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1. Einleitung und Problemstellung

1. EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG
1.1 Knochenersatzmaterialien
1.1.1 Geschichte

Das Interesse an Frakturbehandlung und Knochenersatz reicht weit in die
Menschheitsgeschichte zurlick. So wurde in den peruanischen Anden ein 4000 Jahre
alter Schadel gefunden, dessen frontaler Defekt mit einer 1mm dicken Goldplatte
abgedeckt war ['. Aus solchen und dhnlichen Funden lasst sich ableiten, dass in Mittel-
und Sildamerika die Allgemeinheit Implantate aus Flaschenkirbissen oder
Nussschalen erhielten, wahrend die gehobene Gesellschaft Gold- oder Silberimplantate
eingesetzt bekam .

Die erste schriftiche Dokumentation einer Rekonstruktion stammt von Fallopius (1523 -
1562), der ebenfalls Gold als Knochenersatz verwendete . Die erste dokumentierte
xenogene Knochentransplantation wurde 1668 in Moskau durch Job Janszoon van
Meekeren beschrieben . Er fiihrte eine erfolgreiche Rekonstruktion des Schadeldachs
mit Hilfe eines Hundeknochens an einem russischen Soldaten durch. Bei der spateren
Entfernung des Implantats zeigte sich bereits eine gute Einheilung des
Knochentransplantates °©!.

Experimentelle  Untersuchungen mit der Frage nach geeigneten Knochen-
ersatzmaterialien fanden ab Mitte des 19. Jahrhunderts statt. In zahlreichen
Tierversuchen 7#% wurde immer wieder versucht, den begrenzt zur Verfiigung
stehenden autologen Knochen durch Ersatzwerkstoffe zu ersetzen. So nahm z.B.

11]

Hamilton ['% desinfiziete Schwimme zur Defektdeckung, Gluck " Elfenbein,

[12] (131 versuchten, Eierschalen

Dreesman Gips und Tarsoly u. Tomory
(Calciumcarbonate) zu verwenden.

Oiller war einer der Ersten, der 1867 in seinem Werk Uber Knochenregeneration die
experimentell-wissenschaftlichen Grundlagen der Knochentransplantation formulierte
und die Begriffe autogene, allogene und xenogene Transplantate (siehe Tabelle 1)
einfihrte ',

Gegen Ende des 19. Jahrhunderts wurde von Barth das Verhalten von

Knochenimplantaten histologisch untersucht "> Er war der Meinung, dass nach

Seite 1



1. Einleitung und Problemstellung

einer Transplantation alle Knochenelemente abstarben und lediglich als Leitschiene flr
den vom Transplantatlager neugebildeten Knochen dienten. Er kreierte damit den
Begriff des ,schleichenden Ersatzes und der Leitschienenfunktion des Transplantates.
Entsprechende Beobachtungen wurden unabhangig von Barth zeitgleich in den USA
von Curtis gemacht ") und Phemister bezeichnete spater diese dynamischen
Umbauvorginge bei Knochentransplantationen als ,Creeping Substitution® 8. Die
Arbeit von Barth wurde dann von Axhausen und Lexer weitergefiihrt. In umfassenden
Experimenten an Ratten, Hasen und Hunden konnten sie zeigen, dass
Knochenneubildung vom Transplantat selbst ausging. Aufgrund histologischer
Untersuchungen wiesen sie nach, dass autogene Knochenimplantate den allogenen
Uberlegen sind und xenogene Implantate keinerlei regenerative Potenz besitzen
[19,20,21,22,23].

Auch heute, 100 Jahre spater, gilt der Einsatz von autogenen Knochentransplantaten

als Knochenersatzmaterial (KEM) immer noch als Goldstandard.
1.1.2 Einteilung

Biomaterialien sind per definitionem ,nicht-kérpereigene Substanzen, die nach der
Implantation in den menschlichen Organismus dort vorhandene strukturelle Elemente,

ganze Gewebe und ihre (Teil-) Funktionen ersetzen® 4

. Die Verwendung von
Biomaterialien zur Behandlung von skelettalen Defekten flhrt zum Begriff der
Knochenersatzmaterialien, deren Gebrauch und Entwicklung in den letzten 3
Jahrzehnten immer mehr an Bedeutung gewonnen haben. Dies flhrte in den letzten
Jahren zu einer starken Zunahme an erhéltlichen Knochenersatzmaterialien. So ist der
Bedarf an Knochen und Knochenersatzmaterialien ganz erheblich, da jahrlich ca.
250.000 Knochentransplantationen allein in den USA durchgefiihrt werden °!,

Die Knochenersatzmaterialien werden terminologisch nach ihrer Herkunft unter-
schieden. Ferner lassen sie sich in biologische und synthetische Knochenersatz-
materialien einteilen . Tabelle 1 gibt einen kurzen Uberblick tiber die Einteilung.
Autologer Knochen entstammt dem eigenen Korper. Er hat die gréBte Potenz zur
kndchernen Regeneration eines Defektes und gilt deshalb als Goldstandard. Doch
leider ist die Verflgbarkeit von autologem Material sehr begrenzt; es kann aus dem

Kieferwinkel, der Kinnregion oder aus dem Beckenkamm, einer Rippe oder dem
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1. Einleitung und Problemstellung

Tabelle 1 a: Einteilung der Knochenersatzmaterialien (KEM) nach ihrer Herkunft
b: Einteilung der Knochenersatzmaterialien nach biologisch und synthetisch

a) Einteilung der Implantate bzw. Transplantate nach ihrer Herkunft

Autolog Vom selben Individuum stammend

Allogen Von einem genetisch anderen Individuum der selben Art
stammend

Xenogen Von artfremder Herkunft

Alloplastisch Kérperfremd, synthetisch (z.B. Metalle, Kunststoffe, Keramik)

b) Biologische KEM Synthetische KEM

Allogen: Keramisch:
- Lyoknochen - Bioaktives Glas
- Lyoknorpel - Calciumzirkonium
- AAA-Knochen - B-Tricalciumphosphat
- Hydroxylapatit
- Glasionomere
Xenogen: Polymere:
- Hydroxylapatit - Polymethylmethacrylat
- Kollagen - Polymilchsdure
- Calciumcarbonate - Polyglykolsaure
- Perimutt
- Eierschale

Schienbein gewonnen werden. Die Entnahme in der erforderlichen Menge ist allerdings
zeitaufwendig und bedingt gréBere chirurgische Eingriffe, die mit nicht unerheblichen
Risiken verbunden sind. So ist evil. ein Zweiteingriff notwendig, es kommt zu einem
damit verbundenen postoperativen Schmerz, die Operationsdauer ist verlangert, das
Infektionsrisiko an der Entnahmestelle erhéht, hdhere Kosten entstehen und der Vorrat
an autogenem Knochenmaterial ist begrenzt. GréBere Knochendefekte, wie sie z.B. bei
komplizierten und ausgedehnten Splitterbriichen vorkommen, kénnen auf diese Weise
nicht versorgt werden 2428,

Eine Alternative dazu ist die Verwendung von allogenem Knochenersatzmaterial.

Dieses stammt von menschlichen Spendern, das von der Knochenbank bezogen
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1. Einleitung und Problemstellung

werden kann. Zur Anwendung kommen demineralisierter gefriergetrockneter Knochen
(DFDBA, Demineralized Freeze-Dried Bone Allograft) oder auch die nicht
demineralisierte =~ Form  (FDBA, Freeze-Dried Bone Allograft), die aus
Leichenspenderknochen gewonnen werden. Jedoch ist der Einsatz nicht routinemaBsig,
da gewisse Nachteile vorhanden sind. So besteht die Gefahr unter anderem im
potentiellen Infektionsrisiko, insbesondere HCV und HIV. Die Vorteile bestehen in der
idealen Leitstruktur des Materials fir das Einwachsen des eigenen Knochens, auch
Osteokonduktion genannt. AuBerdem ist es osteoinduktiv, d.h. es regt die
Knochenneubildung an. Desweiteren kann es auch bei gréBeren Defekten in Form von
Knochenbldcken eingesetzt werden.

Xenogene Materialien sind pflanzlichen oder tierischen Ursprungs. Zu den
bekanntesten Vertretern zahlen das aus bovinem Knochen gewonnene Bio-Oss®, das
equine Bio-Gen® sowie das aus Algen hergestellte Algipore®. Sie alle haben
Hydroxylapatit (HA) als Basis. Durch bekannt werden der bovinen spongiformen
Enzephalopathie (BSE) wurde die Sicherheit von Bio-Oss® diskutiert. Wissenschaftlich
wird es aber als absolut sicher eingestuft. Xenogene Materialien zeichnen sich durch
ihre hohe Osteokonduktivitat aus.

Aufgrund der oben erwahnten Risiken haben bei der Behandlung entzindlicher,
tumorbedingter, posttraumatischer oder angeborener Knochendefekte besonders in
den letzten zwei Jahrzehnten neben der Nutzung der genannten Materialien auch
synthetische (alloplastische) Knochenersatzmaterialien an Bedeutung gewonnen 271,
Sie sollen die Gefahr der Infektionen reduzieren. Zusatzlich besteht die Mdglichkeit,
ihre Eigenschaften den Erfordernissen der unterschiedlichen Einsatzgebiete
anzupassen.

Die derzeit am haufigst verwendeten Materialien sind B-Tricalciumphosphat (B-TCP)
und Hydroxylapatit ?22%3%  Sje zeichnen sich dadurch aus, dass sie synthetisch mit
genau definierbaren physio- und kristallchemischen Eigenschaften herstellbar sind,
eine gleichbleibende Chargenqualitdt (chemische Zusammensetzung und Reinheit)
besitzen und so eine besser abschatzbare biologische Reaktion hervorrufen.
Desweiteren sind sie immunologisch inert, atoxisch, nicht teratogen und nicht
kanzerogen[*']. Darliber hinaus zeichnen sie sich durch hohe Druck- und geringe
Zugfestigkeit, dhnlich dem natiirlichen Knochen aus®. Weitere Materialien sind
Tricalciumphosphat (TCP) in Verbindung mit HA, Glaskeramik, Kalziumsulfat und
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1. Einleitung und Problemstellung

polymere Zucker. Sie alle sind rein osteokonduktiv und nicht osteoinduktiv.
Knochenersatzstoffe sind den Biomaterialien zugeordnet. Dieser Begriff umfasst eine
Vielzahl von Werkstoffen, die in den Organismus implantiert werden, um biologische
Strukturelemente zeitlich begrenzt oder dauerhaft in deren (Teil-) Funktionen zu
ersetzen. Mit dem Einsatz von Biomaterialien fir den Knochenersatz soll die
Knochenheilung unter anderem hinsichtlich der Menge und Qualitdt des neu
gebildeten Knochens, der Geschwindigkeit der Einheilung des Implantats sowie der
mechanischen Belastbarkeit im Vergleich zum autogenen kndchernen Transplantat
beeinflusst werden 2.

Eine notwendige Voraussetzung fir die Anwendung eines Werkstoffes als
Biomaterial ist seine Biokompatibilitat.

1.2 Biokompatibilitat

Biokompatibilitat wird im Lexikon definiert als ,Qualitat der gegenseitigen Toleranz mit
dem Leben® und leitet sich aus dem Griechischen (bios = Lauf des Lebens) und dem
Lateinischen (compatibilis = gegenseitig tolerant gegeniiber) ab 2%,

Die Biokompatibilitat (Gewebevertraglichkeit) ist der Schlissel zum Einsatz aller
Werkstoffe in einer biologischen Umgebung ¥ und beschreibt die Fahigkeit dieser
Stoffe, durch aktive Wechselwirkung mit kdrpereigenen Proteinen und Zellen ein
bestimmtes (erwlinschtes) Funktionsergebnis in einem Empfangerorganismus zu
erzielen ®°. Dabei werden die Strukturkompatibilitat, die sich auf die mechanischen
Eigenschaften bezieht, und die Oberflachenkompatibilitdt, die die chemischen,
physikalischen, biologischen und morphologischen Oberflacheneigenschaften des
Implantats beeinflussen, betrachtet.

