag 15 wieder auf 1,3 % abzufallen. Auffallend war die extrem geringe mitochondriale
Aktivitat auf den metalldotierten Zementproben. Die maximale Aktivitat fur die mit
Kobaltionen modifizierten Plattchen war an Tag 11 mit nur circa 2 % zu verzeichnen.
An den beiden anderen Messtagen konnte sie Uberhaupt nicht nachgewiesen werden.
Ebenso verhielt es sich mit den zinkmodifizierten Zementproben, wobei der
Hochstwert an Tag 11 nur 0,9 % betrug.

Die relative Anzahl der auf den verschiedenen Zementplattchen gewachsenen Zellen
wurde mit Hilfe des CASY-1 Zellanalysesystems ermittelt. Die gewonnenen Werte

wurden auch hier mittels der Excel-Tabellenkalkulation bezogen auf die
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Referenzflache Polystyrol am Tag des grofdten Wachstums (100 %-Wert) berechnet
und durch die OriginPro 7G Software graphisch dargestellit.
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Abbildung 25: Relative Zellzahl der zu Osteoklasten differenzierten Makrophagen-Zelllinie

RAW 264.7 auf Zementplatichen aus a-TCP-basierendem Pulver angemischt mit 10 pmolarer
Kobaltlésung (als Co bezeichnet), 1 mmolarer Zinklésung (als Zn bezeichnet), NazHPO4 als metallfreie
Referenz (als Ref bezeichnet) und Polystyrol (als PS bezeichnet) als Kontrollflache (n = 4 pro
Oberflache), ermittelt durch elektronische Zellzahlung mittels CASY-1. Auf der Ordinate ist die relative
Zellzahl in % dargestellt bezogen auf die Referenzoberflache des Polystyrols am Tag des grofiten
Wachstums (Tag 15). Auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

Das Wachstum der Zellzahl zeigte ein ahnliches Erscheinungsbild wie die Ergebnisse
des WST-Versuches. Der Maximalwert (100 %-Wert) wurde fur die Oberflache
Polystyrol an Tag 15 nach Aussaat ermittelt. An Tag 7 betrug sie circa 60 % und fiel
dann auf circa 53 % an Tag 11 ab. Das beste Zellwachstum auf den metallfreien
Zementoberflachen wurde mit 2,5 % 7 Tage nach Aussaat verzeichnet. Danach fiel die
Zellzahl auf 1,7 % ab. Fir die kobaltdotierten Zementproben konnte ein auferst
geringer Anstieg der Zellzahl bis zu Tag 15 nach Aussaat mit 3,2 % ermittelt werden.
Far die zinkmodifizierten Prufkdrper lag der Maximalwert bei nur 2,9 % an Tag 11 nach

Aussaat.
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4.6.2 Massenspektrometrische Analyse

Innerhalb  der finfzehntagigen Zellversuchsreihe wurden wahrend des
Mediumwechsels die Uberstande in Epicups gesammelt, um mittels der
Analysemethode der ICP-MS zu untersuchen, welche Konzentrationen von
Metallionen aus den Prufkorpern Uber den gesamten Versuchszeitraum in das
bedeckende Medium freigesetzt wurden. Bei den Kobaltplattchen wurde die
Freisetzung von Co?*, bei den Zinkproben von Zn?* bestimmt. Als Vergleich wurde das
bedeckende Medium des metallfreien Referenzzements hinsichtlich der Freisetzung
beider lonenarten bestimmt. Die ermittelten Konzentrationen sind in der

nachfolgenden Grafik anhand eines Saulen-Diagramms dargestellt.
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Abbildung 26: Massenspektrometrischer Nachweis der Freisetzung von Co?*-lonen aus 10 umolaren
Kobaltplattchen (in der Abbildung als Kobalt bezeichnet) und Zn?*-lonen aus 1 mmolaren
Zinkplattchen (in der Abbildung als Zink bezeichnet) in das DMEM-Medium. Als Vergleich wurde die
Freisetzung beider lonen aus den metallfreien Referenzzementproben ermittelt (als Referenz Co und
Referenz Zn bezeichnet). Auf der Ordinate ist die Menge der jeweils freigesetzten lonen in ppb
aufgetragen, auf der Abszisse die jeweiligen Probenkdrper.

Aus Abbildung 26 wird ersichtlich, dass sich das Freisetzungsmuster der lonen aus
den Referenzproben annahernd mit der Freisetzung aus den metallmodifizierten
Plattchen deckte. Am ersten Tag wurde eine gro3e Menge Zink- und Kobaltionen in

das Medium abgegeben. Im weiteren Verlauf der Versuchsreihe sank die Freisetzung,
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um bei den zinkdotierten Proben an Tag 7 wieder anzusteigen. Bei den kobaltdotierten
Plattchen stieg der Wert erst an Tag 11 wieder an. Danach pendelte sich die
Freisetzungsrate auf ein relativ konstantes Niveau ein. Gegen Ende der Versuchsreihe

war wieder ein leichter Anstieg der Freisetzungsrate zu verzeichnen.

4.6.3 Auswertung der Zellmorphologie

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen wurden von den verschiedenen
Oberflachen mit den Kkultivierten Zellen der zu Osteoklasten differenzierten
Makrophagen-Zellinie RAW 264.7 gemacht, um Aussagen uber Morphologie und
Wachstum treffen zu konnen. Die Zellen wurden Uber einen Zeitraum von acht Tagen
auf den verschiedenen Praparaten kultiviert, in einer Acetonreihe entwassert und

fixiert, mit Gold bedampft und unter dem Rasterelektronenmikroskop betrachtet.

