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1. Einleitung

1. Einleitung

Die stetigen Fortschritte in der Medizin und eine hohere Lebenserwartung der
Menschen, im Sinne des demographischen Wandels, machen eine Weiterentwicklung
von biokompatiblen Werkstoffen unumganglich. Gerade in der Zahnheilkunde kommt
es trotz guter Prophylaxe und konservierender Behandlung immer noch zum Verlust
von Zahnen [1, 2]. Auch in der Humanmedizin sind altersbedingte
Abnutzungserscheinungen der Gelenke an der Tagesordnung [3]. Daher hat die
Entwicklung und Verwendung von einem Material, das gute mechanische und
biologische Eigenschaften kombiniert und eine hohe Biokompatibilitait und
Korrosionsresistenz aufweist, einen besonders hohen Stellenwert in der Medizintechnik.
Titan besitzt alle diese Eigenschaften und befindet sich im vielseitigen Kklinischen
Einsatz als Implantatwerkstoff. Da das Einbringen von Titan als Fremdkdrper in den
menschlichen Organismus verschiedenste Reaktionen zwischen Titanoberflache und
umliegenden Knochen und Gewebe verursacht [4, 5], wurden im Laufe der Zeit
zahlreiche Methoden zur Modifikation der Titanoberflaiche entwickelt [6]. Eine
Verédnderung der Rauigkeit und spezielle Beschichtungen steigerten die
Knochenformation und erhohten die Zellanlagerung um die Implantate [7]. Somit wurde
eine schnellere und verbesserte Knochen-Implantat-Verbindung (Osteointegration) und

langfristigere Verankerung im Knochen erreicht [8, 9].

Eine frihe und auch heute noch gebréduchliche Methode zur Beschichtung der
Implantate mit Calciumphosphaten (z.B. Hydroxylapatit, Bruschit, Monetit) ist die
Plasmaspritztechnik. Die Calciumphosphate, insbesondere Hydroxylapatit (HA,
Cas(PO4)30H), besitzen eine hohe chemische Ahnlichkeit zu mineralischem Knochen
[10]. Mittels der Plasmaspritztechnik war es mdglich, dinne Hydroxylapatitschichten
auf Titanimplantate aufzubringen, wodurch sich neuer Knochen um die Implantate
bildete und die entstandenen Defekte auffullte [10, 11]. Die beschichteten Implantate
zeigten hohere Belastbarkeit und eine engere Knochen-Implantat-Verbindung als
unbeschichtete Implantate [12]. Auf Grund der hohen Temperaturen der Plasmaflamme
und der nachfolgenden riesigen Abkiihlraten bildeten sich, neben Hydroxylapatit mit
stdrkerem amorphen Anteil, auch andere Calciumphosphatderivate, wie monoklines

a-Tricalciumphosphat und Tetracalciumphosphat [13-15]. Somit kam es durch eine
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verringerte KristallitgroBe [16] zu einer Verdnderung der Kristallinitdt der Schichten
[17], die nachfolgend die Stabilitdit und den Knocheneinbau der Implantate
beeinflusste [18] und in der Langzeitanwendung zu Delamination flhrte [19]. Ein
weiterer negativer Aspekt zeigte sich in der Scherfestigkeit, welche bei zunehmender
Dicke der aufgetragenen Schichten abnahm [12]. Die negativen Aspekte der
Plasmaspritztechnik gaben Ausschlag fur weitere Forschung und Entwicklung im

Gebiet der Beschichtungen.

Um das Jahr 1990 gelangte eine alternative Methode der Beschichtung mit keramischen
Werkstoffen in den Fokus der Forschung. Die elektrochemische Abscheidung wurde
entwickelt, um eine kontrollierte kristalline Abscheidung auf Oberflachen zu erlangen.
Da das Beschichtungsobjekt als Kathode fungiert, minimiert sich die Korrosion der
Metalloberflache und auch stark irregulédre Objekte konnen schnell und bei geringer
Temperatur beschichtet werden [20-22]. Die Modifikation der abgeschiedenen
Schichten hinsichtlich Morphologie, Kristallinitdit und Dicke erfolgt durch die
Verénderung der Prozessparameter [23-25]. Die abgeschiedenen Calciumphosphate
besitzen auch hier osteokonduktive Eigenschaften und beschleunigen das
Knochenwachstum und die Implantatverankerung [26, 27]. Nachteil der
elektrochemischen Beschichtungen ist, wie beim Plasmaspritzverfahren, die Briichigkeit
der Schichten und deren Verbindung zur Metalloberflache. Diese Einschrénkungen
fungieren bei hohen Scherkraften oder grofRen Belastungen als limitierende Faktoren
[22]. Die Modifikation und Verbesserung der Beschichtungen waren auch Bestandteil
der Forschung seitens der FMZ Wirzburg. Es wurde gezeigt, dass durch eine
Beschichtung mit Calciumhydroxyd eine bakterizide Wirkung erzielt werden kann. Die
Keimzahl von Staphylococcus epidermidis und Klebsiella pneumoniae reduzierte sich
stark und das Wachstum von eukaryonten Zellen wurde nicht beeinflusst [19]. Ein
wichtiger Punkt bei vielen Untersuchungen war die Verwendung bzw. Herstellung von
Hydroxylapatit oder Bruschit mit einem &hnlichen oder gleichen Ca/P Verhaltnis wie
das des natirlichen Knochens [28]. Zusétzlich wiesen die Beschichtungen
Ubereinstimmungen in der Morphologie gegeniiber dem Apatit im natiirlichen Knochen
auf, da sie beide nadelartige Kristalle ausbildeten [24]. Damit sollte ein noch stabilerer
und langfristigerer Verbund zwischen Beschichtung und Knochen erreicht werden.

Schon frihzeitig wurde deshalb versucht, die abgeschiedenen Schichten noch weiter zu



1. Einleitung

modifizieren und die Kristallisation mittels der inhibitorischen Effekte bestimmter
Substanzen zu beeinflussen. In diversen Studien zeigte sich, dass Pyrophosphat,
welches ebenfalls als Ca/P-Phase im menschlichen Korperauftritt, die Keimbildung und
das Keimwachstum von Calciumphosphaten hemmen kann [29-33]. Eine vergleichbare
inhibierende Wirkung auf Hydroxylapatit oder Bruschit erzielten in den Studien auch
Phytinsdure [34-36] und Zitronensaure [37, 38].

Das Ziel dieser Arbeit war durch elektrochemische Abscheidung von Bruschitschichten
auf Titan in Gegenwart von Kristallisationsinhibitoren die KristallitgréRe zu steuern und
nachfolgend die biologische Reaktion zu (berprifen. Dabei wurden die
Kristallisationsinhibitoren Zitronenséaure, treta-Natriumdiphosphat-Decahydrat und
Phytinsdure verwendet und die entstandenen Schichten mit denen ohne Inhibitorzugabe
verglichen. Um das Ausmal} der Inhibierung zu verifizieren, wurde die Masse aller
Schichten gemessen. Die kristallographische Zusammensetzung der mit und ohne
Inhibierung abgeschiedenen Schichten wurde mit Hilfe der Rontgendiffraktometrie
bestimmt. Die daraus entstandenen Werte lieferten zugleich die Informationen tber die
einzelnen KristallitgroRen innerhalb der Schichten. Uber den Einfluss der Inhibitoren
auf die Schichtmorphologie gaben rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen weiteren
Aufschluss. Ausgewahlte Proben wurden unter verschiedenen Bedingungen desinfiziert
bzw. sterilisiert, wie es fur die Verwendung als Implantat erfolgen misste. Nach
erfolgter Desinfektion bzw. Sterilisation, wurden die Proben erneut gewogen und
mittels Rontgendiffraktogrammetrie und Rasterelektronenmikroskopie analysiert. Des
Weiteren war das Verhalten von Zellen gegentiber den Schichten von Interesse. Aus
diesem Grund kamen Osteoblasten-Zelllinien zum Uberpriifen der Zellvertraglichkeit
zum Einsatz und die Ergebnisse wurden mit den Ergebnissen aus den

materialwissenschaftlichen Analysen in Zusammenhang gebracht.
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2.1 Der menschliche Knochen und seine Zusammensetzung

Das menschliche Skelett setzt sich in der Regel aus 210 anatomisch abgrenzbaren
Knochen zusammen [39]. Sie fungieren als das Stutzgerust des Korpers und wirken als
Hebel der daran ansetzenden Skelettmuskulatur. Sie tragen nicht nur zum Schutz
sensibler Regionen wie Gehirn, Riickenmark und Organen bei, sondern dienen auch als
Speicherorgan fir den Stoffwechsel. 99% des Calciums im Korper werden in ihnen
abgelagert [40]. Knochen bestehen makroskopisch aus zwei unterschiedlichen
Knochengeweben: Substantia Spongiosa und Substantia Compacta. Die Compacta
bildet die dichte, stabilere AuBenzone, welche die Spongiosa, das schwammartige
Gitterwerk aus dunnen Platten und Balkchen umgibt [41]. Spongiosa und Compacta
lassen sich, aufgrund ihrer Relation und Beschaffenheit, radiologisch und Klinisch in
verschiedene Knochendichten einteilen. Lekholm und Zarb teilten 1985 den Knochen in
vier Typen ein: Typ 1: fast ausschlieBlich kompakte Knochensubstanz, Typ 2: dichte
Spongiosa umgeben von breiter Kortikalis, Typ 3: dichte Spongiosa umgeben von
dinner Kortikalis, Typ 4. lockere Spongiosa umgeben von dinner Kortikalis. Diese
Einteilung wurde 1990 von Misch und letztendlich 2003 von Engels verfeinert, der die
Knochenklassen D1 bis D4 anhand von Knochendichtemessungen in Hounsfield-
Einheiten (HE) unterteilte [42, 43].

Der feinstoffliche Aufbau des Knochens unterscheidet sich bei Erwachsenen nicht
hinsichtlich des Alters oder Geschlechts. Quelch et al. bestimmten die Werte bei einem
normalen ausgewachsenen, menschlichen Oberschenkelknochen, die in Tabelle 1
zusammengefasst sind [44, 45]. Anorganisches Phosphat befindet sich zu ca. 50 % und
Calcium zu ca. 35% im mineralischen Anteil der Knochengrundsubstanz. Die
verbleibenden 15 % enthalten Citrat, Karbonat, Natrium, Magnesium, Fluor und
Spurenstoffe [40]. Mikroskopisch gesehen, ist der Knochen aus kleinen Bauelementen,
den mineralisierten Kollagenfasern, aufgebaut. Der mineralisierte Anteil besteht in
erster Linie aus Apatitkristallen, bei denen die Calciumphosphate ca. 40 % ausmachen
und davon wiederrum 60 % aus Hydroxylapatit bestehen [44]. Der organische Anteil
bestent zu 90-95% aus Kollagen [40], speziell Kollagen Typ | [46].
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In der mineralisierten Extrazellularmatrix finden sich neben dem Kollagen noch
Osteocalcin, Osteonectin, Bone Sialoproteine (BSP), Phosphoproteine, Proteoglykane
und Proteine flr die Forderung des Knochenwachstums [46]. Aus chemischer Sicht ist
Knochen ein Verbundwerkstoff aus Kollagen und Calciumphosphat, der durch seine
physiologischen Flissigkeiten seine Elastizitat erhalt. Seine Porositét ist von enormer
Wichtigkeit fir den Stoffaustausch, die Zugénglichkeit der Zellen, z.B. fir die
Blutbildung und die mechanische Stabilitat [47].

Tabelle 1: Zusammensetzung des menschlichen Knochens nach Quelch [45] (alle Werte gelten fir
trockenen Knochen)

Bestandtil normaler, erwachsener, menschlicher
Femur
Mineralischer Anteil 66,8 %
Organischer Anteil 275 %
Carbonate 5,6 %
Nichtkollagene organische Matrix 2,8 %
Calcium 258,7 mg/g
Phosphor 116,0 mg/g
Ca/P (mg/mg) 2,24
Sialinséure 1,96 umol/g
Hydroxyprolin 32,8 mg/g

2.1.1 Calciumphosphate

Wie im vorherigen Kapitel besprochen, machen die Calciumphosphate (CaP) einen
groBen Teil im menschlichen Kdrper aus. Sie kommen nicht nur im Knochen, sondern
auch in den Zahnen und zusatzlich als pathologische Verkalkungen in Form von
Zahnstein, Blasensteinen und arteriosklerotischen Ablagerungen vor [47]. Da die
chemisch hergestellten Calciumphosphate dem biologischen Apatit recht nahe kommen
[48], nehmen sie einen grofRen Stellenwert in Medizin und Zahnmedizin ein. Die
Verwendung reicht von dentalen Implantaten und  Knochenzementen
bzw. -ersatzmaterialen, bis hin zu Endoprothesen [47, 49, 50]. Die herausragende
Eigenschaft der Calciumphosphate ist, dass sie sich aufgrund ihrer chemischen

Ahnlichkeit zum Knochen direkt mit diesem verbinden und somit einen sehr starken
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Implantat-Knochen-Kontakt herstellen [51]. Dieser Ahnlichkeit ist es auch zu
verdanken, dass sie vom Organismus nicht als Fremdkorper eingestuft werden und

deshalb keine toxischen oder entziindlichen Reaktionen zeigen [52].

Hydroxylapatit, mit der Summenformel Cas(PO,)30OH, ist die wichtigste anorganische
Komponente im menschlichen Knochen und deshalb das bevorzugte Material fur die
Modifikation von Oberflachen [19]. Als Hauptbestandteil des Knochens verfiigt
Hydroxylapatit nicht nur Uber eine hohe Biokompatibilitat, sondern fordert auch die
biologische Aktivitat. Es ist als Implantatbeschichtung in der Lage einen starken
chemischen Verbund zum Knochen herzustellen, die Einheilzeit des Implantates zu
verkirzten, die Freisetzung von Metallionen zu reduzieren und die Osteointegration
(siehe Kapitel 2.1.4) zu verbessern [11, 24, 47, 49, 50, 53]. Es besitzt ein Ca/P-
Verhdltnis von 1,67 und ist das am schlechtesten loslichste und damit stabilste
Calciumphosphat. Ein Ersetzen des Hydroxidions durch Fluorid oder Chlorid fihrt zu
einer hoheren Stabilitat des Kristallgitters [47], indem es die Loslichkeit reduziert [54].
In Zahnen fordert es die Remineralisierung und einen Anstieg der Harte [55].
Hydroxylapatit wird nur langsam resorbiert [49, 50] und die Regulation seiner
Bestandteile bzw. des Calcium- und Phosphathaushalts erfolgt im Koérper durch die
Beteiligung der Hormone Calcitionin, Calciferole (Vitamin D) und Parathormon. Die
Resorption der Calcium- und Phosphationen findet im Darm tber Absorption statt. In
der Niere erfolgt stattdessen nur die Calciumresorption, wéhrend die Phosphatresorption
gehemmt wird. Im Knochen sezernieren die Osteoklasten Salzséure, wodurch sich die
mineralischen Bestandteile auflésen und die Calcium- und Phosphationen freigesetzt
werden. Die organischen Verbindungen des Knochens werden dann mit Hilfe von
Enzymen abgebaut [41, 56].

Bruschit besitzt die Summenformel CaHPO, - 2 H,O und kristallisiert leicht aus
wassriger Losung heraus, die Calcium- und Phosphationen beinhaltet. Biologisch findet
sich Bruschit hdufig in pathologischen Verkalkungen wie Blasensteinen, Zahnstein und
der Chondrocalcinose (Pseudogicht) wieder. Es entsteht in der intermedidren Phase der
Knochenbildung und bei der Demineralisierung von Zahnschmelz [47, 57]. Chirurgisch

wird es in Form von Calciumphosphatzementen als Knochenersatzmaterial
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verwendet [58] und spielt als Beschichtungsmaterial eine immer grofiere Rolle [20, 28].

Oberhalb von 80 °C entwaéssert es leicht zu Dicalciumphosphat-Anhydrat (Monetit).

Monetit ist die wasserfreie Form von Bruschit mit der Summenformel CaHPO,.
Es kristallisiert wie Bruschit aus wassriger Losung, jedoch erst oberhalb von 100 °C.
Monetit findet sich nicht in physiologischen und pathologischen Verkalkungen wieder,

wird aber auch als Knochenersatzmaterial in Form von Zement verwendet [47, 59].

2.1.2 Osteokonduktion

Der Knochen ist das Gerlst des Menschen und gibt dem Korper als knéchernes Skelett
seine Form. Die Knochen gehtren wie Knorpel, Gelenke, Bandscheiben und Bander
zum passiven Teil des Bewegungsapparates. Zum aktiven Teil des Bewegungsapparates
zahlt die Skelettmuskulatur mitsamt der Faszien, Sehnen, Sehnenscheiden und
Schleimbeutel. Alles zusammen kann unter dem Begriff muskuloskelettales System
zusammengefasst werden und sichert sowohl die Haltung des Menschen, als auch die
Bewegung und Fortbewegung. Eine Schadigung des Knochens kann durch Unfélle und
Verletzungen oder Erkrankungen, wie zum Beispiel entzlindliche Prozesse oder
Tumoren hervorgerufen werden [60, 61]. Die Grofle bzw. das Ausmal der
Knochenschadigung spielt fir die spatere Heilung eine entscheidende Rolle. Diesem
Umstand beschreibt der Begriff der kritischen DefektgroBBe. Der ,,critical size defect™
wird definiert als die kleinste Grofl3e eines kndchernen Defektes, bei der die Heilung
nicht spontan wéhrend der Lebenszeit des Lebewesens erfolgt [62, 63]. Die
Regeneration dieses Defektes endet in der Formation von fibrésem Bindegewebe und
nicht in der von Knochen. Die GroBe des ,,critical size defect” ist abhdngig von der
Rasse und Spezies, sowie vom Alter des Lebewesens und von der Lokalisation des
Defekts im  Skelett [64]. Der Erforschung und Entwicklung von
Knochenersatzmaterialen kommt deshalb eine wichtige Rolle zu, damit es durch die
oben genannten Verletzungen des Knochens nicht zur Bildung von fibrésem
Bindegewebe oder gar zum Knochenverlust kommt. Die Knochenersatzmaterialen
dienen zur Auffillung der vorhandenen ossaren Defekte und sollen die Heilung
begtinstigen. Aus diesem Grund sollten die Materialen osteokonduktive Eigenschaften
besitzen. Die Osteokonduktion ist die Eigenschaft eines Materials, eine Leitstruktur fr

die Neuanlagerung von Knochen zu liefern und das Einwachsen des umgebenden
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Knochengewebes zu ermdéglichen [65]. Die Oberflachenbeschaffenheit der Materialen
erlaubt ein Wachstum auf sich selbst oder hinein in Poren und Kanéle [66]. Die
vorhandenen pordsen Strukturen beginstigen das Einsprossen von GefaRRen, sowie
durch die Wirkung bestimmter Zellmediatoren, die Ansammlung, Bildung und
Differenzierung von Zellen zur Knochenreparatur und -neubildung [67].
Albrektsson et al. fanden heraus, dass dazu eine volle Vaskularisation notwendig ist und
es sowohl von dem verwendeten Biomaterial als auch von seinen Reaktionen abhangt
[66].

