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1. Einleitung und Problemstellung

In Folge traumatischer Verletzungen (Frakturen), Tumorexzisionen oder auch
Knochennekrosen entstehen kndcherne Defekte, welche je nach Grol3e und
Lage einen Knochenersatz fordern. 1 Im Jahre 1668 wurde erstmals von dem
Niederlander Job van Meekeren 2 eine Knochentransplantation durchgefihrt,
bei der das Schadeldach eines Soldaten mit einem Teil eines Hundeschadels
rekonstruiert wurde. 3,4 Alternativ hierzu wurden erstmals um 1890 von Ollier
und Barth 2 anhand tierexperimenteller Untersuchungen verschiedene
Knochenersatzmaterialien (KEM) getestet und somit das Fundament fir die
heutigen Knochenersatzmaterialien gelegt. 5,2

Zu den Anforderungen, welche an KEM gestellt werden, zahlen
Belastungsstabilitdt, Biokompatibilitat, Resorbierbarkeit, Sterilisierbarkeit sowie
Osteokonduktion, Osteoinduktion, Osteogenese und Osteointegration. s-s Bei
der Osteokonduktion dient das Transplantat als Leitstruktur, in welches das
umliegende Knochengewebe einsprief3en kann. Unter Osteoinduktion versteht
man die Anregung umliegender Zellen zur Differenzierung. Erfolgt die
Knochenneubildung aus Zellen des eingebrachten Transplantates spricht man
von Osteogenese.o-11 Nur durch die Osteointegration ist eine direkte,
funktionelle und dauerhafte Verbindung zwischen Eigenknochen und Implantat
madglich.12

Gemald Ollier und Barth 13 14 kénnen KEM beispielsweise anhand ihres

Ursprungs klassifiziert werden (Tabelle 1).13, 15, 14

Tabelle 1: Einteilung der Knochenersatzmaterialien (KEM) nach ihrem Ursprung und Bedeutung.

Autolog aus dem eigenen Korper/vom selben Individuum stammend

Allogen Von der gleichen "Spezies" stammend (Mensch-Mensch)

Xenogen Von einer anderen "Spezies" stammend (Rind, Schwein,
Algen..)

Alloplastisch Synthetische Materialien (vgl. Tab. 2)




Als Goldstandard gilt auch heute noch die autologe Knochentransplantation.
Autologer Knochen ist das einzige KEM, welches alle wesentlichen
Anforderungen erfillt.1, 16 Es stehen viele Bereiche des Koérpers fir den Gewinn
von Knochenmaterial zur Verfigung. Der Beckenkamm ist die beste Variante,
um an die verschiedensten Implantationsorte angepasst zu werden, 17 jedoch
ist das Volumen an Material, das entnommen werden kann, begrenzt.is Weitere
Nachteile bei der Verwendung von Eigenknochen sind der notwendige
Zweiteingriff zur Entnahme des Knochens, sowie Infektionen, Hamatome,
anhaltende Schmerzen, Nervenschadigungen und eine hohe
Entnahmemorbiditat.19 20 18 21 Auch allogene Knochentransplantate sind wegen
der Gefahr einer Immunreaktion und einer Ubertragung von Krankheiten, wie
zum Beispiel HIV nur bedingt geeignet. 22 Rein synthetisch hergestellte
Materialien, welche mitunter sehr gute osteokonduktive aber keine
osteoinduktiven Eigenschaften aufweisen haben diese Problematiken nicht 23

und sind zudem lagerfahig sowie ausreichend verfugbar. 24

Sie lassen sich ihrerseits anhand ihrer Werkstoffklasse in Untergruppen
unterteilen (Tabelle 2), wobei synthetische KEM meistens auf Basis von
Calciumphosphaten und Keramiken basieren. e

Tabelle 2: Einteilung alloplastischer Knochenersatzmaterialien und Beispiele.2s-27

Keramiken Tricalciumphosphat, Hydroxylapatit, Bioglaser,
Glasionomere

Polymere Polymethylmethacrylat (nicht degradierbar),
Polylaktide/Polyglykolide und andere Copolymere
(degradierbar)

Metalle Titanium, Tantal, Nickel-Titanium-Legierungen, Magnesium-
Legierungen

Komposite Kombination aus verschiedenen synthetischen Materialien
(‘auch Kombinationen mit nicht-synthetischen Materialien

moglich)




Gegenstand dieser Arbeit sind solche mineralischen Knochenzemente auf
Basis von Calcium-28 , Magnesium-29 oder Calcium-Magnesium-Phosphaten zo.
Die Rohpulver dieser sogenannten Calciumphosphatzemente (CPC) bzw.
Magnesiumphosphatzemente (MPC) werden mit einer flussigen Phase
vermengt, um eine formbare Paste zu erhalten, welche direkt in den Defekt
eingebracht werden kann. 31, 32 Je nach Ausgangspulver entstehen
unterschiedliche Endprodukte wie Hydroxlyapatit (HA; Cas(PO4)3(OH); CPC)zs,
Bruschit (CaHPO4-H20; CPC)2s oder auch Struvit (MgNH4PO4-6H20; MPC) za.
Allerdings ist deren Anwendungsgebiet aufgrund ihrer Sprodigkeit auf nicht-
lasttragende Bereiche (Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie) beschréankt. 34 Sie sind
sowohl osteokonduktiv als auch teilweise bioresorbierbar. 1 Vorndran et al. 3o
zeigten bereits, dass Zementformulierungen auf Basis eines mit Calcium
versetzten MPC regulierbare in vitro Resorbierbarkeiten besitzen. 30 Fir diese
Arbeit wurde daher unter anderem Cao,7sMg225(PO4)2 aufgrund der

vielversprechenden Eigenschaften ausgewabhilt.



Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Knochenersatzmaterialien aus sekundaren
Calcium-, und Magnesiumphosphatverbindungen herzustellen, welche eine
schnellere Regeneration des Knochens als auch eine héhere Loslichkeit als
herkdbmmliche KEM aufweisen. Hierflr wurden Pulver der Zusammensetzung
Cao,75Mg2,25(PO4)2 und Cao,2sMg2,75(PO4)2 synthetisiert. Diese wurden mit
entsprechender Ammoniumphosphat-Lésung angemischt und die
ausgeharteten Produkte anhand ihrer Festigkeit, Loslichkeit,
Phasenzusammensetzung, Morphologie und Biokompatibilitdt untersucht. Der
weitere Ansatz bestand darin, andere Anwendungsformen vergleichbarer
Zusammensetzung, d.h. spharische Granulate sowie préafabrizierte, lagerstabile
Zement-Pasten hinsichtlich ihres Potentials zur Behandlung kndcherner Defekte
in vitro zu testen. Granulate dienen mafl3geblich dazu, die Resorption sowie
Knochenregeneration durch die intergranularen Zwischenraume zu erleichtern.
Dagegen haben préafabrizierte Zement-Pasten den Vorteil, dass sie erst nach
Applikation in das feuchte Implantationsumfeld durch Diffusion der
Korperflissigkeit in die Paste ausharten. Somit wird die Bearbeitungszeit fur
den Chirurgen beim Auffilllen des Defektes verlangert und Beeintrachtigungen
der Stabilitat des ausgeharteten Implantats durch zeitlich bedingte Defizite bei

der Pastenhomogenisierung und prazisen Defektauffillung verhindert.



2. Kenntnisstand

2.1 Calciumphosphat-Zemente

Calciumphosphate gehéren zu den wichtigsten Bestandteilen des Korpers und
sind als mineralische Hauptkomponente in Knochen und Zahnen vorhanden.
Damit ist zu begrinden, weshalb so viele Biomaterialien auf Basis von

Calciumphosphaten hergestellt werden. 35

Eine mogliche Anwendungsform von Calciumphosphaten sind

Calciumphosphat-Zemente (CPC). Diese wurden das erste Mal von Brown und
Chowss in den 80er Jahren beschrieben. 36 Sie sind biokompatibel, bioaktiv und

osteokonduktiv. 37 Bedingt durch das sprode Bruchverhalten und die eher

geringe Materialfestigkeit kommen CPC’s hauptsachlich in der Mund-Kiefer-
Gesichts-Chirurgie in nicht lasttragenden Bereichen zum Einsatz. 25, 38 Die eher
geringe mechanische Festigkeit konnte allerdings durch Verringerung der
Partikelgrof3e als auch der Porositat noch gesteigert werden 34. Vor allem die
hohe Biokompatibilitat, die gute Modelierbarkeit und damit Anpassung an
Defektstrukturen als auch die Abbindeeigenschaften sind es, welche die CPC’s
als KEM auszeichnen. 25 39 Des Weiteren eignen sie sich auch als

Tragersystem fur verschiedene medizinische Wirkstoffe. 3s, 40

CPC's werden hergestellt, indem man ein oder mehrere Calciumphosphat-
Pulver mit einer wassrigen Phase vermengt. Die hierdurch erhaltene Paste
bindet nach kurzer Zeit in Folge von Ldsungs-Fallungs-Prozessen ab.2s 37 Nach
Mischung des Rohpulvers mit der wassrigen Phase , geht dieses in Lésung und
fallt aufgrund einer Ubersattigung in Bezug auf das Reaktionsprodukt aus. 34
Die Zement-Paste verfestigt sich folgend durch Wachstum und
dreidimensionaler Verfilzung der Kiristallite. 41 Je nach pH-Wert der Paste
wéhrend der Abbindereaktion entstehen zwel unterschiedliche
Reaktionsprodukte. So lassen sich die CPC’s in sogenannte Bruschit- und
Apatit-bildende Zemente unterteilen. Bruschit (CaHPO4-2H20;



Calciumhydrogenphosphat Dihydrat (DCPD)) entsteht bei einem pH-Wert unter
4,2 und Hydroxylapatit (Cas(POa4)3(OH); HA) bei einem pH-Wert oberhalb von
4,2. 2842

2.1.1 Bruschit-bildende Zemente

Um das Mineral Bruschit zu erhalten, wird beispielsweise das Zementedukt [3-
Tricalciumphosphat (3-Casz(POa4)2; 3-TCP) mit dem sauren Calciumphosphat

Monocalciumphosphat Monohydrat (Ca(H2P0Oa4)2-H20 ; MCPM) oder aber mit
Phosphorsaure (H3POas) vermengt. 43 In Gleichung (1) und (2) ist die Reaktion

von 3-TCP mit MCPM (Gleichung 1)44, 45 und mit Phosphorsaure (Gleichung
2)46 dargestellt:

3-Ca3(P0O4)2 + Ca(H2P04)2:-H20 + 7H20 — 4CaHPO4-2H20 (1)44,45

R- Cas(PO4)2 + H3PO4 + 6H20 — 3CaHPO4-2H20 (2)46

Bruschit unterliegt unter physiologischen Bedingungen einer viel schnelleren
Resorbierbarkeit als HA. 31, 47 Das eigentlich gute Resorptionspotential von
Bruschit wird durch die moégliche Umwandlung in vivo zu Apatit oder
Calciumphosphatphasen mit vergleichbar geringer Loslichkeit, beeintrachtigt. 4s
Durch Beimengung eines Magnesium-Salzes kann dies jedoch verhindert
werden. 31, 47 Bezlglich der mechanischen Belastbarkeit sind die Bruschit-
Zemente den HA-Zementen deutlich unterlegen. In der Literatur wurden
Druckfestigkeiten von 60 MPa und Zugfestigkeiten von 10 MPa beschrieben. 41
Die Abbindereaktion bei Bruschit ist , bedingt durch die hohe
Kristallwachstumsrate, mit ca. 30-60 Sekunden sehr schnell. Um eine klinisch
relevante Abbindezeit zu erreichen, werden Abbindeverzégerer wie Citrat-
(CeHs073--), Pyrophosphat- (P2074-), oder Sulfationen (SOa42-) ben6tigt. 49, 50



2.1.2 Hydroxylapatit-bildende Zemente

Hydroxylapatit ist unter den Calciumphosphaten das stabilste Mineral und der
anorganischen Komponente sowohl der Zahne als auch des Knochens
strukturell und chemisch sehr &hnlich.39, 51 Stdchiometrisches HA kristallisiert
jedoch mit einem molaren Ca/P- Verhaltnis von 1,67 , wohingegen biologisches
HA mit einem Verhaltnis von 1,5-1,67 kristallisiert. Dies erklart sich durch die
Einlagerung von Fremdionen ( Na+, Mgz+, COs2-, F-, Cl- ) in die Kristallstruktur

durch Austausch gegen Caz+ und POa2- lonen. s2

Je nach Reaktionsart kénnen die Apatit-bildenden Zemente in 1-, und 2-
Komponenten-CPC unterteilt werden. Die 1-Komponenten-CPC’s kdnnen durch
Hydrolyse aus a-TCP gewonnen werden, welche wie in folgender Gleichung

(5) beschrieben zu calciumdefizitarem HA (Caiox(HPO4)x(PO4)ex(OH)2x
(O<x<1)35; CDHA) abbinden. CDHA entsteht durch Hydrolyse bei Raum- bzw.

Korpertemperatur und pH-Werten von 6,5 und 9,5. 5355

3 a- Ca3(P0Oa4)2 + H20 — Cag (HPO4) (PO4)sOH (5)53,55

Im Gegensatz dazu findet die Zementreaktion bei 2-Komponenten-Systemen
Uber eine Saure-Base-Reaktion statt. Dazu benotigen diese als Ausgangsstoffe
basische Calciumphosphate - wie etwa Tetracalciumphosphat (Cas(PO4)20;
TTCP) Gleichung (6) oder Calciumoxid (CaO) (Gleichung (7))- kombiniert mit
leicht sauren Komponenten, wie Monetit (CaHPO4; DCPA), DCPD (CaHPOa-
2H20) oder Octacalciumphosphat (CasH2(POa4)s; OCP).

Cas(P0O4)20 + CaHPO4 — Cas(P0O4)30H (6)s6

3CaHPO4 + 2Ca0 — Cas(P0O4)30H (7) 57,58



Generell weisen Hydroxylapatit-Zemente Druckfestigkeiten von bis zu 83 MPa
und Zugfestigkeiten von 16 MPa auf und sind somit etwas stabiler als Bruschit-
Zemente. 38,59 Die Abbindedauer ist im Vergleich hingegen eher lang. Um diese
auf Zeiten von 10-15 Minuten zu verkirzen, werden Keimkristalle oder
Uberschissige Phosphat (POas3-) - bzw. Calciumionen (Caz+) verwendet. 31, 38
Auch bezuglich der Loslichkeit und der Resorbierbarkeit unterliegt HA Bruschit
deutlich. so

2.2 Magnesiumphosphat-Zemente

Magnesiumphosphatzemente (MPC) gehen, vergleichbar mit Bruschit im Falle
der CPC’s, aus einer Saure-Base Reaktion hervor. 33 Ein mogliches

Reaktionsprodukt hierbei ist Struvit (MgNH4POa4-6H20)61, welches im

medizinischen Bereich als mdglicher Bestandteil von Nierensteinen bekannt ist,
den so genannten Infektsteinen.s2

Die Startprodukte der Zementreaktion fur die Bildung von Struvit sind meistens
Magnesiumoxid (MgO) oder Farringtonit (Mgs3(PO4)2), sowie eine wassrige
Ammoniumphosphat-Phase.2o Bei Ersterem dient Magnesiumoxid als Basis-
Komponente, wohingegen Diammoniumhydrogenphosphat (DAHP,
(NH4)2HPO4) als auch Ammoniumdihydrogenphosphat (ADHP, NH4H2PO4) als
Saure-Komponente dienen. 33

Bei Verwendung von Magnesiumoxid und DAHP als Ausgangsmaterialien
kommt es wie in folgender Gleichung (8) beschrieben neben der Bildung von

Struvit auch zur Freisetzung von gesundheitsschadlichem Ammoniak (NH3).

MgO + (NHa)2HPO4 + 5H20 — MgNH4PO4-6H20 + NHaT (8)63

Verwendet man stattdessen ADHP entsteht laut Gleichung (9) Struvit ohne die

Bildung von Ammoniak.



MgO + NH4H2PO4 + 5H20 — NHaMgPOa4-6H20 (9) 64,65, 66

Auch aus Farringtonit und DAHP kann gemal Gleichung (10) Struvit gebildet

werden.