Abbildung 27: REM-Aufnahme von RAW Abbildung 28: REM-Aufnahme von RAW 264.7
264.7 Zellen kultiviert auf Glas in Anwesenheit  Zellen kultiviert auf Glas in Anwesenheit von
von RANKL acht Tage nach Aussaat (10 KV, RANKL acht Tage nach Aussaat (10 KV,
VergréRRerung 1000fach) VergroRerung 200fach)

Auf glaserner Unterlage fusionierten die einkernigen Vorlauferzellen in Gegenwart von
RANKL zu multinuklearen Riesenzellen (Abbildung 27). Es konnte auf Glas eine dichte
Besiedelung der flachig ausgebreiteten, mehrkernigen Zellen aufgefunden werden.
Sie wiesen teilweise eine beachtliche Gréflie von weit tber 100 ym auf (Abbildung 28).
Auf den Zink- und Kobaltplattchen konnten hingegen keine Osteoklasten detektiert
werden. Bei der Suche nach UnregelmaRigkeiten, die durch Degradation der

Oberflache durch Osteoklasten entstanden sein konnten, wurden extrem vereinzelt
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vermutliche Impressions- beziehungsweise Frel3spuren der Riesenzellen aufgefunden
(Abbildung 29-A). Eindeutige Aussagen waren jedoch aufgrund der Unebenheiten der
Zementoberflachen schwierig zu treffen. Nach langer Suche wurden auf den
Kobaltplattchen Strukturen gefunden, die eventuell Osteoklasten darstellen kénnten
(nicht gezeigt). Was jedoch auf den Kobaltproben starker als auf den Zinkproben
beobachtet werden konnte, waren unfusionierte mononukleare Vorlauferzellen
(Abbildung 29-B und 27-C).

Abbildung 29: REM-Aufnahme von RAW 264-7 Zellen, in Gegenwart von RANKL kultiviert, auf
a-TCP-basierenden Zementproben 8 Tage nach Versuchansatz angemischt mit (A) und (B)
10 ymolarer Kobaltionenlésung (10 KV, VergroRerung 200fach (A) und 500fach (B)), (C) mit

1 mmolarer Zinkionenldsung (10KV, VergréRerung 1000fach).

4.6.4 Auswertung der TRAP-Farbung

Da die Fusion von RAW 264.7 kein eindeutiger Beweis fur die Osteoklastogenese ist,
sollte  mittels Farbung der tartratresistenten sauren Phosphatase die
Zelldifferenzierung der RAW-Zellen zu Osteoklasten nachgewiesen werden. Die aktive
iso 5b-Form dieses Enzyms wird spezifisch nur von Osteoklasten abgesondert. Durch
die enzymatische Hydrolyse von TRAP wird Naphtol AS-BI freigesetzt, das an Fast
Garnet GBC bindet und unldsliche violette Farbkomplexe bildet. Durch diese rétliche
Farbung konnen TRAP-positive Zellen und somit die Differenzierung von RAW-Zellen
in Osteoklasten nachgewiesen werden.

Bei der TRAP-Farbung zeigte sich ein ahnliches Bild wie bei den vorherigen
Zellversuchen. Auf Glas konnten an allen Versuchstagen Osteoklasten nachgewiesen
werden, wobei die Intensitat der Farbung bis zu Tag 15 nach Aussaat zunahm. Unter
dem Lichtmikroskop lie3en die Grdlie der Zellen und die deutliche Rotfarbung auf eine

erfolgreiche Osteoklastogenese schliefien (Abbildung 30-A). Die verschiedenen
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Zementplattchen hingegen waren alle eher gelblich angefarbt, was auf TRAP-negative
Proben hindeutete. Auf den verschiedenen Zementarten konnten keine multinuklearen
Riesenzellen aufgefunden werden. Es waren lediglich vereinzelt rotgefarbte,

mutmallliche Zellfragmente beziehungsweise Osteoklasten-impressionsspuren zu
detektieren (Abbildung 30-B und 30-C).

Abbildung 30: Zytochemischer Nachweis von TRAP 15 Tage nach Versuchansatz auf Glas (A),

auf a-TCP-basierenden Zementproben angemischt mit 1 mmolarer Zinkionenlésung (B) bzw.
10 ymolarer Kobaltionenlésung (C).
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5 DISKUSSION

Ein wichtiges Ziel der wissenschaftlichen Forschung im Bereich der
Knochenersatzmaterialien ist es Materialien zu entwickeln, die zum einen keinerlei
negative Auswirkungen auf den Korper besitzen, zum anderen jedoch die
korpereigenen Zellen positiv beeinflussen kénnen. Eine Grundvoraussetzung flr diese
Werkstoffe ist die Biokompatibilitdt, um negative Entziindungsreaktionen zu vermeiden
und toxische oder kanzerogene Wirkungen auszuschlie3en. Bei der Rekonstruktion
von Knochendefekten ist es erforderlich Materialien zu verwenden, die bis zur
vollstandigen Regeneration des Knochens die kodrpereigenen Funktionen
ubernehmen. In der Idealvorstellung halten sich Resorption des Implantates und
Produktion von korpereigenem Knochen die Waage, sodass sukzessive das Implantat
durch koérpereigenen Knochen ersetzt wird. Knochenersatzmaterialien auf Basis der
Calciumphosphatzemente sind aufgrund ihrer Ahnlichkeit zur mineralischen Phase
des Knochens von groem medizinischem Interesse [189]. Allerdings sind sie wegen
ihrer niedrigen mechanischen Stabilitat nur in Regionen einsetzbar, die geringen
Belastungen ausgesetzt sind beispielsweise in der Zahnheilkunde oder der
craniofacialen Chirurgie. Bestimmte Zementeigenschaften wie Abbindezeit und
mechanische Festigkeit konnen durch Additive positiv verandert werden [190-194].
Calciumphosphatzemente, wie in dieser Arbeit beschrieben, eignen sich hervorragend
als Knochenersatzwerkstoffe. Sie sind biokompatibel, kdnnen injiziert und sehr gut an
den individuellen Knochendefekt angepasst werden. Daruber hinaus binden sie in vivo
mittels einer isothermen Abbindereaktion selbststandig ab. Aulerdem konnen diese
osteokonduktiven Werkstoffe sehr gut als Tragermaterial beispielsweise fur
Antibiotika, Analgetika oder Proteinen wie Knochenwachstumsfaktoren verwendet
werden [195, 196]. Es ist erstrebenswert Calciumphosphatbiokeramiken derart
modifizieren zu konnen, dass es zu einer schnelleren und verbesserten knéchernen
Integration des Implantates in den Kdrper des Patienten kommt. Da Metallionen im
menschlichen Korper zahlreiche und essentielle Funktionen ausuben, konnte dies
durch eine Modifizierung der Keramiken durch Metallionen, wie in dieser Arbeit
beschrieben, bewerkstelligt werden. Metalle sind kostenglnstig, einfach zu
handhaben, einfach zu sterilisieren und nahezu unbegrenzt haltbar und daher von
groBRem medizinischen und wirtschaftlichen Interesse. Bislang wurden keramische

Werkstoffe aus Calciumphosphaten in Untersuchungen vorwiegend mit Silicium-,

Seite 66



5. Diskussion

Strontium-, Magnesium-, Calcium-, Kupfer- und auch Zink-lonen modifiziert
[31, 34, 37, 197-201]. Der Ansatz der vorliegenden Arbeit lag in der Modifizierung
eines schon lange in der Medizin erfolgreich eingesetzten mineralischen
Knochenzementes aus Calciumphosphat durch verschiedene Metallionen (Mangan,
Vanadium, Nickel, Kupfer, Zink und Kobalt).