2.1.3 Osteoinduktion

Im Gegensatz zur Osteokonduktion beschreibt die Osteoinduktion den Vorgang, bei
dem das Implantat die Differenzierung der knochenbildenden Zellen im perivaskuldren

Bindegewebe und Knochen stimuliert.

Der Knochen ist ein netzwerkartiges Gewebe, das sich aus lebenden Knochenzellen und
einer extrazelluldren Matrix zusammensetzt. Die Bestandteile der extrazellularen Matrix
sind im Kapitel 2.1 beschrieben. Die Knochenzellen lassen sich in vier Zellgruppen, die
Osteoblasten, Osteoklasten, Osteozyten und Saumzellen oder Bone-Liningzellen,
unterteilen. Die Osteoblasten sind fur die Knochenbildung verantwortlich und sie
entwickeln sich durch die Umwandlung von undifferenzierten mesenchymalen
Vorlauferzellen tber Preosteoblasten, von denen die osteogene Induktion ausgeht, bis
zu Osteoblasten und am Ende zu Osteozyten [65, 66]. Die bereits existierenden
Osteoblasten waren ohne Neubildung und -differenzierung nicht in der Lage,
bestehende Defekte oder den Knochenumbau adaquat zu reparieren bzw. zu
gewahrleisten. Die F&higkeit der Knochenneubildung (Osteoneogenese) durch die
genannte Umwandlung, wird von diversen Mediatoren wie Wachstumsfaktoren,
Mitogenen und Differenzierungsproteinen gesteuert [67, 68]. Die Osteozyten
entwickeln sich, wie oben beschrieben, aus Osteoblasten und sind von der
mineralisierten Knochenmatrix umschlossen. Sie modulieren die Signale, die von der
mechanischen Belastung entstehen und steuern so den Auf- und Abbau des
Knochengewebes [69]. Die Osteoklasten sind aus einkernigen Vorlauferzellen

fusionierte mehrkernige Zellen, die die Knochensubstanz abbauen. Die Saumzellen



2. Kenntnisstand

bedecken die inaktive Knochenoberflache, sind am Knochenumbau mitbeteiligt und

haben eine wichtige Rolle bei der Skelettreparatur nach einer Verletzung [70, 71].

Die Neubildung von Knochen kann auf zwei verschiedenen Wegen stattfinden. Der
neue Knochen kann sich direkt aus Bindegewebe (desmale Ossifikation) oder indirekt
uber Knorpel als Zwischenstufe bilden (chondrale Ossifikation). Bei der desmalen
Ossifikation differenziert sich gut vaskularisiertes Mesenchym (embryonales
Bindegewebe) zu Osteoblasten, die die Knochengrundsubstanz (Osteoid) produzieren,
die anschlielfend mineralisiert. So bilden sich kleine Knochentrabekel, die zu groReren
Strukturen fusionieren und die primére Spongiosa bilden. Das weitere Wachstum
geschieht durch die dufRere Anlagerung von neuer Knochensubstanz (appositionelles
Wachstum) und aus der priméren Spongiosa wird die Compakta. Beispiele fir die
desmale Ossifikation sind die Knochen des Schadeldachs und des Gesichtsschadels

sowie das Schlusselbein.

Bei der chondralen Ossifikation differenziert sich das mesenchymale Bindegewebe zu
Chondroblasten, die ein knorpeliges Modell des zukiinftigen Knochens bilden. Der
Knorpel wird vom Perichondrium umgeben. Dieses Modell wird kontinuierlich durch
Chondroklasten abgebaut und mit Hilfe von Osteoblasten durch Knochen ersetzt. Die
Verkndcherung findet sowohl von auen her (perichondrale Ossifikation) als auch von
innen (enchondrale Ossifikation) statt. Bei der Verkntdcherung von aulRen differenzieren
sich Osteoblasten auf halber Hohe der zukinftigen Diaphyse (Knochenschaft). Die
Osteoblasten bilden eine Knochenmanschette, die sich im weiteren Verlauf nach
proximal und distal verlangert. Das anfangliche Perichondrium wird zum Periost, von
dem das Dickenwachstum der Manschette ausgeht. Die enchondrale Ossifikation
beginnt im Inneren der Knochenmanschette mit der VergrofRerung von Chondrozyten
und deren Mineralisation der interterritorialen Knorpelmatrix. In die Knorpelmatrix
wachsen BlutgefaBe und Mesenchymzellen ein. Aus den Mesenchymzellen
differenzieren sich Chondroklasten und Osteoblasten. Die Chondroklasten bauen einen
Teil der mineralisierten Knorpelmatrix ab und die noch vorhandene Matrix wird von

den Osteoblasten als Gerlist zur Ablagerung von Knochengewebe genutzt.
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2.1.4 Osteointegration

Der Begriff Osteointegration bzw. Osseointegration geht zuriick auf Per-Ingvar
Branemark, der ihn erstmals beschrieb. Er bezeichnet die direkte, im
lichtmikroskopischen Bereich sichtbare, strukturelle und funktionelle Verbindung
zwischen lebendem Knochengewebe und der Oberflache eines belasteten Implantates
[66, 72, 73]. Bei diesem Phdnomen wéchst der Knochen direkt an die
Implantatoberflache heran, ohne dass sich dazwischen noch Kollagen oder eine
Fibroblasten-Matrix befinden. Die Osteointegration ist zudem ein Mal} fur die Stabilitat
eines Implantates, welche in zwei Kategorien eingeteilt wird. Die Primarstabilitat
entsteht durch die Presspassung direkt nach dem Einbringen in das Implantatbett. Die
Stabilisierung in der Knochenwunde erfolgt passiv durch die Friktion mit dem
umgebenden Knochen. Je dichter der Knochen ist, umso hoher wird die Primérstabilitét
des Implantates sein. Die Sekundérstabilitdt oder biologische Stabilitadt beschreibt das
Einwachsen des Implantats durch Knochenregeneration und Remodeling und ist fir den
Langzeiterfolg entscheidend [74, 75]. Die Einheilung des Implantats kann in drei
Stadien unterteilt werden. Das Stadium 1 beschreibt die Wundheilung und
Geflechtknochenkallusbildung. Nach der Implantation kommt es im periimplantéren
Gewebe zur Blutstillung und Organisation des Koagulums durch Granulationsgewebe.
Der Kontakt des Blutes mit dem Implantat fihrt zur Sezernierung von
Wachstumsfaktoren, welche eine Migration von endothelialen und osteogenen Zellen
zur Folge haben [76]. Die Geflechtknochenbildung beginnt ca. in der zweiten Woche
nach der Implantation und geht von intakten endostalen und periostalen Oberflachen
aus. Wie bei der Spaltheilung kann auch hier der Geflechtknochen lebende oder avitale
Knochenoberflichen nutzen, um Distanzen bis zu 1 mm zu Uberbriicken [77]. Das
avitale Knochenmateriel wird aber im weiteren Verlauf durch vitales Knochenmaterial
ersetzt. Das Stadium 2 beschreibt die lamellare Verdichtung und Umbauvorgange. Die
Osteoblastensdume bilden primére Osteone an den endostal, periostal und periimplantér
neugebildeten Geflechtknochenstrukturen. Durch dieses Modelling kommt es aufgrund
von hoher mineralisierten und lamelldren Knochen zur Stabilisierung des Implantates
und ebenso zur Sklerosierung der Implantatumgebung [78]. Des Weiteren erfolgen
bereits Umbauprozesse (Remodelling) von Geflechtknochen hin zu Lamellenknochen

[79]. Das Stadium 3 ist von Reifung und Anpassung gepréagt. Der gebildete Knochen
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kann sich in Gegenden hoherer Belastung verstirken (periimplantare Sklerosierung)
oder es werden Uberschissige periostale und endostale Kallusbildungen resorbiert
[79, 80]. Diese funktionelle Adaptation des Knochens an die verschiedenen Belastungen

und Kréfte, die auf das Implantat einwirken, erfolgt zeitlebens [77].

2.2 Titan als Implantatmaterial und seine Eigenschaften

Zahlreiche Ergebnisse aus Forschung und Entwicklung haben gezeigt, dass Materialen,
die in den Korper eingebracht werden sollen, spezielle Anforderungen erfullen missen.
Am Anfang des 19. Jahrhunderts wurden viele Metalle und Legierungen, wie Kupfer,
Zink, Eisen, Silber und Nickel als Implantatmaterial getestet [81, 82] und riefen reaktive
Prozesse, wie Toxizitat, Allergie, Fremdkorperreaktion oder Kanzerogenitat im Korper
hervor [83]. Mit diesen Reaktionen sind sie fir diese Verwendung ungeeignet [82]. Die
heute am haufigsten in der Chirurgie verwendeten Implantatmetalle sind Edelstahl,
Cobalt-Chrom (Co-Cr) und Titan bzw. Titanlegierungen. Edelstahl und Co-Cr gelten als
biotolerant und werden von einer Bindegewebsschicht umgeben, die sich zwischen
Knochen und Implantat befindet [84]. Die Bindegewebsschicht fuhrt sowohl zu einer
schlechteren Kraftlibertragung zwischen Implantat und Knochen, als auch zu einer
minderwertigeren Fixierung des Implantates im Knochen [82]. Im Edelstahl ist Nickel
ein Hauptbestandteil und es kommt unter physiologischen Bedingungen zu korrosiven
Prozessen. Im Blutserum betrdgt die Nickelkonzentration ca. 10 nM und im
Skelettmuskel ca. 3 nM und ist damit geringer als die Loslichkeitsgrenze fur
physiologische pH-Werte. Im  Kontaktgewebe um Implantate liegt die
Metallkonzentration weit Uber dem Wert flir normalen Muskelgewebe und reicht an die
Toxizitatsschwelle  far  Nickel heran, was eine  Sequesterbildung  bei

Edelstahlimplantaten zur Folge haben kann [72].

Bioinerte Materialen sind dagegen durch eine fehlende Freisetzung toxischer
Substanzen charakterisiert und besitzen eine stabile Oxidschicht auf ihrer Oberflache
[52, 85]. Titan ist solch ein Material und wird als Titanlegierung oder als Reintitan
verwendet. Die benutzten Legierungen sind z.B. Titanium-6 Aluminium-4 Vanadium
(Ti-6Al-4V) oder Titanium-6 Aluminium-7 Niob (Ti-6AL-7Nb). Beide besitzen eine
hohere Dehngrenze als Reintitan und verfugen tber eine hohe Zugfestigkeit [72]. Da

sich Aluminium und Vanadium aus der Legierung herauslésen kdnnen, besteht die
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Gefahr einer toxischen Reaktion im Gewebe [86, 87]. Titan ist ein hochreaktives
Material mit einer hohen Affinitdt zu Sauerstoff und Wasserstoff. Unter Luft oder in
wassrigen Medien ist Titan mit einer diinnen, passiven Oxidschicht Gberzogen, die das
Metall gegen Korrosion schutzt. Die Oxidschicht kann sich bei einer Beschadigung
durch Reoxidation selbst reparieren. Dieser gute Korrosionsschutz und die fehlende
Toxizitdt auf Makrophagen oder Fibroblasten, sowie das Ausbleiben einer
entzindlichen Reaktion im periimplantdren Gewebe flihren zu einer sehr guten
Biokompatibilitat [52, 74, 88, 89]. Das hat den positiven Effekt, dass keine Metallionen

frei werden und in das umliegende Gewebe gelangen kénnen [72].

Das Reintitan hat sich als dentales Implantat durchgesetzt und seine Festigkeit wird
durch die Reaktion mit Sauerstoff und Stickstoff erhoht [42]. Die Reinheit des Titans
unterteilt sich in die Grade 1 - 4. Zwischen den einzelnen Graden andert sich der
prozentuale Anteil von Sauerstoff, Eisen, Wasserstoff, Kohlenstoff und Stickstoff.
Ahmad et al. zeigten, dass selbst die geringen Unterschiede in der stofflichen
Zusammensetzung zwischen Grad 1 und 4 ausreichten, um eine verénderte Zellantwort
hervorzurufen [90]. Ebenso wie die biologischen Eigenschaften veranschaulichen auch
die mechanischen Eigenschaften von Titan gegenuber anderen Metallen oder
Legierungen seine Attraktivitat als bevorzugter Implantatwerkstoff [88, 91]. Die Hohe
des Elastizitaitsmoduls ist ausschlaggebend flur die mechanische Kompatibilitat
zwischen Knochen und Implantat und dem dort stattfindenden Heilungsprozess.
Ti-6Al-4V besitzt im Gegensatz zu Edelstahl (200 GPa) und einer Co-Cr-Mo Legierung
(210 GPa) nur einen E-Modul von 110 GPa, welcher immer noch ca. 5x héher als der
von Knochen (25 GPa) ist. Ist der Unterschied zwischen den E-Moduln von Knochen
und Implantat zu groB, veréndert sich die Kraftiibertragung in den umgebenden
Knochen und verursacht eine Remodelierung des Gewebes. Dieses Phanomen nennt
sich Stress Shielding und die daraus entstehende Knochenatrophie kann zu
Implantatverlust fuhren. Ein dem Knochen &hnliches Elastizitdtsmodul fordert die
Osteointegration und vermeidet Stress Shielding [52, 92, 93]. Mit Hilfe der
aullergewohnlichen Eigenschaften hat sich Titan als Material der Wahl fiir Implantate
etabliert. Neuere Studien zeigen, dass Titan auch als Allergen wirken kann. Aus diesem
Grund verweisen die Forscher auf diagnostische Untersuchungen, um eine mdgliche

Allergie auszuschlieRen [94-96].
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2.3 Beschichtung von Implantaten

Wie Dbereits in Kapitel 2.2 erwdhnt wurde, besitzen bestimmte Metalle als
Implantatmaterial selbst hervorragende Eigenschaften, wie z.B. die Stabilitdt und
Flexibilitdt. Der Metallkdrper ist damit fir die lasttragenden Eigenschaften des
Implantates verantwortlich. Gerade bei Titanimplantaten ist jedoch die passivierende
Oxidschicht die biologisch aktive Komponente, die mit dem umliegenden Gewebe
interagiert. Fir ein stabiles, reizloses und osteointegriertes Implantat ist diese
Gewebeinteraktion und das damit verbundene Interface von groRer Bedeutung. Somit
war es naheliegend, dass die Verbesserung der Implantatoberflichen ein Grund fur
weitere Forschungen war. Das Ziel war die Kombination von den oben genannten
werkstofflichen  Eigenschaften des  Metallkérpers und den  osteophilen
Oberflacheneigenschaften der Beschichtung. Es zeigte sich, dass sich raue und pordse
Oberflachen positiv auf die Anlagerung von Knochen und die initiale Stabilitat
auswirken [9, 97]. Die Osteoblasten zeigten bei rauen oder pords beschichteten
Oberflachen eine hohere Synthese von Extrazellularmatrix mit anschlieRender
Mineralisation. Die Porositdten bewirken eine OberflachenvergroRerung, in welche
zundchst Fibrin einwéchst und sich vernetzt. Der entstandene bindegewebige Kallus
mineralisiert anschlieBend und erhdht aufgrund der Mikroretention die Priméarstabilitat.
Hench et al. beschrieben bei einer Porengrole < 150 pum nur das Einwachsen einer
knorpeligen Substanz ohne die nachfolgende Mineralisation [98]. Dabei fallt auf, dass
der mittlere Porendurchmesser der intertrabekuléren Spongiosa bei etwa 150 pm liegt.
Bei eben dieser PorengroRe wiesen Clemow et al. die grofite Verbundfestigkeit
(Scherfestigkeit) zwischen Knochen und Titanimplantaten nach [99]. Neben der
Widerstandsfahigkeit gegeniiber hoheren Scherkréften, muss bei der Entfernung von
Implantaten auch ein gréReres Drehmoment aufgebracht werden [7, 100-102]. Die
Fixation und schnellere Osteointegration fuhren letztendlich auch zum Anstieg der
Langzeitstabilitdt. Die verschiedenen Oberflichenbehandlungen von Implantaten
konnen in additive und subtraktive Methoden eingeteilt werden und reichen von
Sandstrahlen, Schleifen und Polieren, iiber Atzen bis hin zu Anodisieren, Beschichten
und die Verwendung eines Lasers. Auch Kombinationen der Methoden sind im Einsatz
[8, 103, 104].
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Das Sandstrahlen ist eine der ersten und altesten Methoden um eine raue
Implantatoberflache zu erzeugen und die Osteointegration zu verbessern. Dabei werden
keramische Partikel, wie Titanoxid, Aluminiumoxid oder Calciumphosphate mit hoher
Geschwindigkeit mittels Pressluft auf die Implantatoberfliche geschossen. Die
Geschwindigkeit und die GroRe der Partikel beim Auftreffen auf die Oberflache der
Implantate sind die wichtigsten Parameter, die die Oberflachenrauigkeit beeinflussen.
Die PartikelgroRe variiert normalerweise zwischen 25 bis 250 pum und erzeugt damit
eine Oberflachenrauigkeit bestehend aus Vertiefungen und Gruben von 1,2 bis 2,2 um
[105-107]. Das Bestrahlen von Implantaten mit Aluminiumdioxid kann durch die hohe
Aufprallgeschwindigkeit dazu flihren, dass trotz anschlielender Reinigung Partikel auf
der Implantatoberflache verbleiben. Verschiedene Untersuchungen legten nahe, dass das
Aluminium als ein potenzielles Risiko flr die Langzeit-Osteointegration der Implantate
angesehen werden konnte [106-109].