Auf dem speziellen Gebiet der Implantate im Knochenkontakt unterscheidet man

noch folgende Grade der Kompatibilitat:

Biotoleranz

Wenn ein Implantat nicht vom Organismus aufgelést oder abgebaut werden kann,
wird es durch eine Weichgewebsschicht abgekapselt. Direkt nach der Implantation
lagern sich auf der Oberflache kérpereigene Serumproteine ab, die wahrend der
Adsorption eine Anderung ihrer Konformation bzw. ihres Oxidationszustandes
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1. Einleitung und Problemstellung

erfahren kénnen. Dies fuhrt zum Auftreten inflammatorischer Reaktionen und letztlich
zu einer Distanzosteogenese. D.h. der Spalt zwischen Knochen und Implantat wird
vom Koérper nicht durch neugebildeten Knochen geschlossen. Als Beispiele sind hier

Stahl oder Cobaltbasislegierungen zu nennen ¢,

Bioinertheit

Ein Implantat wird nicht mehr als kdperfremd identifiziert, wenn die Serumproteine
wahrend ihrer Adsorption keine Konformationsdnderung erfahren. Es werden keine
Reaktionen im umliegenden Gewebe ausgelést und man spricht von einem
bioinerten Material. Es kommt zu punktférmigen Verbindungen zwischen Metall und
Knochen, einer sogenannten Kontaktosteogenese. Beispiele flr bioinerte metallische

Biomaterialien sind hier Titan und seine Legierungen !,

Bioaktivitat

Bei manchen Werkstoffen kommt es zu einer direkten chemischen Verbindung
zwischen dem umliegenden Gewebe und der Implantatoberflache. Es entsteht eine
zugfeste Verbindung mit optimierten Integrationseigenschaften, eine sogenannte
Verbundosteogenese. Solche Materialien wie etwa Hydroxylapatit oder Kollagen
werden daher als bioaktive Substanzen bezeichnet ¢/,

Die Biokompatibilitdt eines Werkstoffes wird unter anderem durch die Freisetzung
von Substanzen (Léslichkeit/Korrosion) aus eben diesem Werkstoff bestimmt.

Diese Substanzen kdnnen Zellen schadigen oder, indem sie die zellulare Synthese
bestimmter Proteine anregen (z.B. proinflammatorische Mediatoren wie die
Interleukine 1 und 6), Entzindungen hervorrufen. Flr das biologische Verhalten
ebenso wichtig (z.B. far die Anlagerung von Zellen/Bakterien an Werk-
stoffoberflachen) ist die auf dem Werkstoff adsorbierte Proteinschicht bzw. die
Interaktion des Werkstoffes mit der extrazellularen Matrix. Die Adsorption von
Proteinen (in der Mundhéhle z.B. die Bildung einer Pellikel aus Speichelproteinen)
wird durch die chemischen Eigenschaften der Werkstoffoberflache ebenso
beeinflusst wie durch die physikalischen (z.B. die Benetzbarkeit / Oberflachen-
spannung) 7,

Ebenso spielt heute die gezielte Beeinflussung des Stoffwechsels benachbarter
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Zellen durch ein Biomaterial eine zunehmend wichtigere Rolle (bioaktive Stoffe).
Dabei werden Werkstoffoberflachen speziell vorbehandelt, z.B. durch die
Beschichtung einer Titanoberfliche mit Signalproteinen (z.B. BMP = Bone
Morphogenetic Protein), um die Knochenanlagerung zu verbessern. Hinsichtlich der
Knochenregeneration unterscheidet man osteokonduktive Werkstoffe (dienen als
GerGst zum Einwachsen von Vorlaufer-Osteoblasten) von osteoinduktiven
(induzieren die Bildung neuen Knochens durch Differenzierung pluripotenter lokaler
Bindegewebszellen in knochenbildende Zellen) 71,

Um besonders bei den neu entwickelten Biomaterialien schadigende Auswirkungen
des Materials auf das Gewebe und den Organismus bzw. das Versagen der
gewtlnschten Materialfunktion zu vermeiden, ist eine exakte und verlassliche
biologische Prifung der Materialien auf ihre Zell- und Gewebevertraglichkeit eine

unabdingbare Voraussetzung.
1.3 Biokompatibilitatspriifung

Die Biokompatibilitatsprifung umfasst verschiedene Testverfahren, die fir die
Zulassung eines Biomaterials flr die klinische Anwendung entscheidend sind. Sie ist
eine vorklinische Prifung, d.h. erst wenn diese positiv bestanden ist, darf das
entsprechende Biomaterial am Menschen angewendet werden. Die Prifungen missen
nach genau festgelegten Normen (ISO 10993, EN 30993 u. DIN EN ISO 7405:1997)
durchgefiihrt werden 1%,
In der Regel erfolgt die Testung der Implantatwerkstoffe in der folgenden Reihenfolge:

e In vitro-Tests mit isolierten Zellen;

e Anwendung und Applikationstechnik an Tieren (in vivo-Tests);

¢ Klinische Studien am Menschen
In vitro-Tests, also die Durchfihrung von Zell-, Gewebe- und Organtests, werden
grundsatzlich am Anfang einer Biokompatibilitatsbestimmung durchgefiihrt, bevor
Tierversuche in Erwagung gezogen werden. Neuere Entwicklungen gehen dahin, eine
zunehmende Anzahl von Parametern, die bisher nur in Tierversuchen zu ermitteln
waren, in in vitro-Tests zu bestimmen. Dies erfordert umfangreiche Forschungen. Die
klinischen Studien am Menschen stellen die letzte Teststufe dar, und ergeben erst den
umfassenden Aufschluss Uber die Biokompatibilitit des Implantatwerkstoffes im
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1. Einleitung und Problemstellung

Biosystem Mensch; denn nur in in vivo-Studien kénnen alle méglichen Veranderungen
im menschlichen Gewebe und Organismus, die durch den Werkstoff induziert wurden,
festgestellt werden !,

1.4 Zielsetzung

Ziel dieser Studie war es, die antibakterielle Wirksamkeit sowie die Biokompatibilitat der
Calciumphosphatzemente (CPC) Hydroxylapatit und Bruschit, die mit 1% Silber dotiert
waren, im Vergleich zu nicht silberdotierten CPC anhand verschiedener in vitro-
Untersuchungen zu ermitteln.

Dazu wurden entsprechende Prifkérper aus den zu untersuchenden Zementarten
hergestellt und zun&chst die Abbindezeit und Druckfestigkeit untersucht. Es sollte
dadurch ermittelt werden, inwieweit der Zusatz von Silber diese Eigenschaften
beeinflusst. AuBerdem wurden mittels eines Massenspekirometers das
Freisetzungsverhalten von Silber und Calcium aus den verschiedenen Prifkdrpern
analysiert.

AnschlieBend wurde in Versuchen mit den Bakterienstdmmen Staphylococcus (Staph.;
S.) aureus und Staphylococcus epidermidis die antibakterielle Wirksamkeit der
silberdotierten Zemente eruiert. Anhand der Ergebnisse sollte die Eignung der Zemente
z.B. fur die Vermeidung von postoperativen Infektionen bei Verwendung als
Knochenersatzmaterial beurteilt werden.

Die Biokompatibilitdt wurde in einer Osteoblasten-Zellkultur (Osteoblastenzelllinie MG-
63) Uberprift; dazu wurde auf den jeweiligen Oberflachen die Zellzahl und die
Zellaktivitat bestimmt. Mittels der Ergebnisse sollte die grundsatzliche Eignung der
silberhaltigen Zemente zur Verwendung im menschlichen Organismus evaluiert
werden.

AbschlieBend wurden sowohl von den reinen, unbewachsenen als auch von den mit
Bakterien bzw. Zellen besiedelten Oberflachen rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen angefertigt, um die entsprechenden Besiedelungsdichten zu visualisieren.
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2. Kenntnisstand

2. KENNTNISSTAND

2.1 Calciumphosphate (CaP)

Knochenersatzmaterialien auf CaP-Basis leiten sich von der Orthophosphorsaure
(HsPQy4), einer dreibasigen, mittelstarken Saure ab. Unter Abspaltung von Wasser-
stoff kann sie in 3 Schritten dissoziiert werden (Gleichung 1-3):

H3PO4 —»> H+ + H2PO4- (1)
H:POs > HY + HPOZ (2)
HPO,2 —+» H' + PO/ (3)

Sie bildet dabei priméare (Dihydrogenphosphat), sekundéare (Hydrogenphosphat) und

0 Die Verbindungen mit Calcium lassen sich in

tertiare Phosphate (Phosphat)
verschiedenen Ca/P-Verhéltnissen differenzieren. Mit Ausnahme von Fluorapatit
gehdren sie alle dem Dreistoffsystem Ca(OH)>-H3zPO4-H>O an. Die wichtigsten CaP
der Orthophosphorséaure sind in Tabelle 2.1 beschrieben. Die Einteilung erfolgt nach
stéchiometrischer Zusammensetzung anhand festgesetzter Ca/P-Verhaltnisse von
0,5 — 2,0. Allgemein gilt: Je kleiner die Verhéltnisse, desto saurer und besser

411 Eine detaillierte Ubersicht tber die

wasserldslich ist das Calciumphosphat
Herstellung und die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Verbindungen wird

in der Literatur gegeben 7.

MCPM

Monocalciumphosphat- Monohydrat ist das am besten wasserlésliche und am
starksten saure Calciumphosphat. Es kann auch aus stark sauren Lésungen gefallt
werden. Oberhalb von 100 °C wandelt es sich unter Abspaltung von Wasser in
Monocalciumphosphat- Anhydrid um. Wegen seiner Aziditat und hohen Léslichkeit ist
MCPM nicht biokompatibel. Es kann deshalb nicht allein als Knochenersatzwerkstoff
angewandt werden. In Kombination mit verschiedenen CaP, wie z.B. a-TCP [*)] und
B-TCP ¥ hingegen findet es Verwendung zur Herstellung von Bruschit-bildenden

Zementen als auch als Sauerungsmittel in Nahrungsmitteln 41,
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2. Kenntnisstand

Tabelle 2.1: Zusammensetzung und Ldslichkeitsprodukte (LP) verschiedener Calciumphosphate. Die
in Klammern aufgeflihrten Abkirzungen beziehen sich auf die englischen Trivialnamen

Log(LP)
Verbindungen Summenformel Ca/P bei 37 °C
Monocalciumphosphat Monohydrat Ca(H.PO4)>. x H.O 0,5 l6slich
(MCPM)
Monocalciumphosphat Anhydrid Ca(H2POy4)2 0,5 I6slich
(MCPA)

Calciumhydrogenphosphat Dihydrat CaHPO, x 2 H,O 1,0 6,63
(DCPD, Bruschit)

Calciumhydrogenphosphat CaHPO4 1,0 7,04
Anhydrid (DCPA, Monetit)

Octacalciumphosphat (OCP) CagH2(PO4)e 1,33 95,9
a-Tricalciumphosphat (a-TCP) a-Caz(POy)2 1,5 25,5
B-Tricalciumphosphat (B-TCP) B-Caz(POy)2 1,5 29,5
Hydroxylapatit (OHAp) Cas(PO4)30H 1,67 58,6
Fluorapatit (Fap) Cas(POy)sF 1,67
Tetracalciumphosphat (TTCP) Cas(PO4).0 2,0 37,4

MCPA

Monocalciumphosphat Anhydrid wird entweder durch Ausféllung oder durch
Erhitzung von MCPM (ber 100 °C gewonnen [**]. Ebenso wie MCPM ist es nicht

biokompatibel und wird deshalb nur in der Diingemittelindustrie eingesetzt [***4].