5.1 Aufgabenstellung und Versuchsdurchfiihrung

Anhand mechanischer, optischer und massenspektrometrischer Versuche sollten in
der vorliegenden Arbeit die Eigenschaften von verschiedenen metallionendotierten
Calciumphosphat-Keramiken getestet werden. Als metallfreie Referenz diente
calciumdefizitarer Hydroxylapatit, der in wassriger Ldsung durch eine
Zementabbindereaktion von a-Tricalciumphosphat entsteht. Zusatzlich wurde in einer
in-vitro-Versuchsreihe mit einer Makrophagen-Zelllinie die Biokompatibilitat Gberpruft.
Die Resorption von Hydroxylapatit ist unter physiologischen Bedingungen praktisch
nur durch Osteoklasten mittels einer lokalen pH-Wert-Absenkung mdglich, sodass
durch dieses Material aussagekraftige Ergebnisse Uber die Osteoklastenstimulation
gewonnen werden konnen. Durch eine Zementabbindereaktion in wassriger Losung
wird aus a-Tricalciumphosphat der nanokristalline, pordse, calciumdefizitare
Hydroxylapatit-Zement gewonnen. Die Metalldotierung erfolgte auf zwei verschiedene
Arten. Zum einen wurden ausgewahlte Metallsalze (Vanadiumchlorid, Manganchlorid,
Nickelchlorid, Kupfersulfat, Zinkacetat und Kobaltnitrat) direkt dem a-TCP-Pulver
durch Zusinterung zugefugt. Die zweite Art der Metallionendotierung der
Zementproben erfolgte wahrend des Anmischvorgangs durch Zugabe
unterschiedlicher Konzentrationen der Metallsalze zur Binderflissigkeit. Da wahrend
des Versuchsablaufes festgestellt wurde, dass sich Kupfersulfat, Nickelchlorid und
Manganchlorid nicht in der Dinatriumhydrogenphosphat-Losung, die als
Beschleunigerlosung bendtigt wurde, gelost haben, sondern ausfielen, wurde ein
modifiziertes a-TCP-Pulver hergestellt, dem Naz2HPO4 direkt beigemischt wurde. Die
unterschiedlich konzentrierten Metallsalzlosungen konnten dann mit destilliertem
Wasser als Anmischflissigkeit hergestellt werden. Fur die Versuchsreihen wurden
zunachst die verschieden modifizierten Zementplatichen als Ausgangsprodukte
hergestellt und in einem Glasbehalter bis zur weiteren Verwendung feuchtigkeitsdicht

aufbewahrt.
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5.2 Analyse und Interpretation der erzielten Ergebnisse

5.2.1 Abbindezeit

Die initiale Abbindezeit wurde in der vorliegenden Arbeit durch den Gilmore-Nadel-
Test ermittelt. Diese Methode wird haufig in Calciumphosphatzement-Studien zur
Ermittlung der initialen Abbindezeit herangezogen [202]. Sie ist angelehnt an die
amerikanische Norm ASTM-Standard C266 [188]. Die Methode ist kostengunstig und
einfach durchzufiihren. Dartber hinaus sind die Versuchsbedingungen durch wenige
Wahlparameter reproduzierbar und eine gute Vergleichbarkeit der ermittelten Zeiten
mit denen anderer Studien ist gegeben. Ein qualitativer Vergleich ist jedoch durch die
subjektive, optische Beurteilung der Eindringtiefe der Nadel in die Zementplattchen
eher limitiert. Es ist erforderlich die Abbindezeiten von Werkstoffen in einem
medizinisch und auch wirtschaftlich sinnvollen Rahmen einzustellen. Eine zu lange
Wartezeit verzogert den Operationsablauf unnétig, verursacht hohe Kosten und
bedeutet eine unverhaltnismalig lange Narkose, mit zusatzlichen Risiken fir den
Patienten. Auf der anderen Seite fuhrt eine zu kurze Verarbeitungszeit dazu, dass der
Knochenersatzwerkstoff nicht zligig genug in den Defekt eingebracht werden kann,
sodass moglicherweise Schwachstellen aus der schlechten Verarbeitung resultieren
oder das Material schon vorher ausharten wirde. Um Abbindezeiten von
Hydroxylapatitzementen in einem medizinisch tolerablen Bereich zu erlangen, werden
in der aktuellen Forschung Abbindebeschleuniger wie Natriumphosphate oder
Phosphorsaure eingesetzt. Um in der vorliegenden Arbeit akzeptable Abbindezeiten
zu erreichen, wurden die verschiedenen Pulver durch einen mehrstindigen
Mahlprozess mechanisch aktiviert und der Abbindebeschleuniger
Dinatriumhydrogenphosphat entweder als wassrige Phase verwendet oder, falls
Metallsalzldsungen zum Anmischen verwendet wurden, dem Pulver schon wahrend
des Herstellungsvorgangs zugesetzt.