2Mg3(PO4)2 + 3(NH4)2HPO4 + 36 H20 — 6MgNH4PO4 - 6H20 + H3PO4  (10)e7

Aufgrund ihrer kurzen Abbindedauer und hoher Anfangsfestigkeit werden

MPC’s im klassischen Sinne zur schnellen Reparatur von Flugbahnen und
Stral3enbeldagen verwendet. 33, 68 Die mogliche Anwendung als Biomaterial

wurde 1993 erstmals durch Driesens et al.es in Erwédgung gezogen. MPC’s
zeigen hohe Festigkeitswerte von Uber 50 MPa und die fur eine klinische
Anwendbarkeit erforderliche kurze Abbindedauer von 3 bis 10 Minuten. 30, 70
Des Weiteren zeichnen sich diese Zemente durch ihre Biokompatibilitat als
auch Resorbierbarkeit aus. 71, 72 Im Allgemeinen kann der Abbauprozess auf
zwei verschiedene Weisen erfolgen. Zum einen passiv - Uber

Auflésungsprozesse - und zum anderen aktiv durch Osteoklasten. 72 Der

passive Abbauvorgang kann nur erfolgen, wenn das Loslichkeitsprodukt des
Zements um einiges hoher als die dazugehdrige lonenkonzentration in der
umgebenden Korperflissigkeit ist. Bei MPC’s ist dies ein deutlicher Vorteil

gegenuber den Zementen, die nur Uber aktive Prozesse abgebaut werden
kénnen. Klammert et al.7z erhielten fir Struvit Loslichkeiten von 5.21 - 10-15 bis

2.12 - 10-13molzl-3in einem pH-Wert Bereich von 7.01 bis 9.62.73

Weiterhin konnten durch Mestres et al.s3 antibakterielle Eigenschaften
natriumhaltiger MPC’s gegen Streptococcus sanguinis nachgewiesen werden.s3
Schlie8lich wurde auch die Wirksamkeit von MPC’s aus MgO und einem

Phosphatsalz - NH4H2PO4 oder NaH2POa4 oder beides vermengt - gegeniber



typischerweise bei infizierten Implantaten auftretenden Bakterien Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa und Aggregatibacter actinomycetemcomitans

gezeigt.74

Ein weiterer groRer Vorteil der MPC’s ist deren neutraler pH-Wert wahrend der
Abbindereaktion. Dies gilt fur Zemente deren Pulver-, als auch
Flussigkeitsanteil ebenfalls neutral ist. Ein Beispiel hierfir ware wie in
Gleichung (10) verwendet: Farringtonit und DAHP.30, 72

2.3 Calcium-Magnesium-Phosphatzemente

Calcium-Magnesium-Phosphatzemente (CMPC) verbinden die positiven
Eigenschaften der CPC’s und MPC’s miteinander. Neben ihrer vielen guten
Eigenschaften bringen CPC’s auch einige Nachteile, insbesondere die
beschriebenen Problematiken bei der Abbaubarkeit, mit.7s

Im Vergleich zu den CPC’s scheinen MPC’s vergleichbare bzw. zum Teil
Uberlegene Eigenschaften aufzuweisen: Sie sind ebenfalls biokompatibel und
besitzen zudem eine hohe Anfangsfestigkeit und ein erhdhtes
Degradationspotential.7ze Es scheint daher sinnvoll, beide Materialien
miteinander zu verbinden, um ein System mit kontrollierbaren Eigenschaften zu
erhalten, wie es beispielsweile durch Wu et al 77 und Wei et al 76 realisiert
wurde. Wu et al. 77 stellten das CPC-Pulver aus TTCP und DCPA und das
MPC-Pulver aus MgO und ADHP her. Durch eingehende Untersuchung der
verschiedenen Eigenschaften der neuen Pulvermischung, konnten einige
Vorteile  gegenuber  reinen  CPC-, oder  MPC-Pulvermischungen
herauskristallisiert werden. So zeigte sich, dass bei einem in vivo-Versuch nach
6 Monaten bereits der grof3te Anteil des Defekts (> 80%) mit neuem Knochen
aufgefallt war. Im Vergleich dazu, konnte bei CPC-Probenkérpern nach dem
gleichen Zeitraum kaum neuer Knochen nachgewiesen werden (> 10%). Auch
wurde bei den CMPC-Probenkérpern bei Implantation keine Abstof3ungs-, oder

Entzindungsreaktion beobachtet. Bei der Abbindezeit (6-9 min) als auch der
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Druckfestigkeit (68-91 MPa) erreichten die Misch-Zemente weitaus bessere
Werte als die reinen CPC’s bzw. MPC’s.77

Die meisten bekannten Versuche zu CMPC basierten auf der Vermengung der
einzelnen Zementrohpulver miteinander. Problematisch hierbei kann eine
maogliche Entmischung entweder wahrend dem Transport oder auf Grund
unterschiedlicher Partikelgro3en sein. Um derartige Prozesse zu verhindern,
stellten Vorndran et al.30 zum ersten Mal Untersuchungen an, in denen ein
einziges Ausgangspulver aus Calcium-Magnesium-Phosphat verwendet wurde.
Die Autoren stellten durch Sinterung einen Calcium-dotierten Magnesium-
Phosphat mit der Formel CaxMg@-x)(P04)2 mit 0 < x < 1.5 her. Dieser wurde nach
einer vierstundigen Mahlung mit 3.5 M (=mol/L) DAHP zu einer Paste
angemischt. Das ausgehartete Produkt setzte sich dabei aus Struvit sowie
geringeren Mengen an Newberyit (bei hohem Magnesium-Gehalt) und Bruschit
(bei hohem Calcium-Gehalt) zusammen. Beispielsweise konnten in Bezug auf
die Festigkeit fur das Rohpulver Cao,7sMgz,25(PO4)2 nach vier Stunden Mahlung
Werte von uber 80 MPa aufgezeichnet werden. Fur dieses Mischungsverhaltnis
wurde bei einer Mahldauer von einer Stunde eine fir die klinische Anwendung
angemessene Abbindezeit von 14 min erreicht. Auch in dem durchgefihrten in
vitro-Versuch zeigten die verwendeten MG63-Zellen auf der Oberflache von
Cao,75sMg2,25(PO4)2 die besten Wachstumsraten. Folglich sind die Eigenschaften
des Cao,75Mg2,25(PO4)2-Zements vielversprechend fir den Einsatz als
Knochenersatzmaterial, weshalb unter anderem dieses Material fir die

vorliegende Arbeit verwendet wurde. 30

2.4 Granulate

Granulate finden in der Medizin, vor allem in der Zahnmedizin im Bereich der
Implantologie Anwendung. Aufgrund von Kieferatrophie oder Parodontitis ist
eine direkte Implantatsetzung ohne vorangegangene Augmentation zum Aufbau
des Knochenlagers kaum noch maéglich. 7 Traditionell werden zur Sinusboden-

Augmentation oder Deckung parodontaler Knochendefekte 3-TCP Granulate
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eingesetzt. 79 Granulate mit Magnesiumphosphat-Verbindungen, wie sie in
dieser Arbeit auf Grundlage der Arbeit von Christel et al.so verwendet wurden,
sollten auf Grund ihrer hoheren Loslichkeit eine bessere und schnellere
Regeneration im Vergleich zu den traditionell angewandten Granulaten

aufzeigen. so

Die Herstellung von Granulaten aus mineralischen Knochenzementen ist tiber
mehrere Verfahren, wie beispielsweise durch Zerkleinerung mit anschlieRender
Siebung, Spruhtrocknung oder auch das sogenannte Emulsionsverfahren

maoglich.s1

Das einfachste aller Verfahren, ist die Zerkleinerung von ausgehéarteten
Zement-Blocken mit einem Morser. Tamimi et al.s2 stellten Bruschit-Blocke
durch  Vermengung von (R-TCP mit Monocalciumphosphat Anhydrat
(Ca(H2P0Oa4)2; MCPA) und Wasser her. Diese wurden nach ihrer Aushéartung
zerkleinert und deren Durchmesser durch Siebung auf Gré3en von 2 bis 200
pm eingestellt. &2 Kawai et al.s3 produzierten Granulate Giber Spruhtrocknung.
Diese besalien einen Durchmesser von 40 um- 1mm. s3 Liu et al. s4 benutzten
ein Tropfgussverfahren zur Herstellung der Granulate, wobei sie die Zement-
Paste mit Hilfe einer Spritze in vorgefertigte Formen tropften. Durch Variation
des Abstandes und des Durchmessers der Spritze konnten unterschiedlich
grol3e Granulate fabriziert werden. s4

Auch Uber ein sogenanntes Emulsionsverfahren kénnen Granulate gewonnen
werden. Emulsionen sind disperse Systeme, bei denen eine flissige Phase
(dispergierte Phase, innere Phase) in eine andere flissige Phase (koharente
Phase, auRRere Phase) verteilt ist. ss Sind die Phasen Wasser und Ol, so spricht
man - je nachdem welche Phase in Form isolierter Tropfen in der anderen
vorliegt - von einer Ol-in-Wasser- (O/W-) oder einer Wasser-in-Ol- (W/O-)
Emulsion. se Emulsionen sind thermodynamisch instabil. Das hat zur Folge,
dass nicht stabilisierte Tropfen Agglomerate bilden oder zusammenflie3en. Zur
Stabilisierung werden daher sogenannte Emulgatoren eingesetzt. Emulgatoren

oder auch Tenside sind amphiphile Molekile, welche sich aus einer
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hydrophoben (unpolar, lipophil) als auch aus einer hydrophilen (polar,lipophob)
Gruppe zusammensetzen. Wenn ein Emulgator einem Wasser/Ol Gemisch
hinzugeflugt wird, wenden sie sich mit der hydrophilen Seite der Wasserphase
und mit der hydrophoben Seite der Olphase zu. Je nach Ladung und/oder
GrolRe der Partikel stol3en sich die von den Tensiden umgebenen Tropfen
sterisch oder auch elektrostatisch voneinander ab, was eine Koaleszenz dieser

verhindert. ss, 87

Um Granulate mittels Wasser-in-Ol-Emulsion herzustellen wird die hydrophile
Zement-Paste unter standigem Rihren in eine hydrophobe Fliissigkeit (Ol)
gegeben und durch die Zugabe von Tensiden stabilisiert. Nach der
Abbindereaktion erhalt man die fertigen Granulate.so

Das Prinzip der Emulsion machten sich Paul et al.ss bereits zu nutze. Sie
dispergierten eine Mischung aus HA-Partikeln, Chitosan und Essigsdure in
Paraffin-Ol. Nach funfminutigem Ruhren flgten sie Glutaraldehyd hinzu, um die
erhaltenen Granulate auszuhérten. AnschlieBend wurde durch Erhitzen und
Waschen das Chitosan aus den Partikeln entfernt. ss Der Nachteil dieser
Methode bestand in der Verwendung von Paraffin. Komlev et al.ss hingegen
verwendeten eine wassrige Losung aus Ol und Gelatine. Dennoch musste auch
hier nach Herstellung der Granulate die Gelatine durch Erhitzen und
Waschvorgange entfernt werden.ss  Bei beiden Prozessen wurden die
Granulate zur Verfestigung gesintert. Hierdurch kann es jedoch zu

Granulataggregationen und Umwandlung hydratisierter Phasen kommen. s1, ss,
89

2.5 Prafabrizierte Pasten

Herkbmmliche Zement-Pasten haben den Nachteil, dass der Abbindevorgang
unmittelbar nach dem Vermischen der wassrigen mit der festen Phase startet.
Dies limitiert das zur Verfigung stehende Bearbeitungszeitfenster fir den

Chirurgen und kann somit massive Auswirkungen auf die Qualitdt des
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ausgeharteten Implantatmaterials nehmen. Die sogenannten prafabrizierten
Zemente liegen schon in pastéser Form vor und sollen erst im Defekt

ausharten.

Durch den Wegfall des Anmischvorganges wird die Operationsdauer verkirzt
und eine homogene Pastenzusammensetzung gewahrleistet. Klassische
Pastenformulierungen kénnen je nach Anwender eine inhomogene
Vermischung des Pulvers mit der Flussigkeit bewirken, wodurch erhebliche
Schwankungen in der Festigkeit des abgebundenen Zements entstehen
kénnen. So wird durch Anwendung von vorgefertigten Pasten als zuséatzlicher
positiver Aspekt die Qualitat des Ergebnisses verbessert. 90,91 Weitere Vorteile
sind eine Anwendung ohne Zeitdruck sowie eine erhdohte Lagerstabilitat. Die
Abbindereaktion beginnt, wie bereits angedeutet, erst nach Kontakt des
Zementes mit Korperflissigkeit. Dies liegt daran, dass die Pasten als fllissige
Phase eine nicht-wassrige Komponente enthalten, welche im Koérper diffusiv mit
Korperflussigkeit ausgetauscht wird und so den Abbindeprozess einleitet. 57,37,

92, 93 Es gibt zwei unterschiedliche Madoglichkeiten préafabrizierte Pasten

herzustellen: Die flissige Phase ist entweder nicht mit Wasser mischbar oder

aber mit Wasser mischbar und somit haufig auf Glycerin- oder
Polyethylenglycol (PEG) -Basis. 91, 93

Letztere Variante wurde in der Literatur beispielsweise durch Takagi et al. 94
beschrieben. Laut diesen wurden bereits in vorherigen Studien Tetra-
Calciumphosphat (TTCP) und DCPA erfolgreich als KEM getestet. Die
erhaltene Paste zeigte ein Abbinden in situ, Injizierbarkeit und gute
Handhabungseigenschaften. Takagi et al.o4 erforschten die Eigenschaften von
Glycerol-haltigen Pasten, bei welchen - nach Einbringung in den Defekt - der
Abbindevorgang durch das umgebende physiologische Medium einsetzt, indem
Wasser in die Paste diffundiert und Glyerin herausdiffundiert. Nachteilig hierbei
ist die relative lange Abbindedauer von 62-100 Minuten. Sie kombinierten die
Flissigkeit mit Hydroxypropyl Methylcellulose (HPMC) und Na2HPOs4 und
untersuchten deren Auswirkung auf die Festigkeit, Auswaschresistenz und

Hartedauer. 94, 95
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Weitere Untersuchungen zeigten, dass sich die Zugabe bestimmter Geliermittel
wie von HPMC, Carboxyl Methylcellulose (CMC), Chitosan Acetat oder
Chitosan Lactat positiv auf die Kohasion der Paste auswirkt, da eine Resistenz
gegen Auswaschen bereits nach < 2 Minuten geschaffen wurde. Im Gegensatz
dazu waren Pasten ohne Gelierungsagenzien erst nach 25-30 Minuten kohasiv
in wassriger Umgebung. Jedoch kénnen solche Zusatze, wie es fir HPMC
gezeigt wurde, eine Verlangerung der Abbindedauer herbeifiihren, wahrend
beispielsweise  Na2HPOs4 als effektiver  Abbindebeschleuniger von

prafabrizierten Zement-Pasten eingesetzt wurde. 96, 97

Jedoch wiesen bereits Ginebra et al.o1 auf einen bedeutenden Nachteil bei der
Verwendung von mit Wasser mischbaren Flissigkeiten hin. Dies sei die hohe
Affinitat zu Wasser, welche die Lagerstabilitdt durch frihzeitiges Einsetzen der

Abbindereaktion reduzieren kann, insofern die entsprechende
Pastenkomponenten nicht aufwendig getrocknet und trocken gelagert wurden.o1

Heinemann et al.e3 publizierten die Verwendung einer mit Wasser nicht-
mischbaren Flissigkeit, womit die bereits genannte Problematik umgangen
wird. Die Autoren strebten ein Verhaltnis von 85 % Zementpulver zu 15 % OI-
Tensid-Mischung an, wobei es sich bei der verwendeten Pulverkomponente um
eine auf a - TCP basierte Mischung handelt, welche unter der Bezeichnung
"Biozement D" von Driessens et al.os eingeflhrt wurde. 93 Auf Grund des
beigemischten Carbonats bildet sich hieraus bei Kontakt mit Wasser
Kohlenstoff-haltiger Apatit anstelle von stochiometrischem HA. 99 Die Ol-Tensid-
Mischung bestand aus einem synthetischen Triglycerid (Miglyol 812), sowie
zwei oberflachenaktiven Substanzen (14,7 % Rizinustlethoxylat 35, 4,9 %
Hexadecylphosphat). Auf diese Art hergestellte prafabrizierte Zement-Pasten
zeigten deutliche Verbesserungen in der Injizierbarkeit und keine Einbuf3en in
der Hartedauer und Festigkeit gegentiber herkémmlichen CPC’s.93 Bisher ist
lediglich eine Paste dieser Art auf dem Medizinprodukt-Markt verfiigbar. Sie
wurde von INNOTERE GmbH unter dem Namen INNOTERE Paste-CPC auf
dem Markt etabliert. Diese wird bereits zur Fullung von Knochendefekten nach

Trauma oder auch Rekonstruktionen verwendet. 100

15



In der vorliegenden Arbeit wurde diese Paste als Kontrollgruppe, sowie Pasten
auf MCPC-Basis mit vergleichbarer Zusammensetzung mittels
Doppelkammerkartusche appliziert. Bei Verwendung einer derartigen
Vorrichtung wird die Abbindereaktion durch die Vermischung der Ol-Tensid-
Zement-Paste sofort aktiviert.93 Dennoch kann die Paste direkt in den Defekt
eingebracht werden, da die geratgestitzte Homogenisierung der beiden
Phasen die klassische Injektionskanile ersetzt und somit eine manuelle

Vermischung der beiden Komponenten umgeht.
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3. Material und Methoden

3.1 Verwendete Chemikalien

In Tabelle 3 sind alle in der Doktorarbeit verwendeten Chemikalien aufgelistet.

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und deren Herkunft (Firma).