DCPD

Calciumhydrogenphosphat- Dihydrat (Bruschit) ist das CaP, welches am einfachsten
synthetisiert werden kann. Es entwdassert oberhalb von 80 °C leicht zu
Dicalciumphosphat- Anhydrid. Weiterhin kann es durch Variation des pH-Wertes zu
Veranderungen in der Kristallstruktur kommen. So kann es durch seine Metastabilitat
bei pH < 6 in Calciumhydrogenphosphat Anhydrid, bei pH zwischen 6 — 7 in
Octacalciumphosphat und bei einem pH > 7 in Hydroxylapatit umgewandelt werden.
In vivo kann es zu einer Umwandlung zu calciumarmen Hydroxylapatit [*'] oder zu
einem Abbau mit knécherner Substitution kommen [*!]. Man findet es ebenso in
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2. Kenntnisstand

geringen Mengen bei der Ausbildung eines Frakturkallus 491 im menschlichen
Knochen % sowie in Nierensteinen ®'*2. Desweiteren wird es in der Chirurgie in

Calciumphosphatzementen verwendet [47:48:52:53:54]

DCPA

Calciumhydrogenphosphat- Anhydrid (Monetit) kristallisiert oberhalb von 100 °C aus
wassriger Lésung heraus. Verwendung findet es hauptsachlich in der Herstellung
von Calciumphosphatzementen sowie als Calcium- und Phosphatzusatz in
Lebensmitteln. In geringen Mengen konnte es im Frakturkallus sowie im Knochen

nachgewiesen werden %%,

a-TCP

a-Tricalciumphosphat  (a-TCP)  besitzt die exakt gleiche chemische
Zusammensetzung wie  B-Tricalciumphosphat, aber eine davon verschiedene
kristallographischen Struktur. Es gehdrt genauso wie B-TCP zu den high temperature
CaP, welche durch einen Sinterprozess gewonnen werden. Die Herstellung erfolgt
durch Sinterung eines DCPA / CaCO3; — Gemisches im Verhaltnis 2:1 nach der
Reaktion:

2 CaHPO, + CaCO; 120-M00T, (Cas(POs), + CO», + H0 (4)

Bei einer Sintertemperatur von Uber 1125 °C entsteht dabei die metastabile
Hochtemperaturmodifikation a-TCP; dies ist leichter l6slich als die B-Variante und
besitzt eine hdéhere Reaktivitdt. AuBerdem kann durch Einbringen in wassrige
Elektrolyte calciumreduziertes Hydroxylapatit gewonnen werden, das eine geringere
Loslichkeit zeigt als TCP [l Diese Eigenschaft wird zur Herstellung  von
apatitbildenden Calciumphosphatzementen auf Basis von a-TCP genutzt '

Desweiteren wird es auch als Diingemittel verwendet 4.,

B-TCP

B-Tricalciumphosphat ist die Niedrigtemperaturvariante von TCP. Es wird durch
Sinterung bei einer Temperatur 1000 — 1100 °C gewonnen. Durch einen erneuten
Sinterprozess kann es reversibel in a-TCP umgewandelt werden. Aufgrund seiner
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stabileren Phase bei Raumtemperatur, weist 3-TCP eine geringere Léslichkeit als die
a-Variante auf. Es kommt nur in Verbindung mit Magnesium als Mineral namens
Whitlockit im Zahnstein, Blasensteinen und als Verkalkungen im Weichgewebe vor
575859 als reine Form wird es im menschlichen Kérper nicht aufgefunden. In der
Chirurgie kommt B-TCP sowohl als Reinform %6" als auch in Mischung mit
Hydroxylapatit (biphasisches Calciumphosphat) 2 als Knochenersatzwerkstoff zum
Einsatz. Die Degradation von B-TCP durch Osteoklasten und dessen Ersatz durch
Knochen wurde tierexperimentell {iber einen Zeitraum von 1,5 Jahren beobachtet 2.
Neben der Verwendung als Biomaterial, wird es auch in der Industrie zur Herstellung

von Tierfutterzusatzen und als Diingemittel verwendet (41,

Hydroxylapatit
HA stellt von allen Calciumphosphaten die am schlechtesten Iésliche und daher

r 4 Es hat die héchste kristalline Struktur und ist das

stabilste Verbindung da
biokompatibelste CaP. Man kann es durch Mischung unterschiedlicher
Calciumphosphate, z.B. Calciumhydrogenphosphat mit Calciumcarbonat und einer
anschlieBenden Sinterung bei Uber 700 °C herstellen. Gesintertes HA weist dabei
eine festere Kristallverbindung auf als durch eine Abbindereaktion entstandenes HA.
In der Natur kommt rein stéchiometrischer HA nicht vor; allerdings besitzt es groBe
Ahnlichkeiten zu dem in Z&hnen und Knochen vorhandenen Hydroxylapatit. Aufgrund
dessen wird HA haufig neben der Verwendung als KEM auch als biologisch aktive
Oberflachenbeschichtung auf chirurgischen und zahnmedizinischen Implantaten

eingesetzt (6469,

TTCP

Tetracalciumphosphat ist das basischste CaP, wobei die Verbindung als Einzige ein
héheres Ca/P- Verhdltnis aufweist als Hydroxylapatit. Es wird in einer
Festkérperreaktion von Calciumhydrogenphosphat und Caliumcarbonat, in
aquimolaren Mengen, oberhalb von 1400 °C hergestellt ®®. Die Reaktion muss
dabei in trockener Luft oder in Stickstoff von statten gehen; da TTCP in Gegenwart
von Wasser instabil ist, wirde es durch eine langsame Hydrolyse zu Hydroxylapatit

[40,67]

und Calciumhydroxid zerfallen . Verwendung findet TTCP vor allem zur

Herstellung von CPC als Knochenersatzwerkstoff 2.
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2.2 Calciumphosphatzemente

In den 1980ern wurde CPC erstmals von Brown und Chow ¥ als neuartiges
Biomaterial vorgestellt. Das erste kommerzielle CPC-Produkt wurde dann ca. 10
Jahre spéter fir die Behandlung von maxillofacialen Defekten und Missbildungen %,
ebenso wie fiir die Behandlung von Knochendefekten 2! eingefiihrt. Heutzutage ist
das Interesse an diesem Material immer noch ungebrochen, da es eine groBe
Bandbreite an Mdglichkeiten, vor allem als Knochenersatzmaterial bietet.

CPC entstehen durch das Anmischen einer wassrigen Lésung (z.B. dest. H-O,
Citratlésung u.a.) und einer oder mehrerer Calciumphosphatpulver. Man erhalt eine
frei formbare Paste, die innerhalb von wenigen Minuten abbindet. Dies ermdglicht es
dem Behandler, nach dem Anmischen den CPC in einer angemessenen Zeit direkt
an seinem Bestimmungsort, wo er in situ aushartet, zu applizieren. Ein groBer Vorteil
besteht darin, dass man durch die freie Modellierbarkeit und hohe
Anpassungsfahigkeit nicht auf die Defektform angewiesen ist. Allerdings ist die
DefektgrdBe auf einen Bereich von weniger als 25 cm? limitiert [,

Eine ausreichende Druckfestigkeit, osteokonduktive Wirkung, Ausbildung chemischer
Verbindungen mit dem Knochen und die Ahnlichkeit zur mineralischen Komponente
des Knochens zeichnen CPC hervorragend als Knochenersatzmaterial aus 2.
Abhéangig von der Art des eingesetzten Ausgangswerkstoffes und dem pH-Wert der
Zementpaste wahrend des Abbindevorgangs, werden zwei Hauptgruppen von CPC
differenziert. Zum einen entstehen im basischen oder neutralen Bereich (pH > 4,2)
die Hydroxylapatit-Zemente, unterhalb dieses Wertes kommt es zur Ausbildung von
Bruschit-Zementen "®l. Aufgrund einer hdheren Léslichkeitsrate als HA ist Bruschit
bereits unter physiologischen Bedingungen resorbierbar . Grundsatzlich kénnen
alle Formulierungen, die zur Bildung von CPC flihren, in Hydroxylapatit-bildende und
Bruschit-bildende Zemente eingeteilt werden.

2.2.1 Hydroxylapatit-bildende Zemente
Die Hydroxylapatit-bildenden Zemente kdénnen in zwei- und einkomponentige
Zemente eingeteilt werden. Wie in Gleichung (5) und (6) dargestellt, bendtigen

erstere als Ausgangswerkstoffe fir HA-Zemente fein gemahlenes, basisches
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Tetracalciumphosphat (TTCP) oder Calciumoxid " in Verbindung mit leicht saurem
Calcium-hydrogenphosphat-Anhydrid (DCPA), -Dihydrat (DCPD) oder Octacalcium-
phosphat (OCP) "¢ Als flissige Phase kommt Wasser zur Verwendung. Die
einkomponentigen Zemente hingegen kdnnen aus a-TCP hergestellt werden, die

nach Gleichung (7) zu calciumarmen HA abbinden ",

CaHPO, + Cay(POs)» —»  Cas(PO4)sOH (5)
3CaHPO, + 2Ca0 __,  Cas(PO4)0H + H0 (6)
3C8.3(PO4)2 + H0 —> Cag(PO4)5(HPO4)OH (7)

Fir das TTCP + DCPA/DCPD — Zementsystem ist Wasser kein Bestandteil der
Abbindereaktion, sondern lediglich ein Transportmedium, das nicht verbraucht wird.
Da die Aushértungszeit des Zementes bei Verwendung von Wasser ca. 30 min
betragt und fir den klinischen Gebrauch daher zu lange dauern wirde, kénnen
Abbindebeschleuniger wie Phosphorsdure oder Alkaliphosphate eingesetzt werden.
Durch Verwendung von z.B. 0,25 mol Natriumphosphatlésung kann die Dauer der
Abbindereaktion auf 5-8 min verkiirzt werden 8. Zudem kann durch Mahlung der
Zementedukte und der dadurch entstehenden gréBeren Oberflache, eine Steigerung
der Léslichkeitsrate erreicht werden, was wiederum zu einer Erh6éhung der
Reaktionsgeschwindigkeit fiihrt 9,

2.2.2 Bruschit-bildende Zemente

Fir die Bildung von Bruschit ist ein pH-Wert unter 4,2 nétig. Durch die Verwendung von
sauren Calciumphosphaten wie B-TCP und MCPM oder Phosphorsaure, kann dies

erreicht werden. Die Abbindereaktion ist in Gleichung (8) und (9) dargestellt:

Ca3(PO4)2 + Ca(HgPO4)2 X HQO + 7 HQO —> 4 CaHPO4 X2 HQO (8)
Ca3(PO4)2 + H3PO4 + 6 HQO —> 3 CaHPO4 X2 HQO (9)

Da die Geschwindigkeit der Abbindereaktion bei Bruschit im Vergleich zu
Hydroxylapatit aufgrund der hohen Kristallwachstumsrate nur ca. 30—60 s betragt, ist

die Verwendung von Abbindeinhibitoren von Néten. Durch den Einsatz von Citraten,
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Pyrophosphaten oder Sulfaten ist dabei eine klinisch akzeptable Abbindezeit von 3-8

min zu erzielen ©%

Bruschit-bildende Zemente sind unter physiologischen
Bedingungen l6slich und damit rein chemisch resorbierbar. Sie werden daher schneller
degradiert als Hydroxylapatit-bildender Zement, dessen Abbau nur Uber die
Osteoklasten erfolgt Y. Ein Nachteil des Bruschit ist dessen, vergleichend zu HA,
geringe mechanische Belastbarkeit (Druckfestigkeit von Bruschit ca. 15-25 MPa, von
HA ca. 20-180 MPa) ¥ sowie limitierte Injizierbarkeit, was eine breite Anwendung im

klinischen Bereich verhindert.
2.2.3 Calciumphosphatzemente als Depotsysteme

Calciumphosphatzemente werden seit ihrer Entdeckung 1983 verwendet und haben
sich aufgrund ihrer Biokompatibilitdt, Ostokonduktivitdt und Resorptionseigenschaften
als hervorragendes Knochenersatzmaterial herausgestellt ®.  Durch zahlreiche
Studien wurde gezeigt, dass CPC auch als sogenanntes drug delivery system zur
kontrollierten Wirkstoff-Freisetzung eingesetzt werden kann. So wurden bereits
therapeutische Peptide 4, Antibiotika %!, Antiinflammativa ), Zytostatika ¥ sowie

Knochenwachstumsfaktoren [

erfolgreich mit den Zementen kombiniert. Die
Maoglichkeit, CPC als Depotsystem zu nutzen, ist flr den klinischen Bereich von groBem
Interesse; nicht zuletzt dadurch, dass injizierbare Calciumphosphatzemente durch
minimal invasive Eingriffe appliziert werden kénnen. So kénnen sie z.B. sehr sinnvoll in
der Behandlung von verschiedenen Krankheiten wie Knochentumoren, Osteoporose
oder Osteomyelitis eingesetzt werden, die normalerweise einer langen und
schmerzhaften Therapie bedirfen. Desweiteren kénnen sie die Heilung von
Knochenbriichen beschleunigen und spielen auBerdem eine groBe Rolle bei der
Infektionsbekampfung und —prophylaxe.

Anders als bei Calciumphosphat-Keramiken, bei denen lediglich die Oberflache mit den
verschiedenen Wirkstoffen beschichtet werden, kénnen diese bei den Zementen in das
ganze Materialvolumen eingeflgt werden, indem sie einer der zwei Zementphasen
beigemengt werden. Dies ermdglicht die Abgabe des Wirkstoffes Uber einen langer
andauernden Zeitraum.