Im Gegensatz zum Sandstrahlen entsteht durch das Schleifen eine maschinell gefertigte
Oberflache, die glatter als die sandgestrahlte ist und nur flache Rillen besitzt. Die

Rauigkeit der Oberfl&che liegt zwischen 0,5 bis 1 um.

Die chemische Oberflachenbehandlung zur Steigerung der Obenflachenrauigkeit erfolgt
mittels Sduredtzung. Dabei sollte die Implantatoberflaiche so modifiziert werden, dass
keine Rickstande wie nach dem Sandstrahlen zu finden sind. Des Weiteren sollte damit
die ungleichméilige Behandlung der Oberflaiche vermieden und der Verlust von
Metallsubstanz aus dem Implantatkorper kontrolliert werden. Das homogene Aufrauen
der Implantatoberflache, unabhéngig von Form und GroRe, wird im Sdurebad mit
verschieden starken Sduren, wie Salzsdure (HCI), Schwefelsdaure (H2SOy),
Phosphorsédure (H3PO,), Flusssaure (HF) und Salpetersdure (HNO3) durchgefiihrt. Das
Aussehen der erodierten Oberflache kann tiber die Sdurekonzentration, die Zeit und die
Temperatur gesteuert werden. Iwaya et al. zeigten in ihrer Studie, dass das Atzen in
konzentrierter Schwefelsaure zu einer raueren Titanoberflache filhrte, als das Atzen mit
Salzsdure, Phosphorsdure, Flusssdure oder Salpetersaure [107, 110, 111]. Mehrere
experimentelle und klinische Berichte zeigten, dass eine gedtzte Implantatoberflédche, im
Gegensatz zu einer nicht geétzten, maschinell gefertigten Oberflache, eine viermal
grolere Festigkeit im Knochen aufwies [104, 107].
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Die Kombination aus dem Sandstrahlen und der Sduredtzung (SLA: Sand-blasted,
Large-grit, Acid-etched) zeigte in den 1990er Jahren in Studien vielversprechende
Ergebnisse. Die Implantatoberflaiche wurde zuerst mit einer Kérnung von 250 bis
500 um sandgestrahlt, was eine Makrorauheit von ca. 20 bis 40 pum erzeugte.
AnschlieBend erfolgte das Saurebad mit einer Mischung aus Salzsdure und
Schwefelséure, wodurch eine Mikrorauheit von ca. 2 bis 4 um erreicht wurde [106, 107,
111]. Die SLA Oberflache flhrte im Vergleich zu einer Titan-Plasma gespritzten
Oberflache zu einem besseren Knochenkontakt [110] und die Mischung von Salz- und
Schwefelsdure  hat einen  zusétzlichen stimulierenden Einfluss auf die
Knochenanlagerung [97]. Im Gegensatz zu einer maschinell gefertigten Oberflache wies
die SLA Oberflache der Implantate eine grolRere Scherfestigkeit der Knochen-
Implantat-Kontaktflache auf und die mittleren Ausdrenmomentwerte waren etwa 30%
hoher [104]. Diese positiven Osteointegrationseigenschaften machten unter bestimmten
Bedingungen eine verringerte Einheilzeit der Implantate und eine vorhersagbare friihere
Belastung mdglich [107, 112-114].

Eine weitere Maoglichkeit die Oxidschicht bzw. die Oberflache von Titanimplantaten zu
modifizieren, ist das Anodisieren. Das Anodisieren ist ein elektrochemisches Verfahren,
bei dem die Titanimplantate in einen Elektrolyten, wie Schwefelsdure (H2SO,),
Essigsaure (CH3COOH) oder Phosphorsaure (HsPO,), getaucht werden und eine
Spannung angelegt wird. Die Dicke bzw. das Wachstum der entstehenden Oxidschicht
kann durch die angelegte Stromdichte, die Elektrolytkonzentration, die
Elektrolyttemperatur, die Rihrgeschwindigkeit und das Verhéltnis der Oberflache von
Kathode zu Anode variiert werden [111, 115]. Sul et al. zeigten in ihren
Untersuchungen, dass die Oxidschichtdicke unter Verwendung von Essigsdure als
Elektrolyt auf bis zu 1000 nm ansteigen kann. Das Verandern der elektrochemischen
Parameter fuhrte weiterhin zu verschiedenen Eigenschaften der Oxidschicht, wie die
PorengroRe, die Porositdt und die Oberflachenrauigkeit [116]. Im Vergleich zu
maschinell gefertigten Implantatoberflachen wiesen die anodisierten
Implantatoberflachen eine verstirkte Zelladh&sion und Zellproliveration, sowie eine
fehlende Zytotoxizitat auf [111]. Die Verdickung der Oxidschicht verbessert zudem
deutlich die Knochenantwort zwischen der Titanoberfliche und dem umliegenden
Knochen bei der Osteointegration [117, 118].
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Der Einsatz eines Lasers zur Veranderung der Implantatoberflache ist in der heutigen
Zeit ebenso in den Fokus von Forschung und Entwicklung gertickt. Der Laser ist in der
Lage die Oberflache kontaktfrei, mit hoher Genauigkeit und Effizienz zu bearbeiten. Es
kommen CO,-Laser und Nd:YAG-Laser (Neodym-dotierter Yttrium-Aluminium-
Granat-Laser) zum Einsatz, die entweder Material von der Oberflache abtragen oder
auch bioaktive Materialien (z.B. Calciumphosphate) als Substrat auftragen. Die
biomechanischen Eigenschaften der endgultigen Oberfliche werden dabei durch
Energiedichte, Wellenldngenbreite, Scangeschwindigkeit und Pulsfrequenz des Lasers
beeinflusst [111, 119]. Die mittels Laser veranderte Implantatoberflache unterstiitzt die
Osteointegration, indem sie die Harte, die Korrosionsbestandigkeit und die Reinheit der
Oxidschicht erhoht [120]. Im Tierversuch an Hasen musste bei den mittels Laser
bearbeiteten Implantaten ein groReres Drehmoment bei der Entfernung aufgebracht
werden, als bei den Implantaten mit maschinell gefertigter Oberflache [121, 122].
Gaggl et al. verglichen Implantate mit einer Oberflachenbehandlung mittels
Sandstrahlen, Schleifen und Laser. Dabei kamen Sie zu dem Schluss, dass die optimale
Oberflache mit der geringsten Verunreinigung bei den laserbehandelten Implantaten zu
finden war [123].

2.3.1 Plasmaspritztechnik

Seit die hervorragenden Eigenschaften der Calciumphosphate erforscht und zunehmend
bekannt wurden, gab es stetige Versuche diese als Beschichtung auf Metallimplantaten
einzusetzen. Die meist genutzte Methode, um Implantate mit keramischen
Beschichtungen zu versehen, ist die Plasmaspritztechnik [14]. Schon in den 80er und
90er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde erkannt, dass die Implantatbeschichtung eine
attraktive Alternative ist, um die positiven Eigenschaften von Metall und
Calciumphosphaten zu kombinieren [10]. Die verwendeten Calciumphosphate sind z.B.
Hydroxylapatit, Bruschit und Monetit. Mit der Plasmaspritztechnik werden keramische
Partikel bei sehr hohen Temperaturen (15.000 °C) in einen Plasmabrenner gespritzt und
stark beschleunigt. Das durch den Plasmabrenner stromende Gas ist Argon oder
Wasserstoff. Dabei schmelzen die Partikel in der Plasmaflamme, verfestigen sich durch
den Aufprall auf das Metallsubstrat und bilden eine dinne Schicht. Das
Plasmaspritzverfahren kann unter Umgebungs- oder Niederdruckbedingungen

durchgefihrt werden. Um die Haftfestigkeit der Beschichtung auf den Implantaten zu
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erhéhen und dichtere Schichten zu erhalten, kann das Plasmasprayen auch unter
Vakuum durchgefiihrt werden. Eine zusétzliche Erhohung der Retention auf der
Implantatoberflache wird durch Sandstrahlen oder &hnliche Methoden erreicht
[52, 124].

Aufgrund der hervorragenden Biokompatibilitat von z.B. Hydroxylapatit kommt es bei
den beschichteten Implantaten zu einer rascheren Neubildung von Knochen direkt auf
dem Implantat ohne eine dazwischenliegende Bindegewebsschicht. Der Knochen
wachst schnell in die vorhandenen Poren der Beschichtung ein, was die priméare
Fixation verbessert und zu einer hoheren Langzeitstabilitat fihrt. Die Beschichtung
verhindert zudem ein Freiwerden von Metallionen und schiutzt damit das umliegende
Gewebe [11, 12, 74, 125-127].

Die hohen Temperaturen, die wahrend des Plasmaspritzens auftreten, liegen weit ber
dem Schmelzpunkt von Hydroxylapatit und verdndern dessen Kristallinitat, was zu
einem starken Anstieg des amorphen Anteils fuhrt [13, 18]. Durch den Prozess kann es
zur Transformation zwischen den Phasen kommen, sodass sich Tricalciumphosphate
oder Tetracalciumphosphate bilden kénnen [128]. Sie besitzen unterschiedliche Ca/P-
Verhéltnisse und beeinflussen damit nicht nur die Stabilitdt der Beschichtung, sondern
auch ihre Loslichkeit und die Reaktion des Knochens [16]. Somit ist es schwer,
Beschichtungen mit prézisen physikalischen und chemischen Eigenschaften
herzustellen [128]. Treten wéhrend des Plasmaspitzens Temperaturschwankungen auf,
ist eine Schwachung der Beschichtung nicht auszuschlieRen. Briiche, Lufteinschlusse,
oxidierte Uberhitze Partikel und nicht geschmolzene Partikel sind Faktoren, die die
mechanische Festigkeit und die Haftung zwischen Beschichtung und Implantat
signifikant reduzieren koénnen [52]. Ein weiteres Problem liegt in der schlecht zu
regulierenden Dicke der Beschichtung. Es zeigte sich schnell, dass dinnere
Beschichtungen mit 50 um hoéheren Scherkrafte widerstanden, als dickere mit 200 pum.
Kam es zur Fraktur zwischen Implantat und Knochen, brach die Verbindung bei 50 um
zwischen Beschichtung und Knochen, bei 200 um jedoch zwischen Beschichtung und
Implantat [10, 12]. Die dinneren Schichten wiesen eine bessere Stabilitdt nach der
Implantation auf, wéhrend eine dickere Beschichtung zu einer héheren Briichigkeit der

Calciumphosphate fiihrte [129]. Eine grof’e Schwierigkeit besteht zudem in der
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Herstellung von gleichmaRigen, diinnen Beschichtungen bei kompliziert gestalteten
Oberflachen der Implantate (z.B. Riefen bei Schrauben) [26, 130].

2.3.2 Elektrochemische Abscheidung

Die unterschiedlichen Methoden der elektrochemischen Abscheidung sind Verfahren
mit vergleichsweise geringem technischen Aufwand, die entweder anodisch (anodische
Oxidation) oder kathodisch (elektrophoretische oder kathodische Abscheidung)
ablaufen konnen. Die elektrophoretische Abscheidung (EPD) ist ein Kkolloidales
Verfahren, bei dem geladene Partikel, die in einem fliissigen Medium dispergiert oder
suspendiert sind, aufgrund eines elektrischen Feldes angezogen werden und sich auf
einen entgegengesetzt geladenen Substrat abscheiden [131, 132]. Sie kann in zwei
Teilschritte unterteilt werden. Im ersten Schritt wandern die geladenen Teilchen in einer
Suspension, unter Einfluss eines angelegten elektrischen Feldes, zur entgegengesetzt
geladenen Elektrode. Im zweiten Schritt sammeln sich die Teilchen an einer der
Elektroden und scheiden sich auf ihr ab [131, 133]. Wie von Van der Biest et al.
beschrieben wurden, kann die elektrophoretische Abscheidung auf jeden Feststoff
angewendet werden, der in Form eines feinen Pulvers (< 30 um) oder einer kolloidalen
Suspension vorliegt. Daflr eignen sich zum Beispiel Metalle, Polymere, Carbide,
Oxide, Nitride und Glaser [133, 134]. Als Lésungsmittel werden in der Literatur zum
Beispiel Ethanol, Aceton, Acetylaceton, Isopropanol, Essigsdure, Wasser oder
Mischungen aus diesen Stoffen beschrieben [132, 135]. Die Verwendung von
wasserbasierten Suspensionen kann aufgrund der Elektrolyse des Wassers zu Problemen
fuhren. Die dabei entstehenden Gasblasen konnen die Qualitdt der abgeschiedenen
Schichten negativ beeinflussen [131-133].

Die anodische Oxidation ist ein elektrolytisches Verfahren zur Erzeugung von
Oxidschichten auf Metallen. Das zu anodisierende Metall wird als Anode verwendet
und der Vorgang findet in einer Elektrolysezelle bei konstantem Strom
(Galvanostatischer Prozess) oder konstanter Spannung (Potentiostatischer Prozess) statt.
Aufgrund der chemischen Reaktion zwischen dem Metall und dem Elektrolyt bildet sich
auf der Metalloberflache die Oxidschicht. Titan kann beispielsweise in sauren oder
nicht-sauren Elektrolyten anodisch oxidiert werden. Wird als Elektrolyt eine Ldsung

verwendet, die Calciumacetat und Glycerophosphat enthélt, so wurden Calcium und
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Phosphat auf Titanoxid abgeschieden und waren flr die Bildung von Hydroxylapatit
wichtig [136]. Die Zugabe wiederum von Flusssdure zum Elektrolyten fiihrt bei Titan
zur Nanostrukturierung [137, 138]. Dabei wird durch die Oxidation die

Titanpassivschicht verstarkt und die Fluoridionen &tzen Kanale hinein [139].

Die kathodische oder elektrochemisch gestiitzte Abscheidung (ECAD) ist die in dieser
Arbeit verwendete Methode. Sie wurde in den 1990er Jahren das erste Mal von
Redepenning et al. [20] und Shirkhanzadeh et al. [25] eingesetzt. Mit ihr war es
maoglich, mit einem Calcium- und Phosphationen enthaltenden Elektrolyten bei relativ
niedrigen Temperaturen Calciumphosphatbeschichtungen auf Titanlegierungen
abzuscheiden. Durch ~ Verédnderung  von  Temperatur, pH-Wert  und
Elektrolytzusammensetzung gelang es, Einfluss auf die chemische Zusammensetzung
(Hydroxylapatit, Bruschit, Monetit) und die mechanischen Eigenschaften der
Beschichtung zu nehmen [25, 28]. Ein Andern der Beschichtungszeit oder der
angelegten Stromstarke bzw. Spannung lie} Schichtdicken von unter 1 pum entstehen
und fiihrte zu einer erhohten Resistenz gegeniiber Delamination [140]. Durch die
Kontrolle der Kristallinitat und Modulierbarkeit des Ca/P-Verhaltnisses verbesserte sich
die Biodegradation und Resorbierbarkeit der Schichten [52, 141]. Mit all diesen
Einstellungen  lassen  sich dem  Knochenmineral sehr &hnliche, dinne
Calciumphosphatschichten auf porgsen Oberflachen und irregulér geformten Strukturen
abscheiden. Eine Kombination der Elektrolyte mit organischen Komponenten
(Proteinen) und Kiristallisationsinhibitoren ist zudem ohne weiteres méglich [142-144].
Die ablaufenden Prozesse bei der Beschichtung wurden von Redepenning et al.
beschrieben [21]. Nach dem Anlegen einer Spannung lauft in der elektrochemischen
Zelle eine Kombination aus elektrochemischen Halbreaktionen, Saure-Base- und
Ausféllungsreaktionen ab. Zuerst erfolgt die Reduktion von Wasser an der

Kathodenoberflache, um Hydroxidionen und Wasserstoff Gas zu gewinnen:
2H0+2e=Hy;+20H 1)

Die an der Oberflaiche entstandenen Hydroxidionen reagieren weiter mit

Dihydrogenphosphat und es stellt sich folgendes Gleichgewicht ein:

OH + H,PO, =2 H,0 + HPO,* (2)
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Die Abscheidung von Bruschit (CaHPO,4 - 2 H,O) in Anwesenheit von Calciumionen

wird von der nachfolgenden Reaktion beschrieben:
Ca®* + HPO,® + 2 Hy0 = CaHPO,- 2 H,0 (3)

2.4 Inhibition der Bruschitbildung

Wie bereits in Kapitel 2.3.2 aufgezeigt, ist eine Veranderung der Elektrolyt-
zusammensetzung bzw. die Zugabe von bestimmten Stoffen ohne gréReren Aufwand
maoglich, um die entstehenden Schichten zu modifizieren. Schon in den 1960er Jahren
zeigten Forschungen, dass der menschliche Korper Kristallisationsinhibitoren bei der
Entstehung von Bruschit und anderen Calciumphosphaten zum Beispiel im Urin nutzt
[30, 36, 38]. Die inhibierende Wirkung von Zitronensaure, Phytinsdure und
Natriumdiphosphat (Pyrophosphat) wurde vom Korper auf die Knochenzemente
Ubertragen [58] und sollte deshalb bei der elektrochemischen Abscheidung genauer

untersucht werden.

Die Anwesenheit von Zitronensdure verlangsamt das Kristallitwachstum von
Calciumphosphaten und inhibiert es in bestimmten Richtungen [37]. Im
Knochenmineral lagern sich die Citrationen auf der Oberfliche an und spielen dabei
eine wichtige Rolle fur die Loslichkeit und das Remodeling [145]. Der inhibitorische
Effekt auf Bruschit wird mittlerweile zur Vorbeugung von Nierensteinen genutzt und
verlangert die Abbindezeit und Haltbarkeit von Calciumphosphatzementen [146].
Bohner et al. zeigten, dass mit der Inhibition eine Veradnderung der Kiristallitgrofie und
-form einher geht [147]. Die Wirkung der Zitronenséure wird (ber die Bildung eines
Dicalciumphosphat-Citrat-Komplexes erreicht. Die Calciumionen an der Oberflache
eines Bruschitkristalles werden von der negativ geladenen Carboxylgruppe der
Zitronenséure gebunden, wodurch sich die Prézipitation des Bruschit verzogert [148].
Ein Einbau der Sdure in die Kristallstruktur findet jedoch nicht direkt statt [149].

Die Phytinsdure ist ein natlrlicher Inhibitor und kommt, wie die Zitronenséaure, im
menschlichen Korper vor [34, 150, 151]. Sie findet sich im Blut, im Urin, sowie in
interstitiellen und intrazelluldaren Flissigkeiten wieder. Phytinsdure besitzt, wie

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), starke chelatbildende Eigenschaften gegeniiber
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Calciumionen [152, 153]. Sie beugt damit pathologischen Calcifizierungen in der Niere

vor und blockiert die Bruschitabscheidung [35].