CaHPOa4 (Lot# K32594) :

Fa. Baker (Griesheim,
Deutschland)

CaCOs (Lot# A0915820545)

NaCl

KCI

Na2HPO4

KH2PO4

(NHa4)2HPO4

NH4H2POa4

Tween 80

Paraffin viscous

ICP-Mehrelementstandardlésung VI

Certipur® (Calcium, Magnesium,
Phosphor)

Suprapur®, Salpetersaure 65%

Fa. Merck (Darmstadt,
Deutschland)

Paste-MgCPC-DKK
(Cao,25sMg2,75(PO4)2bzw.
Cao,75Mg2,25(PO4)2 mit K2HPO4)

Paste-CPC-DKK
(Paste-CPC mit NaCl)

Fa. INNOTERE GmbH
(Radebeul, Deutschland)

CsHsO (Aceton)

Honeywell Riedel-de Haén AG
(Seelze, Deutschland)

Miglyol 812

Caesar & Loretz GmbH (Hilden,
Deutschland)

MgHPO4-3 H20 (Lot# BCBP3055V)

Accutase

Fa. Sigma-Aldrich/Honeywell
(Steinheim, Deutschland)

Mg(OH)2 (Lot# 16D144102)

Fa. VWR Prolabo (Darmstadt,
Deutschland)

Destilliertes Wasser

FMZ Reinstwasseranlage Uni
Wirzburg

Leit-C (nach Gdcke)

Plano GmbH (Wetzlar,
Deutschland)

Gibco MDMEM

Fa. Thermo Fisher Scientific

17




Gibco™ Penicillin-Streptomycin

Gibco™ Geneticin™ Selective
Antibiotic (G 418 Sulfate)
Gibco™ FBS (Fetal bovine serum)

CasyTon

WST-1 Reagenz
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GmbH (Bremen, Deutschland)

Beckman Coulter (Krefeld,
Deutschland)

Roche Diagnostics (Mannheim,
Deutschland)



3.2 Technische Geréate

In Tabelle 4 sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Gerate aufgelistet.

Tabelle 4: Liste der verwendeten Gerate mit der Herstellungs-Firma.

I

Planeten-Kugelmuhle PM 400

Retsch, Haan

Sinterofen

Oyten, Thermotechnik GmbH
Oyten

Sieb Analysette 3 Pro,

Firma Fritsch, Idar-Oberstein

Vibratory Sieve Shaker

Trockenschrank Fa. Memmert, Schwabach
Rontgendiffraktometer Siemens Bruker AXS, Karlsruhe
D5005

Universal-Material-Prifmaschine

Zwick/Roell, Uim

ph-Meter inoLab

WTW, Weilheim

Magnetrihrer C-MAG HS 7

IKA, Staufen

mechanischer Riuhrer RW16 basic

IKA, Staufen

Waage CP323S-OCE

Fa.Sartorius AG, Gottingen

ICP-MS (Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry)

Varian, Darmstadt

TW20 Wasserdampfbad

Julabo GmbH, Seelbach

Analysewaage OHAUS Explorer

Ohaus Europe GmbH, Nanikon,
Schweiz

Labor-Kihlschrank Labex-468

Philipp Kirsch GmbH, Offenburg

Rasterelektronenmikroskop (REM)-
CB 340

Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Oberkochen

Sputter-Anlage EM ACE600

Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar

Brutschrank HERACELL 150i

Fa. Thermo Fisher Scientific
GmbH, Bremen

Casy® Cell Counter Model TT

Roche Diagnostics, Mannheim

Photometer Spark® 20M

Tecan, Crailsheim
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3.3 Herstellung der Zement-Rohmaterialien

Fur die Herstellung der Calcium dotierten Magnesiumphosphate
Cao.75sMg2,25(PO4)2 und Cao.2sMg2,75(PO4)2 wurde MgHPO4-3H20 mit einer
Kaffee-Mihle zerkleinert und auf eine Partikel-Gro3e von <125 um gesiebt. Das
erhaltene Pulver wurde in der Planeten-Kugelmtihle fir 1 h bei 200 rpm trocken
gemahlen, wobei die Mabhlrichtung jede Minute geadndert wurde. Die
Ansatzgrol3e lag bei 125 g des Pulvers in 500 ml Achat-Gefal3en mit jeweils vier
Achat-Kugeln (g 30 mm).

Im Folgenden wurden die verschiedenen Pulverbestandteile MgHPOa4-3H:20,
Mg(OH)2, CaHPO4 und CaCOs gemal Tabelle 5 in definierten Verhéltnissen
fur 1 hin der Planeten-Kugelmuihle unter obigen Bedingungen miteinander

vermengt.

Tabelle 5: Bestandteile der Zement-Rohpulver .

Produkt CaHPO4 CaCOs  MgHPO43H:0 | Mg(OH)s

0,0621 mol 0,0298 mol 0,6804 mol 0,3421 mol
Mg2,75Cao,25(P04)2
8,45 ¢ 2,98 g 118,62 g 19,95 ¢
0,1883 mol 0,0941 mol 0,5649 mol 0,2824 mol
Mg2,25Cao0,75(PO4)2
25,62 ¢ 9,42 ¢g 98,48 g 16,47 g

Das Pulvergemisch wurde im Anschluss fur 5 h bei 1100°C gesintert und der
"Sinter-Kuchen" mit Hilfe von Moérser und Pistill zermahlen und manuell auf eine
PartikelgrofRe von <355 um gesiebt.

Das so gewonnene Produkt wurde durch erneutes Mahlen unter oben
genannten Bedingungen fiur 1 h in der Planeten-Kugelmihle mechanisch

aktiviert.
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3.4 Herstellung der Lésungen

Um im Folgenden die Prifkorper herstellen zu kdénnen, wurde zuvor eine
wassrige Phase hergestellt, mit der die Zementpulver abbinden sollen. Diese

Ammoniumphosphatldsung wurde aus folgenden Komponenten hergestellt:

2,0 M DAHP (Merck, Darmstadt, Lot# A0731407 437)
1,5M ADHP (Merck, Darmstadt, Lot# A0369326 415)

(NH4)2HPOa4
NH4H2PO4

Die beiden Komponenten wurden auf der Waage CP323S-OCE abgewogen
und in einen 1000 ml Kolben gegeben. Der Kolben wurde bis zur Markierung
mit destilliertem Wasser aufgefiillt und der Inhalt mit Hilfe eines Magnet-

Ruhrgerats und eines Magnet-Fisches durchmischt.

Die zweite bendtigte Losung ist eine phosphatgepufferte Salzlésung (PBS =
Phosphate buffered saline). Diese wurde zur Lagerung der Prufkorper
verwendet. Da eine grolRere Menge dieser Losung bendtigt wurde, wurde eine

10fach-konzentrierte PBS-Ldsung hergestellt.

Hierzu wurden 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na2HPO4und 2,4 g KH2POa4in einen
1000 ml Kolben gegeben und auf 1 L mit destilliertem Wasser aufgefillt. Das so
erzeugte Gemenge wurde wiederum mit dem Magnet-Ruhrgerat, wie bereits

oben beschrieben, durchmischt.

Fur die Lagerung der Prufkorper wurde lediglich eine 1fach-konzentrierte PBS-
Losung bendtigt. Um diese herzustellen, wurden 100 ml der 10fach-
konzentrierten PBS-L6sung entnommen und in einem neuen Gefalz mit

destilliertem Wasser auf 1 L aufgefillt.
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3.5 Herstellung der Prifkdrper
3.5.1 Herstellung der Prufkdrper aus wassriger Zement-Paste

Die beiden Zementpulver - Mgz,75Cao,25(PO4)2 und Mgz,25Cao,75(PO4)2 - wurden
jeweils mit 2.0 M (NH4)2HPO4-/1.5 M NH4H2PO4-LOsung (siehe 3.4) in einem
Pulver-Flussigkeit-Verhaltnis (PLR = powder-to-liquid-ratio) von 2 g/ml mit Hilfe
eines Anrihrspatels auf einer Glasplatte zu einer homogenen und blasenfreien
Paste vermischt (Abbildung 1).

Diese wurde in Silikonformen mit den Abmessungen 6 mm x 6 mm x 12 mm
eingebracht und fur 1h bei 37° C und >90 % Luftfeuchtigkeit in einem
Wasserdampfbad ausgehéartet. Im Anschluss wurden die Priafkorper (PK)
entformt und in einem ProbengefalR mit jeweils 5 ml phosphatgepufferter
Salzlésung (pH=7,4 , siehe 3.4) pro PK gegeben und bei 37° C gelagert. Nach
48 h wurde ein PBS-Wechsel vorgenommen, welcher alle zwei Tage
entsprechend der Laufzeit des Versuches wiederholt wurde.

Abbildung 1: a) 3g Zement-Rohpulver (links) und 1,5 ml von 2,0 M DAHP / 1,5 M ADHP (rechts); b) Paste
nach Vermengung der beiden Komponenten mit einem Anruhrspatel.

3.5.2 Herstellung der Prufkérper aus 6lbasierter Zement-Paste

Der Kooperationspartner INNOTERE GmbH (Radebeul, Deutschland) mahlte
die Rohpulver im Anschluss an ihre Sinterung Uber 4 h auf und stellte die
Olbasierten Zement-Pasten her, welche in so genannten Doppelkammer-
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Kartuschen (DKK) geliefert wurden (Abbildung 2 a)). Es wurden die im
weiteren Verlauf spezifizierten DKK angefertigt:

Tabelle 6: Zusammensetzung der 6lbasierte Zement-Pasten aus Magnesium-Calcium-Phosphat-Pulvern
und aus Calcium-Phosphat-Pulver (Referenz).

Paste-MgCPC-DKK

Paste-MgCPC A = Mg2,75Cao,25(P04)2 ‘ + K2HPOa4

‘ Paste-MgCPC B = Mg2,25Cao,75(PO4)2 ‘ + K2HPOs4

Paste-CPC-DKK .

‘ Paste-CPC | +NaCl

Die im Folgenden bezeichnete Paste-MgCPC A enthielt die Formulierung
Mgz,75Cao,25(PO4)2 und die Paste-MgCPC B die  Formulierung
Mg2,25Cao,75(POa4)2 als Pulverbasis. Die Pulverkomponente wurde jeweils mit
einer entsprechenden Menge DAHP und einer Ol-Tensid-Mischung zu einer
homogenen Paste verarbeitet und befand sich in der jeweils groRReren
Kartusche des DKK-Systems. Die flissige Phase aus K2HPOas-Lésung befand
sich entsprechend in der kleineren Kartusche, wobei das volumenbezogene
Verhéltnis aus Zement-Paste und K2HPOs-L6sung bei 4:1 lag. Zum Vermischen
der beiden Komponenten mit anschlieBender Extrusion wurde der DKK ein

Statikmischer mit Mischelement aufgesetzt (Abbildung 2 b)).

Als Referenzmaterial diente, basierend auf einem reinen CPC eine kommerziell
verfigbare Zement-Paste (INNOTERE Paste-CPC). Die entsprechende DKK
"Paste-CPC-DKK" enthielt bei Lieferung lediglich die dlbasierte CPC-Paste und
musste noch lUber einen Metalladapter mit der entsprechenden Flissigkeit, hier
0,9 % NaCl beflllt werden, so dass die Fullstande auf beiden Seiten der DKK
gleich hoch waren. Dazu wurden nach Herstellerangaben 2,4 - 2,7 ml der NaCl-
Ldsung eingesetzt. Insgesamt ergab sich ebenfalls ein 4:1 Verhaltnis von Paste
und L6ésung. Zum Vermischen beider Komponenten und zum Extrudieren der
homogenisierten Paste wurde ein modifizierter Statikmischer mit befestigter

Applikationskantile ohne Mischelement aufgesteckt (Abbildung 2 d)).
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Als Applikationshilfe diente in beiden Fallen ein Dispenser (Abbildung 2 a)).
Fur die Herstellung der Prufkdrper wurden die dlbasierten Zement-Pasten direkt
in Silikonformen mit den geometrischen Abmessungen 6 mm x 6 mm x 12 mm
appliziert. AnschlieBend wurde entsprechend Punkt 3.5.1 vorgegangen. Fur den
spateren Tierversuch wurden diese Pasten direkt in den jeweiligen Defekt
appliziert.

a)

Abbildung 2: a) Dispenser (rechts), 5 ml Doppelkammerkartusche mit Paste-MgCPC und K2HPOa-
L&sung (oben links) und Statikmischer (mit Mischelement) (unten links); b) zusammengebauter Dispenser
mit Mischer-DKK-System; c) Applikation des Materials; d) 3 ml Spritze mit Abfulladapter fir NaCl-Lésung,
10 ml Doppelkammerkartusche mit Paste-CPC, modifizierter Statikmischer (ohne Mischelement)mit
befestigter Applikationskanule und Dispenser (von links nach rechts).
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3.6 Charakterisierung
3.6.1 Druckfestigkeit

Fur die Bestimmung der Druckfestigkeit wurden die Prufkdrper, welche nach
dem unter 3.5 beschriebenen Verfahren hergestellt wurden, nach
unterschiedlichen Laufzeiten von 2, 6, 12, 18, 24 und 30 Tagen verwendet.
Dazu wurden diese zu den entsprechenden Zeitpunkten aus der PBS-L6sung
entnommen und mit Schleifpapier der Kérnung 500 plan-parallel geschliffen.
Anschlie3end erfolgte die Druckfestigkeitsmessung unter axialer Kraftbelastung
mithilfe der Universal-Materialprifmaschine bei einer Prifgeschwindigkeit von
Imm/min und mit einer 10 KN Messdose. Die Belastung erfolgte bis zum
Versagen, sprich Bruch des Priufkdrpers. Aus der im Moment des Bruchs
auftretenden Maximalkraft Fmax (N) und der Querschnittsflache A (mm2) des
Prufkorpers lasst sich die Druckfestigkeit o (MPa) gemall Formel (6)

berechnen.

Als Druckfestigkeit wird dabei die Widerstandsfahigkeit eines Werkstoffs bei der
Einwirkung von Druckkraften bezeichnet 2.

3.6.2 Bestimmung des Massenverlustes

Um den Massenverlust der unterschiedlichen Zement-Pasten zu erfassen,
wurden jeweils drei Prufkérper aus den wassrigen und den 6lbasierten Zement-
Pasten sowie aus der Referenz-Paste hergestellt. Diese wurden in separaten
GefalRen Uber die gesamte Laufdauer des Versuches von 30 Tagen in 37° PBS
gelagert. Es erfolgte alle zwei Tage die Bestimmung des jeweiligen
Nassgewichtes. Vor der Lagerung der einzelnen PK in PBS wurde deren

Initialgewicht bestimmt (Tag 0) und fir jede Sorte als 100 % festgelegt. Der
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Massenverlust wurde in Prozent angegeben um eine bessere Darstellung des

Gewichtverlustes zu erzielen.

3.6.3 Porositatsbestimmung

Die Porositat ist ein wichtiger Parameter und auch Voraussetzung fur eine gute
Osteointegration. So kann eine vollstandige Durchsetzung des KEM’s erst ab
einer bestimmten Porengréf3e/-volumina erreicht werden. s Fur die Bestimmung
der Porositat wurden jeweils drei PK (fur die Ermittlung des Mittelwertes) jeder
Zement-Sorte aus der Festigkeitsstudie herangezogen. Diese wurden jeweils
nach 2, 6, 12, 18, 24 und 30 Tagen Lagerung in PBS bei 37° entnommen und
nicht der Druckfestigkeitsprifung unterzogen. AnschlieBend wurde das
Nassgewicht der PK mit der Analysewaage OHAUS und die geometrischen
Abmessungen (Durchmesser, Breite und H6he in mm) fur die Berechnung des
Volumens dieser bestimmt. Das Trockengewicht wurde nach 24 Stunden im
Trockenschrank erfasst. Fur die Berechnung der Porositat war noch die
Bestimmung des Gewichtes von 1 ml - bei 24 Stunden in 37° gelagertem - PBS
notig, um somit die Dichte der Flussigkeit festzustellen, in welcher die PK

gelagert wurden.

Aus den so erhaltenen Daten konnte wie folgt die Porositat bestimmt werden:

a =Massendifferenz ( Nassgewicht — Trockengewicht)
Dichte - Volumen

3.6.4 Messung des pH-Wert Verlaufes

Mit Hilfe des pH-Meters inoLab und einer Einstichelektrode wurde der pH-Wert
desjenigen PBS-Uberstandes bestimmt, in welchem die Prifkérper sowohl der

wassrigen als auch der o6lbasierten Knochenzemente bei 37° C gelagert
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wurden. Die Messung erfolgte alle 2 Tage Uber einen Gesamtzeitraum von 30
Tagen an jeweils drei vergleichbaren Proben.