Allerdings beeinflusst der Zusatz von Wirkstoffen in den CPC die physikalisch-

chemischen und mechanischen Eigenschaften 18690919293 g5 neigen generell mit
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Antibiotika beladene Hydroxylapatit-Zemente zu einer verlangerten Abbindezeit und
einer reduzierten mechanischen Belastbarkeit °"%#%3l, In einem anderen Fall wird eine
Verlangerung der Abbindezeit und der mechanischen Belastbarkeit von Bruschit-
Zementen beschrieben ¢,

2.3 Silber

2.3.1 Aus der Geschichte des Elements Silber

Silber war neben Kupfer und Gold eines der bedeutendsten Metalle der Geschichte,
das die Menschen benutzten. Als besonderes Edelmetall wurde es in der Geschichte
sehr geschatzt. Die ersten Funde stammten aus der Zeit der Agypter ca. 4000-5000
Jahre vor Christus. Die Assyrer kannten es als ,sapru”, die Germanen verwendeten
das Wort ,salibra“, die Goten ,silubr® und die Rémer nannten es ,argentum“ (nach
dem griechischen Wort ,argyros”). Damals hielt man es sogar fir wertvoller als Gold.
Gewonnen wurde das Silber meistens aus den Minen in Laurion (etwa 50 Kilometer
sudlich von Athen).

In Europa wurden im Mittelalter Silbererzvorkommen in B6hmen, Sachsen, in der
Slowakei und im Harz entdeckt, was die Pragung von Silbermiinzen in Mitteleuropa
ermdglichte. Da im Mittelalter das Silber der Mondgéttin Luna geweiht wurde, wurde
fir lange Zeit ein Halomond als chemisches Symbol fir Silber verwendet.

Seit Anfang des 16. Jahrhunderts brachten dann die Spanier erhebliche Mengen von
Silber aus Amerika nach Europa, wodurch der Wert des begehrten Metalls drastisch
sank.

Das chemische Symbol ,Ag“ wurde schlieBlich 1814 von dem Chemiker J.J.
Berzelius eingeflhrt.

Der deutsche Name ,Silber* stammt von dem althochdeutschen Wort ,Silabar” ab,

was soviel bedeutet wie licht-glanzend* #4929,

2.3.2 Verwendung von Silber

Silber ist heute das meist gebrauchte Edelmetall. Es wird seit Jahrhunderten flr

wertvolles und gutes Essbesteck, Tafelsilber und Kirchengerat verwendet. Silber
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eignet sich vorzlglich fir Schmuck, wurde aber auch in Form von Silbermiinzen
schon als Zahlungsmittel benutzt. Silber besitzt eine hohe elektrische und thermische
Leitfahigkeit sowie eine ausgepragte optische Reflexion. Dadurch ist es flr
Anwendungen in Elektrik, Elektronik und Optik bestens geeignet. Die Schwérzung
der Silbersalze durch Licht wird beim Fotopapier genutzt und bildet seit etwa 1850
die Grundlage der Photographie. Silberlegierungen (mit Kupfer, Nickel, Zink, Zinn,
Indium, etc.) werden in der Technik als Létlegierungen (Hartléten), als Leitmaterial
und als Kontakimaterialien verwendet. Zahnarzte verwenden eine Legierung aus
Quecksilber und Silber (Amalgam) fir Zahnflllungen. AuBerdem wird Silber in der
Kosmetik und fliir Batterien sowie als Lebensmittelfarbstoff E 174 im Speisenbereich
verwendet. Aufgrund seiner antiseptischen, fungiziden und bakteriziden Wirkung
findet Silber auch in der Medizin Anwendung #4°:%],

Die medizinische Verwendung von Silber ist bereits uralt. So wurde Silber schon in
der Antike zur beschleunigten Wundheilung, Infektionsbek&dmpfung und vor allem zur
Haltbarmachung von Trinkwasser eingesetzt. Als sehr frihes Beispiel 1asst sich die
in China entwickelte Akupunktur erwadhnen, bei der schon sehr bald und bis heute
vornehmlich Silbernadeln eingesetzt werden. Auch andere Vélker wussten bereits
1000 v. Chr. die schitzenden Eigenschaften von Silber zu schatzen. So ist eine
empirische Anwendung schon von den Griechen in der Antike, Alexander dem
GroBen, Cyrus und im Sanskrit tberliefert 7).

Auch hierzulande nutzten bereits unsere Vorfahren die Wirkung des Silbers: Neben
der medizinischen Verwendung gelangte Silber insbesondere zur Haltbarmachung
von Lebensmitteln zum Einsatz. Anschauliches Beispiel hierfiir ist die Silberminze in
der Milch, die zur Verlangsamung des Garungsprozesses durch Reduktion der
Milchsaurebakterien flhrt.

Die moderne Geschichte des Silbers in der medizinischen Anwendung beginnt Ende
des 19. Jahrhunderts; 1869 berichtete der Wissenschaftler Ravelin Uber die
antibakterielle Wirksamkeit von Silber schon in sehr niedriger Konzentration.
Grundlegende Forschungsarbeiten wurden jedoch vor allem von dem Schweizer
Botaniker C. von Néageli (1817-1891) durchgefliihrt; Nageli setzte sich als Erster
ausfihrlich und wissenschaftlich mit dem antimikrobiellen Effekt des Silbers
auseinander. Er belegte anhand von Versuchen, dass bereits geringe Spuren von

Silber ausreichen, um Mikroorganismen abzutdten ..
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Der deutsche Gynakologe Carl Sigmund Franz Credé (1819-1892) empfahl 1881,
durch das Eintraufeln von 1%iger Silbernitrat-Lésung in das Auge von
Neugeborenen, einer mdoglichen eitrigen Bindehautentzindung durch die

Ubertragung von Gonokokken der Mutter vorzubeugen ®..

2.3.4 Eigenschaften von Silber

Silber ist ein chemisches Element aus der elften Gruppe (Kupfergruppe) des
Periodensystems und gehért zu den Edelmetallen. Seine natirlichen Isotope sind 107
(51,839 %) und 109 (48,161 %); auBerdem sind zahlreiche klnstliche Silber-Isotope
mit Halbwertszeiten zwischen 0,22 s (***Ag) und 418 a ('®™Ag) bekannt. In der Natur
wird Silber auch in gediegener Form (Reinform) gefunden und tritt meist in Form von
Kérnern oder als drahtig verasteltes Geflecht in Hydrothermaladern auf. Das meiste
Silber wird allerdings aus Silbererzen wie z.B. Argentit, Stromeyerit oder Miargyrit
gewonnen. Als seltenes Element kommt es nur zu ca. 0,079 ppm in der Erdkruste vor.

Silber ist ein weiB glanzendes, polierfahiges, weiches und nach Gold das dehnbarste
Edelmetall. Es kann aufgrund dieser Eigenschaften zu feinsten blaugrin
durchschimmernden Folien mit einer Starke von nur ca. 2,5 um ausgehdmmert und zu
bis zu 2 Kilometer langen Drahten (Filigrandréhte) ausgezogen werden.

Unter Normaldruck liegt die Schmelztemperatur bei 961,93 °C, die Siedetemperatur bei
2212 °C, die Mohshéarte betragt 2,5 und die Dichte 10,49 g/cm?3 (bei 20 °C). AuBerdem
besitzt es die beste elekirische und thermische Leitfahigkeit aller Metalle und hat das
héchste Reflexions- und Absorptionsvermégen fir Licht.

Das Metall kristallisiert im kubischen-flachenzentrierten Kristallsystem. Die kubische
Form des Silbers ist 3C; daneben sind noch die polymorphen Formen 2H und 4H
bekannt. Abbildung 2.1 zeigt eine Auswahl bekannter Kristallstrukturen und
-kombinationen, die von Victor Mordechai Goldschmidt im ,Atlas der Krystallformen®
(1923) verdéffentlicht wurden:
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Abbildung 2.1: Kristallformen von Silber 1'%

Mark Holtkamp (www.smorf.nl) entwickelte auf Basis der vorliegenden Skizzen eine
Datenbank Uber die dreidimensionale Kristallstruktur verschiedener Mineralien.
Abbildung 2.2 zeigt hier die am haufigsten auftretenden Kristallformen von Silber %",

001

111

a) b)

Seite 19



2. Kenntnisstand

C

c)

Abbildung 2.2 a-c: Varianten der dreidimensionalen Struktur des Silberkristalls (mit freundlicher
Genehmigung von Mark Holtkamp) 1]

Um die Festigkeit von Silber zu erhdhen, wird es meist mit anderen Metallen, wie z.B.
Kupfer legiert. Dies ist heutzutage die wichtigste Silberlegierung. Ebenso lasst sich
Silber auch mit Gold oder Palladium gut legieren. Einzig mit Cobalt und Eisen ist keine
Silberlegierung mdglich.

Seite 20



3. Material und Methode

3. MATERIAL UND METHODE

3.1 Material

3.1.1 Puffer und Medien

Das Reinstwasser wurde aus der laboreigenen Wasseraufbereitungsanlage (USF
PURELAB PLUS) entnommen.

PBS-Puffer

8,0 g Natriumchlorid NaCl, (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim)

0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat KH2,POy, (Fa. Merck AG, Darmstadt)

1,1 g Dinatriumhydrogenphosphat Na,HPO, x 12 H)O, (Fa. Merck AG,
Darmstadt)

0,2 g Kaliumchlorid KCI, (Fa. Merck AG, Darmstadt)

ad 1000 ml Reinstwasser

autoklavieren bei 121°C; 20 min

Foetal Bovine Serum (FCS)

EU approved origin (South America)

Mycoplasma and virus screened, performance tested,
inaktiviert durch 30 min Inkubation bei 56°C

(Fa. Invitogen Life Technologies, Karlsruhe)

DMEM-Kulturmedium

440 ml Dulbecco’s Mod Eagle Medium mit 0,11 g/l Na Pyr. mit Pyridoxine,

(Fa. Invitogen Life Technologies, Karlsruhe)

50,0 ml Foetal Bovine Serum (FCS), (Fa. Invitogen Life Technologies, Karlsruhe)

5,0 ml Penicillin-Streptomycin 10.000 U/l - 10.000 IU/ml, (Fa. Invitogen Life
Technologies, Karlsruhe)

5,0 ml Hepes Buffer (Solution 1M), (Fa. Invitogen Life Technologies, Karlsruhe)
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LB (Luria Bertoni)- Medium

5,0 g BBL™ Yeast Extract, Hefeextrakt, (Fa. Becton, Dickinson & Company, USA)
10,0 g Bacto™ Tryptone (Pankreatisch abgebautes Casein), (Fa. Becton, Dickinson
and Company, USA)

5,0 g Natriumchlorid NaCl, (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim)

ad 1000ml Reinstwasser

autoklavieren bei 121°C, 20 min

LB (Luria Bertoni)- Medium mit Natriumnitrat

5,09 BBL™ Yeast Extract, Hefeextrakt, (Fa. Becton, Dickinson & Company, USA)
10,0 g Bacto™ Tryptone (Pankreatisch abgebautes Casein), (Fa. Becton, Dickinson
and Company, USA)

5,0 g Natriumnitrat NaNOj; (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim)

ad 1000ml Reinstwasser

autoklavieren bei 121°C, 20 min

Accutase
Zur enzymatischen Ablésung der Zellen von Zellkulturoberflachen
(Fa. PAA Laboratories, Colbe)

Aceton
(Fa. Merck, Darmstadt)

Isoton-Pufferlosung

9,72 g/l Natriumsulfat, wasserfrei
4,00 g/l Natriumchlorid

1,00 g/l Dimethylolharnstoff

0,11 g/l Procainhydrochlorid

Die isotone, phosphatgepufferte Lésung wurde gebrauchsfertig geliefert. (Fa.
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld)
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Proliferations-Reagent WST-1

Farbstoff WST-1 (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolium]-1,3
Benzendisulfonat), angesetzt nach Angaben des Herstellers. (Fa. Roche
Diagnostica, Mannheim)

WST-1 ist ein wasserldsliches Tetrazoliumsalz, welches zur Bestimmung der
Zellaktivitat dient. Es wird durch metabolisch aktive Zellen gespalten und in den
Mitochondrien mittels Dehydrogenase zu farbigem Formazan umgewandelt. Es ist
somit ein Marker fUr die Zellaktivitat.