Der erste entdeckte und untersuchte biologische Inhibitor war das anorganische
Pyrophosphat (Diphosphat). Im Blut, im Urin und in der Gelenkflissigkeit inhibiert es
bei sehr geringen Konzentrationen die Abscheidung und blockiert bei effektiven
Konzentrationen das Wachstum von Hydroxylapatit [36]. In vitro inhibieren
Pyrophosphate die Transformation von amorphen Calciumphosphaten in ihre kristalline
Form, indem sie die Auflésungsrate des amorphen Materials reduzieren [154] und die
Umwandlung der amorphen Vorstufe von Hydroxylapatit stabilisieren [54]. Das Senken
der Loslichkeit geschieht durch Adsorption von Pyrophosphat an der Oberflache der
frihen, Kkleinen Kristalle. Damit wird nicht nur das Kristallitwachstum gehemmt,
sondern auch der Austausch von Calcium- und Phosphationen inhibiert [54, 147]. In
Bruschitzementen bindet Pyrophosphat an die Kristallisationskeime der Calciumsalze,
verhindert den Einbau von lonen in das Kiristallgitter und hindert die Kristalle am
Erreichen einer kritischen GroRe, die das Wachstum und die Aggregation ermdglicht.
Daraus resultieren  kleine, dicht zusammengelagerte Kristalle, die die

Zementeigenschaften verbessern [155].
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3. Material und Methoden

3.1 Herstellen definierter gestrahlter Oberflachen

3.1.1 Vorbereitung der Titanplattchen

Die runden Titanplattchen (Titan cp 2) besallen im Durchschnitt einen Durchmesser von
15,4 mm, eine Dicke von 1,1 mm und eine Bohrung von 1,6 mm. Fiir die nachfolgende
elektrochemische Beschichtung erfolgte die Reinigung im Becherglas mittels
Ultraschall. Fur 10 min wurden die Plattchen in 5%iger Extran-LOsung (Merck KGaA,
Darmstadt) gereinigt. Die Losung wurde anschliefend zweimal durch ausreichend
Reinstwasser ersetzt und mit den Plattchen jeweils 10 min im Ultraschallbad Sonorex
(Fa. Bandelin electronic, Berlin) gereinigt. Nachdem die Titanplattchen getrocknet
waren, wurden sie einzeln in 24-Wellplatten (Fa. Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden;
Fa. Hartenstein GmbH, Wirzburg) aufbewahrt, um ein nachfolgendes gegenseitiges

Zerkratzen zu verhindern.

Nach erfolgter Reinigung wurden die Proben im Sandstrahlgerdt Basic Quatro (Fa.
Renfert GmbH, Hilzingen) mit Korox 50 (Fa. BEGO, Bremen) fiir jeweils 10 s bei 3 bar
Luftdruck und aus 2 cm Abstand unter kreisenden Bewegungen abgestrahlt. Diese
Prozedur diente der OberflachenvergréBerung und -aufrauung, um bessere und

gleichméliigere Schichten zu erzielen.

Um Verunreinigungen der Plattchen durch Strahlsand und Abrieb von Sand und Titan,
sowie durch manuelle Verschmutzung (Handschuhpuder, Hautfett) zu entfernen,

wurden die Proben erneut, wie oben beschrieben, gereinigt.

3.1.2 Der Standardelektrolyt

In dieser Arbeit wurden die Titanplattchen, mit dem von Redepenning [21] entwickelten
Elektrolyten, zur  Ermittlung der optimalen  Stromstdrke im  Einfach-
Schraubprobenhalter mit unterschiedlichen Stromstérken beschichtet. Dies diente dazu,
eine makroskopisch dinne und gleichmélRige Schicht ohne Aufwerfungen oder Blasen
herzustellen, sowie die passenden Konzentrationen fiir die Inhibitoren zu finden. Die im

Schraubprobenhalter befestigten Plattchen besaRen eine Oberflache von ca. 4,26 cm?.
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Die verwendeten Stromstarken im Einfach-Probenhalter waren: -5 mA, -10 mA,
-20 mA, -30mA, -40 mA, -45 mA, -50 mA, -60 mA, -70 mA, -80 mA und -90 mA. Die
Beschichtungsdauer variierte zwischen 600 s und 900 s. Die bei allen weiteren Proben,
mit und ohne Inhibitorzugabe, verwendete Stromstarke fiir die Abscheidung betrug
-60 mA (Stromdichte 14,1 mA/cm?).

Um fur die Untersuchungen im XRD, dem Rasterelektronenmikroskop und den
Zelltests mehr vergleichbare Proben herzustellen, wurde nach den Vorversuchen mit
dem Einfach-Probenhalter auf einen Vierfach-Probenhalter gewechselt. Um gleiche
Schichten wie bei den Vorversuchen zu erhalten, wurde im Vierfach-Probenhalter eine

Stromstarke von -320 mA (Stromdichte: 18,8 mA/cm?) verwendet.

3.1.3 Herstellen des Elektrolyten

Die Herstellung des Standardelektrolyten fur die Abscheidung von Bruschit erfolgte
nach den Abgaben von Redepenning et al. [21]. Mit der Feinstwaage Ohaus Explorer
T2914 (OHAUS Corp., Parsippany, USA) wurden 15 g Calcium-Phosphat Monohydrat
monobasisch mit Reinstwasser aus einer Reinstwasseranlage aurium pro VF TOC (Fa.
Sartorius Weighing Technology GmbH, Goéttingen) gemischt und auf 500 ml aufgefllt,
bis eine klare Ldosung entstand [21]. Die L@sung wurde anschlielend mit dem
Magnetrihrer IKA RCT Basic (IKA Werke GmbH & CO. KG ) fur 30 min bei
1000 rpm durchgerihrt.

Zum Elektrolyt wurde in den verschiedenen Versuchen jeweils einer der Inhibitoren
gegeben. Brecevi¢ et al. verwendeten fiir die Inhibierung mit Zitronensaure 0 - 2 - 10°2
mol/l [37]. Aufgrund dieser Angaben wurden in dieser Arbeit 0,526 g/l (2,4 - 107
mol/l), 1,052 g/l (5,0 - 10 mol/l) und 10,506 g/l (5,0 - 10 mol/l) Zitronensaure zum
Elektrolyt hinzu gegeben.

Bei der Inhibierung der Abscheidung von Bruschit mit Pyrophosphat nutzten
Grases et al. 5,75 - 10° mol/l als geringste Konzentration mit inhibierenden Effekt und
46,0 - 10°mol/l als extrapolierte Konzentration fiir eine totale Bruschitinhibition fiir
mindestens 1 h [34]. In der Versuchsreihe wurden 0,026 g/l (5,82 - 10™° mol/l); 0,12 g/l
(2,69 - 10°mol/l); 0,26 g/l (5,82 - 10 mol/l) und 0,52 g/l (1,16 - 10™ mol/l) tetra-

Natriumdiphosphat-Decahydrat verwendet.
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Zur weiteren Inhibierung mit Phytinsaure dienten 3,03 - 10° mol/l als geringste
Konzentration mit inhibierenden Effekt und 12,12 - 10°mol/l, als extrapolierte
Konzentration fir eine totale Bruschitinhibition fir mindesten 1 h von Grases et al. als
Orientierungswerte [34]. In der Versuchsanordnung kamen 2 g/l (3,03 - 10° mol/l) und

4 g/l (6,06 - 10° mol/l) Phytinsdure zur Verwendung.

Der pH-Wert der Elektrolytldsungen wurde nach dem Rihren mit Hilfe des pH-Wert-
Messgerats inolab pH Level 1 (WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH,

Weilheim) bei 20 °C gemessen.

3.2 Aufbau der Beschichtungsapparatur

Der fur die galvanostatische Beschichtung notwendige Strom wurde mit dem Wenking
LPGO03-S Laboratory Potentiostat-Galvanostat (Bank Elektronik GmbH, Clausthal-
Zellerfeld) und der dazugehérigen CPC Software angelegt. Die Kontrolle der
Stromstarke erfolgte durch den Integra Series 2700 Multimeter (Keithley Instruments
GmbH, Germering), welcher zwischen den Arbeitselektrodenausgang des
Spannungsteilers und den Probenhalter geschaltet war. Als elektrochemische Zelle
wurde ein doppelwandiges Glasgefal? (Schott AG, Mainz) verwendet, in dem sich der
Elektrolyt bei 24 °C Raumtemperatur befand. Als Gegenelektrode kam ein
zylinderférmiges Platindrahtnetz mit 7 cm Durchmesser und 8 cm Hohe zum Einsatz.
Der Versuchsaufbau ist im Original in Abbildung 1 und als schematische Darstellung in
Abbildung 2 zu sehen.
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Abbildung 1: Versuchsaufbau im Original. a) Computer mit CPC Software, b) Integra Series 2700
Multimeter, ¢) Probenhalter, d) Wenking LPG03-S Laboratory Potentiostat-Galvanostat, €)
doppelwandige elektrochemische Zelle, f) Platindrahtnetz

Computer
TN
Potentiostat-Galvanostat Multimeter N PH PN/
—
AE  |GE RE B
1 @ 1

Abbildung 2: schematische Darstellung des Versuchsaufbaus mit Computer, Potentiostat-Galvanostat
mit Arbeitselektrode (AE), Gegenelektrode (GE) und Referenzelektrode (RE), Multimeter, elektro-
chemische Zelle mit Probenhalter (PH) und Platindrahtnetz (PN) im doppelwandigen Glasgefal
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3.3 Durchfuhrung der galvanostatischen Beschichtung

Die am Probenhalter fixierten Plattchen (s. Abbildung 3) wurden in den hergestellten
Elektrolyten getaucht. Die Beschichtungsdauer bei angelegtem Strom betrug 600 s oder
900s. Nach der Abscheidung wurden die Proben sofort aus dem Elektrolyten
genommen und vom Probenhalter entfernt. Die Trocknung an der Luft und die
anschlieRende Aufbewahrung erfolgte in 12-Wellplatten (Fa. Nunc GmbH & Co. KG,
Wiesbaden; Fa. Hartenstein GmbH, Wirzburg).

Abbildung 3: Originalaufnahme des Vierfach-Probenhalters mit befestigten Titanplattchen vor der
Beschichtung

3.4 Charakterisierung der Schichten

Die Titanplattchen wurden vor der Beschichtung und nach der Trocknung der
Beschichtung mit Hilfe der Feinstwaage Ohaus Explorer T2914 (OHAUS Corp.,
Parsippany, USA) gewogen.
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Alle diffraktometrischen Messungen wurden mit einem Siemens D5005
Rontgendiffraktometer (Brukers AXS, Karlsruhe) durchgefiihrt. Die Kathodenspannung
der Rontgenrohre betrug 40 kV bei einem angelegten Strom von 40 mA und erzeugte
eine Kupfer-K,-Strahlung, die die Proben in Bragg-Brentano-Geometrie in einem
Winkelbereich von 20° bis 40° bei einer Schrittgeschwindigkeit von 3 s pro Step und
einer Schrittweite von 0,02° malk. Die Beschleunigungsspannung der Elektronen betrug
10 keV.

Die aufgebrachten  Bruschitschichten  wurden  unter  Verwendung  des
Rasterelektronenmikroskops DSM 940 (Carl Zeiss AG, Oberkochern) auf ihre
Morphologie und Oberflachenbeschaffenheit hin untersucht. Zur Erhaltung einer im
Rasterelektronenmikroskop sichtbaren und leitfdhigen Oberflache wurden die mit
Bruschit beschichteten Titanplattchen mit Reinstgold bei einer Stromstarke von 20 mA
uber 4 min bedampft, welches mit Hilfe des Sputter Coater K550 (Emitech Ltd, Kent,
England) erfolgte.

Die Halbwertsbreite, welche die Breite bestimmter Peaks im Diffraktogramm ist, wurde
mittels der Eva Software (Bruker Corp. Billerica, MA, USA) aus den Rohdaten der
Rontgendiffraktogramme  bestimmt. Die gemessene Halbwertsbreite und der
entsprechende Winkel aus dem Rontgendiffraktogramm wurde genutzt, um mittels der
Scherrer-Gleichung [156] die Ausdehnung der Kristalle senkrecht zu den Netzebenen

des Reflexes zu berechnen.

KA

A(20) = Lcos® (4)

In der Gleichung ist A(28) die volle Halbwertsbreite des Reflexes gemessen in
BogenmaB, K = 0,9 der Scherrer-Formfaktor, A = 0,154 nm die Wellenldange der
Rontgenstrahlung, L die Ausdehnung des Kristalls und cosf der Kosinus des

Beugungswinkels.

27



3. Material und Methoden

3.5 Optimale Beschichtungsparameter fur Desinfektion, Sterilisation
und Zelltests

Um die Proben und Beschichtungen zukiinftig auch Klinisch untersuchen zu kénnen,
wurde jeweils eine definierte Konzentration pro Inhibitor bei 900 s Beschichtungsdauer
ausgewahlt und die resultierende Beschichtung nach verschiedenen Methoden
desinfiziert und sterilisiert. Die Stromstérke fir Beschichtungen betrug wie in Kapitel
3.1.2 beschrieben -320 mA (Stromdichte: 18,8 mA/cm?). Fiir die Abscheidung wurden
die Bruschitschichten mit 0,526 g/l Zitronenséure, 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-
Decahydrat oder 2 g/l Phytinsdure inhibiert.

3.5.1 Desinfektion mit Ethanol
Die hergestellten Bruschitplattchen wurden fiir 30 min pro Seite in einer Petrischale mit
70 %igem Ethanol desinfiziert. Danach wurden sie aus den Schalen entnommen und an

der Luft getrocknet, sodass das verbliebene Ethanol verdampfen konnte.

3.5.2 Sterilisation im Autoklaven

Die Sterilisation wurde in dieser Arbeit mit unterschiedlichen Parametern im Autoklav
Tuttnauer 3870 ELV (Fa. Systec GmbH, Wettenberg) durchgefiihrt. Eine Charge an
bruschitbeschichteten Plattchen wurde trocken, in einer Petrischale ohne Pufferlésung,
fur 20 min bei 121 °C autoklaviert. Der andere Teil der ausgewahlten Bruschitplattchen
wurde in eine Petrischale mit 70 %igem PBS-Puffer gelegt und anschlieRend
autoklaviert. Nach dem erfolgten Autoklavieren wurde der verbliebene PBS-Puffer
abgesaugt und die Plattchen an der Luft getrocknet. Nach der Sterilisation wurden die
Plattchen erneut  gewogen und  mittels  Rontgendiffraktometrie  und
Rasterelektronenmikroskopie beziiglich Schichtzusammensetzung und Morphologie

charakterisiert.

3.6 WST-Zellvitalitatstest und Bestimmung der Zellzahl

Beide Verfahren dienen der Untersuchung der Vitalitdt von Zellen auf den
unterschiedlich beschichteten Titanplattchen, sowie deren mdglicher Zytotoxizitat. Fir
diese Zellversuche wurden humane fétale Osteoblasten hFOB 1.19 (LGC Standards,
Manassas, USA) verwendet. Die sterilisierten Prufkérper wurden in die Inserts von

24-Wellplatten  Uberfihrt. Jede Wellplatte enthielt vier leere Wells als
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Polystyrol-Referenz  und jeweils vier Wells mit Bruschitplattchen, deren
Bruschitabscheidung durch 0,526 g/l Zitronensaure, 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-
Decahydrat oder 2 g/l Phytinsdaure inhibiert wurde. Alle verwendeten Plattchen wurden
mit 70 %igem Ethanol desinfiziert. Die Zellen wurden sowohl in die PS Inserts als auch
in die Inserts mit den Prifkorpern ausgesét. Die Kultivierung der Zellen erfolgte statisch
bei 34°C und 5% CO; im Inkubator (Fa. Thermo Electron LED GmbH,
Langenselbold). An den Tagen 3, 5, 7, und 9 wurde das Kulturmedium gewechselt. Die
Analyse der Zellaktivitat (WST-Test) und die Bestimmung der Zellzahl erfolgten an den
Tagen 4, 6,10 und 12.

Der WST-1 Test wird zur Bestimmung der Zellproliferation, Zellviabilitdt und
Zytotoxizitat Uber die Aktivitat der Succinatdehydrogenase genutzt. WST-1 ist ein
schwach rotes, stabiles Tetrazoliumsalz, welches von der Succinat-Tetrazolium-
Dehydrogenase in der mitochondrialen Atmungskette der Zellen, zum gelborangen
Formazan umgewandelt wird [157]. In einem Spektralphotometer wird die Absorption,

die von der Konzentration des umgesetzten Formazans abhéngt, gemessen.