3.6.5 Bestimmung der lonenfreisetzung

Um zu ermitteln, welche Menge an Calcium-, Magnesium- und Phosphationen
aus den einzelnen Zementen freigesetzt wurden, wurde ein
Massenspektrometer mit induktiv gekopppeltem Plasma (ICP-MS) verwendet.
Diese Analysemethode ermdoglicht die sehr genaue Bestimmung einer Vielzahl
von Elementen und Isotopen 101, wobei in der vorliegenden Arbeit die Isotope
Ca 44, Mg 24 und P 31 untersucht wurden. Bei der ICP-MS wird durch einen
hochfrequenten Strom ein Plasma aus ionisiertem Argon erzeugt. Die Probe
wird dann durch einen Zerstauber in das Plasma gespriht und somit auf Gber
5000°C erhitzt. AnschlieBend werden die im Plasma generierten lonen in
Richtung des Analysators des Massenspektrometers beschleunigt, wo die
einzelnen Elemente und deren Isotope messtechnisch erfasst werden. 102

Dazu wurden die in Punkt 3.6.4 verwendeten PBS-Uberstande in einem
Verhaltnis von 1:40 mit 1,3 %iger HNOs-L6sung verdinnt und gegen die ICP-
Mehrelementstandardlosung VI (Tabelle 3) der Konzentrationen 5 und 10 ppm
vermessen. Als Referenz dienten PBS entsprechender Verdiinnung sowie die
1,3 %ige HNOs3-LOsung.

3.6.6 Bestimmung der Phasenzusammensetzung mittels
Rontgendiffraktometrie

Die qualitative Phasenanalyse der Ausgangspulver, der gemoérserten und
getrockneten, auf Druck untersuchten Zementprifkérper, sowie der
gemorserten Granulate vor und nach der y-Sterilisation erfolgte mit Hilfe des
Rontgendiffraktometers (XRD) D5005. Diese Art der Rontgenprifung beruht auf
der Beugung der Rontgenstrahlen einer bestimmten Wellenldnge A (nm) an
dreidimensional-periodisch aufgebauten Kristallgittern. 103 Da die Beugung in
Abhéangigkeit des Einstrahlwinkels 6 an den vielen parallelen und im gleichen

Abstand d (mm) verlaufenden Netzebenenscharen erfolgt, kann es zur
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Interferenz (Uberlagerung) der gebeugten Réntgenstrahlen kommen. Bei
konstruktiver Interferenz fihrt dies zu einem Reflex im entsprechenden
Rontgendiffraktogramm. Diese Reflexe kdénnen nach der "Bragg-Gleichung”

(Gleichung 7) 104 in Gitternetzabstdnde umgerechnet werden, wobei n die

Beugungsordnung darstellt:

NA = 2dhki-SinBhki (7)104

Da jeder Stoff bzw. Kristall einen charakteristischen Gitterabstand d besitzt,
lasst sich somit Gber das entstandene Diffraktogramm eine exakte Bestimmung
der Phasen erzielen. Dies geschieht Gber einen Vergleich mit Werten aus der
Datenbank der ICDD (Tabelle 7).105-107

In der vorliegenden Arbeit wurden die zu untersuchenden Proben mit Cu Ka-
Strahlung (0,154 nm) in einem Winkelbereich 2 6 von 20°-40° mit einer
Schrittweite von 0,02° und einer Schrittgeschwindigkeit von 1,5 s/Schritt
gemessen. Der Emissionsstrom betrug 40 mA und die

Beschleunigungsspannung 40 kV.

Tabelle 7: Referenzmuster (PDF-Nr.) zur Auswertung der Diffraktogramme .

S soft PDF-AI. |

a-TCP 29-0359
Bruschit 09-0077
Calcit 05-0586
Farringtonit 33-0876
Hydroxylapatit 09-0432
Monetit 09-0080
Newberyit 35-0780
Stanfieldit 11-0231
Struvit 15-0762
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3.6.7 Oberflachenmorphologie mittels Rasterelektronenmikroskopie

Die unterschiedlich hergestellten Zement-Pasten und Granulate wurden mit
Hilfe des Rasterelektronenmikroskops (REM) CB 340 bei 50-10.000-facher
VergroRerung betrachtet. Bei einem Rasterelektronenmikroskop wird die
gesamte Oberflache der jeweiligen Probe durch einen feinen Elektronenstrahl
abgerastert. Die hierbei herausgeltsten Sekundéarelektronen dienen als Signal

und werden von Detektoren aufgefangen. 10s, 108

Dazu wurden die Granulate und die zuvor durch die Druckfestigkeitsprifung
zerbrochenen Prufkorper nach ihrer Trocknung mit einem leitfahigen Kleber
Leit-C auf entsprechenden Probentellern fixiert und unter Argonatmosphéare mit
4 nm Platin besputtert, um statische Aufladungen zu vermeiden. Die REM-
Analyse erfolgte schlief3lich bei einer Beschleunigungsspannung von 3 kV und
bei Detektion der Sekundarelektronen.

3.7 Biologische Testung

Aus Praktikabilitatsgriinden wurde die in vitro - Charakterisierung nicht an den
Granulaten sondern an Zementblocken der gleichen Zusammensetzung

durchgefuhrt.

3.7.1 Osteoblastenzelllinie hFOB 1.19

Dr. Steven A. Harris war derjenige, der erstmals diese Zellinie im Jahre 1995
beschrieb. 100 Diese Osteoblastenzelllinie ist ein Klon humaner fetaler
Osteoblasten, die immortalisiert wurden. Um dies zu erreichen, wurde in die
Zellen eine temperaturempfindliche Mutante des SV40 large T Antigen (tsA58)
eingebracht. Diese weist bei unterschiedlichen Temperaturen verschiedene
Konformationen auf, welche Auswirkungen auf das Verhalten der
Osteoblastenzelllinie hat. So ist das SV40 T Antigen bei einer Temperatur von
33,5°C aktiv. Dies fuhrt zu einer erhdohten Proliferationsrate der hFOB Zellen.

Bei erhohten Temperaturen - um die 39,5°C - stellen die Zellen die Proliferation
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ein und differenzieren sich zu reifen Osteoblasten. Dies liegt an der Inaktivitat
des SV40 T Antigens. 110, 111 Diese Zelllinie wurde fir die durchgefuhrten

Zellversuche verwendet.

3.7.2 Zellkultivierung und Aussaat

Die humane fetale Osteoblasten (hFOB) -Zelllinie 1.19 (LGC Standards GmbH,
Wesel, Deutschland) wurde in dem Zellkulturmedium Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) bei 34° und 5 % COz2 kultiviert. Das Zellkulturmedium
enthielt 1 % Penicillin/Streptomycin; 0,3 mg/ml Geneticin G-418 Sulfat und 10 %
fetales Kalberserum (FCS). Fur den Versuch wurden die Inserts von 24-Well-
Platten mit je 50.000 Zellen/ml (23.000 Zellen/cm2) besat und fur 24 h unter
obigen Bedingungen vor-kultiviert.

Im Anschluss wurde das Medium durch Medium der Eluationsstudie (siehe
3.7.3) ausgetauscht, wobei fir die Halfte der Inserts eine 38%ige Verdinnung
des jeweiligen Eluats mit Zellkulturmedium hergestellt wurde, wéahrend der Rest
der Zellen das unverdinnte, 100%ige Eluat zur weiteren Kultivierung erhielt.
Fur die Kontrollgruppe (Zellkulturplastik Polystyrol, PS) wurde frisches

Zellkulturmedium verwendet.

Alle zwei Tage erfolgte ein Medienwechsel, wobei als frisches Medium
entsprechendes Eluat bzw. Verdinnungen hieraus, sowie frisches
Zellkulturmedium im Falle der Kontrollgruppe verwendet wurde. Pro

Verdinnung und Eluatsorte wurden drei Wells mit hFOB 1.19 besiedelt.

3.7.3 Herstellung der Prufkorper fur die Eluationsstudie

Die wassrigen und 6lbasierten Zement-Pasten wurden wie unter Abschnitt 3.5
beschrieben hergestellt und in eine runde Silikonform mit einem Durchmesser
von 15 mm und einer H6he von 2 mm uberfuhrt (n=16 pro Prifkérpersorte). Die
Zementplattchen wurden nach 1 h im Wasserdampfbad bei 37° C und >90 %

Luftfeuchte entformt und bei 37°C getrocknet.
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Die y-Sterilisation der Prufkorper wurde bei einem kommerziellen Anbieter BBF
Sterilisationsservice GmbH (Kernen im Remstal, Deutschland) bei einer

Strahlendosis von 25 kGy durchgefuhrt.

Fir die Zytotoxizitatsstudie wurden die Priufkérper bei 34C in 1 ml
Zellkulturmedium pro Prufkorper eluiert. Das Medium wurde alle zwei Tage
durch ein frisches Medium ausgetauscht und das Eluat rein oder in einer
entsprechenden Verdiunnung auf die unter Abschnitt 4.7.1 beschriebenen
Zellen gegeben, nachdem potentielle Partikelverunreinigungen fur jeweils 5 min
bei 4.700 rpm abzentrifugiert worden waren. Auf diese Weise erhielten die fur
24 h vorkultivierten Zellen das erste, zwei Tage alte Eluat der Studie.
Medienwechsel sowie Eluatentnahme wurden fir die folgenden Tage parallel
fur bis zu 10 Tage durchgefuhrt. Auf diese Weise sollten mdgliche
Zusammenhange zwischen der zellfreien lonenfreisetzung und der Zytotoxizitat
herausgestellt werden. Fir den ersten Messzeitpunkt wurde aulRerdem

Polyvinylchlorid (PVC) als Positivkontrolle mitgefthrt.

3.7.4 Bestimmung der Zellaktivitat und Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl und -aktivitat erfolgte an Tag 4, 6 und 10 nach

erstmaliger Inkubation ("Tag 0") der vor-kultivierten Zellen mit Eluat.

Der WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-
Disulfonat)-Test diente der Analyse der metabolischen Aktivitat der Zellen, und
somit auch der Analyse der Zellproliferation und -viabilitdt. WST-1 ist ein
stabiles Tetrazoliumsalz, welches mit Hilfe der mitochondrialen Succinat-
Reduktase, welche in metabolisch aktiven Zellen vorkommt, zum
orangefarbenen Formazan umgesetzt wird. Dieser Farbumsatz kann mit Hilfe
eines Photometers vermessen werden. 112-114

Dazu wurden die Zellen fiir 30 min bei 34 C und 5 % CO2 mit Zellkulturmedium

im Verhaltnis 1:10 verdiinnten WST-1 Reagenz inkubiert und der Uberstand bei
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einer Anregungswellenlange von 450 nm  spektralphotometrisch in

Doppelbestimmung vermessen.

Fur die Zellzahlbestimmung wurden die Zellen mittels Accutase von den PS-
Oberflachen abgel6st, 1:10 mit der isotonischen Losung CasyTon verdunnt und
automatisch mittels Casy® Cell Counter gezahlt. Die Zellzahlung erfolgte
entsprechend der Durchfiihrung des WST-1-Tests an Tag 4,6 und 10 nach der
Aussaat.

Der hier verwendete Zellzahler ist ein elektrischer Zellzahler, der nach dem
Prinzip der Widerstandsmessung arbeitet. Hierbei wird die Zellsuspension
durch eine unter Spannung stehende Kapillare mit bestimmten geometrischen
Abmessungen gesaugt. Da intakte Zellen Isolatoren sind, wird die
Elektrolytldsung im elektrischen Feld durch die Zellen verdrangt. Daraus
resultierend erhoht sich der Widerstand und es entsteht ein elektrisches Signal,

Uber welches die Zellzahl bestimmt werden kann.

3.8 Herstellung und Charakterisierung spharischer Granulate fur die
Tierstudie

Fur die Synthese der Granulate wurden zunéchst 600 mg des Tensids Tween
80 (3 Gew% in Bezug auf die spater verwendeten Zementpulvermenge) und
300 ml einer 2:1 Mischung der beiden pharmazeutisch zugelassenen Ole
Paraffindl (viskés) und Mygliol 812 mithilfe des mechanischen Rihrers RW16
basic miteinander vermengt. AnschlieBend wurden 20 g des jeweiligen
Zementpulvers - Mg2,25Cao0,75(PO4)2 bzw. Mg2,75Ca0,25(PO4)2 - mit 10 ml
Ammoniumphosphatlosung (DAHP/ADHP; siehe 3.4) zu einer homogenen
Paste vermengt, welche moglichst schnell unter weiterem Ruhren bei ca. 427
rpm in die Olphase Uberfuhrt wurde. Als Rihrwerkzeug diente eine tiber einen
Glasstab angebrachte Teflonscheibe mit einem Durchmesser von 7 cm. Nach
60 min waren die Granulate ausreichend gehértet und der Rihrprozess konnte

gestoppt werden.
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Zur Reinigung der Granulate wurde der Ol-Uberstand aus dem Becherglas
abgegossen und das Behaltnis mit 300 ml destilliertem Wasser aufgefillt. Mit
einem Holzspatel wurde die Suspension fir 5 min vorsichtig gerihrt und das
Wasser im Anschluss an die Sedimentation der Granulate durch frisches
Wasser ausgetauscht. In einem frischen Becherglas folgte erneut dreimalig ein
Waschprozess mit jeweils 200 ml destilliertem Wasser unter vorsichtigem
Ruhren fiur je 5 min. Zuletzt wurde das Becherglas mit 200 ml Aceton
aufgegossen und fur weitere 5 min vorsichtig gerihrt. Nach Absinken der
Granulate wurde der Uberstand erneut abgeschuittet und die Granulate

zunachst bei Raumtemperatur und anschliel3end bei 37 °C getrocknet.

Die getrockneten Granulate wurden mit Hilfe von Analysensieben
unterschiedlicher Maschenweite (2mm, 1mm, 710 pum, 500 pum, 355 pum und
200 pm) ihrer GroéRe nach klassifiziert und das Gewicht der einzelnen
Fraktionen bestimmt. Fur den Tierversuch wurden Granulate in einem Grof3en-
Spektrum von 500-710 um bendtigt.

Das Referenzgranulat, welches ebenfalls bei den XRD-, als auch REM-
Untersuchungen analysiert wurde, wurde von der Firma INNOTERE GmbH
bereitgestellt. Dies wurde durch Zerkleinerung, der aus Referenzpaste (CPC)
gewonnen Blocken erstellt.

Die y-Sterilisation der Granulate wurde bei einem kommerziellen Anbieter BBF
Sterilisationsservice GmbH (Kernen im Remstal, Deutschland) bei einer

Strahlendosis von 25 kGy durchgefihrt.
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4. Ergebnisse
4.1 Einfluss der Zementzusammensetzung auf die Bulk-Eigenschaften
4.1.1 Druckfestigkeit

Die Druckfestigkeiten der Prifkdrper aus dlbasierten (Abbildung 3 b)) und
wassrigen (Abbildung 3 a)) Zement-Pasten wurden jeweils nach einer
Lagerungsdauer von 2, 6, 12, 18, 24 und 30 Tagen in PBS bei 37°C ermittelt.

Die Druckfestigkeitswerte der Langzeituntersuchung sind in Abbildung 3

dargestellt.
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Abbildung 3: Druckfestigkeiten der wassrigen Zement-Pasten (a) mit Mgz225Cao7s5(PO4)2  und
Mgz2,75Ca0,25(P04)2 mit 2,0 M DAHP / 1,5 M ADHP als fliissiger Phase und einem Pulver-Flissigkeits-
Verhaltnis von 2g/ml ; Druckfestigkeiten der dlbasierten Zement-Pasten (b) mit Mgz,25Cao,75(PO4)2 und
Mgz2,75Cao,25(POa4)2 mit K2HPOa4 als flissiger Phase, der Referenzpaste (b) mit NaCl als flussiger Phase und
einem Pulver-Flissigkeitsverhaltnis von 4:1; Lagerung uber 2 ,6 ,12, 18, 24 und 30 Tage bei 37°C in PBS.

Bei Gegenuberstellung der beiden Zementsysteme fiel die deutlich hohere
Festigkeit der wassrigen Zement-Pasten auf. Bereits nach 2 Tagen Lagerung in
PBS erreichten die Pasten mit der héheren Calcium-Konzentration Festigkeiten
von bis zu 59,1 £ 1 MPa und diejenigen mit der geringeren Calcium-
Konzentration etwas geringere Festigkeiten von bis zu 41,7 + 26,4 MPa
(Abbildung 3 a)). Unter Berticksichtigung der Standardabweichung lief3 sich im
weiteren Verlauf der Studie bei den wassrigen Zement-Pasten mit niedrigerem
Calcium-Gehalt eine konstante Festigkeit von n&herungsweise 40 MPa
feststellen. Dagegen war bei den anderen wassrigen Zement-Pasten ein Abfall
der Druckfestigkeit um etwas weniger als die Halfte auf 33,6 + 5,1 MPa zu
verzeichnen (Abbildung 3 a)).