Durch die Modifikation mit den Metallionen zeigten sich deutliche Schwankungen der
Abbindezeiten von 18 Minuten bis uber 60 Minuten. Fur einige Metalle spielt die Art
der Metallionenzugabe, ob in der Binderflissigkeit enthalten oder dem Pulver schon
vorher zugesintert, eine erhebliche Rolle. Lediglich fur Kupfer, Vanadium und Nickel
zeigten sich nur geringe Schwankungen zwischen den beiden Dotierungsarten, wobei

Vanadium und Nickel die Abbindereaktion auf ein medizinisch nicht tolerierbares Maf
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von teilweise Uber 60 Minuten anhoben. Die Zugabe von Kupferionen zeigte hingegen
nur einen geringen Einfluss auf die Abbindezeit bezogen auf das Referenzpulver. Im
Vergleich zum Referenzzement wurde die Abbindereaktion durch zugesintertes
Mangan und Kobalt leicht reduziert. Waren diese Metalle hingegen in der
Anmischflissigkeit enthalten, wurde sie erheblich verlangert. Nur Kupferionen, gelost
in der wassrigen Phase sowie dem Pulver hinzugesinterte Mangan- und Kobaltionen
konnten die Abbindezeit gegenlber der metallfreien Referenz leicht reduzieren. Die
initiale Abbindezeit sollte bei klinischer Verwendung im Bereich zwischen 3 - 8 Minuten
liegen [202]. Alle getesteten Modifikationen wiesen eine zu lange initiale Abbindezeit
auf. Ob eine geringere Ldslichkeit der modifizierten Materialien die Abbindereaktion
verlangsamte, muss in weiterflihrenden Versuchen geklart werden. Eine Verkirzung
der Verarbeitungszeit durch eine Verkleinerung des Pulver/Flissigkeits-Verhaltnisses
sollte allerdings nicht zur Anwendung kommen, da das Gemisch nicht homogen
vermengt werden kann und sich das daraus resultierende vergrof3erte Porenvolumen

negativ auf die zu erwartende Druckfestigkeit auswirken wirde.

5.2.2 Druckfestigkeit

Die Festigkeit der Calciumphosphatzemente entsteht wahrend der Abbindereaktion
durch das Wachsen und Verdichten der CaP-Kristalle [51]. Je mehr Bestandteile
umgesetzt werden und je geringer die Porositaten sind, desto hdoher ist die
Druckfestigkeit. Da Calciumphosphatzemente eher eine niedrige Festigkeit aufweisen,
ist die medizinische Anwendbarkeit in lasttragenden und grof3en Knochendefekten
limitiert. In dieser Arbeit wurde die Festigkeitsprufung standardmafig, mit einem in der
Literatur  beschriebenen  Verfahren, gut reproduzierbar mittels einer
Universalprifmaschine durchgefuhrt [203]. Allerdings besteht durch die manuelle
Herstellung der Prufkorper eine variable Grofle. Somit gestaltet sich ein direkter
Vergleich der Druckfestigkeiten in der Literatur als schwierig. Durch den
unterschiedlichen Druck mit dem die Zementpaste in die Aussparungen der
Silikonformen eingebracht wird, ergibt sich eine unterschiedliche Verdichtung der
Masse, ein unterschiedliches Porenvolumen und damit eine unterschiedliche
Festigkeit der Prufkérper durch das nicht maschinelle Herstellungsverfahren
[204, 205]. Bei der Beurteilung der Druckfestigkeiten muss zusatzlich beachtet
werden, dass die erzielten Werte in vivo geringer ausfallen kébnnen, da im Labor unter

optimalen, trockenen Bedingungen die Zementpaste mit viel Druck in die Silikonformen
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gepresst werden kann. Porositaten werden dadurch verringert und es kdnnen héhere
Druckfestigkeitswerte erzielt werden.

In Kombination mit einem bestimmten Metallzusatz ware eine simultane Verbesserung
beziehungsweise Verschlechterung der Druckfestigkeitswerte zu erwarten gewesen.
Es wurde jedoch festgestellt, dass nicht das Metall alleine, sondern auch die Art der
Metallionenzugabe unterschiedliche Auswirkungen hatte. Nur mit Kupfer(ll)ionen kam
es bei beiden Arten der Metalldotierung zu einer signifikanten Steigerung der Festigkeit
gegenuber dem metallfreien Referenzzement, was der Voraussetzung fur eine hdhere
Stabilitat der Knochenersatzzemente nachkommt. AuRer fir Kupfer ergaben sich noch
fur Nickel- und Zinkionendotierung geringe Unterschiede zwischen den beiden
Modifizierungsarten. Bei beiden fiihrte die lonenzugabe zu einer leichten Reduktion
der Druckfestigkeit gegenuber dem metallfreien Referenzzement. Hierbei bestanden
nur geringe Unterschiede zwischen den beiden Dotierungsarten, wodurch der
Messfehler an Bedeutung gewinnt. Zugesinterte Kobaltionen ergaben, als einziges
weiteres Metall auRer Kupfer, eine signifikante Erhéhung der mechanischen Werte,
wohingegen Kobaltionen, in der Binderlosung enthalten, eine deutliche Abnahme der
Druckfestigkeit zur Folge hatten. Der Unterschied zwischen den Dotierungsarten fiel
fur Kobalt zudem am gréften aus. Auch flir Vanadium ergab sich ein deutlicher
Unterschied zwischen den beiden Verfahrensweisen. Zugesintertes Vanadium fuhrte
zu einer erheblichen Schwachung der Druckfestigkeit. Vanadiumsalze in der
Anmischflussigkeit ergaben in etwa die Werte des metallfreien Referenzzementes.
Eine Erklarung besteht darin, dass die Kombination mit bestimmten Metallionen durch
einen inhibierenden Einfluss zu einer mangelhaften Umsetzung von a-TCP zu
Hydroxylapatit und zu einer Reduzierung der Druckfestigkeit gefuhrt haben kénnte.
Auch sollte in weiteren Studien noch die Dichte der Porositaten in den Werkstoffen
ermittelt werden, als weiterer Einflussfaktor fur eine Reduzierung der Druckfestigkeit.
In diesem Zusammenhang ergeben sich weiterfiihrende Fragen beispielsweise wie
fest die einzelnen Metallionen in das Strukturgitter, moglicherweise durch Substitution
von Calciumionen, eingebaut waren oder ob sie eher lose, ohne chemische Bindung,
adsorptiv der Oberflache auflagen. Des Weiteren kdnnen Nebenphasen, zum Beispiel
als Phosphate, gebildet worden sein, die nicht unbedingt im XRD sichtbar waren. All
diese aufgeworfenen Fragen sollten in weiterfUhrenden Experimenten geklart werden.
Werden Abbindezeit und Druckfestigkeit miteinander verglichen, wird ersichtlich, dass