Vor dem Start der Untersuchungen wurden Reagenzien wie PBS-Puffer und
Zellkulturmedium im Wasserbad (Fa. Memmert GmbH & Co KG, Schwabach) auf
37 °C, bzw. WST-1 und Accutase auf Raumtemperatur erwarmt. Das Medium der
24-Wellplatte wurde abgezogen und dann 500 pl 1:10 WST-1 Mischlésung zugegeben.
Die Wellplatte blieb fiir 30 min bei 37 °C und 5 % CO, im Inkubator. Anschlie}end
wurde die Mischlésung in eine neue 24-Wellplatte pipettiert und somit jede
Weiterreaktion der WST-1 Lésung unterbunden. In die PS und Prufkorper-Inserts
wurde danach PBS-Puffer gegeben. Jeweils 200 ul des WST-1-Gemisches
(Doppelbestimmung) wurden in zwei Inserts einer 96-Wellplatte Ubertragen. Als
Leerwert fungierten 200 pl der reinen WST-1 Verdinnung. Die Extinktion des
Formazans der Proben wurde im ELISA-Reader Spectrafluor plus (Fa. Tecan
Deutschland GmbH, Crailsheim) ermittelt. Der Messfilter betrug 450 nm und der
Referenzfilter 690 nm. Mit Hilfe der Magellan 3 Software erfolgte das Subtrahieren der
Absorptionen vom Leerwert. Die sich ergebende Differenz veranschaulicht die
Zellaktivitat. Der PBS-Puffer der Inserts wurde noch ein zweites Mal gewechselt und

danach abgesaugt. Um die Zellen von der Oberflache abzul6sen, wurden sie mit 500 pl
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Accutase versetzt und wieder 10 min bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert.
Durch Zugabe von 500 pl Zellkulturmedium wurde die Reaktion gestoppt. Die
Mischung wurde erst 20 mal und danach erneut 10 mal durchgemischt und letztendlich
100 I in ein mit 1 ml isotonischer Losung gefllltes Z&hlgefaR (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) pipettiert. Die Zellen im Zahlgefal? wurden im Zellzahler Typ Casy
(Roche GmbH, Mannheim) gezahlt.
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4. Ergebnisse

4.1 pH-Werte der Elektrolyten

Die Ergebnisse der pH-Wertmessung sind in Tabelle 2 gezeigt. Der Standardelektrolyt
besall einen pH-Wert von 2,74. Im Vergleich dazu filhrte die Zugabe von Zitronen- und
Phytinsdure zu einer Absenkung der pH-Werte. Mit der Inhibierung durch
Natriumdiphosphat glichen die pH-Werte nahezu dem des Standardelektrolyten. Mit
steigender Zitronensdurekonzentration verringerten sich die pH-Werte. Innerhalb der
Beschichtungsreihe mit Zitronensaureinhibition wurden der hochste pH-Wert mit 2,70
bei 0,526 g/l und der niedrigste mit 2,43 bei 10,506 g/l gemessen. Bei tetra-
Natriumdiphosphat-Decahydrat wurden, bis auf 2,78 bei 0,52 g/l, gleiche pH-Werte
gemessen. Die unterschiedlichen Phytinsaurekonzentrationen mit 2 g/l und 4 g/l ergaben
einen gleichen pH-Wert von 2,68. So liel sich erkennen, dass die Zugabe von
Natriumdiphosphat bzw. Phytinsdure keine nennenswerten pH-Wert-Unterschiede im
Vergleich zum Standardelektrolyt ergab. Lediglich die Zitronensaurezugabe fiihrte zu

einem geringen Absinken der pH-Werte.

Tabelle 2: Gemessene pH-Werte der Elektrolyten

Elektrolyt Konzentration [g/l] pH-Wert
Standardelektrolyt 2,74
+ Zitronensaure 10,506 2,43
CeHsO- - H,O 1,052 2,57
0,526 2,70
+ Natriumdiphosphat 0,52 2,78
NasP,0; - 10 H,0 0,26 2,72
0,12 2,72
0,026 2,72
+ Phytinsaure 4 2,68
CeH15P6024 2 2,68
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4.2 Vergleich der beschichteten Bruschitmassen
In Abbildung 4 sind die Schichtmassen nach 600 s und 900 s Beschichtungszeit

aufgetragen. Die dargestellten Werte zeigen Mittelwerte mit dazugehdriger

Standardabweichung.

Bei einer Zugabe von Zitronensaure war ein deutlicher Verlust der Bruschitmasse zu
erkennen. Wahrend bei 10,506 g/l Zitronenséure keine Bruschitschicht entstand und nur
die Masse des Titanplattchens abnahm, verringerte sich bei 1,052 g/l und 0,526 g/l
Zitronenséure die Bruschitmasse. Bei einer Beschichtungsdauer von 600 s und mit einer
Inhibitorkonzentration von 0,526 g/l schied sich dieselbe Masse an Bruschit auf dem
Titanplattchen ab, wie beim Standardelektrolyten. Dagegen nahm die abgeschiedene

Masse an Bruschit bei 900 s Beschichtungszeit ab.

Die Zugabe von tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat erbrachte eine Massenzunahme,
sowohl bei 600 s, als auch bei 900 s Beschichtung im Vergleich zum Standardelektrolyt.
Die Bruschitmasse nach der Abscheidung war wahrend 600 s Beschichtungszeit bei der
Zugabe von 0,026 g/l und 0,12 g/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat gleich der
Bruschitmasse vom Standardelektrolyten. Mit Inhibierung der Abscheidung durch
0,26 g/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat entstand bei 600 s Beschichtungszeit eine

groRere Masse als bei 900 s.

Die Abscheidung von Bruschit unter Inhibition von 2 g/l und 4 g/l Phytinsédure nahm bei
600 s und 900 s Beschichtungszeit im Vergleich zum Standardelektrolyt ab. Bei beiden
Konzentrationen schied sich tber 900 s Beschichtungszeit eine grolere Masse als bei
600 s ab.

Zusammenfassend zeigte sich, dass bei 900 s Beschichtungszeit in der Regel eine
hohere Masse, als bei 600 s, gemessen werden kdnnte. Ausnahmen stellten hierbei die
Beschichtung dar, die mit 0,526 g/l Zitronensdure und 0,26 g/l Natriumdiphosphat

inhibiert wurden.
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Abbildung 4: Vergleich der Mittelwerte der Masse der Bruschitschichten auf Titanplattchen mit
Standardabweichung beschichtet mit dem Standardelektrolyt sowie der Inhibition durch Zitronensdure,
tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat und Phytinsdure. Die Anzahl der Messungen betrug beim
Standardelektrolyt mit 900 s Beschichtungszeit 12 und bei allen anderen Elektrolyten 4.

4.3 Vergleich der Morphologie der Bruschitschichten mit Hilfe der

Rasterelektronenmikroskopie

Die aus dem Standardelektrolyt und der Zugabe von 10,506 g/I; 1,052 g/l und 0,526 g¢/I
Zitronenséaure; 0,52 g/l; 0,26 g/l; 0,12 g/l und 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-
Decahydrat; 4 g/l und 2 g/l Phytinséure entstandenen Bruschitschichten wurden mittels
Rasterelektronenmikroskopie  bezuglich  ihrer ~ Morphologie  verglichen. Die
Beschichtungszeit betrug jeweils 600 s und 900 s. Der Standardelektrolyt fungierte hier
bei beiden Beschichtungszeiten als Referenz, zur Beurteilung und zum Vergleich der
restlichen Schichten. Es stellten sich bei 600 s und 900 s die ublichen sternférmigen
Anordnungen dar, welche kubische, plattchen- bzw. lamellenférmige Kristalle bildeten
(s. Abbildung 5 A und B).
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A: Standardelektrolyt B: Standardelektrolyt

Abbildung 5: Rasterelektronenmikroskopaufnahmen von Bruschitbeschichtungen aus dem
Standardelektrolyt fiir 600 s (A) und fir 900 s (B) Beschichtungszeit.

Es zeigte sich, dass bei hoher Zitronensdurekonzentration die typischen
Kristallformationen nicht mehr gebildet wurden. Die Inhibierung der Beschichtung mit
10,506 g/l Zitronensaure war so ausgepragt, dass sich nur vereinzelt kleine Kristalle
abschieden und die restliche Oberflache rau und diffus erschien (s. Abbildung 6 A). Die
Inhibierung der Bruschitabscheidung mit 1,052 g/l Zitronenséure liel kraterartige
Strukturen und buschelférmige, spitz zulaufende Kristalle entstehen. Der GroRteil der
Schicht wurde jedoch von glatten oder auch blasigen Oberflachen abgegrenzt bzw.
unterbrochen (s. Abbildung 6 B). Fir die Beschichtungszeit von 900 s mit einer
Inhibitorkonzentration von 1,052 g/l Zitronensdure bildete sich wieder die bekannte
Oberflache bestehend aus vorwiegend spitzen Bruschitkristallen mit kraterartigen
Strukturen. Im Unterschied zur Beschichtungsdauer von 600 s war die Schicht von
weniger Rissen durchzogen und die glatte Oberflache machte nur noch einen geringen
Teil der Schicht aus. Mit sinkender Konzentration des Inhibitors und l&ngerer
Beschichtungszeit ndherte sich die Kristallmorphologie wieder der Kristallmorphologie

der Beschichtung durch den Standardelektrolyten an.
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A: Zitronenséure 10,506 g/l B: Zitronensaure 1,052 g/l

Abbildung 6: Rasterelektronenmikroskopaufnahmen von Bruschitbeschichtungen inhibiert durch
10,506 g/l Zitronensaure (A) und 1,052 g/l Zitronensaure (B) bei jeweils 600 s Beschichtungszeit.

Eine durch 0,52 g/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat inhibierte Abscheidung lief}
eine teils glatte, teils blasige Oberflache aus kraterformigen Aufwerfungen entstehen.
Die Schicht war mit vielen Rissen durchzogen und die typischen Kristallformationen
fehlten (s. Abbildung 7 A). Durch die Zugabe von 0,26 g/l tetra-Natriumdiphosphat-
Decahydrat zum Elektrolyten nahmen die zuvor fehlenden Kristallanordnungen wieder
zu und es entstand eine, von Rissen unterbrochene, Schicht aus dicken kubischen
Kristallen und daran anschlieBenden diffus-blasigen Anordnungen. Der Uberwiegende
Teil der Beschichtung bestand jedoch aus zerklufteten Bereichen. Die durch 0,12 g/l
Natriumdiphosphat inhibierte, elektrochemische Abscheidung von Bruschit glich
weitestgehend der durch 0,26 g/l Natriumdiphosphat inhibierten. Der Unterschied
zwischen den entstandenen Beschichtungen war, dass die sternformigen Formationen
wieder vermehrt auftraten und die zerklifteten Bereiche abnahmen (s. Abbildung 7 B).
Eine mit Hilfe von 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat inhibierte
Bruschitbeschichtung zeigte typische Kristallformationen, die von Rissen durchzogen
waren. Auch bei einer Inhibition durch hohe tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat
Konzentrationen schieden sich Bruschitschichten ab, die stark von den durch den
Standardelektrolyt entstandenen Schichten abwichen. Die reguldre Bildung der
kubischen Kristalle wurde stark inhibiert, sodass sich nur die glatten und aufgeworfenen

Schichten bilden konnten.
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A: tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat 0,52 ¢/l B: tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat 0,12 g/l

Abbildung 7: Rasterelektronenmikroskopaufnahmen von Bruschitbeschichtungen inhibiert durch 0,52 g/l
tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat (A) und 0,12 ¢/l tetra-Natrium-diphosphat-Decahydrat (B) bei
jeweils 600 s Beschichtungszeit.

Bei der Inhibition mit Phytinsdure entstanden, verglichen mit den Schichten aus dem
Standardelektrolyt, auch bei der héchsten Konzentration die starksten Abweichungen
der Bruschitschichten. Mit zunehmender Beschichtungszeit oder abnehmender
Konzentration bildeten sich Bruschitschichten, die denen hergestellt durch den
Standardelektrolyten immer dhnlicher wurden. Die durch 4 g/l Phytinsaure inhibierte
Abscheidung wies bei 600 s Beschichtungszeit sowohl glatte und blasige Oberflachen,
als auch kubische Sternformationen und Krater auf, die mit Rissen durchzogen waren
(s. Abbildung 8 A). Wahrend der 900 sekiindigen Beschichtungszeit nahmen die Risse
ab und die glatten bzw. blasigen Oberflachen verschwanden. Bei den durch 2 g/l
Phytinsdure inhibierten Schichten waren die Risse bei 600s und 900s
Beschichtungszeit fast komplett verschwunden und es zeigten sich Bruschitschichten
mit typischen Sternformationen und Kratern. Die einzelnen Bruschitkristalle waren breit
und schmal und ordneten sich lamellenférmig an und die glatte bzw. blasige Oberflache
wie bei der Inhibition durch 4 g/l Phytinséure fehlte vollstandig (s. Abbildung 8 B).

36



4. Ergebnisse

A: Phytinséure 4 g/l B: Phytinsaure 2 ¢/l

Abbildung 8: Rasterelektronenmikroskopaufnahmen von Bruschitbeschichtungen inhibiert durch 4 g/l
Phytinsdure (A) und 2 g/l Phytinsaure (B) bei jeweils 600 s Beschichtungszeit.

4.4 Bestimmung und Vergleich der Zusammensetzungen und
KristallitgroRe der  Bruschitschichten mit  Hilfe  der
Rontgendiffraktometrie

In Abbildung 9 ist die Zusammensetzung und die KristallitgroRe der Schichten aus den
Elektrolyten mit und ohne Inhibitor in den entsprechenden Konzentrationen aufgefuhrt,
die jeweils fur 600 s und 900 s beschichtet wurden. Die Peaks der Halbwertsbreiten der
Bruschitschichten lagen bei den beobachteten Maxima von ca. 20,9° und 29,2°. Auf
allen Proben, bei denen es zu einer Abscheidung kam, zeigten die Ergebnisse der
Rontgendiffraktometrie, dass sich kristalline Bruschitschichten bildeten. Die
zusétzlichen Peaks lieRen sich eindeutig auf die Anwesenheit von in die Titanoberflache
eingebrachtem Korund zurlckfihren. Die Schichten des Standardelektrolytes fungierten
hier in beiden Beschichtungszeiten als Referenz zur Beurteilung und zum Vergleich der

restlichen Schichten.

Bei den mit dem Standardelektrolyten hergestellten Schichten verringerte sich durch die
langere Beschichtungszeit von 900 s die KristallitgréRe. Die Reinheit von Bruschit war
davon jedoch nicht betroffen, da sich nur Bruschit ohne amorphen Anteil abschied. Mit
einer Inhibition der Schichten durch 10,506 g/l Zitronensdure kam es, wie in Kapitel 4.3

beschrieben, zu einer massiven Inhibition der Bruschitbildung, sodass vorwiegend
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Titan- und Korund-Peaks im entsprechenden Rontgendiffraktogramm erkennbar waren.
Bei den mit 1,052 g/l und 0,526 g/l Zitronensdure inhibierten Elektrolyten traten in den
Schichten mittlere KristallitgroRen auf. Die Schichten verhielten sich, was den
Unterschied zwischen den Beschichtungszeiten anging, aber gleich. Lediglich bei der
Inhibierung durch 0,526 g/l Zitronensdure bei 600 s Beschichtungszeit nahm die
Kristallitgrofie bei der Peakposition von 20,962°, verglichen mit der Kristallitgrofie der
durch den Standardelektrolyten hergestellten Schichten, zu. Ein amorpher Anteil war in
allen Bruschitschichten, deren Abscheidung von 1,052 g/l und 0,526 g/l Zitronenséure
inhibiert wurde, erkennbar. Unter Zitronensaureinhibition nahm die KristallitgréRe ab,
jedoch stieg sie bei sinkender Inhibitorkonzentration wieder leicht an. Im Vergleich zu
den Schichten des Standardelektrolytes reduzierte sich die KristallitgrofRe bei den
Schichten der beiden Zitronensdureelektrolyten fiir 900 s starker als bei 600s. Die
Bruschitschichten aus den durch 052¢/l; 0,269/l; 0,129/l und 0,026 g/l
tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat inhibierten Elektrolyten zeigten im
Rontgendiffraktogramm alle reines Bruschit, mit auftretenden hohen amorphen
Anteilen, unabhdngig von Konzentration, Beschichtungszeit oder Beschichtungsdauer.
Die KristallitgroRe der durch 0,52 g/l Natriumdiphosphat inhibierten Bruschitschicht
nahm im Vergleich von 600 s zu 900 s Beschichtungszeit ab. Bei den Schichten aus der
600 sekiindigen Beschichtung trat bei einem Winkel von 29,309° die grofte
KristallitgroRe mit 157 nm unter allen hergestellten Schichten auf. Die Grofe der
Kristallite nahm bei den mit 0,26 g/l; 0,12 g/l und 0,026 g/l Natriumdiphosphat
inhibierten Schichten beim Wechsel von 600 s auf 900 s Beschichtungsdauer zu. Die
Bruschitschichten mit einer Inhibitorkonzentration von 0,12 g/l Natriumdiphosphat
zeigten im Vergleich der Beschichtungsdauer eine Abnahme des amorphen Anteils und
ein Anstieg der Kristallitgroie. Verglichen mit den anderen
Natriumdiphosphatkonzentrationen  bildeten sich bei 0,026 g/l bei beiden
Beschichtungszeiten reine Bruschitschichten, die einen sehr geringen amorphen Anteil
im Rontgendiffraktogramm aufwiesen. Es zeigte sich, dass die Inhibition der
Bruschitschichten mit Natriumdiphosphat fast immer zu einer geringeren KristallitgroRe
als die aus dem Standardelektrolyten hergestellten Schichten fuhrte. Im Vergleich der
Konzentrationen von Natriumdiphosphat, ihrer Beschichtungszeit und ihrer jeweiligen

Kristallitgréfie lasst sich jedoch kein Zusammenhang der Parameter erkennen.
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Die Inhibition der Bruschitabscheidung mit Phytinsdure zeigte im Diffraktogramm
sowohl die fur kristallinen Bruschit charakteristischen Peaks als auch einen Halo, der
auf amorphe Phasenanteile hinwies. Im Unterschied zu den anderen Inhibitoren war der
amorphe Anteil bei allen Phytinsdurekonzentrationen aber gering. Die Schichten wiesen
alle eindeutige, durchweg hohe und spitze Peaks im Rdntgendiffraktogramm auf und
die Peakintensitaten waren bei den langer beschichteten Proben kleiner. Wie schon die
Peaks, nahm auch die Halbwertsbreite mit hoherer Beschichtungsdauer bei der

Inhibition mit 2 g/l und 4 g/l Phytinsdure ab, was auf eine geringere KristallitgroRe

hinwies.
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Abbildung 9: Vergleich der KristallitgroRe von Bruschitbeschichtungen hergestellt aus dem
Standardelektrolyt, sowie die Inhibition der Abscheidung durch Zitronensaure, tetra-Natriumdiphosphat-
Decahydrat und Phytinsaure fiir 600 s bzw. 900 s Beschichtungsdauer.
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4.5 Optimale Beschichtungsparameter fir Desinfektion, Sterilisation
und Zellversuche mit hFOB

In diesem Kapitel sollen die Schichten der fir die Desinfektion, Sterilisation und
Zellversuche mit hFOB ausgewéhlten Proben miteinander verglichen werden. Wie in
Kapitel 3.5 beschrieben, handelt es sich um Schichten deren Abscheidung mit 0,526 g/l
Zitronenséaure, 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat oder 2 g/l Phytinséure
inhibiert wurden. Diese Konzentrationen wurden ausgewahlt, da die hergestellten
Schichten die groRten Unterschiede zu denen des Standardelektrolytes besalen und sie
trotzdem eine gleichmaRige Schichtmorphologie ohne besonders grolRe Abnormitaten
zeigten. Alle dargestellten Proben wurden fir 900 s beschichtet. Die hergestellten
Schichten sollten, durch die Bestimmung mit Hilfe der Rontgendiffraktometrie, nur

reines Bruschit und keine anderen Calciumphosphate enthalten.