Im Unterschied zu den wassrigen Zementsystemen wiesen die Olbasierten
Zement-Pasten mit 10,4 = 2,1 MPa (Cao,75) bzw. 10,9 + 3,5 MPa (Cao,2s) nach 2

Tagen weitaus geringere, aber von der Calciumkonzentration unabh&ngige
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Festigkeitswerte auf. Die geringste Druckfestigkeit zeigte zu Beginn jedoch die
Referenzpaste mit 7,7 = 1,3 MPa. Tendenziell schienen die Festigkeitswerte der
Calcium-modifizierten MPC-Pasten ein ahnliches zeitabhangiges Verhalten zu
zeigen, wie die entsprechenden wassrigen Pasten. Wahrend bei
Formulierungen mit der héheren Calciumkonzentration ein leichter Abfall auf 6,5
+ 1,2 MPa an Tag 30 zu verzeichnen war, schienen die Festigkeitswerte der
Paste mit niedrigerer Calciumkonzentration stetig um einen Wert von ca. 9 MPa
zu fluktuieren. Im Gegensatz dazu erfuhr die Referenzpaste Gber den gesamten
Zeitraum der Auslagerung eine deutliche Steigerung der Festigkeit bis auf einen
Endwert von 14,0 £ 4,7 MPa (Abbildung 3 b)).

4.1.2 Massenverlust

Uber die gesamte Laufdauer des Versuches von 30 Tagen bei einer Lagerung
entsprechender Prifkorper bei 37 °C in PBS erfolgte alle zwei Tage die
Bestimmung des Nassgewichtes. Zur besseren Darstellung des
Gewichtsverlustes wurde der Massenverlust in Prozent angegeben (Abbildung

4).
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Abbildung 4: Massenverlust (in %) der Prufkdrper aus wéssriger und Olbasierter Zement-Paste mit
Mg2,25Cao,75(PO4)2 und Mg2,75Cao,25(PO4)2 und der Referenzpaste; Lagerung der PK bei 37°C in PBS uber
30 Tage.
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Vor der Lagerung der einzelnen Prufkorper in PBS wurde deren Initialgewicht
bestimmt (,Tag 0“) und fur jede Sorte als 100 % festgesetzt (griner Stern). In
allen Fallen trat eine Zunahme der Masse in den ersten 2 Tagen zwischen 3 bis
6 % auf, wobei dies im Vergleich bei den wassrigen Zement-Pasten starker war.
Im Allgemeinen war aber der Kurvenverlauf beider Zementsorten ab diesem
Zeitpunkt vergleichbar konstant abfallend. Im Gegensatz dazu zeigte die
Referenzpaste Uber den gesamten Zeitraum des Auslagerungsversuches

keinen nennenswerten Massenverlust.

Fur eine bessere Darstellung des Massenverlustes wurden die einzelnen
Verlaufe durch einen linearen Fit der allgemeinen Funktionsgleichung (8)

angepasst.

()= - + ®)

Dabei beschreibt die Steigung der Gerade und somit den téaglichen
Massenverlust und den theoretischen Schnittpunkt der Gerade mit der y-
Achse in %. Ein direkter Vergleich der Steigungen verdeutlicht somit, dass der
Abfall der Masse der unterschiedlichen Zementsorten mit 0,28 bis 0,30 % pro
Tag vergleichbar war. Erwartungsgemal war die Steigung der Referenzpaste
mit -0,004 % pro Tag néherungsweise bei null. Bedingt durch die
unterschiedliche Massezunahme der verschiedenen Zementsorten zu Beginn
der Auslagerungsstudie ergaben sich minimale Abweichungen der jeweiligen
Endmassen. Mit 8,41+0,35 % trat der grof3te Massenverlust bei der wassrigen
Zement-Paste mit geringerem Calciumgehalt auf. Die gesamten Massenverluste
der oOlbasierten Zement-Paste auf Basis von Mgz7sCao,25(PO4)2 sowie der
wassrigen Zement-Paste Mgz,25Cao,75(PO4)2 waren mit ca. 6,8 % annahernd
identisch (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Ergebnisse und Bestimmtheitsmafd des linearen Fits der Graphen aus Abbildung 6 und
gesamter Massenverlust mfinal nach 30 d Auslagerung der Prifkdrper in PBS bei 37 °C.

y = Intercept + Slope - x

y=b+m- X

b/intercept: y-Achsenschnittpunkt (%)
'm/Slope: Steigung (%/d)
X x-Achsenschnittpunkt (Auslagerungsdauer)

Zement-Paste [ [ Mtinal in %
wassrige Zement-Paste Cao,7s -0,24 106,67 0,97 6,84+0,63
wassrige Zement-Paste Cao,2s -0,30 106,18 0,98 8,41+0,35
Olbasierte Zement-Paste Cao 75 -0,29 105,92 0,98  7,49+0,94
Olbasierte Zement-Paste Cao 25 -0,28 10391 0,99 6,86+1,46

Referenzpaste -0,004 105,64 0,03 /

4.1.3 Porositat

Die Porositatsbestimmung aller finf Zement-Pasten erfolgte nach der in Kapitel
3.6.3 beschriebenen Gleichung, nach 2, 6, 12, 18, 24 und 30 Tagen
Auslagerung in PBS bei 37°C.

Wie in Abbildung 5 ersichtlich wird, lies sich an Tag O eine héhere Porositat
der wassrigen als der 6lbasierten Zement-Pasten feststellen. Bereits ab dem
zweiten Tag und auch im weiteren Verlauf der Studie verhielt es sich
umgekehrt: Die 06lbasierten zeigten eine deutlich gré3ere Porositat als die

wassrigen Zement-Pasten.

Die in Abbildung 5 a) dargestellten wéassrigen Zemente wiesen zu Beginn mit
ca. 7,5 % von der Calciumdotierung unabhangige Porositaten auf. Uber den
gesamten Versuchszeitraum stieg die Porositdt der Zemente mit hoéherem
Calciumgehalt kontinuierlich weiter an und erreichte an Tag 30 ihr Maximum
von 16,4 + 1,8 %. Im Vergleich dazu erfuhren die Werte der Zement-Paste mit
niedrigerem Calciumgehalt eine Porositdtszunahme von lediglich 2,4 % in der
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ersten Woche und blieben anschlieend bis zum Ende der Studie bestandig
(Abbildung 5 a)).

Von den in Abbildung 5 b) dargestellten Porositatsverlaufen der 6lbasierten
Zement-Pasten zeigte die Paste mit geringerem Calciumgehalt zu Beginn die
geringste Porositat von 1,5 + 0,4 %. Nach einer schnellen Zunahme der
Porositat innerhalb der ersten beiden Tage um 7,9 % erfuhr diese eine
langsame Steigerung bis Tag 18 und pendelte sich bis zum Ende der Studie
stabil bei ca. 17 % ein. Wie bereits bei den wassrigen Zement-Pasten
beobachtet, war auch bei den 6lbasierten Zement-Pasten mit einem héheren
Calciumgehalt ein gleichmafiger Anstieg der Porositat zu verzeichnen. Jedoch
wurde hier mit 26,1 £ 0,2 % ein hoherer Endwert erreicht. Die Referenz-Paste
verdreifachte von Tag 0 (9,0 + 1,5 %) auf Tag 2 (24,4 = 0,7 %) ihre Porositat,
verzeichnete bis Ablauf der 30 Tage jedoch nur noch einen geringen Anstieg.
Die Endporositat lag in diesem Fall bei 31,4 £ 4,5 % (Abbildung 5 b)).
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Abbildung 5: Porositat (in %) der Prifkdrper aus wassriger Zement-Paste (a) und 6lbasierter Zement-

Paste (b) mit Mg2,25Cao,75(POa4)2 und Mgz,75Cao,25(PO4)2 und der Referenz-Paste (b) nach 0, 2, 6, 12, 18,
24 und 30 Tagen Lagerung bei 37° in PBS.

4.2 Einfluss der Zementzusammensetzung auf die L6sungsprozesse

4.2.1 Massenspektrometrische Analyse

Die PBS-LOosung, in welcher die Zementprifkérper unterschiedlicher
Zusammensetzung bei 37°C fur 30 Tage ausgelagert wurden, wurde im 2-
Tages-Rhythmus entnommen und massenspektrometrisch auf die Freisetzung

von Magnesium-, Phosphat- und Calciumionen hin untersucht.

In Abbildung 6 sind die entsprechenden Freisetzungskinetiken dargestellt.
Allgemein betrachtet zeigte sich, unabhangig von der Zementformulierung, die
hochste Freisetzung an Phosphationen, wobei &hnlich hohe Mengen an

Magnesiumionen freigesetzt wurden.

Die Magnesium-Freisetzung (Abbildung 6 a)) jeweils beider wassriger als auch
beider olbasierter Zement-Pasten war an Tag 2 nahezu identisch. Die

wassrigen Zement-Pasten mit héherer Calciumkonzentration starteten mit einer
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Freisetzung von 0,6 *= 0,03 mg/g und diejenigen mit niedrigerer
Calciumkonzentration bei 0,8 = 0,3 mg/g. Bei den 6lbasierten Zement-Pasten
betrug die initiale Magnesiumfreisetzung mit Werten von 1,9 + 0,2 mg/g (Ca
0,75) bzw. 2 £ 0,1 mg/g (Ca 0,25) nahezu das Dreifache. Dennoch waren die
Freisetzungsverlaufe der wassrigen sowie der Olbasierten Pasten Uber den
ganzen Versuchszeitraum hinweg vergleichbar. Dabei zeigte die
Freisetzungskinetik der Olpasten einen viel flacheren Anstieg als die der
wassrigen Pasten und schien somit gegen Ende der Studie in eine Sattigung zu
gehen. Im Gegensatz dazu nahm die tagliche Freisetzung an Magnesiumionen
durch die wassrigen Pasten ab Tag 20 sogar deutlich zu. Ab Tag 28 pendelten
sich beide Olpasten als auch die wassrige Zement-Paste mit dem hoherem
Calciumgehalt auf nahezu ahnliche Werte von 14 mg/g ein. Dies spiegelte sich
auch bei den Werten der durchschnittlichen Freisetzung pro Tag wieder. So
zeigten beide Olbasierten als auch die wassrige Paste mit dem hdoheren
Calciumgehalt eine durchschnittliche Freisetzung von 0,5 mg/g pro Tag. Die
wassrige Paste aus Mgz,7sCao,25 (PO4)2 zeigte mit einem Wert von 20+ 2,2
mg/g die hochste Gesamtfreisetzung und auch die hochste durchschnittliche
Freisetzung pro Tag mit 0,7 mg/g. Die niedrigste Menge an Magnesium wurde
erwartungsgeman und im Rahmen der Messgenauigkeiten von der Magnesium-

freien Referenzpaste freigesetzt (Abbildung 6 a)).
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Abbildung 6: Konzentrationen (in mg/g) der aus den wassrigen und Olbasierten Zement-Pasten
freigesetzten Magnesium- (a), Phosphat- (b) und Calciumionen (c) im Zuge einer Auslagerung Uber 30
Tage in PBS bei 37 °C.

Die Verlaufe der Freisetzungskinetiken fir Phosphationen waren mit denjenigen
fur Magnesiumionen vergleichbar. Die wassrigen Zement-Pasten starteten
erneut am niedrigsten, stiegen im Verlauf der Studie stetig an und wiesen ab
Tag 20 eine massive Steigerung der Phosphatfreisetzung auf. Sie erreichten
somit an Tag 30 mit 24 + 3,2 mg/g (Ca 0,25) bzw. 21,2 + 2,2 mg/g (Ca 0,75) die
hdchsten Endwerte. Im Gegensatz dazu wiesen die 6lbasierten Pasten an Tag
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2 die groRere Freisetzungsrate auf und setzten in den Folgetagen viel geringere
Mengen an Phosphat frei. So lagen die Endwerte der 6lbasierten Pasten fur die
Phosphatfreisetzung bei 21 £+ 1 mg/g (Ca 0,75) bzw. 16 = 1,4 mg/g (Ca 0,25).
Auch hier spiegelten sich die Werte der durchschnittlichen Freisetzung pro Tag
wieder. So wiesen die beiden Pasten mit dem héherem Calciumgehalt eine
durchschnittliche Freisetzung von 0,7 mg/g pro Tag, die wassrige Paste mit
niedrigerem Calciumgehalt eine Freisetzungsrate von 0,8 mg/g und die
Olbasierte Paste mit dem gleichen Calciumgehalt eine Freisetzung von 0,5 mg/g
auf. Die Referenzpaste setzte zu Beginn der Studie kaum Phosphat frei, erfuhr
jedoch von Tag 10 auf 12 einen Anstieg der Freisetzung um 1,1 mg/g und
setzte danach nur noch sehr geringe Mengen frei. So wurden nur insgesamt 3,0

+ 0,6 mg/g Phosphat aus der Paste herausgel6st (Abbildung 6 b)).

Die niedrigste Freisetzungsrate wurde fur Calcium nachgewiesen (Abbildung 6
c)). Wahrend alle Pasten an Tag 2 vergleichbare Mengen an Calcium
freisetzten, entwickelte sich die Freisetzungsrate der einzelnen Pasten im
Verlauf der Studie unterschiedlich, jedoch &hnlich zu den bereits beschriebenen
Freisetzungskinetiken fir Magnesium- und Phosphationen. Auch bei der
Calciumfreisetzung fiel eine grol3ere Freisetzungsrate der wassrigen gegenuber
den dlbasierten Pasten insbesondere ab Tag 10 auf. So stieg bei der Paste auf
Mgz,25Cao,75 (PO4)2-Basis die freigesetzte Menge an Calcium von Tag 26 auf 28
um 0,7 mg/g an und erreichte am Ende der Studie eine Gesamtmenge von 5,0
+ 0,7 mg/g. Die wassrige Paste auf Mgz,75Cao,25(POa4)2 -Basis setzte innerhalb
von 30 Tagen lediglich 3,4 + 0,4 mg/g frei. Die 6lbasierten Pasten zeigten
erneut eine konstant ansteigende und fast um die Halfte geringere Freisetzung
an Calcium, was in einer Gesamtfreisetzung von lediglich 2,4 + 0,1 mg/g ( Ca
0,75) bzw. und 1,5 + 0,1 mg/g (Ca 0,25) resultierte. Auch hier setzte der
Zement mit dem hoéheren Calciumgehalt im Verlauf und auch am Ende der
Studie eine grolRere Menge des entsprechenden lons frei. Bei der
Referenzpaste lag die Gesamtfreisetzung bei lediglich 0,8 + 0,1 mg/g
(Abbildung 6 c)).
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In Tabelle 9 wurde zum besseren Uberblick die nach Ende der Studie

insgesamt aus den wassrigen und Olbasierten Pasten freigesetzten Mengen an

Magnesium-, Calcium- und Phosphationen beziglich verschiedener Parameter

zusammengefasst.

Tabelle 9: Gesamt-Anteil der nach 30 Tagen aus den wassrigen und Olbasierten Zement-Pasten
freigesetzten Mg-, Ca- und P- lonen in % bezogen auf 1g Rohlpulver, auf Masse des lons im Rohpulver,
auf 1g Rohpulver/molar und auf die Stoffmenge des lons im Rohpulver.

Frei- Mg2,75Cao,25(P0O4)2 | Mg2,25Ca0,75(PO4)2 | Mgz2,75Cao0,25(PO4)2 | Mg2,25Cao,75(PO4)2
gesetzte Wassrige Wassrige Olbasierte Olbasierte
lonen in % Zement-Paste Zement-Paste Zement-Paste Zement-Paste
Mg 2 15 1,4 14
bezogen auf
19 Ca 0,3 0,5 0,15 0,24
Rohpulver
P 2,4 2,1 1,6 21
Mg 8 7,4 57 7,02
bezogen auf
Masse des
lons im Ca 9 4,6 4,1 2,2
Rohpulver
P 10,3 94 6,7 91
Mg 21,9 16,6 15,7 15,8
bezogen auf
1g
Rohpulver/ Ca 2,3 3,4 1 1,6
I molar
P 20,6 18,8 134 18,2
Mg 55 34 3,9 3,2
bezogen auf
Stoffmenge
des lonsim Ca 0,08 0,4 0,04 0,2
Rohpulver
P 4,8 414 3’1 4’1

4.2.2 pH-Wert-Verlauf

In Abbildung 7 ist der pH-Wert-Verlauf der PBS-Uberstande dargestellt, in

denen die verschieden zusammengesetzten Prufkorper bei 37°C ausgelagert

wurden. Allgemein ist zu sehen, dass jeweils sowohl beide wassrige als auch

beide Olbasierte Zement-Pasten initial jeweils zu einem &hnlichen pH-Wert
fuhrten. Dieser war neutral (7,3-7,4) fur die wassrigen Zement-Pasten und leicht
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sauer (6,7-7,1) fur die olbasierten Zement-Pasten. Dabei wies bei beiden
Pastenformulierungen die Paste mit dem jeweils héheren Calcium-Gehalt zu
Beginn einen niedrigeren pH-Wert auf. Uber die weitere Auslagerungsdauer
hinweg war jedoch kein Unterschied in Bezug auf den unterschiedlichen
Calcium-Gehalt mehr festzustellen. Bei allen PBS-Lésungen war von Tag 2 auf
Tag 4 ein erheblicher Anstieg des pH-Wertes zu erkennen, wobei an den
folgenden Tagen nur noch geringe Anderungen verzeichnet wurden. Ab Tag 24
pendelten sich die Uberstande der dlbasierten Zement-Pasten als auch der
wassrigen Zement-Paste mit hoherem Calciumgehalt bei ca. 7,8 ein, wahrend
die PBS-L6sung der wassrigen Paste mit niedrigerem Calciumgehalt bei einem
pH-Wert von ca. 8 lag. Die PBS-Losung der Referenzpaste dagegen startete im
Alkalischen bei 8,2 und fiel an Tag 4 auf 7,3 £ 0,1 ab. Ab dem 6. Tag bis zum
Ende der Studie blieb der pH-Wert relativ stabil bei ca. 7,2 (Abbildung 7).
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Abbildung 7: pH-Wert-Verlauf der PBS-Ldsungen, in denen die Prufkdrper der wassrigen und 6lbasierten
Zement-Pasten mit Mgz,25Cao,75(PO4)2 und Mg2,75Cao,25(P0a4)2 bei 37° C fir insgesamt 30 Tage gelagert
wurden.
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4.3 Einfluss der lonenzusammensetzung auf die Phasenzusammen-
setzung und die Morphologie

4.3.1 Phasenanalyse mittels Rontgendiffraktometrie

Alle Zemente wurden nach der Mahlung der Ausgangspulver, sowie nach 2 und
30 Tagen Auslagerung in PBS bei 37°C einer Analyse mittels
Rontgendiffraktometrie (XRD) unterzogen. Tabelle 10 beschreibt dabei die in
den entsprechenden Réntgendiffraktogrammen verwendeten Abklrzungen flr
die Zuordnung spezifischer Beugungsreflexe zu den unterschiedlichen

Mineralphasen.