Chemikalien zur Zementherstellung

CaHPO4: 136,06 g/mol Calciumphosphat Dibasic Anhydrous Powder (J.T. Baker,
Best. Nr. 1430-07)

CaCO0Os3: 100,09 g/mol Calciumcarbonat (Merck, Best. Nr. 175091)

AgNOs3: 169,87 g/mol Silbernitrat (Merck, Best-Nr. 1.01512)

Ca(H2POy4)2: 234,02 g/mol Calcium-bis-dihydrogenphosphat Monohydrat (MCPM)
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Best-Nr. 307645)

3.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 3.1: Verbrauchsmaterialliste

Verbrauchsmaterial: Herkunft:
24-Well-Zellkulturplatten Fa. Nunc, Wiesbaden
96-Well-Zellkulturplatten Fa. Becton Dickinson, Heidelberg
Becherglaser Fa. Schott, Mainz
Bruschit-Scaffolds Eigene Produktion, FMZ
Combitips plus 10 ml Fa. Eppendorf, Hamburg
Deckglaser (12 mm) Fa. Hartenstein, Wirzburg
Einmalspitzen Fa. Sarstedt, Nirnbrecht
Eppendorfcaps Fa. Eppendorf, Hamburg
Eppendorfpipette Fa. Eppendorf, Hamburg
Glasflaschen Fa. Schott, Mainz
Glaskolben und —zylinder Fa. Schott, Mainz
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Glasschalen (rund, eckig)
HA-Scaffolds
Kulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)
Latexhandschuhe, puderfrei
Magnetrihrstabchen
Mérser, Pistill
Pasteurpipetten

Pinzette (gebogen, gerade)
Pipettierhilfe Pipetus
PP-Réhrchen (10 ml, 40 ml)
Schere

Fa. Hartenstein, Wirzburg
Eigene Produktion, FMZ

Fa. Becton Dickinson, Heidelberg
Klinikum der Universitat Wirzburg
Fa. Hartenstein, Wirzburg

Fa. Hartenstein, Wirzburg

Fa. Scherf, Meiningen

Fa. Hartenstein, Wirzburg

Fa. Brand, Wertheim

Fa. Hartenstein, Wirzburg

Fa. Hartenstein, Wirzburg

Spatel Fa. Hartenstein, Wirzburg
ZahlgefaBe Fa. Hartenstein, Wirzburg
3.1.3 Gerate

Tabelle 3.2: Geréateliste

Geréate:

Herkunft:

Analysewaage

Autoklav Tuttnauer 3870 ELV
Brutschrank 1G 150

Critical Point Dryer CPD 030
3D-Drucker Z-Printer 310
Drehschdittler
Druckprifmaschine Zwick 1440
Elisa Reader Spectraflour Plus
Goldbestauber Emitech K550
Heizofen

ICP-MS

KaffeemUihle KSW 2669
KugelmUhle PM 400
Kihl-Gefrierkombination

Fa. Scaltec Instruments, Heiligenstadt
Fa. Systec, Wettenberg

Fa. Jouan, Unterhaching

Fa. Baltec, Witten

Fa. Z-Corporation, Erlangen
Fa. Labinco, Holland

Fa. Zwick-Roell, UIm

Fa. Tecan, Crailsheim

Fa. Emitech, England

Fa. Memmert, Schwabach

Fa. Varian Deutschland GmbH,
Darmstadt

Fa. Clatronic, Kempen

Fa. Retsch, Haan

Fa. Bosch, Heiligenstadt
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Kryo-Einfriergerat

Labormikroskop DMIL

Magnetrihrer

Multipipette

pH-Meter
Rasterelektronenmikroskop DSM 940

Reinstwasseranlage

Réntgendiffraktometer, Siemens 5005

Sinterofen

Sterilarbeitsbank
Trockenschrank VT 6060 M-BL
Tischzentrifuge

Wasserbad

Zellzéhler, Typ CASY

Zentrifuge

Fa. Nunc, Wiesbaden

Fa. Leica, Wetzlar

Fa. IKA Werke, Staufen

Fa. Eppendorf, Hamburg

Fa. WTW, Weilheim

Fa. Zeiss, Goéttingen

Fa. USF Pure Lab Plus, Ramsbach-
Baumbach

Fa. Siemens, Karlsruhe

Fa. Oyten Thermothechnik GmbH,
Oyten

Fa. Heraeus, Hanau

Fa. Heraeus, Hanau

Fa. Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen
Fa. Memmert, Schwabach

Fa. Schéarfe System, Reutlingen

Fa. Jouan, Unterhaching

3.1.4 Computerprogramme

Tabelle 3.3: Computerprogrammliste

Computerprogramme: Herkunft:

Adobe Photoshop 7.0 Adobe Systems, San Jose (USA)
Magellan 3 Tecan Deutschland, Crailsheim
Microsoft Office Vista 2007 Microsoft Corporation, Redmond (USA)
Origin Pro 8G OriginLab Corporation, Northampton

(USA)

3.1.5 Bakterienstimme

Staphylokokken sind ca. 1 ym groBe, grampositive, unbewegliche und sporenlose

Bakterien, welche zur Familie der Micrococcaceae gehdren. Sie wurden bereits vor

tber 120 Jahren von Ogston (1883) als eine Gruppe von Entziindungs- und
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Eitererregern beschrieben [1%2

. Ihr Name leitet sich von der Erscheinungsform
(Staphyle [Traube] und Kokkos [Kern]) ab. In der urspringlich von S. aureus, S.
epidermidis und S. saprophyticus vertretenen Gattung sind heute 36 verschiedene
Arten bekannt "%, Sie lassen sich nach ihrer Fahigkeit, Blutplasma zur Gerinnung zu
bringen, in zwei Klassen unterteilen: Koagulase-positive und Koagulase-negative

(KNS) Staphylokokken. Hauptvertreter der KNS sind S. aureus und S. epidermidis.
3.1.5.1 Staphylococcus aureus (RN 4220, gram™)

Bei bis zu zwei Drittel der gesunden Bevdlkerung zahlt Staphylococcus aureus zur
normalen gesunden Haut- und Schleimhautflora. S. aureus unterscheidet sich von
den anderen Staphylokokkenarten durch eine gelbfarbene Pigmentierung der
Kolonien %4,

S. aureus ist die Ursache fir ein breites Spektrum an Krankheiten, von harmlosen
Wundinfektionen, lokalen Furunkeln und Abszessen bis hin zu lebensbedrohlichen
Infektionen wie Endokarditis, Osteomyelitis, Sepsis oder dem "toxic shock syndrome*
1931 'S aureus bleibt trotz einer ganzen Reihe sehr wirksamer Medikamente einer der
wichtigsten und vielseitigsten Erreger in der klinischen Medizin '®!. Dies resultiert
einerseits aus  seiner extremen  Anpassungsfahigkeit an  veranderte
Umweltbedingungen (z.B. Bildung von small-colony-variants (SCV) 1'%1%71 ynd seiner
groBen pathogenen Vielseitigkeit, andererseits aus dem momentan immer gréBer
werdenden Problem der Entwicklung von Resistenzmechanismen gegen bisher
wirksame Antibiotika. Das Problem der Bildung von Multiresistenzen gegen
Antibiotika stellt insbesondere im Krankenhaus flir immunsupprimierte Patienten eine

groBe Gefahr dar.
3.1.5.2 Staphylococcus epidermidis (Stamm RP62A, gram®)

Koagulase-negative Staphylokokken waren bisher als relativ harmlose Kommensale
auf der Haut bekannt. Insbesondere S. epidermidis hat sich in den vergangenen zwei
Jahrzehnten zunehmend neben S. aureus als humanpathogene Erreger etabliert. S.
epidermidis stellt neben S. aureus einen GroBteil der menschlichen Hautflora dar
[1981 ‘Man bezeichnet S. epidermidis als einen opportunistischen Keim, da er nur bei
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einem immungeschwachten Wirt Infektionen auslésen kann. Tatsachlich besitzt S.
epidermidis nur eine beschrankte Anzahl an Toxinen und Virulenzfaktoren. Die
Pathogenitat von S. epidermidis beruht in erster Linie auf der Fahigkeit, an
kinstlichen Oberflachen zu adharieren, mehrschichtige Biofilme auszubilden und
relativ schnell Antibiotikaresistenzen zu erwerben 1%,

Sehr oft kann sich S. epidermidis bei beeintrachtigten Patienten zum priméren
Erreger entwickeln. So sind beispielsweise AIDS-Kranke, Krebs-Patienten oder
Frihgeborene besonders gefahrdet, da ihr Immunsystem kinstlich unterdriickt oder
noch nicht vollstandig ausgebildet ist. Die Infektionen finden meist Gber intravendse
Katheter statt, die einen Zugang von der Haut zum Blutkreislauf erméglichen %11,
Bereits am Katheter findet eine Biofilmbildung statt.

Jegliche Art von Dauerkathetern oder kinstlichen Implantaten kénnen von
Infektionen durch S. epidermidis betroffen sein. In den meisten Fallen besteht die
einzige wirksame Therapie darin, den infizierten Fremdkérper zu entfernen und durch

einen neuen zu ersetzen [''3,
3.1.6 Osteoblastenzelllinie MG-63

Die Osteosarkomzelllinie MG-63 wurde von der American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD, USA) bezogen. Erstmals beschrieben wurde sie 1977 '3,
Ursprung dieser stabilen, reproduzierbaren Zelllinie sind Zellen, die aus dem
Osteosarkom eines 14-jahrigen mannlichen Kaukasiers isoliert wurden. In Kultur
gebracht, wachsen die Zellen adharent und zeigen eine fibroblastoide Morphologie.
Genetisch liegt eine Abweichung vom normalen Chromosomensatz vor. Die
fungierenden Rezeptoren sind TGF-B (transforming growth factor) R | und TGF-B
RIL

Die Zellkultivierung erfolgte bei einer Temperatur von 37 °C in einer
wasserdampfgesattigten Atmosphare unter einer 5%igen CO,-Begasung. Als Kultur-

medium wurde Dulbecco’s Mod Eagle Medium verwendet.
3.1.7 Polystyrol als Referenzmaterial

Als Negativkontrolle wurde das Zellkultur-Polystyrol (Fa. Nunc, Danemark) benutzt.
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Diese Referenzoberflache wurde direkt als Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen
verwendet, welche gebrauchsfertig geliefert wurde. Auf der Polystyrol-Oberflache
konnte wahrend der Zellversuche das Wachstum bzw. das Abléseverhalten der
Zellkulturen unter dem Mikroskop kontrolliert werden.

3.2 Methode

3.2.1 Herstellung von Tricalciumphosphat

Fir die Herstellung der verschiedenen CaP wurden die oben aufgelisteten

Chemikalien (siehe Kapitel 3.1.1) verwendet. Die folgende Tabelle zeigt die

pulverférmigen Einzelkomponenten:

Tabelle 3.4: Konzentrationsverhaltnisse der CaP

Summenformel:

a-/B- Cas(POs): 2,15 mol 1 mol
(292,53 g) (100,09 g)
d-/B- Ca2,97Ago,03(P04)2 2,15 mol 0,97 mol 0,03 mol

(292,53 g) (97,09 9) (5,19)

Herstellung von Ag*-dotiertem a-/B-TCP (N1%)

Es wurde 97,09 g (0,97 mol) Calciumcarbonat, 292,53 g (2,15 mol) Calcium-
hydrogenphosphat sowie 5,1 g (0,03 mol) Silbernitrat abgewogen und in eine
Duranflasche (Fa. Schott) gegeben. AnschlieBend wurde die Flasche zu gut
dreiviertel mit bi-destilliertem Wasser aufgefullt, ein Magnetfisch hinzugegeben und
fir ca. 2 h auf dem Magnetriihrer gemischt. Danach wurde die Flissigkeit in mehrere
Nierenschalen Uberflhrt und ca. 12 h bei 100 °C im Trockenschrank (Fa. Heraeus)
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

Das so gewonnene Pulver wurde anschlieBend in einen Aluminium-Oxid-Sintertiegel
gefillt und im Sinterofen (Fa. Oyten) gesintert. Die Sinterung von a-TCP (Ag*-dotiert)
erfolgte bei 1400 °C fiir 5 h und die von B-TCP (Ag*-dotiert) bei 1050 °C fir ebenfalls
5 h. Die Aufheizphase wurde mit einer Temperatursteigerung von 25 °C/min (a-TCP)
bzw. 10 °C/min (B-TCP) durchgefihrt.
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Die Abklhlung des Sinterkuchens wurde durch schrittweises Absenken des
Sintertiegels aus dem Ofen (ca. 10 cm/0,5 h) beschleunigt.

Mit einem Mérser und Pistill wurde der vollstandig abgeklhlte Sinterkuchen nun grob
zerkleinert und manuell auf eine KorngréBe <355 um gesiebt.

Danach erfolgte die Mahlung der Pulver <355 um in der Planetenkugelmuhle (Fa.
Retsch), wobei die Mahlparameter fiir das Ag*-dotierte a- bzw. B-TCP unterschiedlich
waren. 125 g des a-TCP wurden in einen 500 g Achatmahlbecher gegeben und bei
einer Rotationsgeschwindigkeit von 200 U/min, einer Mahlbecherfillung mit 6
Achatkugeln (d = 30 mm) sowie einem Wechsel der Rotationsrichtung nach jeweils
einer Minute fir 8 h gemahlen. Die entsprechende Menge B-TCP wurde bei einer
Rotationsgeschwindigkeit von 200 U/min, einer Mahlbecherfullung mit 4 Achatkugeln
(d = 30 mm), einem minltlichem Wechsel der Rotationsrichtung sowie einer Mahl-
dauer von 1 h gemahlen.

Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die verschiedenen Pulverzemente in

feuchtigkeitsdicht verschlieBbaren PE-GefaBen gelagert.

Herstellung von a-/3-TCP

a- und B-TCP, die als Referenz fiur die Versuche benétigt wurden, wurde
freundlicherweise von der Abteilung fir Funktionswerkstoffe der Medizin und
Zahnheilkunde bereits fertig gesintert und gemahlen zur Verfligung gestellt. Sie
werden entsprechend den oben beschriebenen Zementen hergestellt. Silber wird hier

weggelassen, aber daflir 3 g (0,03 mol) CaCO3; mehr verwendet.

3.2.2 Herstellung von Calciumphosphat-Zementen

Zur Herstellung von Bruschit bzw. Ag*-dotiertem Bruschit wurde zusatzlich Calcium-
bis-dihydrogenphosphat Monohydrat (MCPM) bendétigt. Dabei wurden aquimolare
Pulvermengen abgewogen (entsprechend 23,26 g B-TCP bzw. Ag*-dotiertem B-TCP
und 17,56 g MCPM) und fir eine Minute in einer elektrischen Kaffeemihle (Fa.
ClaTronic) gemahlen.

Zur Fertigstellung der Prifkdrper wurde das Pulvergemisch mit einer Citronensaure
(0,1 mol/l), die als Abbindeverzégerer fungiert, versetzt.
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Zur Herstellung von Hydroxylapatit bzw. Ag*-dotiertem Hydroxylapatit wurde lediglich
eine flussige Phase zugesetzt. a-TCP bzw. Ag*-dotiertes a-TCP wurde dabei mit
einer 2,5%-NA;HPO,4-Lésung angemischt.

3.2.3 Herstellung der Priufkdrper

Die verschiedenen Prifkérper wurden unter genauer Einhaltung des Pulver-
Flussigkeit-Verhaltnisses von 3:1 als Rundproben (passend fur die 24-Well-
Zellkulturplatten) hergestellt. Dabei wurde 3 g Zementpulver auf einer Analysewaage
abgewogen; mittels einer Pipette wurde 1ml entsprechender Flissigkeit (siehe 3.2.2)
zugesetzt und mithilfe eines AnrlGhrspatels 30 s mdglichst blasenfrei und homogen
vermischt. AnschlieBend wurde der Zement zlgig in eigens hergestellte
Silikonformen gefUllt, in denen sich runde Aussparungen mit einem Durchmesser von
ca. 152 mm und einer H6he von ca. 0,25 mm befanden. Die so beflllten
Silikonformen lieB man nun bei 37 °C im Wasserbad aushéarten. Nach dem Abbinden
wurden die einzelnen Prifkérper mit einem Nassschleifpapier (1000-er Kérnung)
beschliffen, um eine mdglichst gleichmaBig feine Oberflache fur die anschlieBenden

biologischen Versuche zu erhalten.

3.2.4 Rodntgendiffraktometrie (XRD)

Die Bestimmung der Phasenzusammensetzung fiir die Pulvermischungen a-/B-TCP,
Ag+-dotiertes a-/B-TCP sowie flrr die abgebundenen Zemente HA, Ag-HA, Bruschit
und Ag-Bruschit, welche vorher mittels Mérser und Pistill wieder zu einem Pulver
gemahlen wurden, erfolgte mit einem Réntgendiffraktometer (Siemens 5005, Fa.
Siemens Karlsruhe).

Das zu analysierende Pulver wurde mit leichtem Uberschuss auf den Probentrager
aufgetragen, mit einer Glasplatte komprimiert und geglattet, um eine mdglichst
homogene Oberflache zu erzeugen. Der Probentrager wurde nun mittig in die
Haltevorrichtung des Réntgendiffraktometers eingespannt.

Die Aufnahme des Beugungsmusters erfolgte mit der Cu Ka-Strahlung bei einer
Beschleunigungsspannung von 40kV und einem Emissionstrom von 40mA. Alle
Diffraktogramme wurden im Winkelbereich von 20° bis 40° bei einer Schrittweite von
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0,02° aufgenommen und mit den Referenzbeugungsmustern von a-TCP (PDF-Nr.
09-0359), B-TCP (PDF-Nr. 09-0169), Bruschit (PDF-Nr. 09-0077) und Hydroxylapatit
(PDF-Nr. 09-0432) verglichen.

3.2.5 Anwendungsrelevante Eigenschaften
3.2.5.1 Initiale Abbindezeit nach Gilmore

Hydroxylapatit und Ag’-dotiertes Hydroxylapatit

Die Abbindezeit ist definiert durch die Zeitspanne zwischen Anmischen und
Aushartung eines Zements gemaBs der ASTM-Norm "' Die Abbindezeit wurde durch
die Penetrationsmethode nach Gilmore bestimmt. Die Durchflhrung der Messung
erfolgte in einer Feuchtigkeitskammer, welche durch zwei angeschlossene
Wasserbader auf 37+1 °C temperiert wurde und flr eine relative Luftfeuchtigkeit von
mehr als 90 % sorgte. Dadurch sollte ein Verdampfen der flissigen Phase des
Zementes wahrend der Abbindereaktion vermieden werden. In der Mitte der
Bodenplatte befand sich die drehbare Aufnahme der herausnehmbaren Probenform,
welche eine platichenartige Vertiefung (12 x 3 mm) fir die Aufnahme der
Zementpaste besaB. Zur Vermeidung von Kondenswasser an Gilmore-Nadel
(Gewicht 113,398 g, Durchmesser 2,117 mm) und Probenform wurden diese auf eine
Temperaturen von 37 £ 1 °C gebracht. Die feste und flissige Phase wurden wie
oben beschrieben (siehe 3.2.3) gemischt, und anschlieBend in die Probenform
eingebracht. Die Zementoberflaiche wurde mit einer Glasplatte homogen flach
abgestrichen. In Zeitabstanden von 30 s wurden manuell, durch Absenken der Nadel
auf die Oberflache, Abdricke in die erhartende Zementmatrix eingebracht. Sobald
die Nadel nicht mehr in die Oberflache eindrang, galt der Zement als abgebunden.
Die Beurteilung erfolgte makroskopisch. Eine Nachbeurteilung der Impressionen der
Zementoberflache erfolgte im Mikroskop bei 5—10facher VergréBerung.

Bruschit und Ag’-dotiertes Bruschit
Da die Abbindezeit von Bruschit-bildenden CPC nur im Sekundenbereich liegt,
musste hier auf die Methode des Gilmore-Nadeltests verzichtet werden. Alternativ

griff man auf die Bestimmung der Verarbeitungszeit zurlick. Daftr wurden Bruschit
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bzw. Ag'-dotiertes Bruschit mit der flissigen Phase wie oben beschrieben zur
Zementpaste angemischt und mit den Fingern zu einem Wiirfel geformt. Sobald die
Struktur des Wirfels nicht mehr verandert werden konnte, ohne dass Risse innerhalb
des Wiirfels entstanden waren, galt der Zement als abgebunden.

Stempel Befestigung
\ r Ventilator

Deckel

I J
11 - - —
=
/-—— Stempel
Gewicht ;
Abflu Wand
Gilmore-Nadel
rifkérper Form)
ZufluB
Wand
Abfluk : Zufiu
Bodenplatie _ Bodenplatte
Drehvorichtung

Abbildung 3.1: Feuchtigkeitskammer zur Bestimmung der Abbindebindezeiten

3.2.5.2 Druckfestigkeit

Zur Herstellung der Probenkérper wurde Zementpaste nach den oben genannten
Spezifikationen und Verfahren angemischt. 3 g des Zementpulvers wurden mit der
flissigen Phase und einem Pulver / FlUssigkeits-Verhéltnisses (PLR) von 3.0 auf
einer Glasplatte vermengt. Die Paste wurde in eine Silikonform aus gleichen Teilen
Dublisil 15 A und Dublisil 15 B (Dreve Dentamid GmbH, Unna) mit den MaBen 6 mm
X 6 mm x 12 mm Uberflhrt. Nach Aushértung (1 h) wurden die Probenkdrper mit SiC-

Schleifpapier (Kérnung 800 um) plan geschliffen, mit Wasser Uberschichtet und fir
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24 h in einem Wasserbad bei 37 °C ausgelagert.

Die Messung der Druckfestigkeit erfolgte anschlieBend an der statischen
Druckprifmaschine Zwick 1440 (Fa. Zwick-Roell, Ulm). Die Druckprifkérper wurden
dazu aufrecht stehend zwischen zwei planen Edelstahlstempeln platziert und in
Richtung der Langsachse belastet. Die Prifung erfolgte mit 1 mm/min Vorschub, 5 N
Vorlast und bis zum Bruch der Prifkérper oder wenn sich aufgrund mangelnder
Harte eine Druckzunahme nicht mehr nachweisen lieB.

Die Druckfestigkeit (compressive strength, CS) wurde berechnet nach:

CS[MPa] = Frax / 12 (Mm?)
mit
Fmax = Bruchkraft (N)
r = Probenkérperradius

3.2.6 Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS)

Messprinzip

Die induktiv gekoppelte Plasma - Massenspektirometrie (inductively coupled plasma
—mass spectrometry) ist eine Technik, welche die gleichzeitige Bestimmung von
nahezu allen Elementen des Periodensystems und ihrer Isotope erlaubt. Die
Hauptvorteile dieser Technik bestehen aus der hohen Sensitivitat und der geringen
bendtigten Probenmenge. Deshalb hat sich die ICP-MS Technik in den letzten
Jahren zu einer der wichtigsten Methoden der Spurenanalytik entwickelt.

Das Verfahren der ICP-MS beruht auf der lonisierung des zu analysierenden
Materials in einem Plasma bei etwa 5.000 °C. Zur Erzeugung des Plasmas wird ein
hochfrequenter Strom in ionisiertes Argon induziert. AnschlieBend werden die im
Plasma generierten lonen in Richtung des Analysators des Massenspektrometers
durch ein elektrisches Feld beschleunigt. Dort werden die einzelnen Elemente und
deren Isotope messtechnisch erfasst. Der Messbereich liegt dabei zwischen 1 und
100 ppb.

Auslagerung der Proben und Durchfiihrung

In der vorliegenden Arbeit sollte nun mittels der Massenspekirometrie analysiert
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werden, welche Menge an Ag® und Ca?* aus den verschiedenen Zementen
freigesetzt wurden.

Um das Degradationsverhalten der Zemente zu analysieren, wurden die Prifkérper
in verschiedenen Medien (PBS, LB-Medium) ausgelagert. Pro Zementart und
Medium wurden jeweils 3 frisch hergestellte Prifkdrper in 250 ml Glasflaschen (Fa.
Schott) Uberfiihrt und mit 30 ml des entsprechenden Mediums bedeckt. Nach 24 h
wurde ein Teil des gebrauchten Mediums in 10 ml PP-Réhrchen abgefillt, das
dbrige Medium mit Hilfe einer Pasteurpipette abgesaugt und wieder neues Medium
hinzugegeben. Das Verfahren wurde 7 Tage lang taglich wiederholt.

FUr die Analyse wurden von jeder Zementverbindung je 3 neue Prufkdrper (direkt
nach der Herstellung), je 3 Prufkdrper, die in PBS ausgelagert wurden, als auch je 3
Prufkérper, die in LB-Medium ausgelagert wurden, mittels einer 65%igen suprapuren
Salpetersdure (Best.-Nr. 100441, Fa. Merck, Darmstadt) aufgelést und mit
Reinstwasser verdinnt.

AuBerdem nahm man auch Messungen an den Ausgangspulvern (a-/B-TCP sowie
Ag*-dotiertes a-/B-TCP), die ebenfalls vorher aufgeldést und verdlinnt wurden, vor.
Desweiteren wurden die Eluate (PBS, LB-Medium) und die auf den Prifkérpern
befindlichen Bakterienkulturen untersucht.

Die Ergebnisse wurden anschlieBend mittels OriginPro 8G graphisch dargestellt.