Die Schichtmassen waren nach der Inhibition der Abscheidung mit 0,526 g/l
Zitronensdure und 2 g/l Phytinsdure geringer als die Schichtmassen der mit dem
Standardelektrolyt hergestellten Proben. Im Gegensatz dazu erhohte sich die Masse der
Bruschitbeschichtung aus dem Elektrolyten mit Inhibition durch 0,026 g/l
tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat im Vergleich zu der des Standardelektrolyten
(vgl. Kapitel 4.2). Unter dem Rasterelektronenmikroskop betrachtet stellte sich ohne
Inhibitor eine rissfreie Schicht kubischer stumpfer Kristalle, die sich sternférmig
anordneten und Krater bildeten, dar (s. Abbildung 11 A). Bei allen abgeschiedenen
Schichten der drei Inhibitoren traten Risse auf, welche bis an die Kristallformationen
heran reichten bzw. diese durchtrennten. Die kubischen Einzelkristalle mit spitzen
Enden traten nur bei den mit 0,526 g/l Zitronensdure inhibierten Schichten mit 900 s
Beschichtungsdauer auf (s. Abbildung 11 B), wohingegen sich bei der Inhibition mit
0,026 g/l  tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat diinne lamellare  Bruschitplatten
abschieden (s. Abbildung 11 C). Der Groliteil der Oberflache der mit 2 g/l Phytinséure
inhibierten Schicht bestand aus schmalen lamellaren Bruschitplatten, doch bildeten sich
in den aufgeplatzten Kratern eher Kkleine, flache Bruschitkristallplattchen
(s. Abbildung 11 D). Die Anordnung in Sternformationen, sowie die Bildung von
Kratern wurde bei allen drei Inhibitoren beobachtet, jedoch waren die Krater bei den

Schichten, die mit 0,026 g/l Natriumdiphosphat und 2 g/l Phytinsdure inhibiert wurden,
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haufiger zu beobachten. Durch die Inhibition mit 0,526 g/l Zitronensaure kam es
zusétzlich zu einer bischelformigen Zusammenlagerung der spitzen Einzelkristalle
(s. Abbildung 11 B).

Die Ergebnisse der Rontgendiffraktometrie zeigten, dass die Schichten der Inhibitoren
deutlich geringere Peaks als die Schichten des Standardelektrolytes aufwiesen. Die
hdchsten Peaks der von 0,526 g/l Zitronensaure inhibierten Bruschitschicht waren um
das ca. 4,5-fache, der von 0,026 g/l Natriumdiphosphat inhibierten Schicht um das ca.
12-fache und der von 2 g/l Phytinsdaure inhibierten Schicht um das ca. 3-fache niedriger.
Alle Schichten bestanden aus reinem Bruschit mit unterschiedlich hohen amorphen
Anteilen (s. Abbildung 10). Die Halbwertsbreiten der Kristallite der inhibierten
Bruschitschichten lagen alle Uber den Schichten, die aus dem Standardelektrolyten
hergestellt wurden. Die daraus errechneten KiristallitgroRen waren fir alle drei
Inhibitoren geringer, als die des Elektrolyten unter Standardbedingungen (s. Tabelle 3).
Alle KristallitgroBen der inhibierten Bruschitschichten wiesen kleinere Werte als die
Schichten des Standardelektrolytes auf. Im Vergleich der Inhibitoren untereinander,
nahmen die Kristallitgréien von Natriumdiphosphat, Uber Zitronensaure, hin zu
Phytinsdure ab. Die KristallitgréBe der mit 0,026 g/l Natriumdiphosphat inhibierten
Bruschitschichten besaen nur minimal kleinere Werte als die Schichten des
Standardelektrolytes.

Tabelle 3: Halbwertsbreite und Kristallitgréfie von Bruschitbeschichtungen hergestellt aus dem
Standardelektrolyt, sowie die Inhibition der Abscheidung durch 0,526 g/l Zitronenséure, 0,026 g/l
tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat und 2 g/l Phytinsaure fir 900 s Beschichtungsdauer.

Probe Winkel [°] FWHM [°] KristallitgroRe L [nm]
20,956 0,112 76
Standardelektrolyt ’ '
29,298 0,110 83
21,081 0,293 29
526 g/l Zi 4 ’ '
0,526 g/l Zitronensaure 29,362 0.256 36
0,026 g/l tetra- 20,926 0,365 67
Natriumdiphosphat-
Decahydrat 29,294 0511 82
2 g/l Phytinsiure 21,109 0419 20
gl Phvt 29,400 0,390 23
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Abbildung 10: Réntgendiffraktogramme von Bruschitbeschichtungen hergestellt aus dem
Standardelektrolyt, sowie die Inhibition der Abscheidung durch 0,526 g/l Zitronensdure, 0,026 g/l tetra-
Natriumdiphosphat-Decahydrat und 2 g/l Phytinsdure fiir 900 s Beschichtungsdauer
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C: BruNadiOpt D: BruPhytOpt

Abbildung 11: Rasterelektronenmikroskopaufnahmen von Bruschitbeschichtungen hergestellt aus dem
Standardelektrolyt (A), sowie die Inhibition der Abscheidung durch 0,526 g/l Zitronenséure (B), 0,026 g/
tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat (C) und 2 g/l Phytinséure (D) fiir 900 s Beschichtungsdauer.
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4.6 Desinfektion der Beschichtungen mit Ethanol

Die Desinfektion der Bruschitplattchen mit 70 %igem Ethanol flhrte bei allen
Beschichtungen zum Massenverlust. Die Proben, deren Abscheidung mit 0,526 g/l
Zitronensdure inhibiert wurden, verloren nach der Desinfektion im Mittel (1 £+ 0,7) mg.
Die mit Hilfe von 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat bzw. 2 g/l Phytinséure
inhibierten Beschichtungen verloren nach der Desinfektion im Mittel (1 + 0) mg bzw.
(7 £ 0) mg.

Aus dem Rontgendiffraktogramm war ersichtlich, dass bei allen drei Inhibitoren reine
Bruschitschichten entstanden und auch der amorphe Anteil gering war. Die
Halbwertsbreiten und Peakintensitdten der mit Zitronensdure und Natriumdiphosphat
inhibierten und mit Ethanol desinfizierten Proben waren etwa gleich. Die desinfizierten
Proben aus der Phytinsaureinhibition wiesen etwa doppelt so hohe Peakintensitaten auf,

wie die desinfizierten und mit Zitronensdaure und Natriumdiphosphat inhibierten Proben.

Die KiristallitgroRen und Halbwertsbreiten des Roéntgendiffraktogrammes sind in
Tabelle 4 ersichtlich.

Tabelle 4: Halbwertsbreite und Kristallitgroe von Bruschitbeschichtungen inhibiert durch 0,526 g/l
Zitronenséure, 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat und 2 g/l Phytinséure fiir 900 s
Beschichtungsdauer nach der Desinfektion mit 70 %igem Ethanol.

Probe Winkel [°] FWHM [°] | KristallitgroRe L [nm]
20,963 0,104 82
0,526 g/l Zit 8 ’ ’
, g/l Zitronensdure 29,209 0.101 90
0,026 g/l tetra- 21,104 0,210 41
Natriumdiphosphat-
Decahydrat 29,430 0,200 46
. 20,950 0,090 95
2 g/l Phytinséure
29,287 0,099 92
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Unter dem Rasterelektronenmikrokop zeigten sich nach Inhibition mit 0,526 g/l
Zitronensaure und Desinfektion mit Ethanol kraterformige Kristalle und die typischen
Bruschit Sternformationen (s. Abbildung 12 A). Die Schicht war vereinzelt mit Rissen
durchzogen und die Kristalle hatten eine flache, kubische, stumpfe Form. In der 2000-
fachen VergroRerung waren kleine, runde Kiigelchen auf den Kristallen in Abbildung
12 B zu sehen.

Durch die Inhibition der Bruschitschichten mit 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-
Decahydrat und Desinfektion mit Ethanol waren viele Krater und Blasen in Abbildung
12 C erkennbar. Die Bruschitschicht war rissfrei und die Kristalle bildeten kubische,
stumpfe Sternformationen aus (s. Abbildung 12 D), welche erst ab einer 5000-fachen

VergrolRerung mit den oben genannten Kigelchen bedeckt waren.

Die Desinfektion der mit 2g/l Phytinsdure inhibierten Schichten zeigte
rasterelektronenmikroskopisch eine noch groRe und eng zusammenliegende Anzahl an
Kratern und Blasen (s. Abbildung 12 E), sowie einige Risse, die die teils sternférmig
teils linear angeordneten Kristalle durchzogen. Die einzelnen Kristalle waren
vorwiegend plattenférmig, jedoch fanden sich auch diffus-rundliche Strukturen (s.
Abbildung 12 F). Die Struktur der Kristalloberflichen erschien in hoheren

Vergrolierungen rauer.
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Abbildung 12: Rasterelektronen mikroskopaufnahmen von Bruschitbeschichtungen inhibiert durch
0,526 g/l Zitronensaure (A, B), 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat (C, D) und 2 g/l
Phytinséure (E, F) fiir 900 s Beschichtungsdauer nach der Desinfektion mit 70 %igem Ethanol.
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4.7 Sterilisation der Beschichtungen im Autoklaven im trockenen
Zustand

Die Sterilisation der Bruschitplattchen im Autoklav im trockenen Zustand fuhrte bei
allen Beschichtungen zum Gewichtsverlust. Die Proben aus der mit 0,526 g/l
Zitronenséure inhibierten Abscheidung verloren im Mittel (5 £ 1) mg an Schichtmasse.
Die Masse der mit 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat inhibierten und
sterilisierten Schichten sank um (10 + 6) mg. Die Sterilisation der mit 2 g/l Phytinsdure
inhibierten Bruschitbeschichtung hatte einen Verlust von (11 £ 1) mg Schichtmasse zur

Folge.

Mit Hilfe der Rontgendiffraktometrie war zu erkennen, dass sich bei der Inhibition der
Schichten mit Zitronensdure, Natriumdiphosphat und Phytinsdure und anschliellenden
Sterilisation im Autoklaven im trockenen Zustand Bruschit in reines Monetit
umwandelte. Bei allen Proben war im Rontgendiffraktogramm ein amorpher Anteil zu
erkennen, der bei den mit Natriumdiphosphat inhibierten Proben am grof3ten und bei
den mit Phytinsdure inhibierten Proben am geringsten war. Bei den sterilisierten Proben
aus der Zitronensdureinhibition hatten die Peaks mit der hdchsten Intensitat eine
Peakhohe von ca. 130 cps. Die sterilisierten und mit Natriumdiphosphat inhibierten
Proben zeigten einen Wert von ca. 44 cps als hochste Peakintensitat. Die Phytinsaure
inhibierten Proben hatten von allen drei Inhibitoren die hdchste Peakintensitat mit einer
Peakhohe von ca. 340 cps (s. Abbildung 13).
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Abbildung 13: Rontgendiffraktogramme von Bruschitbeschichtungen inhibiert durch 0,526 g/l

Beugungswinkel 26 in °

Zitronenséure, 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat und 2 g/l Phytinséure fiir 900 s
Beschichtungsdauer nach der Sterilisation im Autoklaven im trockenen Zustand. Wahrend der
Sterilisation wandelte sich Bruschit in Monetit um.
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Die Betrachtung mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskopes zeigte, dass die mit
0,526 g/l Zitronensaure inhibierte und in Monetit umgewandelte Schicht aus Blasen und
kraterformigen Strukturen bestand (s. Abbildung 14 A). Die sternenférmige Anordnung
der Kristalle war teilweise mit Rissen durchzogen. In der 2000-fachen Vergrofierung in
Abbildung 14 B zeigte sich, dass die groferen Strukturen aus eher Kleineren

rechteckigen Kristallen zusammengesetzt waren.

Bei den mit 0,026 g/l Natriumdiphosphat inhibierten und autoklavierten Schichten
bestand die Monetitoberflache aus vielen geschlossenen und zerklifteten Blasen (s.
Abbildung 14 C). Die dinnen und flachen Kristalle bildeten mit Rissen durchzogene,
lamellare Sternformationen, wobei die groReren Kristalle sich aus kleineren

zusammensetzten (s. Abbildung 14 D).

Die mittels 2 g/l Phytinsdure inhibierten und durch das Autoklavieren in Monetit
umgewandelten Beschichtungen waren durch viele zerkliftete und offene Blasen und
Krater charakterisiert (s. Abbildung 14 E). Die Kristalle waren eher klein, lamellen-
oder plattenformig und ordneten sich diffus zu groReren Strukturen an
(s. Abbildung 14 F).
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Abbildung 14: Rasterelektronenmikroskopaufnahmen von Bruschitbeschichtungen inhibiert durch

0,526 g/l Zitronensdaure (A, B), 0,026 ¢/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat (C, D) und 2 g/l

Phytinsdure (E, F) fur 900 s Beschichtungsdauer nach der Sterilisation im Autoklaven im trockenen
Zustand. Wahrend der Sterilisation wandelte sich Bruschit in Monetit um.
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4.8 Sterilisation der in PBS-Puffer gelagerten Beschichtungen im

Autoklaven
Die Sterilisation der in PBS-Puffer gelagerten beschichteten Plattchen im Autoklaven
fihrte bei allen Beschichtungen zu einem Massenverlust. Die mit 0,526 g/l
Zitronenséure inhibierten Bruschitschichten verloren im Mittel (5 + 3) mg, die mit
tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat inhibierten Schichten (BruNadiOpt) (11 + 3) mg
und die mit Phytinséure inhibierten Schichten (BruPhytOpt) (8 + 3) mg an Masse.

Mittels Rontgendiffraktometrie war zu erkennen, dass sich bei allen inhibierten
Abscheidungen und der nachfolgenden Sterilisation Bruschit in reines Hydroxylapatit
umwandelte. Die mit Zitronensdure inhibierten Schichten wiesen die hochste
Peakintensitdt bei Werten wvon ca. 110cps auf. Die mit Hilfe wvon
tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat inhibierten Schichten hatten ihre hdchste Intensitét
bei einer Peakhthe von ca. 80 cps. Die durch Phytinsdureinhibition entstandenen
Schichten zeigten bei einer Peakhdhe von ca. 105 cps ihre hochste Intensitat. Der
amorphe Anteil der Schichten nach der Sterilisation war bei allen drei zugegebenen

Inhibitoren ungefahr gleich ausgepragt (s. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Réntgendiffraktogramm von Bruschitbeschichtungen inhibiert durch 0,526 g/l
Zitronenséure, 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat und 2 g/l Phytinséure fiir 900 s
Beschichtungsdauer nach der in PBS-Puffer gelagerten Sterilisation im Autoklaven. Wahrend der
Sterilisation wandelte sich Bruschit im Hydroxylapatit um.
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Im Rasterelektronenmikroskop bestand die mit 0,526 g/l Zitronenséure inhibierte und in
Hydroxylapatit umgewandelte Beschichtung aus flach  verteilten, spitzen
Kristallanordnungen ohne Risse oder Blasen (s. Abbildung 16 A). Die Kristalle bildeten
blschelférmige, feinblattrige Formationen (s. Abbildung 16 B).

Die Inhibition der Schichten mit 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat und
anschlieRende Sterilisation lieR diffus blasige Kristallformationen ohne Risse entstehen
(s. Abbildung 16 C). Die einzelnen Blasen wurden von buschelférmig angeordneten
Kristallen gebildet und die Kristalle hatten eine feinblattrige  Struktur
(s. Abbildung 16 D).

Die durch 2 g/l Phytinsdaure inhibierte und sterilisierte Schicht wies wieder Blasen auf,
wobei der Schichtboden eher flache glatte Kristallformationen zeigte und sich darlber
eher diffus zusammengesetzte Strukturen bildeten (s. Abbildung 16 E). Bei ndherer
Betrachtung schien der Untergrund aus flachen lamellenférmigen Kristallen zu
bestehen, auf denen bischelartige und feinblattrige Kristalle entstanden. Die

Einzelkristalle hatten wieder die Form von feinblattrigen Kristallen (s. Abbildung 16 F).
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Abbildung 16: Rasterelektronenmikroskopaufnahmen von Bruschitbeschichtungen inhibiert durch
0,526 g/l Zitronensaure (A, B), 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat (C, D) und 2 ¢/l

Phytinsaure (E, F) fur 900 s Beschichtungsdauer nach der in PBS-Puffer gelagerten Sterilisation im
Autoklaven. Wahrend der Sterilisation wandelte sich Bruschit in Hydroxylapatit um.

54



4. Ergebnisse

4.9 Zellversuche der Bruschitschichten mit Hilfe von humanen

fotalen Osteoblasten
Fir die Zelltests in dieser Arbeit wurden humane fétale Osteoblasten (hFOB) tber 12
Tage auf mit Bruschit beschichteten Titanplattchen kultiviert und anschlieRend
beziiglich ihrer Zellzahl, Zellaktivitdt und Aktivitit pro Zelle untersucht.
Als Referenzmaterial diente Polystyrol (s. Kapitel 3.6).