Tabelle 10: Mittels XRD in den Zement-Pasten nachgewiesene Hauptphasen und verwendeten

Abklrzungen.
Bezeichnungl " Abklrzung Summenformel

Farringtonit f Mgz (PO4)2
Stanfieldit S CaaMgs(POa4)e
Struvit NH4MgPO4-6H20
Newberyit n MgHPO4-3H20
a-TCP a-Cas(POa4)2
Monetit m CaPOs3(OH)
Calcit c CaCOs3
Hydroxylapatit HA Cas(POa4)3(0OH)

Bei den Rontgendiffraktogrammen der Ausgangspulver der wassrigen Zement-
Pasten (Abbildung 8) sowie der Ausgangspulver der 6lbasierten Zement-
Pasten (Abbildung 9) wurden fiur Farringtonit und Stanfieldit charakteristische
Beugungsreflexe  nachgewiesen. Dabei  zeigten die  Farringtonit-
Beugungsreflexe bei einem Beugungswinkel 26 von 23° und 26° fir das
Rohpulver aus Mg2,75Cao,25(PO4)2 verglichen mit Mg2,25Cao,75(PO4)2 hdhere
Intensitaten. Die fur die verschiedenen Pastenformulierungen verwendeten
Rohpulver identischer chemischer Zusammensetzung unterschieden sich nur
geringfugig im Mahlregime und wiesen somit keine Unterschiede beziiglich ihrer
XRDs auf.
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Abbildung 8: Rontgendiffraktogramme der Ausgangspulver und ausgehérteten wassrigen Zement-
Pasten auf Basis von Mg2,75Cao,25(PO4)2 (a) bzw. Mg2,25Cao,75(POa4)2 (b) nach 2 und 30 Tagen Auslagerung
bei 37 °C in PBS.

Durch die Vermengung des Rohpulvers mit der jeweils wassrigen Phase kam
es zur Umsetzung beider Rohpulver vor allem zu Struvit und Newberyit. Diese
Umsetzung ging mit einem Rlckgang der Ausgangsstoffe Farringtonit und
Stanfieldit einher. Dabei trat Newberyit vermehrt bei den wassrigen Zement-
Pasten auf, was besonders anhand der hoheren Intensitaten von
Beugungsreflexen bei einem Beugungswinkel 26 von 28,9 °, 29,4 ° und 34,7 °
nachgewiesen werden konnte. Zeitabhangige Unterschiede der an Tag 2 bzw.
Tag 30 aufgenommenen Rontgendiffraktogramme waren nur bei den
Zementformulierungen mit héherer Calciumkonzentration zu erkennen: Hier trat
eine  minimale Reduktion der Intensitit charakteristischer  Struvit-

Beugungsreflexe auf (Abbildung 8, 9).

In der als Referenz dienende CPC-Paste (Abbildung 9 c)) konnten im
Rohpulver a-Tricalciumphosphat, Monetit und Calcit als Hauptphasen
nachgewiesen werden. Nach Vermengung des Ausgangspulvers mit der
flussigen Phase und anschlieRender Auslagerung tber 2 Tage in PBS bei 37°
war ein deutlicher Rickgang der a-TCP Reflexe zu verzeichnen, der im Laufe

der Auslagerung zu einer vermehrten Hydroxylapatit-Bildung flihrte.
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Abbildung 9: Roéntgendiffraktogramme des Ausgangspulvers und ausgehéarteten élbasierten Zement-
Pasten auf Basis von Mg2,75Cao,25(PQOa4)2 (a) bzw. Mgz,25Cao,75(PO4)2 (b) als auch der Referenzpaste (c)
nach 2 und 30 Tagen Auslagerung bei 37 °C in PBS.

4.3.2 Mikrostruktur der Zemente mittels Rasterelektronenmikroskopie

Abbildung 10-12 zeigt die mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM)

aufgenommenen Oberflachenstrukturen der fir 2 und 30 Tagen in PBS bei 37 °

C ausgelagerten Zementproben unterschiedlicher Zusammensetzung.
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Abbildung 10: REM-Aufnahmen der Bruchstiicke der wéassrigen Zement-Pasten auf Basis von
Mgz2,75Ca0,25(PO4)2 (A-B) bzw. Mg2,25Cao,75(PO4)2 (C-D) bei 3000-facher VergroRerung nach 2 (A, C) und 30
Tagen (B, D) Lagerung in PBS bei 37 °C.

Bei beiden wassrigen Pastenformulierungen traten nach 2 Tagen Auslagerung
sichtbare Hohlraume und eine insgesamt relativinhomogene Oberflache mit
unterschiedlichen Kristallstrukturen auf (Abbildung 10 A), C)). Dies zeigte sich
besonders bei der Pastenformulierung mit héherem Calciumgehalt durch
schieferartige Kristalle mit PlattchengroRen von 3-5 pm, die von 2-10 pm
grol3en backsteinférmigen Strukturen umgeben waren (Abbildung 10 C)). Nach
30 Tagen Auslagerung wirkte die Oberflachenstruktur in beiden Fallen mit
abgerundeten Kristallen und mit 1-2 um grofRen Fllern in den einstigen Poren

um einiges homogener (Abbildung 10 B), D)).
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Abbildung 11: REM-Aufnahmen der Bruchstiicke der &lbasierten Zement-Pasten auf Basis von
Mg2,75Cao0,25(P04)2 (A-B) bzw. Mg2,25Cao,75(PO4)2 (C-D) bei 3000-facher VergréRerung nach 2 (A, C) und
30 Tagen (B, D) Lagerung in PBS bei 37 °C.

Fir beide Olbasierten Zement-Pasten ergab sich nach 2 Tagen (Abbildung 11
A), C)) ebenfalls eine sehr ungleichmallige und grobkdrnige Oberflache. Dabei
waren viele hexagonale als auch rhomboedrische Strukturen in einer
GroRenordnung von 10 pm bis 16 um zu sehen. Im Gegensatz zu den
wassrigen Zement-Pasten trat hier auch nach 30 Tagen (Abbildung 11 B), D))
keine Homogenisierung der Oberflachenstruktur auf.

Abbildung 12 zeigt die viel filigranere Oberflachenbeschaffenheit der
Referenzpaste, welche sich durch das Vorhandensein nadelférmiger
Nanokristalle auszeichnete. Der Unterschied zwischen 2 (Abbildung 12 A))
und 30 Tagen (Abbildung 12 B)) Auslagerung zeigte sich, bedingt durch die
viel kleineren Strukturen, jedoch erst bei 10.000-facher VergroRRerung
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(Abbildung 12 C)) durch den Nachweis der fur Hydroxylapatit typischen
Strukturen.

Abbildung 12: REM-Aufnahmen der Bruchstiicke der dlbasierten Referenzpaste bei 3000-facher (A-B)
bzw. 10.000-facher (C) VergroRerung nach 2 (A) und 30 Tagen (B-C) Lagerung in PBS bei 37 °C.

4.4 Charakterisierung der Granulate
4.4.1 Siebanalyse der Granulate

Wie bereits unter 3.8 beschrieben wurden die fir den Tierversuch tber ein
Emulsionsverfahren hergestellten Granulate mittels Siebanalyse nach ihrer
GroRe aufgetrennt und die jeweilige Fraktion gewogen. Die hierdurch
entstandene GroRenverteilung ist in Abbildung 13 dargestellt.
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Fur beide Zemente lag die Hauptfraktion mit jeweils nahezu 50% im
gewunschten GroRenbereich von 500-710 pum. Die zweitgrof3te Menge trat bei
Groélen zwischen 710 und 1000 um auf, wobei der Anteil bei ca. 25 Gew.% (
Ca 0,25) bzw. 33 Gew.% (Ca 0,75) lag. In absteigender Menge folgten die
Granulate mit den Durchmessern von 355-500 pm und >1000 pm.

60 60
-: Ca, 15"92 rs(P°4)a Ca

55 4 . for in vivo Studie
1
A . andere Grofen

01sM8, 24(PO,),
55 4 . fur in vivo Studie
50 _ . andere Grolen

45 -
40 -

35

25 4

> 1000 >710 > 500 > 355 > 200 > 1000 >710 > 500 > 355 > 200
Granulat-GroRe (pm) Granulat-GréRe (pm)

Abbildung 13: GroRenverteilung, der Uber Emulsionsverfahren hergestellten Granulate aus
Cao,75Mg2,25(P0O4)2 und Cao,2sMgz,75(PO4)2 mit einer 2 M DAHP/1,5 M ADHP-L&sung.

4.4.2 Untersuchung der Phasenzusammensetzung

Die hergestellten Granulate wurden mittels XRD auf ihre Zusammensetzung hin
untersucht. Dieses Verfahren wurde jeweils vor und nach der y-Sterilisation
durchgefiihrt, um den Einfluss der Sterilisation auf das Material zu ermitteln
(Abbildung 14). Die aus Cao,75Mg225(PO4)2 und Cao,2sMg2,75(PO4)2
hergestellten Granulate enthielten Struvit als Hauptphase, sowie Newberyit, als
auch geringe Mengen der Ausgangsstoffe Farringtonit und Stanfieldit. Das
Referenzgranulat bestand aus grof3en Mengen a-Tricalciumphosphat sowie zu
kleineren Anteilen aus Monetit, Calcit und Hydroxylapatit. Entsprechendes

wurde bereits fur die Bulkreaktion von Zementsystemen identischer
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Zusammensetzung festgestellt (Kapitel 4.3.1), wobei die Reaktionszeiten hier

deutlich reduziert waren.

Referenzgranulat
nach Sterilisation

HA g Yor Sterilisation
r -m

Granulate Cag 75
nach Sterilisation

f

S &l

Granulate Cag 25

Intensitat in a.u.

nach Sterilisation

LM AN AN e

vor Sterilisation

f f str str str

20 25 30 35 40
2 Thetain®

Abbildung 14: Rontgendiffraktogramme der Granulate mit Mgz225Cao,75(PO4)2 und Mgz,75Cao,25(PO4)2
,gemessen jeweils vor und nach der y-Sterilisation.

Wie im Diagramm gut sichtbar, lasst sich beim direkten Vergleich der
Diffraktogramme, die vor und nach der Sterilisation gemacht wurden, sowohl
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bei der Intensitat als auch bei der Phasenzusammensetzung kein Unterschied
feststellen.

4.4.3 Untersuchung der Oberflachenmorphologie

Abbildung 15: REM-Aufnahmen der Granulate vor der Sterilisation bei 50-facher Vergréerung;
A) Granulate aus Cao,2sMg2,75(PO4)2 ; B) Granulate aus Cao,7sMg2,25(PO4)2 ; C) Referenzgranulat.
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Des Weiteren wurde die Morphologie der Granulate unter dem
Rasterelektronenmikroskop bei 50-, 1000-, und 10.000-facher (Referenz)
VergrofRerung vor und nach der Sterilisation analysiert. Abbildung 15 zeigt
makroskopisch die drei Granulatsorten vor der Sterilisation. Dabei verfiigten die
mittels Emulsionsverfahren hergestellten Granulate Uber eine spharische Form
und glatte Oberflachenstruktur (Abbildung 15 A), B)) wéahrend die
Referenzgranulate der gleichen GroRRenfraktion (500-710 um) eher scharfkantig
und unregelmanRig geformt waren (Abbildung 15 C)). Diese waren aus einem
vorgefertigten Zementmonolith mittels Mdorsern hergestellt und durch
Siebanalyse klassifiziert worden.

Eine Betrachtung der Granulatoberflache bei deutlich  starkeren
VergroRerungen jeweils vor und nach der Sterilisation zeigte, dass die y-
Sterilisation keinerlei Auswirkung auf die Morphologie der Kristalle hatte. Fur
beide Granulatsorten aus Calcium-Magnesium-Phosphat (Abbildung 16 A)-D))
zeigte sich sowohl vor (Abbildung 16 A), C)) als auch nach (Abbildung 16 B),
D)) der y-Sterilisation eine sehr ungleichméafige und grobkdrnige Oberflache.
Dabei waren viele hexagonale als auch rhomboedrische Strukturen zu sehen.
Abbildung 16 E), F) zeigt die viel filigranere Oberflachenbeschaffenheit des
Referenzgranulates, welches sich durch das Vorhandensein nadelférmiger
Nanokristallite auszeichnete.

Vergleicht man die Oberflachenstrukturen vor der Sterilisation (Abbildung 16)
zudem mit den in Abbildung 10 dargestellten Zementen, so wird deutlich, dass
auch das Herstellungsverfahren keinen Einfluss hatte.
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Abbildung 16: REM-Aufnahmen der Granulate vor und nach der y-Sterilisation ; wobei A),C),E) die
Granulate vor der Sterilisation und B), D), F) nach der Sterilisation zeigen; A),B) Granulate aus
Cao,25sMg2,75(PO4)2 bei 1000-facher VergréRerung ; C), D) Granulate aus Cao,7sMg2,25(PO4)2 bei 1000-
facher VergréRBerung ; E),F) Referenzgranulat bei 10 000-facher Vergrof3erung.
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4.5 Zellbiologische Testung

In diesem Teil der Arbeit wurden Osteoblasten der Zelllinie hFOB 1.19 Uber
einen Zeitraum von 10 Tagen kultiviert. Als Medium diente jeweils 38%iges, mit
Zellkulturmedium verdinntes Eluat, sowie 100%iges, unverdinntes Eluat.
Dieses wurde durch Auslagerung der sterilisierten Prufkorper, die aus wassriger
Zement-Paste mit Cao,7sMg2,25(PO4)2 und Cao,2sMgz2,75(PO4)2 mit jeweils 2,0 M
DAHP/1,5 M ADHP als flussiger Phase bestanden, in DMEM-Medium
gewonnen. Dies wurde alle 2 Tage auf die Zellkultur gebracht und die Zellzahl
bzw. Zellaktivitat jeweils an Tag 4, 6 und 10 ermittelt. Als Kontrolloberflache
diente PS (genaueres Vorgehen siehe 3.7).

An dieser Stelle sei angemerkt, dass entsprechende Testungen auch mit der
olbasierten Zement-Paste durchgefiihrt wurden. Das freigesetzte Ol triibte
jedoch das Zellkulturmedium so stark ein, dass eine realistische Einschatzung

der Testergebnisse nicht mdglich war.

4.5.1 Bestimmung der Zellzahl

In der Abbildung 17 ist die Zu-, bzw. Abnahme der Zellzahl an den jeweiligen
Tagen erfasst. Bei einer 38 %igen Konzentration des Eluats konnte bei beiden
Zementformulierungen eine stetige Zunahme der Zellzahl von initial 50.000
Zellen/ml bis zum 10.Tag verzeichnet werden. So steigerte sich die Zellzahl bei
dem Cao,2sMg2,75(PO4)2-basierten Zement von Tag 4 mit 3,8:105+4.3-104
Zellen/ml auf 1.1-106x1.3-10s Zellen/ml an Tag 10. Bei dem Cao,7sMg2,25(PO4)2 -
basierten Zement steigerte sich die Zellzahl von 3.6:105+£9.6-10s3Zellen/ml auf
9.4:-105+7.4-103 Zellen/ml. Somit resultierte im Falle des 38 %ig konzentrierten
Eluats der Zement mit geringerer Calciumkonzentration in einem marginal
besseren Zellwachstum, welches an Tag 10 sogar die Negativkontrolle um ein
1,7-faches uberstieg. Wahrend unter Verwendung des 100 %igen Eluats im
Falle des Cao,2sMgz2,75(PO4)2-basierten Zements die Zellzahl stetig auf bis zu
4.2-105+8.2-104 Zellen/ml anstieg, so erwies sich das reine Eluat des Zements

mit hoherer Calciumkonzentration auf Grund der verschwindend geringen
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Zellzahl als stark zytotoxisch. Auch bei dem Cao,7sMg2,25(PO4)2-basierten
Zement waren initial nur niedrige Werte im Vergleich zur Negativkontrolle zu
verzeichnen, die Zellen schienen sich jedoch im Verlauf der Studie zu

regenerieren.