keine allgemeingultigen Rlckschliisse von der Abbindezeit auf die Druckfestigkeit
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moglich sind. Zwar wiesen die meisten metallmodifizierten Zementproben mit einer
erheblich verlangerten Abbindezeit auch eine deutlich reduzierte Druckfestigkeit auf,
allerdings bildeten hier die beiden Zementpulver, die mit der maximal konzentrierten
Mangan- beziehungsweise Vanadiumionenlésung angemischt worden waren, eine
Ausnahme. Obwohl die Abbindezeit gegenuber der metallfreien Referenz erheblich
verlangert war, wiesen sie doch in etwa die Druckfestigkeit der metallfreien
Kontrollproben auf. Im Bereich der kiirzeren Abbindezeiten waren mehr Auffalligkeiten
zu beobachten. Die beiden Probenarten mit der klrzesten Abbindezeit, die
Metallionendotierung mit Kupferionen durch die Binderlésung sowie die Modifizierung
mit Kobaltionen durch Zusinterung, wiesen zugleich auch die grof3te Druckfestigkeit
auf. Ebenfalls gegeniber der metallfreien Referenz war die Abbindezeit mit
zugesintertem Mangan erhoht, die Druckfestigkeit hingegen war deutlich reduziert.
Ahnliches wurde fiir die Metallionendotierung mit Zink durch die maximal konzentrierte
Binderlosung erkennbar. Ein gegenteiliges Bild war fur die Metallmodifizierung mit
Kupferionen durch Zusinterung erkennbar. Die Abbindezeit war gegenutber dem
metallfreien  Kontrollzement leicht erhéht und zugleich wiesen diese
Zementprobenkdrper auch eine grof3ere Druckfestigkeit auf. Da Zemente durch eine
Lésungs-Fallungs-Reaktion aus einer wassrigen Losung ausfallen, ist eine mdgliche
Erklarung, dass bei einem weniger reaktiven Sattigungsverhalten mit deutlich erhdhten
Abbindezeiten zugleich die Kristallverfilzungen weniger fest sind und somit die
Druckfestigkeit herabgesetzt wird. Bei einer schnelleren Abbindezeit haben die
beteiligten Komponenten eine gréliere Affinitat zueinander und bilden ein festeres
Kristallgitter. Warum jedoch manche Metalldotierungen ein anderes Bild aufweisen
und einen inhibierenden Einfluss auf die Abbindezeit aufweisen, aber dennoch die

Druckfestigkeit nicht reduziert ist, bleibt noch in weiterfihrenden Versuchen zu klaren.

5.2.3 Rasterelektronenmikroskopische Analyse

Bei der optischen Beurteilung der Festigkeitsprufkdrper wurde nach mikrostrukturellen
Besonderheiten gesucht, die uber die reduzierten beziehungsweise erhohten Werte
der Druckfestigkeiten und Abbindezeiten Aufschluss geben konnten. Durch die
REM-Bilder wurde deutlich, dass sowohl die Metallzusdtze als auch die
Dotierungsmethode Anderungen im mikrostrukturellen Aufbau der Proben ergaben.
Bei Zugabe von Kobalt durch Zusinterung konnte eine deutliche Erhdhung der

Druckfestigkeitswerte gegenlber stark reduzierten Werten bei Zugabe mit der
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Anmischflussigkeit festgestellt werden. Ebenso war der unterschiedliche Aufbau bei
der Betrachtung der Bruchflachen der Zementproben fir Kobalt am deutlichsten
ausgepragt. Die Proben mit zugesinterten Kobaltionen zeigten eine relativ
engmaschige Verfilzung der Partikel. Dies koénnte zu einer Erhéhung der
Druckfestigkeitswerte beigetragen haben. Die Bruchflachen der Probenkorper mit
1 mmolarer Anmischflissigkeit wiesen hingegen eine eher glatte Oberflache auf. Die
niedrigsten Druckfestigkeitswerte wurden fur Nickel und Zink festgestellt. Im Rahmen
des Fehlers beim optischen Vergleich der Bruchkanten fielen die relativ kleinen
Bruchstlcke und die inhomogene Verfilzung der Komponenten auf. Allerdings liel3 sich
durch die rasterelektronenmikroskopische Betrachtungsweise kein allgemeiner,
direkter Zusammenhang zwischen der Verfilzung und der Druckfestigkeit der Zemente

herstellen.

5.24 XRD-Analyse

Die XRD-Analyse wurde als gut reproduzierbares, standardisiertes Messverfahren
[198, 206-208] gewahlt, um den Einfluss der Metallionen auf die Umsetzungsrate des
Edukts a-TCP zu Hydroxylapatit untersuchen zu kdnnen. In der vorliegenden Arbeit
konnte anhand dieser Rontgendiffraktogramme die unvollstdndige Umsetzung von
a-TCP zu Hydroxylapatit durch die Metallionendotierung der Zementplattchen
aufgezeigt werden. Bei allen Proben war noch ein relativ hoher Anteil an a-TCP zu
detektieren. Die Beugungsmuster der auf die zwei verschiedenen Arten hergestellten
Zementplattchen wiesen innerhalb des Dotierungsverfahrens ein einheitliches
Beugungsprofil auf. Waren die Metallionen in der Binderlosung enthalten, so war die
Umsetzungsrate im Vergleich zu den gesinterten Proben starker reduziert. Zemente
binden durch eine Losungs-Fallungs-Reaktion ab. Die in der Anmischflissigkeit frei
geldsten Metallionen konnten vermehrt an der Abbindereaktion teilnehmen und somit
eine starker inhibierende Wirkung austben als die lonen, die dem a-TCP-Pulver
zugesintert worden waren. Waren die Metallionen durch den Sintervorgang dem
Pulver hinzugeflgt worden, konnte fur alle Proben ein insgesamt hoherer HA-Gehalt
aufgezeigt werden. Eine mogliche Erklarung ist, dass die lonen durch diesen Vorgang
starker in die Zementmatrix eingebunden wurden und wahrend des Abbindevorganges
nicht so stark mit anderen Reaktionspartnern reagieren konnten wie die frei zur

Verfugung stehenden, in der Binderlésung geldsten, Metallionen.
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5.2.5 ICP-MS-Analyse

Das Freisetzungsverhalten der lonen aus den Zementplattchen wurde in
Auslagerungsexperimenten uUber eine Woche untersucht. Es wurden von jeder
Metallionensorte und Konzentration (10 pmolar, 100 ymolar, 1 mmolar und Zugabe
durch Zusinterung) jeweils drei Probenkorper angefertigt. Diese wurden einzeln mit
einem Auslagerungsmedium bedeckt, das taglich gewechselt wurde. Das gewonnene
Eluat wurde hinsichtlich der freigesetzten lonen mittels des ICP-MS-
Analyseverfahrens getestet. Dies ist eine der nachweisstarksten Methoden in der
Elementespurenanalytik [209].

Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde festgestellt, dass die Freisetzungskinetiken
nicht nur von Metall zu Metall extrem unterschiedlich waren, sondern auch in Bezug
auf die verschiedenen Formen der Metalldotierung. Auch eine zu erwartende
Abhangigkeit von der lonenbeladung lieR® sich nicht fur alle Metalle bestatigen. Eine
der Dotierungskonzentration entsprechende Freisetzung der verschiedenen
Metallionen konnte nur fur Vanadium und Mangan festgestellt werden, wobei die
freigesetzte Menge an Vanadiumionen im Vergleich zu Mangan deutlich héher ausfiel.
Teilweise erschien die Freisetzungskinetik der Metalle, wie beispielsweise bei
Vanadium, vorwiegend diffusionsgesteuert mit einem hohen initialen Burst und
anschlielender Sattigung der Kurve oder sie folgte einer eher konstanten Freisetzung
durch Degradation, wie beispielsweise bei Zink. Die Freisetzungskinetik schien jedoch
bei den verschiedenen Metallen meist eine Mischung aus beiden Arten zu sein. Im
Vergleich der verschiedenen Metalle verhielt sich Kobalt beim Freisetzungsverhalten
sehr komplex. Die Freisetzung aus den niedrig konzentrierten (10 ymolar) Plattchen
erschien vorwiegend degradationsgesteuert. Die lonenabgabe fur die hdéchste
Konzentration (1 mmolar) hingegen entsprach eher einer diffusionsgesteuerten
Abgabe mit einer sehr hohen initialen lonenausschuttung. Kupferionen wurden fast
ausschlieBlich nur aus den Plattchen freigesetzt, die durch Zusinterung des Metalls
hergestellt worden waren, aus diesen jedoch in deutlich groRerer Konzentration als
aus allen anderen Probenkoérpern. Auch in anderen Studien wurde der bei niedriger
lonenkonzentration eher geringe Einfluss von Kupferionen festgestellt [210]. Fur die
unterschiedliche Freisetzung der Metallionen aus den Zementproben kommen die
unterschiedlichen Loslichkeitsprodukte der verschiedenen Metallphosphate in Frage.
Je I6slicher die einzelnen Stoffe, desto schneller werden sie in das umgebende Eluat

abgegeben. Bei den Freisetzungskurven, die vorwiegend durch Diffusion mit einem
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initialen Burst gekennzeichnet waren, konnte es sein, dass die Metalle nur adsorptiv
der Oberflache auflagen und nicht, wie beispielsweise durch Substitution, fest in die
Zementstruktur eingebunden waren, wie bei den Probenkorpern, bei denen die
Freisetzung vorwiegend durch Degradation bestimmt war. Es wurden bereits in
weiterfUhrenden Versuchen mit Vanadium-, Kobalt- und Kupferionen, enthalten in der
Anmischflissigkeit, Metalloxide in XRD-Analysen nachgewiesen, die darauf
hindeuteten, dass diese Metallionen fest in die Apatitkristalle integriert wurden [210].
Bei der Verwendung von metallionenmodifizierten Zementen darf der Einfluss der
Metallionen auf die Bildung von neuem Knochen nicht aufder Acht gelassen werden.
Hierzu muissen jedoch noch genauere Analysen durchgefuhrt werden wie sich die
Anwesenheit von Metallionen auf die Kristallisation von Hydroxylapatit auswirkt und
auch um die Einbindung der Metallionen in die Kristallstruktur genauer beurteilen zu

konnen.

5.3 Analyse und Interpretation der Zellversuche

FUr die Beurteilung der in-vitro-Zytotoxizitat von Medizinprodukten werden in
Deutschland die Richtlinien nach DIN-Norm ISO 10993-5 herangezogen [211]. Zur
Vermeidung unnaétiger Tierversuche werden nach dieser Vorschrift bestimmte Zellen
tierischen oder menschlichen Ursprungs mit den zu untersuchenden Materialien direkt
oder indirekt in Kontakt gebracht und, wie in dieser Arbeit geschehen, die Anzahl und
Vitalitat der Zellen Uberpruft. In  den Zellversuchen wurde die murine
Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7 in Zellkulturplatten auf verschiedenen
Zementoberflachen kultiviert, um die Biokompatibilitit der metalldotierten
Zementproben zu testen. Verwendet wurden Hydroxylapatit-Platichen als metallfreie
Referenz und zwei verschieden modifizierte Calciumphosphatpriufkorper. Zur
Metalldotierung wurde zum einen eine 1 mmolare Zinkionenldsung verwendet, zum
anderen eine 10 pmolare Kobaltionenldosung. Als bereits in der medizinischen
Forschung bewahrte Kontrollflache diente das Zellkultur-Polystyrol beziehungsweise
Glas. Die aufgebrachte Zellkonzentration betrug circa 40 000 Zellen pro Milliliter. Bei
der in-vitro-Versuchsreihne wurde Uber den 15-tadgigen Versuchszeitraum das
bedeckende Nahrmedium an Tag 4, 6, 7, 8, 11 und 13 erneuert, um zum einen ein
Ansammeln von schadlichen Stoffwechselmetaboliten und zum anderen eine

mangelnde Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen zu vermeiden. Wahrend des
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Versuchsablaufes wurden Untersuchungen der verschiedenen Oberflachen
hinsichtlich der Zellvitalitat mittels WST-1-Test und hinsichtlich der Zellproliferation
mittels Zellzahlung durchgefuhrt. Zusatzlich wurde bei jedem Mediumwechsel der
Uberstand gesammelt und beziiglich der Metallionenfreisetzung einer ICP-Analyse
unterworfen.  Zur  optischen  Beurteilung der Zellmorphologie  wurden
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Als Nachweis fur die
Osteoklastendifferenzierung wurde eine Farbung der tartratresistenten sauren
Phosphatase, ein osteoklastenspezifisches Enzym, vorgenommen.