Aus Abbildung 17 A st ersichtlich, dass die Zellzahl auf Polystyrol an allen vier
Messtagen am hochsten war. Die Zellzahl stieg bis zum Tag 10 auf ihr Maximum von
2,8-:10° + 1,6-10° an, blieb an Tag 12 mit 1,6-10° + 7,8-10* jedoch noch iiber dem
Anfangswert von 1,1-10° + 2,2-10% Tag 10 war im Mittel zwar der Héchstwert, doch
hier darf die recht hohe Standardabweichung nicht vernachldssigt werden. Auf den
Plattchen, deren Schichten mit 0,526 g/l Zitronenséure inhibiert wurden, betrug die
Zellzahl ca. 1-10"* weniger als auf Polystyrol. Hier nahm im Verlauf der Messtage die
Anzahl der Zellen weiter ab und erreichte am 12. Tag 4,8-10° + 1,1-10° Zellen. Die
Zellzahl auf den Plattchen der mit 0,026 g/l Natriumdiphosphat inhibierten Schichten
zeigte im Vergleich dazu ein sehr dhnliches Bild. An Tag 4 lag der Mittelwert der
Zellzahl von den Schichten mit Natriumdiphosphatinhibition mit 1,2-10* etwas tber
dem Mittelwert der mit Zitronensdure inhibierten Bruschitschichten, wobei die
Standardabweichung um ca. das 5-fache hoher war. Im weiteren Verlauf der Messungen
sank die Zellzahl weiter bis zum 12. Tag und stieg am Tag 10 nochmal kurz auf
5,8-10% + 3,1-10° an. Auf den Plattchen, deren Schichten mit 2 g/l Phytinsaure inhibiert
wurden, verhielt sich die Zellzahl unterschiedlich im Gegensatz zu den restlichen
Inhibitoren und Polystyrol. Sie stieg von Tag 4 mit 1,21-10% + 4,7-10 % zu Tag 6 auf
1,5-10* + 1,2-10* Zellen an. Am 10. Messtag betrug die Zellzahl nur noch 6,0-10°
+1,5-10° und erhéhte sich an Tag 12 auf 8,0-10% + 2,7-10% Zusammenfassend lasst
sich erkennen, dass die Zellzahl auf den Plattchen der mit Zitronenséure,
Natriumdiphosphat und Phytinsdure inhibierten Bruschitschichten etwa auf demselben

Niveau war.
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Die Ergebnisse der mit Hilfe des WST-Tests durchgefiihrten Zellaktivitatsbestimmung
sind in Abbildung 17 B dargestellt. Wie schon in den oben besprochenen Versuchen zur
Zellzahlbestimmung zeigte auch hier Polystyrol den héchsten Wert und wies einen
annahernd gleichen Verlauf auf. Es gab wieder einen Anstieg von Tag 4 mit 0,6974 +
0,1849 zu Tag 10 auf 1,5015 + 0,2909. Am letzten Tag der Messung nahm die
Zellaktivitat auf 0,7936 + 0,1102 ab. Die Zellaktivitdt auf den Plattchen der mit
Zitronenséure inhibierten Bruschitschichten ergab nur geringe Messwerte. An Tag 4
betrug sie 0,0257 + 0,0722, fiel am 6. Messtag sogar auf 0 ab, um dann bei den letzten
beiden Messungen mit 0,0018 + 0,004 und 0,0144 + 0,0061 nur knapp Uber 0 zu
liegen. Auf den Plattchen, deren Bruschitschichtabscheidung mit Natriumdiphosphat
inhibiert wurde, fielen die Ergebnisse der Zellaktivitdt noch geringer aus, da ihre
Messwerte an den Tagen 4, 6 und 10 bei 0 lag. Am Messtag 12 wurde ein leichter
Anstieg auf 0,0012 + 0,0028 verzeichnet. Die Zellaktivitat auf den mit Phytinsdure
inhibierten Bruschitschichten war mit der Aktivitdit auf den mit Zitronensdure
inhibierten Bruschitschichten vergleichbar. Am ersten Tag der Messung waren die
Werte im Mittel mit 0,0285 + 0,0223 am hdchsten. An Tag 6 sank die Aktivitat auf das
Minimum von 0,0011 + 0,0032 ab, um bis Tag 12 wieder auf 0,02 + 0,02 anzusteigen.

Die Ergebnisse der Bestimmung der Aktivitat pro Zelle von hFOB sind in Abbildung
17 C dargestellt. Auf Polystyrol hatte die Aktivitat pro Zelle an Tag 4 ihren Hochstwert
mit 5,8-10'6i 1,9~10'6, welche im weiteren Verlauf bis zum Tag 12 auf 4,7-10'6 +
2,3-10° abfiel. Fur die Plattchen mit Zitronensaure inhibierter Bruschitbeschichtung
ergab die Messung der Aktivitat pro Zelle an Tag 4 2,4-10° + 6,8:10°. An Tag 6 war
keine Aktivitit messbar, jedoch stieg sie im weiteren Verlauf von 2,4-107 + 5,3-107 auf
2,9-10° + 1,4-10° am letzten Tag an. Wahrend die Aktivitat pro Zelle auf den Proben
mit Natriumdiphosphatinhibition fiir die Tage 4, 6 und 10 null zeigte, war am Tag 12
ein geringer Anstieg auf 3,8:107 + 8,5-107 zu verzeichnen. Die Aktivitat pro Zelle fiir
die Proben mit Phytinsdure inhibierter Bruschitbeschichtung hatte einen &hnlichen
Verlauf wie die Proben mit Zitronensdure inhibierter Bruschitbeschichtung auf. Der
erste Wert fiir Tag 4 lag bei 2,3-10° + 2,0-10®, sank dann an Tag 6 auf 7,5-10° +
2,2:107, um letztendlich iiber 1,2-10° + 1,3-10° auf 2,4-10° + 2,7-10°° anzusteigen. Bei
allen Proben, besonders denen mit inhibierten Bruschitschichten, fiel die

Standardabweichung sehr grol? aus, sodass vergleichende Aussagen nicht maoglich sind.
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Abbildung 17: Zellzahl (A), Zellaktivitat (B) und Mittelwert der Aktivitét pro Zelle (C) von hFOB an
Tag 4, 6, 10 und 12. Inhibierung der Bruschitschichten mit Hilfe von 0,526 g/l Zitronenséure, 0,026 g/l
tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat und 2 g/l Phytinséure. Polystyrol diente als Referenz.
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5. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es Bruschitschichten mit Hilfe der elektrochemisch
gestutzten Abscheidung auf die sandgestrahlte Oberfliche wvon Titanproben
aufzubringen und durch Zugabe von Kristallisationsinhibitoren die KristallitgréRen und
die Schichtmorphologie zu beeinflussen. Die Ver&nderungen konnten mittels
Rontgendiffraktometrie und Rasterelektronenmikroskop untersucht und nachgewiesen
werden. Ausgewahlte Schichten deren Abscheidung fur 900 s Beschichtungszeit mit
Hilfe von 0,526 g/l Zitronenséure, 0,026 g/l tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat oder
2 g/l Phytinsdure inhibiert wurde, wurden auf Morphologieveranderung nach
Ethanoldesinfektion und Sterilisation im Autoklaven untersucht.
Die ethanoldesinfizierten Proben waren Grundlage fur die anschlieBenden Zellversuche

mit Hilfe von humanen fotalen Osteoblasten (hFOB).

5.1 Einfluss der Zugabe von Inhibitoren auf die Masse der

Bruschitbeschichtung
In den vorliegenden Versuchen wurden die Auswirkungen von drei verschiedenen
Kristallisationsinhibitoren auf die Bruschitabscheidung auf Titanplattchen untersucht.
Bei der Zugabe der Inhibitoren Zitronensdure und Phytinsaure kam es in den Versuchen
zu einer verringerten Abscheidung der Bruschitschichten. Je hoher die zugegebene
Inhibitorkonzentration war, desto mehr wurde das Kristallitwachstum inhibiert und die
abgeschiedene Bruschitmasse nahm ab. Auffallig war, dass es bei der Zugabe der
hdchsten Zitronensaurekonzentration zu keiner Abscheidung kam. Offenbar wurde in
diesem Fall die Grenzkonzentration flr die Totalinhibierung der Bruschitabscheidung
erreicht. Wie schon in Kapitel 2.4 beschrieben, band die negativ geladene
Carboxylgruppe der Zitronensaure die Calciumionen aus dem Elektrolyt unter Bildung
des Dicalciumphosphat-Citrat-Komplexes. Somit wurde der Reaktionsgleichung ein
Edukt entzogen und es konnte kein Bruschit abgeschieden werden [148].
Die verringerte Bruschitabscheidung bei einer Inhibition mit Hilfe von Zitronensdure
konnte auch bei Untersuchungen von Alkhraisat et al. anhand Bruschitzementen gezeigt
werden [149]. In dem oben genannten Fall der Totalinhibierung mit Hilfe von

Zitronenséure war auffallig, dass nach dem Versuch sich nicht nur kein Bruschit
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abgeschieden hatte, sondern sich vielmehr die Titanmasse verringerte. Die Ursache der
verringerten Titanmasse wurde aufgrund der fehlenden Bruschitabscheidung nicht

weiter verfolgt.

Die Ergebnisse beziiglich der Wirkungsweise von Phytinsdure bestatigen vorherige
Veroffentlichungen anderer Autoren. Grases et al. und March et al. wiesen in mehreren
Studien das naturliche Vorkommen von Phytinsdure als Kristallisationshemmer fir
Calciumphosphate im Urin [158, 159] und Nierengewebe von Ratten nach [35]. In einer
anderen Untersuchung zeigte Grases et al. die inhibierende Wirkung speziell auf
Bruschit [34].

Bei Verwendung des dritten Inhibitors tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat konnte in
den Versuchen keine Inhibition festgestellt werden. Die abgeschiedene Bruschitmasse
war entweder gleich oder hoher als beim Standardelektrolyten. Es gibt keine
vergleichbaren Untersuchungen mit einem identischen Versuchsaufbau, es finden sich
lediglich leicht abgewandelte Studien, die jedoch alle Natriumdiphosphat
(Pyrophosphat) als Kristallisationsinhibitor beschreiben. So zeigten Alkhraisat et al und
Bohner et al. die Wirkung von Natriumdiphosphat als Abbindeverzdgerer in
Bruschitzementen [147, 155]. Fleisch et al. und Grases et al. beschrieben in ihren
Untersuchungen die Rolle von Pyrophosphat als natirlicher Kristallisationsinhibitor fur
Calciumphosphate im speziellen Bruschit und Hydroxylapatit im Urin [29-32, 34]. Ein
moglicher  Erklarungsansatz fur diese abweichenden Ergebnisse wére der
unterschiedliche pH-Wert im Urin von 6,1 im Gegensatz zu einem pH-Wert von 2,7 in
der vorliegenden Arbeit. Die mogliche Abhéngigkeit der Wirkungsweise von
Natriumdiphosphat von unterschiedlichen pH-Werten wére Gegenstand zukinftiger
Studien.

5.2 Charakterisierung der Bruschitschichten

Wie in Kapitel 3.4 beschrieben, erfolgte die Bestimmung der Morphologie der
Schichten mittels Rasterelektronenmikrokopie. Mit Hilfe der Rontgendiffraktometrie
wurden die Phasenzusammensetzung bzw. die kristallographischen Eigenschaften
untersucht. Aus den Rohdaten der Rontgendiffraktogramme wurde die KristallitgréRe
unter Zuhilfenahme der Scherrer-Gleichung errechnet. Alle hergestellten Schichten

bestanden aus reinem Bruschit und wiesen keine anderen Phasen oder
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Verunreinigungen auf. Auch bei der Verwendung von Zitronenséure,
tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat und  Phytinsdure wurde reines Bruschit
abgeschieden, aber die Kristallisationsinhibitoren beeinflussten die kristallographischen
Eigenschaften  der  Bruschitschichten. Die amorphen  Phasenanteile  der
Bruschitschichten nahmen zu und die Peakhdhen im Rontgendiffraktogramm
verringerten sich. Ein Zusammenhang zwischen der Hohe der Inhibitorkonzentrationen
und den amorphen Anteilen konnte in dieser Arbeit jedoch nicht nachgewiesen werden,
aber in Abhangigkeit der Beschichtungszeit zeigte sich eine Anderung der
Kristallitgrofie. Bei der Erhohung der Beschichtungszeit von 600 s auf 900 s nahm die
Kristallitgréfie unter Zitronen- und Phytinsdaureinhibition ab (s. Kapitel 4.4).

Eine Erkldrung zum vergrofRerten amorphen Phasenanteil fir den Inhibitor
Zitronenséure bieten Brecevi¢ et al. und Hofmann et al.. Sie zeigten, dass die
Zitronenséure auf der Oberflache von Bruschit oder Hydroxylapatit unter Bildung des
intermedidren Dicalciumphosphat-Citrat-Komplexes (s. Kapitel 2.4) Calcium bindet
und damit die Kristallnukleation und das Wachstum der kristallinen Phasen inhibiert
[37, 148], was eine Stabilisierung der amorphen Calciumphosphate zur Folge hat [160].
Pak et al. wiesen in ihren Versuchen nach, dass bei steigender Citratkonzentration das

Kristallitwachstum von Bruschit im Urin abnahm [38].

Die Ergebnisse fir den Inhibitor Natriumdiphosphat decken sich mit den Ergebnissen
andere Forscher. Fleisch et al. stellten fest, dass Pyrophosphat die Umwandlung der
amorphen Form in ihre kristalline Form verhindert [154]. Posner et al. beschrieben
Natriumdiphosphat als Stoff, der durch die Adsorption auf frihen kleinen Kristallen die

Proliferation und das Wachstum von Calciumsalzen in Wasser verhindert [54].

Unter Phytinsdureinhibition konnte im Diffraktogramm, wie in Kapitel 4.4 beschrieben,
ein Auftreten von amorphen Phasenanteilen beobachtet werden. Jedoch war der Anteil
geringer als bei der Zitronensaure- und Natriumdiphosphatinhibition. Deshalb wére eine
Vermutung, dass die chelatbildende Wirkungsweise der Phytinsdure, dhnlich wie bei
den anderen Inhibitoren, die amorphe Phase beeinflusst. Doch flr diese Wirkungsweise
von Phytinsdure fanden sich in der Literatur keine vergleichbaren Studien. Fir eine
Bestatigung oder Widerlegung der Vermutung waren somit weitere Forschungen

notwendig.
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Die mit Hilfe der Scherrer-Gleichung bestimmten KristallitgroRen lagen fir alle
Messungen zwischen 16 nm und 157 nm. Vergleicht man diese mit den Abbildungen
des Rasterelektronenmikroskops ergibt sich eine Abweichung der GrolRen. Die Kristalle

aus den Rasterelektronenmikroskopaufnahmen zeigten Werte im Mikrometerbereich.

Letzte Ergebnisse werden durch Untersuchungen anderer Forscher bestatigt. So fanden
Marifio et al. Kristalle mit einer GréRe von 2,5 um innerhalb von mit Zitronenséure

abbindeverzdgerten Bruschitzementen [161].

Demnach liefert die Scherrer-Gleichung in diesem Anwendungsfall nicht die richtigen
Ergebnisse. Scherrer et al. setzt bei der Anwendung der Gleichung wiurfelférmige
Kristalle voraus und berechnet die Gréf3e von einzelnen Kristalliten, die in der gleichen,
parallelen Netzebene liegen und zeigt damit Kristallite nur innerhalb ihrer Korngrenzen
[156]. Yanovska et al. zeigten, dass die KristallitgroRen von monoklinem Bruschit in
verschiedenen Netzebenen kaum voneinander zu unterscheiden sind [162]. Mit Hilfe
des Rasterelektronenmikroskops wurden dagegen grof3e Kristalle betrachtet, die sich aus

einzelnen Kristalliten zusammensetzten.

Die Morphologie der Bruschitschichten wurde in Kapitel 4.3 beschrieben. So waren in
allen Beschichtungen mit und ohne Inhibitor sternformige Kristallanordnung, sowie das
Auftreten von Kratern zu finden. Dieses Aussehen ist flr Bruschit typisch und wurde
mehrfach in der Literatur bestatigt [28, 128]. Das Auftreten der stern- und
kraterformigen Kristallanordnungen nimmt mit abnehmender Konzentration der
unterschiedlichen Inhibitoren und damit nachlassender Inhibitorwirkung zu. Beim
Vergleich der Rasterelektronenmikroskopaufnahnmen der Studie von Redepenning et al.,
die der hier vorliegenden Arbeit als Vorlage diente, fallen Gemeinsamkeiten mit den
hier hergestellten Aufnahmen auf (s. Abbildung 5 B) [21].

Wahrende die Bilder der aus dem Standardelektrolyten hergestellten Schichten
durchgéngig waren, zeigten sich nach Zugabe der Inhibitoren von Rissen unterbrochene
Schichten, wie sie auch Redepenning et al. und Shih et al. in ihren Untersuchungen
beschrieben [22, 163]. Die GroRe und Menge der Risse in den Schichten sank mit der
verringerten Zugabe von Inhibitoren. Eine Korrelation zwischen Rissauspragung und

Konzentration des Inhibitors konnte in der Literatur nicht gefunden werden.
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Eine mdgliche Erklérung konnte sein, dass sich durch die Zugabe der Inhibitoren die

Schichtdicke &nderte, was beim Trocknen eventuell zu Verspannungen fiihrte.

Fur die aus dem Standardelektrolyten hergestellten Schichten besalRen die Kristalle, wie
bei Redepenning bzw. Kumar et al., neben ihrer typischen Anordnung zusatzlich ein
kubisches Aussehen mit stumpfen Enden und ordneten sich in Platten oder Lamellen an
(s. Abbildung 5 B) [21, 128]. Die Zugabe des Inhibitors Zitronensdure veranderte die
Erscheinung hin zu bischelférmigen Anordnungen, die auch Barralet et al. bei seinen
Untersuchungen vom Bruschitzementen mit Natriumcitrat fand [164], und verlieh den
einzelnen Kristallen spitze Enden. Daran angrenzend trat teilweise eine diffus-glatte
Oberflache ohne erkennbare Kristalle auf (s. Abbildung 6 B). Brecvi¢ et al. stellten
ebenso eine Veranderung zu nadelférmigen Kristallen unter Einfluss von Citrationen
fest [37], wohingegen im Zement von Bohner et al. die Kristalle kleiner und runder
wurden [147]. Unter der Inhibition durch Natriumdiphosphat nahmen die Kristalle, im
Vergleich zur Inhibition mit Hilfe von Zitronensdure, wieder kubische Platten- oder
Lamellenform an und wiesen stumpfe Enden auf (s. Abbildung 8 A). Die Kristalle
nahmen, im Unterschied zu den anderen Inhibitoren, an Dicke zu. Ein vergleichbares
Aussehen zeigten B-Tricalcium-Phosphat Zemente, die mit Natriumpyrophosphat
modifiziert wurden [147]. Unter den hohen Natriumdiphosphatkonzentrationen bildeten
sich nur blasige bzw. kraterartige Strukturen und ein Auftreten von erkennbaren
Kristallen fehlte teilweise bis komplett (s. Abbildung 7 A). Die Schichten mit
Phytinsdure wiesen trotz ihrer inhibierenden Wirkung Vulkane und sternférmige
Anordnungen auf, die sich von den typischen Bruschitkristallen jedoch unterschieden.
Vergleichbare Beispiele fur die Inhibition mit Phytinsdure konnten in der Literatur nicht

gefunden werden.