1400000 55
wissrige Zement-Paste Ca, ,5—bei 38% Eluat
Il wissrige Zement-Paste Cag 75-+bel 38% Eluat
1200000 [l wissrige Zement-Paste Cag ,5—bei 100% Eluat
Il wissrige Zement-Paste Ca, ;5—bei 100% Eluat
1000000 ~
= 800000
©
N
Il
N 600000 +
400000
200000
0-

Tag 4 Tag 6 Tag 10 Tag 4 Tag 6 Tag 10

Abbildung 17: Zellzahl humaner fetaler Osteoblasten (hFOB) nach 4, 6 und 10 Tagen; ermittelt mit Hilfe
des Casy Cell Counters; nach Kultivierung mit 38% und mit 100 % des Eluats der PK der wéassrigen
Zement-Pasten mit Mgz,25sCao,75(PO4)2 und Mg2,75Cao,25(PO4)2 ; PS diente als Kontrolle.

4.5.2 Bestimmung der Zellaktivitat

In Abbildung 18 a) ist die Zellaktivitat, welche mit Hilfe des WST-Tests ermittelt
wurde, dargestellt.

Abbildung 18 b) zeigt reprasentativ mogliche auftretende Farbverdanderungen
des Zellkulturiiberstands durch Formazan-Umsetzung bei Anwendung des
WST-Tests. Dabei weisen die orange eingefarbten Uberstande einen deutlichen
Farbunterschied zum Leer-Wert auf, welcher die Farbe der WST-1-Verdinnung
ohne Zellkontakt darstellt. Diese Uberstande sind somit ein Beleg fiir die hohe
Zellviabilitdt der Osteoblasten, welche mit entsprechenden Eluaten Kkultiviert

wurden. Besitzen die Uberstande eine mit dem Leerwert vergleichbare
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Farbnuance, so ist von einem zytotoxischen Effekt der entsprechenden Eluate

auszugehen.

Auch bei der Zellaktivitat liel3 sich nach 10 Tagen die hochste Aktivitat bei 38
%iger Eluat-Konzentration durch den Cao,2sMg2,75(PO4)2 Zement feststellen.
Zwar zeigte sich bei beiden Zementformulierungen von Tag 4 auf Tag 6 ein
leichter Abfall der Zellaktivitat, im Folgenden erfuhr diese jedoch einen
deutlichen Anstieg um 65% auf 1,63 £ 0,14 a.u. (Cao,25) bzw. um 28 % auf
1,51 + 0,06 a.u. (Cao,7s). Diese Werte korrelierten demnach sehr gut mit dem
Zellwachstum (Abbildung 17). Entsprechend den Beobachtungen aus der
Zellzahlbestimmung wurden durch das 100%ige Eluat nicht mehr derart hohe
Aktivitaten wie bei Verwendung der 38%igen Konzentration erreicht. Die Zellen,
die mit dem Eluat des Cao,7sMg2,25(P0O4)2-Zements kultiviert wurden, zeigten
bereits an Tag 4 keine Zellaktivitat mehr. Deutlich hohere Aktivitaten waren im
Vergleich dazu bei den Zellen auf Cao,2sMg2,75(P0O4)2 -Zement zu sehen. Hier
trat eine stetige Zunahme der Aktivitat auf bis zu 0,945 + 0,05 a.u. auf und war
schlieBlich mit der Aktivitat der Zellen auf Zellkulturplastik und reinem
Zellkulturmedium vergleichbar. Somit lag die Aktivitat der Zellen der
Kontrollgruppe an Tag 10 auch weit unterhalb der Aktivitat der Zellen, welche

mit 38 %igem Eluat beider Zementformulierungen behandelt worden waren.
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Abbildung 18: a) Zellaktivitat humaner fetaler Osteoblasten (hFOB) nach 4, 6 und 10 Tagen; ermittelt mit
Hilfe des WST-Test’s; nach Kultivierung mit 38% und mit 100 % des Eluats der PK der wassrigen
Zement-Pasten mit Mgz25Cao,75(POa4)2 und Mg2,75Cao0,25(PO4)2 ; PS diente als Kontrolle.
b) 96-Wellplatte mit den Ergebnissen des WST-Tests; die Wellplatte zeigt die Farbveranderung des
Zellkulturiiberstandes durch Formazan-Umsetzung.
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4.5.3 Normierung der Zellaktivitat

Bei der Analyse der normierten Zellaktivitat (Aktivitat pro Zelle, Abbildung 19)
lagen im Falle des 38 %igen Eluats im Rahmen der Messgenauigkeit von der
Zementsorte unabhangige Aktivitdten vor, welche auch keinen Unterschied zur
Negativkontrolle aufwiesen. Insgesamt zeigte sich so ein Abfall der normierten
Zellaktivitat um 57 % von ca. 3.5-10-6 auf ca. 1.5-10-s a.u./Zelle. Im Falle der 100
%igen Eluate waren die Zellzahlen zum Teil so niedrig, dass im Umkehrschluss
die ermittelten normierten Aktivitaten ungewohnlich hohe Werte aufwiesen (z.B.
Caoz2s an Tag 4 und Cao7s an Tag 10), die als nicht wirklichkeitsgetreu

angesehen werden.
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wissrige Zement-Paste Cag ,5bei 38% Eluat

wissrige Zement-Paste Ca, ;5—+bei 38% Eluat
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Abbildung 19: Aktivitat pro Zelle humaner fetaler Osteoblasten (hFOB) nach 4, 6 und 10 Tagen; ermittelt
durch den Quotienten WST/Zellzahl; nach Kultivierung mit 38% und mit 100 % des Eluats der PK der
wassrigen Zement-Pasten mit Mgz,25Cao,75(PO4)2 und Mgz,75Cao,25(P0Oa4)2; PS diente als Kontrolle.

61



5. Diskussion

Gegenstand dieser  experimentellen Arbeit  waren mineralische

Knochenzemente, welche nicht zuletzt wegen ihrer vielen positiven
Eigenschaften in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewannen.
Beispiele hierfar sind calcium-,2s8 oder magnesiumbhaltige29
Phosphatverbindungen, die nach Vermengung mit einer wassrigen Losung eine
formbare Paste bilden (CPC bzw. MPC).2s8 Eine Studie von Vorndran et al. 30
beschéaftigte sich mit Zementformulierungen auf Basis eines mit Calcium
substituierten Magnesiumphosphatzements. Einstellbare in vitro
Resorbierbarkeit, gute Loslichkeit und Vertraglichkeit sind nur einige der
vielversprechenden Eigenschaften. so Fir die hier vorliegende Arbeit wurden
eben genannte Calcium-Magnesium-Phosphat-Zemente verwendet und speziell
die beiden Verbindungen Cao,75Mg2,25(PO4)2 und  Cao,2sMg2,75(PO4)2

ausgewabhilt.

Im  Folgenden war die  Herstellung und  Untersuchung  von
Knochenersatzmaterialien aus eben genannten sekundaren Calcium-, und
Magnesiumphosphatverbindungen erfolgt. Der weitere Ansatz bestand darin,
andere Anwendungsformen vergleichbarer Zusammensetzung, d.h. spharische
Granulate sowie prafabrizierte, lagerstabile Zement-Pasten hinsichtlich ihres
Potentials zur Behandlung knécherner Defekte in vitro zu testen. In
vorangegangenen Projekten wurden Granulate auf Basis Struvit-bildender
Calcium-Magnesiumphosphate entsprechender Zusammensetzung bereits
erfolgreich entwickelt worden. Die anwendungsbereiten, dlbasierten Pasten -
von der Firma INNOTERE GmbH (Radebeul) auf Basis des gleichen
Rohpulvers hergestellt - kénnen aus den vorgefertigten
Doppelkammerkartuschen direkt in den Defekt eingebracht werden und
erharten erst nach Kontakt mit dem wassrigen Umgebungsmilieu. Im Hinblick
auf die klinische Anwendbarkeit sollten in der vorliegenden Studie die Zement-
Pasten als auch die Granulate vorgreifend auf die tierexperimentelle Studie
hinsichtlich ihrer Bulkeigenschaften in vitro getestet werden.
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5.1 Materialeigenschaften der wassrigen und Olbasierten Zement-Pasten

Im Folgenden werden die mechanischen Eigenschaften, die Porositat sowie die
Morphologie der unterschiedlichen Zement-Pasten diskutiert. Diese Werte sind
von grof3er Relevanz, da sie Einfluss auf das Degradationsverhalten als auch
auf die Stabilitdt der Zemente in vivo nehmen. Bei der Diskussion, der in dieser
Arbeit gewonnenen Ergebnisse und deren Vergleich mit anderen Studien, darf
die Rolle der jeweilig unterschiedlichen Testmethoden und Bedingungen nicht
aulRer Acht gelassen werden. Daher ergeben sich grof3e Variationen innerhalb
der Ergebnisse der unterschiedlichen Studien.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Festigkeitswerte der Prufkdrper - nach
der jeweiligen Lagerungsdauer in PBS bei physiologischer Temperatur - ohne
vorherige Trocknung gewonnen. So erhaltene Festigkeiten sind folglich eher mit
den in der klinischen Situation erreichbaren Werten vergleichbar. Von einer
Gegenuberstellung mit den Druckfestigkeitswerten vorher getrockneter
Prufkorper sollte Abstand genommen werden. Bereits Pittet et al. 115 bewiesen,
dass die Festigkeitswerte der getrockneten Proben fast doppelt so hoch waren

wie  diejenigen von feucht gelagerten Prufkdrpern  identischer
Zusammensetzung.115

Die wassrigen Zement-Pasten erreichten weitaus hdohere Festigkeiten (~ 59
MPa (Cao,75), ~ 46,5 MPa (Cao,25) ) als die Olbasierten Zement-Pasten
(Abbildung 3). Somit konnten fur die Zementformulierung auf Basis von
Cao,25sMg2,75(PO4)2 ahnliche Werte wie in der Studie von Vorndran et al. 30 nach
1 h Mahlung (~45 MPa) mit einer reinen DAHP-LOsung erreicht werden.3o
Klammert et al.116 erzielten fir Zemente auf Basis von Cao,7sMgz2,25(PO4)2 Werte
von ~ 40 MPa.116  Im Vergleich dazu liegt die (axiale) Druckfestigkeit von

humanem Knochen bei 15 kg/mmaz.117

Fir wassrige Struvitzemente sind in der Literatur im Vergleich zu anderen
Phasen bereits sehr hohe Festigkeiswerte (~70 MPa) bekannt. 26,107 Andere
Phasen, wie zum Beispiel Bruschit, erreichen lediglich Werte bis zu 52 MPa. 37

Der hohere Anteil an umgesetztem Struvit kann daher eine mégliche Ursache
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fur die gegenuber den Ol-Pasten ermittelten héheren Festigkeitswerte sein. Bei
der Analyse der Phasenzusammensetzung mittels XRD konnte diese starkere

Struvitbildung nachgewiesen werden (Abbildung 8,9).

Die geringeren Werte der Ol-Pasten sind vermutlich durch die Auswaschung
der Ol-Phase im Laufe der Lagerung und der damit verbundenen gréReren
Porositat zu erklaren (Abbildung 5 b)). Beispielsweise brachte Bohner et al.11s8
gezielt Ol in CPC ein, um makroporése Formkorper zu erhalten. 118 Des
Weiteren ist auch zu vermuten, dass durch das aktive Einmischen der
Flussigkeit mit Hilfe des Applikationssystems eine zuséatzliche Porositat erzeugt
wird, welche zu geringeren Festigkeiten fuhrt. Die Olbasierten Zement-Pasten
auf Basis des CMPC-Mischsystems zeigten maximale Festigkeiten von ~10,4
MPa (Cao,75) und ~10,9 MPa (Cao,25). Wahrend die Festigkeiten dieser Pasten
in Abhangigkeit der Calciumdotierung im Verlaufe der Lagerungsdauer - bedingt
durch Degradationsprozesse und die damit verbundene Porositatszunahme -
abnahmen, so erreichte die Referenzpaste (CPC) erst am Ende der Studie ihr
Maximum (14 MPa). Diese Nachhartung und der damit bedingte
Festigkeitsanstieg ist fur diese 6lbasierte CPC-Paste kennzeichnend und wurde
bereits bei Heinemann et al. 93 beobachtet, ist jedoch auch fir wassrige HA-
bildende CPC gultig.e3

Stellt man den CMPC die literaturbekannten Festigkeiten reiner CPC (39 + 4,7
MPa)77 als auch MPC (58 + 4,9)77 gegenlber wird deutlich, dass sich die
positiven Eigenschaften der MPC hinsichtlich der Druckfestigkeit auf das
Mischsystem Ubertrugen. So zeigten die Mischsysteme von Wu et al.77 je nach
Mischungsverhaltnis Werte zwischen 68 + 6,3 und 91 + 5,5 MPa.77

Wie bereits angedeutet, ist die Porositat der  vorwiegend

festigkeitsbestimmende Parameter, wie es beispielsweise durch Barralet et al.
119 deklariert wurde. Diese steht Uber eine Exponentialfunktion mit den

mechanischen Eigenschaften in Relation. s9, 119 Je geringer die Porositat ist,
desto hdher sind die erreichten Festigkeiten. so, 120 Eine Beeinflussung der

Porositat ist durch Kompression wahrend der Abbindereaktion s9, 121,
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Abbindeverzdgerer 122, Variation des Pulver-Flissigkeits-Verhaltnisses 121 oder

die Zugabe von Porenbildnern méglich. 123

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich fur die Olbasierten Zement-Pasten
deutlich hoéhere Porositaten als bei den wassrigen Pasten (Abbildung 5).
Passend hierzu konnten - wie Dbereits beschrieben - geringere
Druckfestigkeitswerte der Ol-Pasten und deutlich hohere Druckfestigkeitswerte
der wassrigen Zemente festgestellt werden (Abbildung 3). Die Porositatswerte
der wassrigen Pasten waren vergleichbar hoch wie die der Struvitzemente in
dem Tierversuch von Kanter et al.e1 (5-7% vor Implantation, 19- 26% nach 10
Monaten).s1 Im Falle der Ol-Pasten wirkte das Ol als Porenbildner, was zwar
negative Auswirkungen auf die Festigkeit bedingte, derartige Zemente auf
Grunde der groRen Porositat aber zu einem guten Wirkstofftrager
beispielsweise fur Antibiotika macht. In einigen Studien wie von Vorndran et
al.e3, Schnieders et al. 124 und Bohner et al. 40 konnte gezeigt werden, dass eine
erhohte Porositat eine erhohte Freisetzungsrate des Antibiotikums zur Folge
hat.

Die Referenzpaste (CPC) wies im Vergleich dazu noch héhere Porositaten auf
(Abbildung 5 b)). Trotz der geringeren Porositat der Mischzemente waren die
Festigkeiten verglichen mit der Referenz nicht hoher. Da es sich bei Struvit um
ein sehr dichtes Material handelt und ein Eindringen der wassrigen Phase ins

Innere der Paste und folgliches Nachharten nur im Falle von HA mdéglich ist.