Bei der Auswertung des WST-1-Zellvitalitatstests wurde festgestellt, dass nur fir die
Kontrolloberflache Polystyrol ein hoher Anstieg der Zellaktivitdt verzeichnet werden
konnte. Auch bei der Zellzahlung konnte ein starkes Proliferationsverhalten nur auf
dieser Kontrolloberflache beobachtet werden, wahrend die Zellzahl auf den
Zementproben lediglich minimal anstieg. Der Rickgang auf Polystyrol im mittleren Teil
der Versuchsreihe lasst sich durch die Fusion der einkernigen Vorlauferzellen zu den
multinuklearen Osteoklasten erklaren. Auffallend war die extrem niedrige, teilweise
nicht detektierbare, mitochondriale Aktivitat auf den Zementplattchen, insbesondere
auf den metallionendotierten Proben. Auf den kobaltdotierten Plattchen konnte bis zu
Tag 15 nur ein sehr schwacher, aber kontinuierlicher Anstieg der Zellzahl verzeichnet
werden. Das schlechte Wachstum auf den Zementoberflachen wurde durch die
optische Beurteilung mittels REM und TRAP-Farbung bestatigt. Auf Glas konnten
multinukleare Riesenzellen gesichtet werden, die durch Fusion aus Vorlauferzellen
entstanden sind. Auf den Zementplatichen hingegen konnten keine
osteoklastenartigen Zellen detektiert werden. Lediglich eventuelle
Osteoklastenimpressionsspuren beziehungsweise angefarbte Zellfragmente wurden
aufgefunden. Allerdings konnten bei der rasterelektronenmikroskopischen Analyse
teilweise unfusionierte, mononukleare Vorlauferzellen betrachtet werden. Eine
Erklarung daflr ist, dass durch die Metallionen fir die Proliferation und Differenzierung
der Zellen ein zu saures Mikromilieu entstanden sein kdnnte. Zusatzlich schien in vitro
auch der verwendete Hydroxylapatit-Zement per se, eventuell durch eine Senkung des
pH-Wertes, zur Minimierung des Wachstums beigetragen zu haben. Auch durch die
raue und sehr porése Oberflache kdnnte die Ausbreitung der Zellen erschwert worden
sein. Dabei darf allerdings nicht aufer Betracht gelassen werden, dass die
verschiedenen Zelltypen auf die unterschiedliche Rauhigkeit von Oberflachen anders

reagieren [212].
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Letztendlich kann die Frage nach der Biokompatibilitdt der untersuchten
metalldotierten Calciumphosphatzemente nicht eindeutig beantwortet werden. In der
in-vitro-Versuchsreihe zeigten die Zellen auf den modifizierten Materialien ein eher
schlechtes Wachstum. Die beiden Metalle sind jedoch nicht per se zytotoxisch [110].
Zum Testen neuer Biomaterialien bilden nach wie vor oft zweidimensionale
Zellkultursysteme die Grundlage flr in-vitro-Versuche, in denen sich die Zellen nur
flachig auf dem zu untersuchenden Material ausbreiten konnen. Im Koérper jedoch
existieren die Zellen meist in dreidimensionalen, komplexen Strukturen aus Zellen und
extrazellularer Matrix. Durch eine Optimierung der Zellversuchsreihe, die Uber einen
langeren Versuchszeitraum in makropordsen, dreidimensionalen Strukturen mit mehr
Probenkoérpern erfolgen kénnte, lielen sich aussagekraftigere Ergebnisse Uber die
Biokompatibilitat der metallbeladenen Calciumphosphatzemente erzielen [213-215].
Das Verhalten und der Differenzierungsgrad der Osteoklasten sollte zusatzlich durch
komplexere, immunzytochemische Experimente differenzierter aufgezeigt werden. Vor
der Einfihrung neuer Materialien fir den medizinischen Gebrauch mussen aufl’erdem
in-vivo-Versuche durchgeflihrt werden, da nicht eindeutig von den Zelleigenschaften,
die in in-vitro-Versuchsreihen auftreten, auf das in-vivo-Verhalten der Zellen

geschlossen werden kann [216].

5.4 Ausblick

Calciumphosphatzemente wurden Mitte der 90er in den Kklinischen Gebrauch
eingefuhrt und spielen in der Medizin im Bereich des nicht lasttragenden
Hartgewebsersatzes eine gro3e Rolle. Hydroxylapatitzemente weisen gegenlber
Bruschitzementen den Vorteil auf, dass sie im physiologischen Milieu praktisch nicht
degradierbar sind und nur durch Osteoklasten mittels einer lokalen
pH-Wert-Absenkung abgebaut werden und so den Defekt langer stabilisieren kdnnen.
Diese Arbeit zeigt, dass es maoglich ist, einfach, schnell und kostengtinstig modifizierte
Keramiken aus nanokristallinem, calciumdefizitdrem Hydroxylapatit herzustellen. Da
es jedoch nicht mdglich ist durch in-vitro-Versuchsreihen Ruckschlusse auf das
in-vivo-Verhalten von Zellen zu ziehen, missen weitere Studien folgen. Auch sollten
die Materialeigenschaften der getesteten Materialien verbessert werden. Die
modifizierten Hydroxylapatitzemente weisen weder einheitliche Druckfestigkeiten noch