5.3 Desinfektion und Sterilisation

Ein grolles Risiko in der Medizin ist die Keimverschleppung und Infektion bei
chirurgischen Eingriffen [165]. Um dieses Risiko zu vermeiden, befinden sich
unterschiedliche Verfahren zur Inaktivierung von Bakterien, Pilzsporen und Viren in
der Anwendung [166]. In den vorliegenden Versuchen wurden die Auswirkungen von
Desinfektion und Sterilisation auf die mit Hilfe wvon drei verschiedenen

Kristallisationsinhibitoren abgeschiedenen Bruschitbeschichtungen auf Titanplattchen
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untersucht. Das Desinfizieren der mit 0,526 g/l Zitronensdure, 0,026 g/l
Natriumdiphosphat und 2 g/l Phytinséure inhibierten Schichten mit 70 %igem Ethanol
fuhrte zu keiner Umwandlung des Bruschits. Im Ethanol sollte ein geringer Teil der
Calcium- und Phosphationen wieder in Ldsung gehen, wodurch der Masseverlust zu
erkldren ware. Aufgrund der geldsten lonen konnten die Bruschitkristalle weiter
auskristallisieren, was einen Teil der Risse verschwinden lieBe. Die Desinfektion in
Ethanol fuhrte zu einer vermindert starken Auspradgung der anfanglich aufgefiihrten
Unterschiede und speziellen Merkmale zwischen den mit Zitronensaure,
tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat und Phytinsdure inhibierten Schichten. Die
Morphologie der verschieden inhibierten und desinfizierten Bruschitschichten war, wie
in Abbildung 12 ersichtlich, sehr &hnlich. Eine chemische Untersuchung des Ethanols
konnte Rickschliisse darauf geben, ob ein Teil der Inhibitoren ausgewaschen wurde und
sich aufgrund dessen die Schichten in ihrer Morphologie aneinander anglichen. Die
Entstehung der kleinen Kigelchen auf den Kristallen ist bislang nicht erklarbar und
konnte durch andere Faktoren oder duBere Einfliisse hervorgerufen worden sein. Es
wurden ebenso keine Hinweise in der Literatur gefunden. Die weitere Kristallisation
hatte auch Einfluss auf die KristallitgroBen, da diese sich umgekehrt zu den
Ausgangswerten darstellten. Die KristallitgroRe der mit Zitronensdure und Phytinsaure
inhibierten und desinfizierten Schichten nahm zu und erreichte hohere Werte als die
Kristallitgrofie der Schichten des Standardelektrolytes ohne Desinfektion. Im Gegensatz
dazu verringerten sich die Werte der mit 0,026 g/l Natriumdiphosphat inhibierten
Bruschitschichten nach der Desinfektion mit Ethanol. Die Desinfektion von Schichten
des Standardelektrolytes ware bei zukunftigen Untersuchungen als Vergleichswert
sinnvoll. In der Literatur wurden keine vergleichbaren Ergebnisse oder Erklarungen

gefunden.

Die Behandlung der mit 0,526 g/l Zitronenséure, 0,026 g/l Natriumdiphosphat und 2 g/l
Phytinsdure inhibierten Schichten im Autoklav bei Trockenheit fuhrte zur Umwandlung
von Bruschit in seine Anhydratform Monetit [167]. Durch den Verlust des Wassers in

der Transformation lielRe sich auch der Masseverlust der Schichten erkléren [168].

CaHPO, - 2 H,O —» CaHPO4 + 2 H,0O (5)
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Im Rontgendiffraktogramm waren die Peaks einer reinen Monetitschicht ohne andere
Phasen oder Verunreinigungen (s. Abbildung 13) erkennbar. Die Morphologie der
Schichten aus den Rasterelektronenmikroskopaufnahmen von Abbildung 14 glichen der
Morphologie der Schichten mit Desinfektion durch Ethanol in Abbildung 12. Es konnte
das Fehlen der kleinen Kiigelchen in groRen VergréRerungen beobachtet werden, sowie
eine Anderung im Aufbau und GroRe der Kristalle. Die groRen Kristalle bestanden bei
Monetit teilweise aus einer Zusammenlagerung von kleineren Kristallen und erschienen
etwas Kkleiner (s. Abbildung 14 B), als die vergleichbaren von Bruschit
(s. Abbildung 12 B). Die hier gewonnenen Ergebnisse korrelieren mit denen von
Tamimi et al. in ihrer Arbeit, die sich jedoch auf Zemente bezieht [169]. Weitere
Untersuchungen zur elektrochemischen Abscheidung von Monetit kénnten in dieser
Hinsicht mehr verwertbare und vergleichbare Ergebnisse bringen. Boroujeni et al.
fanden 2012 heraus, dass Monetitzemente eine potentielle Alternative, aufgrund von
chemischer Zusammensetzung, Loslichkeit, Knochenregeneration und -wachstum, sein
konnten [59].

Die Einlagerung der inhibierten Bruschitschichten in PBS-Puffer und anschliefende

Sterilisation im Autoklav hatte eine Umwandlung zu Hydroxylapatit zur Folge.
6 CaHPO, - 2 H,0 + 4 CaCl;, + 2 H,O — Cajo(PO4)s(OH), + 8 HCI + 12 H,O  (6)

Diese Transformation beobachteten auch Tas et al. in ihren Untersuchungen mit
Bruschitpulver [170]. Die hohe Temperatur und die Bestandteile des PBS-Puffers
lieRen, wie im XRD erkennbar, reinen Hydroxylapatit entstehen (s. Abbildung 15). Wie
schon bei dem entstandenen Monetit konnte keine Aussage Uber einen Zusammenhang
zwischen Inhibitor und Peakhdhe in XRD getroffen werden. Die Morphologie der
gebildeten Kristalle in den REM-Aufnahmen stimmte mit denen in vorangegangenen
Arbeiten Uberein [170-172]. Die entstandenen Schichten der drei Inhibitoren hatten
untereinander wieder sehr groRe Ahnlichkeit und bildeten biischelformige, flache und
teilweise spitz zulaufende Kristalle aus (s. Abbildung 16). Weitere Ergebnisse, in
Hinblick auf die gewollte Umwandlung von Bruschit in Hydroxylapatit und der Einfluss
von Kristallisationsinhibitoren, koénnten in zukinftigen Untersuchungen gewonnen

werden. Ebenso ware die Erforschung alternativer Sterilisationsverfahren in Folge
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dieser Arbeit denkbar, um die Transformation in Hydroxylapatit erst in vivo stattfinden

zu lassen [170].

5.4 Zellversuch

Fir die Untersuchung der Zellvertraglichkeit der Schichten wurden die Zellzahl
(s. Abbildung 17A) und die Zellaktivitat (s. Abbildung 17 B) anhand eines
Zellkulturmodells mit hFOB-Zellen bestimmt. Als Referenz wurde Polystyrol
verwendet und bei der Bestimmung war ein deutlicher Anstieg von Zellzahl und
Zellaktivitat bis zum 10. Tag erkennbar. Jedoch sollten dabei die hohen
Standardabweichungen nicht vernachlassigt werden. Die Zellzahl war bei allen mit
Hilfe von 0,526 g/l Zitronenséure, 0,026 g/l Natriumdiphosphat und 2 g/l Phytinsdure
inhibierten Schichten um mindestens eine GroéRenordnung geringer als bei Polystyrol.
Ein Absinken war fiir die mit Zitronensdure, Natriumdiphosphat und Phytinsiure
inhibierten Schichten von Tag 4 auf Tag 12 erkennbar. Die Zellaktivitat auf Polystyrol
hatte einen zur Zellzahl vergleichbaren Verlauf. Es konnte keine Aktivitat auf den mit
Zitronensdure inhibierten Schichten an Tag 6 und dem mit Natriumdiphosphat
inhibierten Schichten an Tag 4, 6 und 10 beobachtet werden. An Tag 10 und 12 konnte
fur die mit Zitronen- und Phytinsdure inhibierten Schichten ein minimaler Anstieg der
Zellaktivitat verzeichnet werden. Die Aktivitét pro Zelle aus Abbildung 17 C bestatigt
diese Beobachtung. Die Ergebnisse finden kaum Ubereinstimmung in der Literatur. Fur
Zitronenséure konnte durch Jamshidi et al. bestatigt werden, dass sowohl die
Zellhaftung auf Bruschitzementen behindert wurde, als auch, dass Zellzahl und
Zellaktivitat geringer ausfielen [173]. Da Phytinsaure und Natriumdiphosphat beide im
menschlichen Korper vorkommen und dort die Ausfallung von Calciumphosphaten
regulieren [30, 34], wére eine negative Auswirkung bei entsprechender Dosis auf die
Zellen nicht zu erwarten. In vivo und in vitro wurde die gute Zellvertraglichkeit und
Zellhaftung von Pyrophosphatbeschichtungen bereits bestétigt [174]. Roy et al. konnten
2012 zeigen, dass Bruschit, wenn auch in Zementform, eine gute Biokompatibilitat
gegenuber humanen fotalen Osteoblasten besitzt [175]. Die in dieser Arbeit
auftretenden hohen Standardabweichungen, die teilweise sogar hoher als die
Mittelwerte waren, stellen eine mdgliche Fehlerquelle in den Ergebnissen der
Zellversuche dar. Damit konnten die Ergebnisse nicht fir genauere Aussagen bzw.

Zusammenhdnge herangezogen werden. Der mdgliche Einfluss des niedrigen
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pH-Wertes der Elektrolyte, wie in Kapitel 5.1 beschrieben, kénnte auch hier zum
Tragen kommen. Um die Fehler zu minimieren und konkrete Aussagen (ber die
jeweilige Wirkung der Inhibitoren treffen zu konnen, misste die zukinftige
Probenanzahl erhéht, eine Bruschitbeschichtung ohne Inhibitor als Referenz oder das

Verwenden einer alternativen  Zelllinie in  Betracht gezogen  werden.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen Bruschitschichten auf Titan in Gegenwart
von Kristallisationsinhibitoren elektrochemisch gestiitzt abzuscheiden. Zur Steuerung
von KiristallitgrofRe und Untersuchung der biologischen Reaktion kamen Zitronensaure,
tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat  und  Phytinsdure  zum  Einsatz.  Die
elektrochemische Abscheidung erfolgte bei Raumtemperatur von 24 °C mit einer
Stromstarke von -320 mA (Stromdichte: 18,8 mA/cm?) und lieR reproduzierbare,
geschlossene Schichten von ausreichender Dicke entstehen. Die Inhibition des
Ausgangselektrolytes mit Hilfe von Zitronen- und Phytinsdure verringerte die
abgeschiedene Masse an Bruschit, wohingegen die Inhibition mit tetra-
Natriumdiphosphat-Decahydrat sie erhohte. Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie
wurde der Einfluss der Kristallisationsinhibitoren auf die Morphologie der Schichten
untersucht. Die fur Bruschit typische Bildung von kubischen, sternférmigen Kristallen,
sowie kraterformigen Anordnungen liel mit zunehmender Inhibitorkonzentration nach.
Die mit Hilfe von Zitronensdure inhibierten Schichten bildeten spitze, biischelférmige
Kristalle und Krater neben teils glatt-diffusen Oberflachen aus. Die Kristalle aus den
mit Hilfe von tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat inhibierten Schichten wiesen wieder
kubische, platten- oder lamellenartige Formen mit stumpfen Enden auf, wobei auch
glatt-diffuse ~ Bereiche in den Kristallschichten vorhanden waren. Die
Phytinséureinhibition der abgeschiedenen Schichten lieR vom normalen Bruschit
abweichende Krater und sternférmige Anordnungen mit glatt-blasigen Oberflachen
entstehen. Mit Hilfe der Rontgendiffraktometrie konnte nachgewiesen werden, dass alle
entstandenen Schichten aus reinem Bruschit bestanden. Bei den inhibierten Schichten
nahm, im Unterschied zu den mit Hilfe des Standardelektrolytes abgeschiedenen
Schichten, lediglich der amorphe Anteil zu. Als optimale Beschichtungsparameter fiir
die weiteren Versuche wurden 0,526 g/l  Zitronensaure, 0,026 g/l tetra-
Natriumdiphosphat-Decahydrat und 2 g/l Phytinsdure gewaéhlt. Damit ein spaterer
Klinischer Einsatz der Schichten moglich wére, erfolgte die Desinfektion mit 70 %igem
Ethanol oder die Sterilisation im Autoklav im trockenen Zustand oder in PBS-Puffer
gelagert. Wie schon zuvor, wurden die desinfizierten bzw. sterilisierten Proben mittels

Rontgendiffraktometrie und Rasterelektronenmikroskopie charakterisiert.
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Die Desinfektion in Ethanol verdnderte die Phasenreinheit der Schichten im
Rontgendiffraktogramm nicht und glich die mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskopes
festgestellten vorausgegangenen Unterschiede mehr aneinander an. In allen Schichten
waren kraterformige Kristalle und Sternformationen erkennbar und die zuvor
aufgetretenen Risse wurden weniger. Die Sterilisation im trockenen Zustand im
Autoklav fiihrte zu Umwandlung von Bruschit in Monetit, dessen Reinheit durch die
Untersuchung mittels Rontgendiffraktometrie bestatigt wurde. Die Morphologie von
Monetit &hnelte der von Bruschit, da auch lamellenartige Sternformationen zu
beobachten waren. Lediglich die KristallitgroRe erschien kleiner bzw. es setzten sich
grol3e Kristalle sichtbar aus kleineren zusammen. Die Sterilisation der in PBS-Puffer
gelagerten Schichten im Autoklav transformierte das Bruschit in Hydroxylapatit. Mit
Hilfe der Rontgendiffraktometrie konnte die Reinheit des Hydroxylapatites
nachgewiesen werden. Die Rasterelektronenmikroskopaufnahmen machten deutlich,
dass sich die Hydroxylapatitkristalle blischelformig, schmal mit spitzen Enden anordnen

und nur geringe Unterschiede erkennbar waren.

Die anhand eines Zellkulturmodells mit hFOB-Zellen durchgefiihrten Zellversuche
zeigten im Vergleich zur Referenz eine mindestens 1 - 10** verringerte Zellaktivitit an
allen Untersuchungstagen. Sowohl fir die Zitronenséureinhibition, als auch fir die
Natriumdiphosphatinhibition sank die Zellaktivitat bzw. Aktivitat pro Zelle teilweise
auf null. Die Ergebnisse der Zellversuche wurden aus den in Kapitel 5.4 genannten
Grunden und Schlussfolgerungen nicht fiir weitere Vergleiche bzw. Zusammenhange

herangezogen.

Fur zukinftige Untersuchungen ware eine Verdnderung der Prozessparameter
(pH-Wert, Temperatur, Inhibitorkonzentration) denkbar. Zusatzlich sollten weitere
Inhibitoren, wie Magnesium zur Verwendung kommen und untersucht werden. Im Urin
wurden von Forschern synergistische Effekte zwischen Pyrophosphat und Phytinsdure
oder Citrat und Pyrophosphat nachgewiesen. Die entdeckten Synergien zwischen
unterschiedlichen Inhibitoren bei Bruschitzementen konnten auf elektrochemische
Beschichtungen (bertragen werden und sich positiv auf die Veranderung der Schichten

auswirken.
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Chemikalienliste

Chemikalienliste:

Chemikalie Summenformel Hersteller Chargennummer

Calcium Phosphat Monohydrat monobasisch CaH4P,0¢- H,O Sigma-Aldrich Chemie 1412781 20309120
GmbH, Steinheim

Calcium Phosphat Monohydrat monobasisch CaH4P,0¢ H,O Sigma-Aldrich Chemie BCBJ7664V
GmbH, Steinheim

Zitronensdure Monohydrat CeHsO7+ H,0 Sigma-Aldrich Chemie SzZBB2010V

Tetra-Natriumdiphosphat-Decahydrat
Phytinséure 40 %
Korox 50

Extran ® MA 03 phosphatfrei
Ethanol 70 %

PBS Puffer 70 %
CellProliferationsReagent WST-1

DNEM Medium
Accutase
Isotonlésung

Na4P207' 10H20
C6H18P6024
Al,O,

C.,H:O

GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

BEGO GmbH & Co. KG,
Bremen

Merck KGaA, Darmstadt
FMZ Wiirzburg

Nach VA-BioLab 042901

Fa. Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Nach VA-Biolab 042901

Fa. PAA GmbH, Célbe

Fa. Beckmann Coulter GmbH,
Krefeld

F1061091 139

BCBH8997V

1225262

58143450

Art. Nr. 1644807

Art. Nr. L11-007
Art. Nr. 8448044
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Gerételiste

Gerateliste 1:

Gerat

Hersteller

Ohaus Explorer T2914
Magnetriihrer IKA RCT Basic
Reinstwasseranlage aurium pro VF TOC

Ultraschallbad SONOREX Typ RK 102 H
Sandstrahlgerét Basic Quattro

Wenking LPGO03-S Laboratory Potentiostat-Galvanostat
Software CPCDT98h b Test Point for Windows(v5.0)
Integra Series 2700 Multimeter / Data Acquisition System
doppelwandige elektrochemische Zelle

Siemens D5005 Réntgendiffraktometer

Sputter Coating Emitech K550
Rasterelektronenmikroskop DSM 940

Videoprinter Mitsubishi P66E

Software Eva v10.0.1.0

Inolab pH Level 1

Autoklav Tuttnauer 3870 ELV
Inkubator Hera cell 150i

OHAUS Corp., Parsippany, USA
IKA Werke GmbH & CO. KG

Fa. Sartorius Weighing Technology GmbH,
Gottingen
Bandelin electronic, Berlin

Renfert GmbH, Hilzingen

Bank Elektronik GmbH, Clausthal-Zellerfeld
Capital Equipment Inc,. Puyallup, WA, USA
Keithley Instruments GmbH, Germering

Schott AG, Mainz

Bruker AXS, Karlsruhe

Emitech Ltd, Kent, England

Carl Zeiss AG, Oberkochern

Mitsubishi Electronic Corp., Tokyo, Japan
Bruker Corp. Billerica, MA, USA

WTW Wisschenschaftlich-Technische Werkstétten
GmbH, Weilheim

Fa. Systec GmbH, Wettenberg

Fa. Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold
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Gerételiste

Gerételiste 2:

Gerat

Hersteller

Inkubator Hera cell 150i

ELISA Reader Spectrafluor plus
Z&hlgefal

Zellzéhler Typ Casy 1 Schéarfe System

Fa. Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold
Fa. Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Roche GmbH, Mannheim
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