3.2.7 Vorbereitung der Prifkérper fur Bakterien- und Zellkulturversuche

Um eine Fremdkontamination durch andere Keime auszuschlieBen, mussten die
verschiedenen Prifkdrper (je 180 Stlick) vor Versuchsbeginn sterilisiert werden. Die
HA- und Ag*-dotierten Hydroxylapatit (Ag-HA) -Prifkérper wurden dafiir in eine
saubere Glasschale Uberflhrt und anschlieBend bei 121 °C fir 20 min autoklaviert.
Da die Bruschit- und Ag*-dotierten Bruschit (Ag-Bruschit) -Prifkdrper bei einer
Autoklavierung in Monetit umgewandelt werden wirden, wurden diese mittels
70%igem Ethanol sterilisiert. Sie wurden daflr je in eine groBe Glasschale einzeln
nebeneinander gelegt und fir ca. 20 min mit 400 ml Ethanol bedeckt.

Da die Prifkérper nach der Herstellung einen sauren pH-Wert von ca. 5,5-6,5
aufwiesen, waren sie flr die nachfolgenden Bakterien- und Zellkulturversuche nicht
geeignet gewesen. Deshalb mussten sie erst noch Gber mehrere Tage in einem

Seite 34



3. Material und Methode

entsprechenden Medium ausgelagert werden, um ihren pH-Wert auf einen neutralen
Wert anzuheben. Daflr wurden die nun sterilen Prifkdrper in den Glasschalen unter
der Sterilbank mit autoklaviertem PBS-Medium (500 ml) vollstdndig bedeckt und
nach jeweils 24 h das Medium gewechselt. Nach 7 Tagen stellte sich ein pH-Wert
von ca. 7-7,5 ein. Danach wurde der Uberstand mittels einer Pasteurpipette
abgesaugt und die Prufkérper nochmals autoklaviert (HA und Ag-HA) bzw. fir 60 min
sterilisiert, wobei sie nach 30 min gedreht wurden (Bruschit und Ag-Bruschit).
AbschlieBend wurden sie einen Tag offen unter der Sterilbank zum Trocknen
ausgelegt. Nach vollstandiger Trocknung erfolgte die Lagerung in steril
verschlossenen Glasschalen.

3.2.8 Bakterienkultivierung

Einfrieren der Keime zur Lagerung

Die Bakterienstdmme Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis
wurden bei -18 °C gelagert. Zuerst wurden einzelne Kolonien der Keime von einer
Kulturplatte mit einer ausgeglihten Sonde abgeschabt. Diese Kolonien wurden dann
im LB-Nahrmedium 24 h bei 37 °C bebritet. Danach wurden 0,3 ml der angesetzten
Kulturen mit 0,7 ml Medium und 5% Glyzerin in ein Eppendorf-ReaktionsgefaR
gegeben und maximal 6 Monate bei -18 °C gelagert.

Herstellung der Ubernacht-Kultur

Zur Kultivierung der Bakterien wurde pro Bakterienstamm je ein 10 ml PP-Réhrchen
mit 10 ml LB-Medium und je eines mit 10 ml LB-Natriumnitrat-Medium befullt.
Daraufhin wurde jeweils 20 pl der entsprechenden Bakteriensuspension mittels einer
Eppendorf-Pipette in die PP-Réhrchen hinzugegeben. Diese wurden nun fir 24 h bei
37 °C im Schuttler bebritet.

Herstellung der Vorkultur und Beimpfen der Priifkérper

Daflir wurde in je ein 40 ml PP-Rbéhrchen pro Bakterienstamm 38 ml LB-Medium
bzw. 38 ml LB-Natriumnitrat-Medium gefillt und 2,7 ml der jeweiligen Ubernacht-
Kultur hinzupipettiert. Diese wurden wiederum fiir 2 h bei 37 °C im Schittler bebritet.
Wahrenddessen wurden die 24-Well-Platten mit den Prifkdrpern bestlckt. Pro
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Oberflache wurden 4 Prifkdrper eingelegt. Da jeder Stamm in zwei unterschiedlichen
Medien getestet wurde, wurden dementsprechend pro Versuchsreihe 4 vorbereitete
24-Well-Platten bendtigt.

Nach Beimpfung der Prifkérper mit 1,5 ml der entsprechenden Bakteriensuspension
wurden diese fur weitere 24 h bei 37 °C im Schuttler bebrdtet.

Zur Analyse der verschiedenen Struktur der Oberflaichen sowie der Bakterien-
Besiedelung der Prifkérper wurden reprasentative Bilder mit Hilfe des
Rasterelektronenmikroskops (REM) angefertigt.

3.2.9 Zellkultivierung

Die Kultivierung der Osteoblastenzelllinie MG-63 erfolgte bei einer Temperatur von
37 °C in 75 cm? groBen Zellkulturflaschen (Falcon, Heidelberg) mit dem jeweils
entsprechenden Medium (DMEM).

FOr die nachfolgenden Versuchsansatze wurden Zellsuspensionen von 50.000
Zellen/ml benétigt. Hierzu wurde das DMEM-Medium in der Zellkulturflasche mit Hilfe
einer sterilen Pasteurpipette abgezogen und die adharenten Zellen zweimal mit je 10
ml PBS- Puffer gespllt. Daran anschlieBend wurden die Zellen nach Zugabe von 2
ml Accutase und einer Inkubationszeit von 5 min enzymatisch abgelést. Um die
Wirkung von Accutase aufzuheben, wurden nach 5-7 min 10 ml Medium
hinzupipettiert. Die gelésten Zellen wurden durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren
vereinzelt. Die so gewonnene Zellsuspension wurde homogenisiert und eine
Zellzadhlung durchgefihrt.

Um die gewilnschten 50000 Zellen/ml zu erreichen, wurde die Suspension mit
DMEM verdinnt. Nach einer erneuten Zellzahlung wurde je 1 ml der Zellsuspension
auf die Wells mit den entsprechenden Prifkdrpern verteilt.

Pro Messtag wurde jeweils eine Well-Platte flr die Bestimmung der Zellzahl sowie
fir den WST-Zellaktivitatstest bendtigt. Je Oberflache wurden dabei vier Prufkérper
angesetzt.

Um hier ebenfalls die Struktur der unterschiedlichen Oberflachen sowie das
Wachstumsverhalten der Zellen besser zu veranschaulichen, wurden zusatzlich
Proben flir die Rasterelektronenmikroskopie angesetzt.
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3.2.10 WST-1 Zellaktivitatstest

Messprinzip

Dieser Versuch beruht auf der Umsetzung des Farbstoffes WST-1 (4-[3-(4-
lodophenyl)—2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolium]-1,3-Benzendisulfonat) durch die
Succinatdehydrogenase in den Mitochondrien der stoffwechselaktiven Zellen zum
farbigen Formazan.

Dieser Farbumsatz kann im ELISA-Reader (Fa. Tecan, Crailsheim) bei einer Wellen-
lange von 450 nm gemessen werden. Je mehr vitale Zellen gewachsen sind, desto
intensiver ist der Farbumschlag, bzw. desto hdher ist die Extinktion. Diese ist
proportional der Stoffwechselaktivitat der Zellen.

Durchfihrung

Zur Durchfuhrung des Tests wurde zunachst aus jeder Kavitdt der 24-Well-Platten
das Medium vollstandig abgezogen. Hiernach wurde jeweils 500 pl des 1:10 mit
DMEM-Medium verdinnten WST-1 Reagents fir die Zellkulturversuche bzw. 1:10
mit PBS verdinnten WST-1 Reagents flr die Bakterienkulturversuche, den
Prifkdrpern mittels einer Eppendorf-Pipettus hinzupipettiert und der Ansatz bei 37 °C
fr 30 min inkubiert. Als Leerwert dienten die entsprechenden WST-L&sungen.
AnschlieBend erfolgte die Ubertragung von je 2 x 200 pl der Uberstande direkt in die
96-Well-Platten. Die Uberstande aus den Bakterientests wurden vorher fiir 5 min bei
13000 U/min zentrifugiert. Die Intensitat des Farbumschlags wurde im ELISA-Reader
mit einem Messfilter von 450 nm und einem Referenzfilter von 690 nm ermittelt.

Die Bestimmung der Zellaktivitdt far die Zellkulturversuche erfolgte an den
Messtagen 3, 5, 7 und 10.

Die Ergebnisse wurden mittels OriginPro 8G graphisch dargestellt.

3.2.11 Zellzahlbestimmung mit dem CASY-1 Zellanalysesystem

Messprinzip

Zur Bestimmung der Zellzahl kam der Zellzdhler CASY-1, Modell TTC Cell Counter

and Analyser (Scharfesystem GmbH, Reutlingen) zur Verwendung.
Das Messprinzip besteht in der Widerstandsmessung in Verbindung mit einer
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Signalauswertung. Hierbei wird die Zellsuspension in eine Kapillare definierter
Geometrie gesaugt, in der wahrend der Messung Uber zwei Platinelektroden eine
Spannung angelegt ist. Beim Durchtritt durch die Messkapillare verdrangen die
Zellen eine ihrem Volumen entsprechende Menge an Elektrolytldsung.

Folglich andert sich dadurch entlang der Kapillarstrecke der Widerstand, Uber den
der Zellzahler die Zellzahl und das Volumen ermitteln kann.

Durchfthrung

Die Zellzahl wurde am Tag 3, 5, 7 und 10 nach Aussaat bestimmt.

Das vorgelegte Medium wurde zunachst abgezogen und die Zellschicht zweimal mit
je 1 ml PBS-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden je 500 pl Accutase zupipettiert
und bei 37 °C und 5%iger CO.-Atmosphéare fir weitere 7 min inkubiert. Durch
Zugabe von je 500 pl DMEM-Medium pro Well wurde die Reaktion zum Stoppen
gebracht. Nach 20-maligem Aufziehen der Suspension mittels einer Eppendorf-
Pipette zur Durchmischung wurden 100 pl in 10 ml sterile isotonische L&sung
gegeben und im Zellzéhler gemessen.

Die Ergebnisse wurden mittels OriginPro 8G graphisch dargestellt.

3.2.12 Elektronenmikroskopische Analyse der Oberflachen

Zur Beurteilung des Zementgefliges der verschiedenen Zemente sowie des
Wachstums von Bakterien bzw. Osteoblasten auf den Priifkérpern wurden mit Hilfe
des Rasterelektronenmikroskops DSM 949 (Carl Zeiss AG, Oberkochern)
reprasentative Aufnahmen gemacht. Man verwendete dafiir zum einen die durch die
Druckfestigkeitsmessung zerbrochenen Prifkérper und zum anderen die fir die
Rasterelektronenmikroskopie angesetzten Proben.

Da fur eine Untersuchung im Rasterelektronenmikroskop das zu untersuchende
Objekt im Hochvakuum mit Elektronen beschossen wird, ist eine Reihe von
Bedingungen einzuhalten. Das zu untersuchende Objekt darf weder beschadigt noch
verunreinigt sein. Es darf zu keiner Formveranderung des Objekts oder Ausgasen
kommen. Die Elektronen muissen auf eine elektrisch leitende Oberflache auftreffen
und dirfen nicht durch stérende Aufladungen abgelenkt werden. Daher wurden die
Zementkorper mit Gold beschichtet. Die Bakterien bzw. Osteoblasten wurden vor der
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Beschichtung fixiert, entwassert und getrocknet.

3.2.12.1 Fixierung und Entwassern der besiedelten Prifkérper

Die Fixierung der Bakterien erfolgte 24 h nach Beimpfen der Prifkérper, die
Fixierung der Osteoblasten 5 Tage nach deren Aussaat.

Dazu wurden die mit den Prifkdrpern bestickten 24-Well-Platten auf Eis gestellt und
3 x far je 1 min mit PBS gewaschen und anschlieBend fir 15 min mit 6,25%igem
Glutaraldehyd in PBS auf Eis fixiert. Im Anschluss wurden die Zellen bzw. Bakterien
nochmals 5 x 5 min in PBS auf Eis gewaschen.

Die Dehydrierung der Proben erfolgte hierauf bei Raumtemperatur durch eine auf-
steigende Acetonreihe. Dazu wurden die Prifkérper in I6sungsmittelbestandige
Glasschalen Uberfihrt und 15 min in 30 %, 20 min in 50 %, 30 min in 75 % sowie 45
min in 90 % Aceton eingelegt. Zur vollstandigen Entwasserung wurden die Praparate
5 x far 30 min in 100 % Aceton inkubiert. Bis zu Weiterverarbeitung wurden die
Praparate bei Raumtemperatur in 100 % Aceton gelagert.