einheitliche Abbindezeiten auf. Durch die gemessenen, relativ langen Abbindezeiten
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kénnen die Zemente wahrend des klinischen Einsatzes leicht durch Blut oder Exsudat
verunreinigt werden, da eine absolute Trockenlegung Uber eine solch lange Dauer
nicht mdglich ist. Somit wirden die mechanisch-physikalischen Eigenschaften des
Materials geschwacht werden. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass aufgrund der
einfachen Herstellung, der freien Formbarkeit und auch der Verarbeitungsqualitat ein
klinischer Einsatz der getesteten Materialien denkbar ware. Vor der Verwendung im
klinischen Tatigkeitsfeld sollten noch Verbesserungen der Abbindezeiten und der
Druckfestigkeiten vorgenommen, weitere materialwissenschaftliche Aspekte der
Zementmatrizes untersucht werden und sowohl in-vitro-, als auch in-vivo-Versuche
bezlglich der Biokompatibilitat der modifizierten Materialen durchgefuhrt werden. Mit
dem Ziel weiterer Verbesserungen der mechanischen Eigenschaften stellen mit
Metallionen modifizierte Hydroxylapatitkeramiken, wie in dieser Arbeit beschrieben,
einen klinisch sehr interessanten Ausgangspunkt fir den Einzug in die medizinische

Anwendung dar.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Knochenersatzmaterialien mit verschiedenen Materialien zu modifizieren ist eine
Méglichkeit, die kdrpereigenen Zellen positiv zu beeinflussen und die Integration von
Implantaten zu fordern. Die Verwendung von Metallionen erdffnet hierfur eine viel
versprechende Option. Eine grol3e Zahl von ihnen ist im menschlichen Korper als
Spurenelemente Bestandteil von essentiellen Vorgangen und besitzt bioaktive
Eigenschaften [28]. Auch sind sie aus wirtschaftlicher Sicht interessant, da sie wegen
der einfachen Sterilisierbarkeit und nahezu unbegrenzten Haltbarkeit, im Vergleich zu
beispielsweise Proteinen, sehr kostengunstig sind.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Modifizierung von pordsem, calciumdefizitarem,
nanokristallinem Hydroxylapatit mit verschiedenen Metallionen zu testen. Es wurden
a-TCP-basierende Zementproben hergestellt, die durch zwei verschiedene
Dotierungsmethoden mit bestimmten Metallionen (Cu?*, Co?*, Mn?*, Ni?*, V/3* Zn?*)
modifiziert wurden. Die eine Methode bestand in der Zusinterung der entsprechenden
Metallionen zum a-TCP-Pulver. Bei der anderen Methode waren die lonen in
unterschiedlicher Konzentration (1 mmolar, 100 ymolar, 10 ymolar) in der
Binderlosung enthalten. Die hergestellten Zementproben wurden hinsichtlich
bestimmter Eigenschaften wie der initialen Abbindezeit und Druckfestigkeit untersucht
und zusatzlich rasterelektronenmikroskopischen, réntgen-diffraktometrischen und
massenspektrometrischen Analysen unterzogen. Als Referenz diente ein bereits am
Menschen erfolgreich als Knochenersatzmaterial eingesetzter nanokristalliner,
calciumarmer Hydroxylapatit-Zement. Da Hydroxylapatit nahezu nur durch
Osteoklasten mittels einer lokalen pH-Wert-Absenkung resorbiert werden kann,
wurden in-vitro-Versuche mit einer immortalisierten Makrophagen-Zelllinie
durchgefihrt. Uber einen 15-tdgigen Versuchszeitraum wurde die Zytokompatibilitat
mittels bestimmter Zellproliferations- und Zellaktivitatsmessungen Uberprift.
Zusatzlich wurden die mit Zellen besiedelten Proben unter dem
Rasterelektronenmikroskop betrachtet und eine TRAP-Farbung durchgefihrt, um die
Differenzierung zu osteoklastenahnlichen Zellen beurteilen zu konnen. Bei der
Auswertung der Versuche wurde deutlich, dass nicht das Metall alleine malRgeblich fur
Veranderungen der physikalischen Eigenschaften im Vergleich zum metallfreien
Referenzzement war. Auch die Art der Metallionendotierung, ob durch Zugabe mit der

Binderlosung oder durch Zusinterung, hatte bei den Metallen unterschiedliche
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Auswirkungen auf die Zementeigenschaften. So fuhrte die Zusinterung von
Kobaltionen zum Zementpulver zu einer geringfigigen Reduzierung der Abbindezeit
von 24 Minuten bei der metallfreien Referenz auf 22 Minuten. War das Metall jedoch
in der Anmischflissigkeit enthalten, wurde sie deutlich auf Gber 60 Minuten verlangert.
Wahrend der Versuche wurden Abbindezeiten von 18 Minuten bis Uber 60 Minuten
gemessen und Druckfestigkeiten zwischen 9,3 MPa und 30,5 MPa festgestellt. Die
grolRe Spanne zwischen den Messwerten zeigt, dass jede Art der Metallionendotierung
von Knochenzementen bezuglich der chemisch-physikalischen Eigenschaften einzeln
gepruft werden muss. Bei der Auswertung der Zellversuchsreihe wurde festgestellt,
dass die Zellen auf den mit Metallionen modifizierten Zementplattchen tendenziell eine
niedrigere Aktivitat bei gleich bleibender Proliferation aufwiesen als auf den
metallfreien Referenzproben. Dieses Ergebnis konnte mikroskopisch bestatigt werden.
Trotz der in dieser Arbeit festgestellten niedrigeren Zellvitalitdt und Zellzahl stellt die
Modifizierung von Zementen durch Metallionen in der Zukunft fur den medizinischen
Gebrauch eine interessante Moglichkeit dar, um relativ einfach die bioaktiven
Eigenschaften von Knochenersatzwerkstoffen positiv zu verandern. Fur die
letztendliche Beurteilung mussen noch verfeinerte Versuche durchgefuhrt und die
physikalisch-chemischen Eigenschaften der modifizierten Zemente verbessert
werden. Zusatzlich muss in differenzierteren in-vitro- beziehungsweise in
in-vivo-Versuchen die Biokompatibilitdt erfolgreich getestet werden. Hier ist zu
uberprufen, ob ein langerer Kultivierungszeitraum den Differenzierungsvorgangen
forderlich ware. Die Methode der Metallionendotierung von Knochenersatzmaterialien
erscheint als sehr aussichtsreich und gilt es daher weiter zu erforschen, um Einzug in

den medizinischen Alltag zu erhalten.
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