Qualitativ lassen sich die unterschiedlichen Porositaten der getesteten Pasten
ebenfalls in den REM-Aufnahmen erkennen (Abbildung 10). Fir eine
Quantifizierung ware jedoch eine weitere Versuchsanordnung zum Beispiel

Gasadsorption auf Basis der BET-Methode sinnvoll. 125
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5.2 Freisetzungsrate der lonen , Massenverlust und die jeweilige pH-Wert-
Anderung

Die chemische Zusammensetzung von Zementen hat einen grof3en Einfluss
sowohl auf die mechanischen Eigenschaften, die Léslichkeit als auch auf die
Zytokompatibilitat. 126, 127 Es ist bereits bekannt, dass KEM aus sekundéren
Calcium-, und Magnesiumphosphatverbindungen ( wie z.B. Bruschit, Struvit )
eine wesentlich héhere chemische Loéslichkeit besitzen als beispielsweise 13-
TCP und HA, was eine deutlich schnellere kndcherne Regeneration zur Folge
hat.12s Da nanokristallines HA - bedingt durch die geringere Dichtigkeit des
Kristallgitters als auch aufgrund der hohen spezifischen Oberflache 129 - nur
durch Osteoklasten resorbiert werden kann, werden KEM’s auf HA-Basis nicht
oder nur unvollstandig durch einwachsenden Knochen ersetzt. Eine deutlich
bessere  Resorbierbarkeit von  Struvit-Zementen basiert auf deren
Loslichkeitsprodukt von 5.21 x 10-15 (pK(Lp) =14.28) bis 2.12 x 10-13 (pK(Lp)
=12.67) in einem pH-Bereich von 7.01 bis 9.62. 130

Die Loslichkeit bzw. lonenfreisetzung der einzelnen Zement-Pasten wurde in
der vorliegenden Arbeit anhand einer Massenverluststudie und ICP-MS
analysiert (Abbildung 6). Die Ergebnisse sollten die im ersten Teil der
Diskussion beschriebenen Porositdtszunahmen im Laufe der Studie
untermauern. Allgemein betrachtet, konnten erhéhte Freisetzungsraten der
Magnesium-, und Phosphationen, und eine sehr geringe Freisetzung von
Calciumionen verzeichnet werden. Die wassrige Zement-Paste mit Calciumo,2s
verlor mit 24 + 3,1 mg/g am meisten Phosphat als auch mit 20 £ 2,2 mg/g am
meisten Magnesium. Eine Erklarung hierfur wére der hohere Magnesiumgehalt
der Paste. Insgesamt  betrachtet verloren die drei anderen
Pastenformulierungen eine vergleichbar hohe Menge an Magnesium (~ 14,3
mg/g). Bei der Phosphat-Freisetzung erreichten sowohl die dlbasierte als auch
die wassrige Zement-Paste mit Cao,7s Ahnliche Werte (~20,9 mg/g). Zwischen
den beiden Pasten mit Cao,2s war ein deutlicher Unterschied zu sehen: die
Olbasierte Paste verlor 15,6 + 1,4 mg/g und die wassrige Paste 24 + 3,1 mg/g.

Die Calcium-Freisetzung der Zementformulierungen zeigten deutliche
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Differenzen. So  wurden die geringsten Mengen dieses lons von den
Olbasierten Pasten (Cao,2s: 1,5 £ 0,1 mg/g ; Cao,7s: 2,4 = 0,1 mg/g) und die
geringfugig héheren Mengen von den wassrigen Pasten ( Cao,2s: 3,4 + 0,4
mg/g ; Cao7s: 5 £ 0,7 mg/g) freigesetzt. Die deutlich niedrigere
Freisetzungskinetik von Calcium war durch die deutlich geringere Molaritat des
lons in der Zementmischung bedingt (Tabelle 9). Die Freisetzung der einzelnen
lonen war insgesamt bei den wassrigen Zement-Pasten hoher als bei den
olbasierten Pasten. Eine mogliche Erklarung hierfur ware die Wirkung des Ols
in den Ol-Pasten als ein Porenbildner - was auch die deutlich hthere Porositat
erklart. Bedingt durch die vermehrten Poren bzw. die hdhere Porositat
enthielten die dlbasierten Pasten somit deutlich weniger Zementformulierung

und dadurch weniger lonen, die freigesetzt werden konnten.

Die Freisetzung der lonen aus den entsprechenden Priufkérpern fihrte zu
einem entsprechenden Massenverlust (Abbildung 4, Tabelle 8). Vergleicht
man die Werte des gesamten Massenverlustes der einzelnen Prufkorper
(Tabelle 8) mit den Werten der freigesetzten lonen bezogen auf die Stoffmenge
des lons im Rohpulver (Tabelle 9), so wird der Zusammenhang zwischen
freigesetzter lonenmenge und gesamtem Massenverlust deutlich. Die wassrige
Zement-Paste auf Basis der Formulierung Mg2,75Cao,25(POa4)2 erfuhr mit 8,41 +
0,35 % den grol3ten Massenverlust sowie die héchste lonenfreisetzungsrate. Im
Gegensatz dazu setzte die Referenzpaste nur geringe Mengen der
entsprechenden lonen frei, was sich auch in dem minimalen Massenverlust
wiederspiegelte. Somit bestétigte sich die literaturbekannte geringe chemische
Ldslichkeit von HA-bildenden Zementen auch im Verhalten der Kontrollgruppe
in dieser Studie. Das Degradationsverhalten der Pasten wurde - wie bereits
durch Blum et al. 126 postuliert - durch das Verhéaltnis von Magnesium zu
Calcium stark beeinflusst. Sie beschéftigten sich mit dem in vitro Verhalten von
Calcium-Magnesium-Phosphat-Zementen mit der Zusammensetzung
CaxMg3-x(PO4)2 (0<x<1.5) vermengt mit einer (NH4)2HPO4/NH4H2PO4
Ldsung. Sie untersuchten das passive Resorptionsverhalten der Prufkorper in

Zellkulturmedium ohne Zellen als auch das aktive Resorptionsverhalten, wobei
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RAW 264.7 Zellen 21 Tage lang auf der Oberflache der PK mit verschiedenen
Mg:Ca Verhéltnissen kultiviert wurden. Die Ergebnisse zeigten, dass die aktive
Resorption den uberwiegenden Abbaumechanismus von Struvit darstellt als
auch dass die Hohe der freigesetzten Magnesium-, und Phosphationen durch
Erhéhung von Calciumionen im Rohpulver verbessert werden kann. Durch die
erhohte Freisetzung dieser lonen wird vermutlich das Differenzierungsverhalten
der Osteoklasten - abhéngig von dem Mg:Ca Verhaltnis im Rohpulver -

beeinflul3t, und somit auch die aktive Resorption. 126

Zuletzt wurde der pH-Wert-Verlauf des Mediums bestimmt, in welchem die
Prufkorper dber die Auslagerungsdauer hin gelagert wurden, um die
Vertraglichkeit in vivo abzuschéatzen. Insgesamt stellte sich Gber den Verlauf
hinweg sowohl fur die élbasierten als auch wassrigen CMPC ein eher neutraler
bis leicht alkalischer pH-Wert ein (Abbildung 7), so dass dieser durch die oben
beschriebenen lonenfreisetzungen nicht malfgeblich beeinflusst wurde.
Demnach stellen CMPC eine gute Alternative zu bereits in der Literatur
bekannten Zementsystemen dar - unter anderem sind hier Bruschit-Zemente zu
nennen, welche beim Abbinden einen sauren pH-Wert aufweisen.is1
Calciumdotierte MPC &hneln demnach in ihrem Einfluss auf den pH-Wert der
Umgebungsflissigkeit eher reinen struvitbildenden als bruschitbildenden
Zementen. Jedoch wurde in der vorliegenden Studie der pH-Wert der
verschiedenen Zementsysteme wahrend der Abbindereaktion nicht weiter
untersucht. Bruschit-Zemente weisen wie bereits beschrieben einen stark
sauren pH-Wert wahrend des Abbindevorgangs auf. Dies fiuhrt zur
unerwinschten Saurefreigaben in das Gewebe um das Implantat. 132 Dagegen
binden Struvit-Zemente eher neutral ab und besitzen einen gut einstellbaren
pH-Wert. So reagiert Farringtonit mit DAHP unter neutralen pH-Wert-
Bedingungen. 3o, 70, 133 Die Referenzpaste zeigte im wéssrigen Milieu einen fur
HA typischen pH-Wert Verlauf. HA wird nicht sofort umgesetzt, da die
Abbindereaktion Uber einen groBeren  Zeitraum  hinweg verlauft.
Vergleichsweise verhielt sich auch der pH-Wert. Er startete im Alkalischen und

fiel Gber einen langeren Zeitraum hin ab und blieb nach Ende der Reaktion
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stabil im neutralen Bereich. 28 s6 Diese langsame Umsetzung zu HA liel3 sich
auch gut in den XRD-Messungen (Abbildung 9 c) ) als auch REM-Aufnahmen
(Abbildung 10) nachverfolgen.

5.3 Zytokompatibilitat

Bei der Analyse und Diskussion der Ergebnisse von Zellversuchen darf nicht
aulBer Acht gelassen werden, dass diese sehr stark von den
Versuchsbedingungen abhangen. Demnach sollte immer eine Kontrollgruppe
mit hoher Zellvertraglichkeit, in diesem Fall PS, in die Versuchsreihe
miteinbezogen werden. Zudem ist bekannt, dass eine wassrige Paste auf Basis
von Cao,7sMg2,25(PO4)2 mit &hnlicher Zusammensetzung bereits erfolgreich

durch Vorndran et al.3o0 in vitro , als auch durch Klammert et al.73 in vivo

getestet wurde.

Die wesentlich problematischere Frage, die sich bei solchen Versuchen stellt,
ist die Ubertragbarkeit der in vitro erhaltenen Ergebnisse auf in vivo Situationen.
Es gibt jedoch bereits Arbeiten, die zu dem Fazit kamen, dass sich humane
Osteoblasten, welche fur die vorliegende Versuchsreihe herangezogen wurden,
in vitro als auch in vivo ahnlich verhielten. 132 Jedoch setzt dies voraus, dass die

Untersuchungen anhand primérer Zellen durchgefuhrt werden.

In den Zellversuchen der vorliegenden Arbeit erfolgte eine Kultivierung der
Zelllinie humane fetale Osteoblasten (hFOB) 1.19 indirekt in einer
Eluationsstudie von den zu analysierenden wassrigen und 6lbasierten Zement-
Pasten. Bei den dlbasierten Pasten waren die Durchfiihrung der Eluationsstudie
sowie die erhaltenen Ergebnisse aufgrund einer starken EintrUbung des
Zellkulturmediums durch ein Auswaschen der Ol-Tensid-Mischung aus den
Prufkdrpern  nicht  zuverlassig. Um  mogliche  Fehler bei der
Versuchsdurchfihrung auszuschlieen ware eine erneute Versuchsreihe -

eventuell unter Verwendung eines kontrollierten Waschprotokolls - anzuraten.
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In dieser sollten ebenfalls genauere Untersuchungen der freigesetzten
Substanz als auch deren Auswirkung auf die Zellen gemacht werden.

Bei Betrachtung der Ergebnisse auf Basis der wassrigen Pasten fallt auf, dass
die Aktivitdt der Zellen sowie zum Teil auch die entsprechende normierte
Zellaktivitat durch 38-%ige Eluat beider Struvitoberflachen nach 10 Tagen ca.
doppelt so hoch waren wie auf der Negativkontrolle PS (Abbildung 18,19).
Dies lasst sich moglicherweise durch den positiven Effekt der aus den beiden
Pasten freigesetzten Magnesiumionen erklaren. Magnesium ist mit ca. 1 mol
(Mensch mit 70 kg) das viert haufigste Kation im Koérper, wovon ungefahr die
Halfte im Knochen enthalten ist. 135 Einige Studien bewiesen bereits die
wichtige Rolle des Magnesiumions im Knochenmetabolismus. Biomaterialien,
welche mit Magnesiumionen modifiziert wurden, konnte ein Anstieg der
Osteoblasten-Adhasion nachgewiesen werden. 13s Auch spielt Magnesium eine
wichtige Rolle als Kofaktor und Katalysator von vielen Enzymen als auch als
Stabilisator von DNA und RNA. 135, 137

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten bereits, dass die Effekte der
verschiedenen Zemente auf den pH-Wert der Umgebungslésung marginal
waren und somit als Ursachen fir mdgliche zytotoxische Reaktionen
ausgeschlossen werden kénnen. Unter Verwendung des reinen Eluats war
jedoch ein deutlicher Einbruch sowohl der Zellzahl als auch der Aktivitat von
hFOB zu verzeichnen. Eine mdgliche Erklarung hierfir ist die steigende Menge
an freigesetztem Phosphat aus den Zement-Prufkorpern (ICP-MS Messungen).
Es ist bereits bekannt, dass anorganisches Phosphat , ein Bestandteil der
Extrazellularmatrix des Knochens, Apoptose der Osteoblasten induzieren kann.
138 Meleti et al.138 zeigten in einer Studie mit Osteoblasten &hnlichen Zellen,
dass nach einer 96-stiindigen Behandlung mit 5 mmol/L an anorganischem
Phosphat nur noch 30 % vitale Zellen nachgewiesen werden konnten. Bei einer

Erhéhung der Konzentration auf 7 mmol/L war keine Zelle mehr lebensfahig.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Herstellung und Erprobung von innovativen
Anwendungsformen kalthartender Knochenersatzmaterialien aus Calcium-, und
Magnesiumphosphaten, die nach dem Abbindevorgang vorzugsweise aus dem
Mineral Struvit (MgNH4PO4:6H20) bestehen. Diese neuartigen
Knochenzemente versprechen im Vergleich zu den herkdmmlichen
Knochenersatzmaterialien eine deutlich schnellere kndcherne Regeneration
und Abbaubarkeit. Damit wird das Ziel verfolgt schneller Implantate setzen zu
kénnen und dem Patienten somit eine lange Wartezeit und dementsprechenden
Leidensdruck ersparen zu kénnen. Ebenso missen konventionelle Produkte
erst im OP angeruhrt und hiernach in einem schmalen Zeitfenser verarbeitet
werden. Die prafabrizierten Zement-Pasten sind dagegen  direkt
applikationsbereit und harten erst nach Kontakt mit dem feuchten Milieu aus. In
vorangegangenen Projekten wurden sowohl prafabrizierte Pasten als auch
Granulate auf Basis Struvit-bildender Calcium-Magnesiumphosphate erfolgreich
entwickelt. Vorteil dieser Granulate ist ihre spharische Form. Im Hinblick auf die
klinische Anwendbarkeit sollten in der vorliegenden Studie beide
Anwendungsformen vorgreifend auf eine tierexperimentelle Studie hinsichtlich

ihrer Materialeigenschaften in vitro getestet werden.

Die hier verwendeten Zemente bestanden aus einem Rohpulver mit der
Zusammensetzung Cao,2sMg2,75(PO4)2 und Cao,7sMg2,25(PO4)2 . Die wassrigen
Zemente harteten nach Zugabe einer Ammoniumphosphat-Lésung aus. Die
anwendungsbereiten Ol-Pasten wurden von der Firma INNOTERE GmbH
(Radebeul) auf Basis des gleichen Rohpulvers hergestellt. Als flissige Phase
diente hier Dikaliumhydrogenphosphat-Losung (K2HPOa4). Die Granulate

wurden tiber Emulgierung der wassrigen Zement-Paste in Ol hergestellt.

Analysiert wurden die Werkstoffe hinsichtlich ihrer Druckfestigkeit, Porositat,
Massenverlust, pH-Wert-Verlauf und lonenzusammensetzung der umgebenden
Flissigkeit sowie mittels Rontgendiffraktometrie und

Rasterelektronenmikroskopie bezlglich ihrer Phasenzusammensetzung und
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Oberflachenmorpholgie. Auch wurde deren Zytokompatibilitat indirekt anhand

einer humanen fetalen Osteoblastenzelllinie untersucht.

Die Ergebnisse zeigten fur die wéassrigen Zement-Pasten Druckfestigkeiten von
59 MPa (Cao,75sMg2,25(P04)2) und 41,7 MPa (Cao,2sMg2,75(P0O4)2), wohingegen
die Olbasierten Pasten aufgrund ihrer h6heren Porositat lediglich Festigkeiten
von 10,4 MPa (Cao7sMg2,25(PO4)2) und 10,9 MPa (Cao,2sMg2,75(P0O4)2)
erreichten. Bezlglich des pH-Wertes der Umgebungslosung zeigte sich bei
beiden Zementsorten lber die gesamte Auslagerungsdauer hin ein annahernd
neutraler pH-Wert, womit eine Grundvoraussetzung fiur die Klinische
Anwendbarkeit erflillt wurde. Fir die Granulate konnte nachgewiesen werden,
dass die y-Sterilisation keine Auswirkung auf die Phasenzusammensetzung

sowie auf die Mikrostruktur ausibte.

In den Zellkulturversuchen zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den
beiden Zement-Pasten. Wahrend die Olbasierten Pasten aufgrund einer
Eintribung des Zellkulturmediums zu Problemen bei der Realisierbarkeit der
Zellversuche fuhrten, zeigte sich bei den wassrigen Zement-Pasten die
folgende Tendenz: Bei der Zellaktivitdt als auch der Zellzahl erreichte die
Zementformulierung auf Basis von Cao,2sMg2,75(PO4)2 durch die Verwendung
des verdinnten Eluats die besten Ergebnisse, wahrend das reine Eluat in
beiden Féallen durch die hohe Phosphatfreisetzung stark zytotoxisch wirkte.
Folglich der ICP-MS Messungen wurden nach 10 Tagen bereits 8,2 £ 1,9 mg/g
(Cao,25Mg2,75(PO4)2) und 7,7 £ 1,1 mg/g (Cao7sMg2,25(PO4)2) des lons
freigesetzt.

Die hier verwendeten Anwendungsformen sind aufgrund ihrer guten Werte
hinsichtlich Festigkeit, pH-Wert und der in vitro Zytokompatibilitdt fur den
Einsatz als Knochenersatzmaterialien indiziert und eine sinnvolle Ergdnzung zu
den bisher angewendeten Formulierungen. Die im Anschluss an dieses Projekt
stattfindende Tierstudie wird zeigen, ob die neuen Anwendungsformen
tatséachlich in Bezug auf Degradationsverhalten und vor allem die Bildung neuer

Knochensubstanz den klassischen Zementformulierungen Uberlegen sind
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