3.2.12.2 Kritisch-Punkt-Trocknung

Nach der Entwéasserung folgte die Kritisch-Punkt-Trocknung der Prifkdrper mittels
des Critical Point Dryer CPD C 30 (Fa. Bal-Tec). Dazu wurden die Praparate in eine
auf ca. 9 °C gekihlte und mit 100% Aceton geflillte Kammer eingebracht. Diese
wurde verschlossen und mit flissigem CO. aufgeflllt. Das Aceton wurde durch 10-
maliges Ablassen und wieder Auffillen durch flissiges Kohlenstoffdioxid ersetzt.
AnschlieBend wurden die Praparate auf 40-42 °C erhitzt. Bei 31 °C war der kritische
Punkt des CO. erreicht und es schlug spontan von der fllissigen in die gasférmige
Phase um. Nachdem das Gas langsam abgelassen wurde, konnten die Prifkérper
entnommen werden und auf den Probenhaltern fixiert werden.

Nun folgte noch die bereits oben beschriebene Goldbedampfung im Goldbestduber
Emitech K550 (Fa. Emitech) flr 2 x 4 min.

AnschlieBend wurden die Praparate im Rasterelektonenmikroskop bei einer
VergréBerung von 500 oder 1000 analysiert.
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3.2.13 Testalgorithmus und Plattenbelegung

Mit den Osteoblasten wurde der WST-1-Zellaktivitadtstest und die Ermittlung der
Zellzahl durchgefihrt. Es fanden pro Testart 2 Messreihen statt, die Uber einen
Zeitraum von 10 Tagen kultiviert wurden. Die erste Messung wurde nach 3 Tagen
vorgenommen, die folgenden an den Tagen 5, 7 und 10.

Wahrend der Inkubationszeit wurde an jedem Tag ein Mediumwechsel vorge-
nommen.

Die gesamten Testserien wurden in 24-Well-Zellkulturplatten angelegt; pro Zementart
wurden jeweils vier Prifkdrper in die Platten eingelegt. Die Verteilung war so
angelegt, dass jeweils 16 Kavitaten der 24-Well-Platten mit den entsprechenden
Prifkérpern belegt waren und 4 Kavitaten ohne Belegung als Polystyrolreferenz
eingesetzt wurden.

Far die Bakterienversuche wurde lediglich der WST-1-Zellaktivitatstest angewandt.
Pro Bakterienstamm (S. aureus, S. epidermidis) und Kulturmedium (LB-Medium, LB-
Natriumnitrat-Medium) fanden je 2 Messreihen statt. Nach 24 h Inkubationszeit
erfolgte die Messung.

Die Testserien wurden ebenfalls in 24-Well-Zellkulturplatten angelegt; dabei wurden
pro Zementart jeweils 4 Prifkérper in die Kavitaten eingelegt, sodass insgesamt 16
Wells belegt waren.

3.2.14 Statistik und Berechnung

Far alle Messwerte des WST-1 Zellvitalitatstests und der Zellzahlbestimmung wurden
die Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Als Referenzwert wurde der
jeweils hochste Mittelwert der Kontrolle herangezogen. Die Standardabweichungen
wurden durch Fehlerbalken graphisch dargestellt.

FOr die statistischen Berechnungen wurde die Microsoft Excel-Tabellen-

kalkulationssoftware verwendet. Die Diagramme wurden mit Origin Pro 8G erstellt.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Charakterisierung der Ausgangspulver

4.1.1 Rodntgendiffraktometrische Analyse

Mittels der Rdéntgendiffraktometrie (XRD) wurden zuerst die Phasencharakteristika
der verschiedenen Ausgangspulver im Winkelbereich 2-Theta von 20° bis 40° unter-
sucht. Dabei wurde die Messung vor und nach der Mahlung in der Planeten-
kugelmuhle durchgefihrt und mit den entsprechenden Referenzbeugungsmustern

verglichen.

Intensitat [w.E.]

a-TCP < 355um
o-TCP mit AQNO, < 355um

a-TCP 8h trocken gemahlen
a-TGP mit AgQNO, 8h trocken gemahlen

¥
J ¥
— AMMN — UAJ\_» _ M
| ! | ! | ! | ! |
20 25 30 35 40
| 2Theta[ |

Abbildung 4.1: Réntgendiffraktogramme von a-TCP mit und ohne AgNQOg, vor und nach der Mahlung
in der Planetenkugelmiihle. Die Beugungsreflexe entsprechen dem Referenzbeugungsmuster fir a-
TCP (PDF 029-0359). Die Pfeile weisen auf charakteristische Peaks von Whitlockit (PDF 09-0169)
hin. Peaks fir Silber waren nicht detektierbar.
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In Abbildung 4.1 wurden die Diffraktogramme der a-TCP-Pulver mit und ohne AgNQO3
dargestellt. Es zeigte sich eine Deckungsgleichheit samtlicher Peaks mit dem
Referenzbeugungsmuster von a-TCP (PDF 029-0359), jedoch in einer
unterschiedlichen Intensitat. Lediglich a-TCP mit AgNOs vor der Mahlung zeigte
zusatzlich charakteristische Beugungsreflexe fir Whitlockit (gekennzeichnet durch
Pfeile), die jedoch nach der Mahlung nicht mehr aufzufinden waren. Spuren von
Silber konnten, wahrscheinlich aufgrund der zu geringen Konzentration, in keinem

der Pulver nachgewiesen werden.

Intensitat [w.E.]

—— B-TCP < 355um
—— B-TCP mit AgNO, < 355um

—— B-TCP 1h trocken gemahlen
B-TCP mit AgNO, 1h trocken gemahlen

R U U
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20 25 30 35 40
2 Theta[9

Abbildung 4.2: Réntgendiffraktogramme von 3-TCP mit und ohne AgNOs, vor und nach der Mahlung
in der Planetenkugelmihle. Die Beugungsreflexe entsprechen dem Referenzbeugungsmuster fir f3-
TCP (PDF 09-0169). Peaks fiir Silber waren nicht detektierbar.

Auch bei den in Abbildung 4.2 dargestellten B-TCP-Pulvern mit und ohne AgNOj;
zeigten sich die typischen Beugungsreflexe, die mit dem Referenzbeugungsmuster
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von B-TCP  (PDF 09-0169) deckungsgleich waren. Ebenso konnten keine
Unterschiede vor und nach der Mahlung festgestellt werden. Charakteristische Peaks

fur Silber waren hier ebenfalls nicht aufzufinden.

4.1.2 Massenspektrometrische Analyse

Anhand dieser Methode wurde untersucht, welche Mengen an Silber und Calcium in
den Ausgangspulvern vorhanden sind. Dazu wurden jeweils ca. 200 mg in einer
definierten Menge Salpetersaure aufgeldst und mit bi-destillierten Wasser flr die
massenspektrometrische Analyse verdinnt.

Tabelle 4.1:  Massenspektrometrischer Nachweis von Ag® und Ca®* nach Auflésung des
Ausgangspulvers in 65%-iger Salpetersaure. AuBerdem wurde das molare Verhaltnis zwischen Silber
und Calcium berechnet.

Ausgangspulver Silbergehalt in pg/g Ag*/Ca”* x 100
(molares Verhaltnis)

a-TCP 0,0135 1,6879E-06

B-TCP 0,0158 2,2687E-06

a-TCP mit AgNO3 5061,0691 0,7829
B-TCP mit AgNOs; 6322,3609 0,7849

Die Analyse zeigte, dass die mit Silber versetzten Ausgangspulver eine deutliche
Menge an Silber enthielten. Demgegeniber wies das reine a- bzw. B-TCP nur
geringste Spuren dessen auf. Dementsprechend verhielt es sich bei dem Verhaltnis
Ag*/Ca?*. Wahrend die silberdotierten CaP ein Verhéltnis von ca. 0,8 aufzeigten,

lagen die Werte bei den reinen CaP bei ca. 2 x 10°®.
4.2 Charakterisierung der Zemente
4.2.1 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Oberflachen

Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen wurde zunéchst die Oberflachen-
beschaffenheit der verschiedenen Zemente untersucht; die daflr hergestellten
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Prifkérper wurden dazu mit einer dinnen leitfahigen Goldschicht bedampft und
anschlieBend im Rasterelektronenmikroskop ausgewertet. Das Ergebnis ist in
Abbildung 4.3 gezeigt.

-

XA g - .
.

% %

Abbildung 4.3: Oberflachenstruktur der verschiedenen Zemente bei 3000facher VergréBerung.
A: Bruschit, B: Ag-Bruschit, C: Hydroxylapatit, D: Ag-Hydroxylapatit. Eichstrich =5 pm

Die Oberflache von Bruschit (A) erwies sich als relativ grobkérnige und gleichméBige
Struktur; sie zeigte sowohl groBe langliche als auch kleinere Kristalle, tiefe Kerben
und eine deutliche Porositat. Die Struktur von Ag-Bruschit (B) war mit der von
Bruschit vergleichbar. Der Anteil der gréBeren Kristalle war hier minimal héher.

Im Vergleich dazu erschien die Oberflaiche von Hydroxylapatit (C) und Ag-
Hydroxylapatit (D) wesentlich feiner, aber inhomogener. Die Kristalle waren deutlich
kleiner als bei (Ag-)Bruschit und hatten eine samtartige Beschaffenheit. Auffallend
waren auBerdem die kleinen kristallinen Strukturansammlungen, die sich bei beiden
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Oberflachen (C, D) fanden. Insgesamt war die Porositat bei Hydroxylapatit und Ag-

Hydroxylapatit geringer. Zwischen diesen beiden Oberflachen gab es keinen
Unterschied.

4.2.2 Rontgendiffraktometrische Analyse
Die Phasenanalyse fir die (Ag)-Bruschit- und (Ag)-Hydroxylapatit-Zemente wurde

auch hier wieder mittels dem XRD durchgefiihrt und mit den verschiedenen

Referenzbeugungsmustern verglichen.

Intensitat [w.E.]

—— Hydroxylapatit-Zement
—— Ag'-dotierter Hydroxylapatit-Zement

2

T T T T T T T T 1
20 25 30 35 40

2 Theta [9] |

Abbildung 4.4: Roéntgendiffraktogramme von Hydroxylapatit-Zement mit und ohne AgNO; nach 3
Tagen Aushartung bei 37 °C. Die Pfeile markieren die Peaks fur a-TCP, die Sterne fiir Whitlockit. Die
restlichen Peaks konnten dem Referenzbeugungsmuster von HA (PDF 09-0432) zugewiesen werden.
Peaks fir Silber waren nicht detektierbar.

In Abbildung 4.4 ist zu erkennen, dass sich Hydroxylapatit durch die Zugabe von
Silber in seinen Beugungsreflexen etwas veranderte. Wahrend bei HA neben den flr
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HA typischen Peaks auch noch charakteristische Peaks fir das Edukt a-TCP
detektiert wurden, konnten bei Ag-HA =zusatzlich noch Spuren von Whitlockit

nachgewiesen werden. Anzeichen von Silber waren nicht aufzufinden.

Intensitat [w.E.]

Bruschit-Zement
—— Ag’-dotierter Bruschit-Zement

I

J

20 25 30 35 40
| 2 Theta[9 |

Abbildung 4.5: Réntgendiffraktogramme von Bruschit-Zement mit und ohne AgNO; nach 3 Tagen
Aushartung bei 37 °C. Alle Beugungsreflexe entsprechen dem Referenzbeugungsmuster von Bruschit
(PDF 09-0077). Peaks fiir Silber waren nicht detektierbar.

Bei den Bruschit- bzw. Ag-Bruschit-Zementen (Abb. 4.5) fanden sich hingegen
keinerlei Unterschiede; die Beugungsmuster wiesen nahezu identische Peaks auf
und entsprachen dem der Referenz Bruschit (PDF 09-0077). Silber war hier ebenfalls
nicht nachweisbar.
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4.2.3 Massenspektrometrische Analyse

Wie schon bei den Ausgangspulvern, sollte auch hier mittels des ICP-MS untersucht
werden, welche Mengen an Silber und Calcium in den verschiedenen Prifkérpern
enthalten sind. Dazu wurden Prifkérper direkt nach der Herstellung (roh), Prifkérper,
welche dber 7 Tage in LB-Medium, als auch Prifkdrper, die Gber 7 Tage in PBS
ausgelagert wurden, verwendet. Diese wurden ebenfalls in Salpetersdure geldst und
mittels bi-destillierten Wassers fir die Messung verdlinnt, die Ergebnisse sind in

Tabelle 4.2 gezeigt.

Tabelle 4.2: Massenspektrometrischer Nachweis von Ag* und Ca® nach Auflésung der Priifkérper in
65%-iger Salpetersdure. AuBerdem wurde das molare Verhaltnis zwischen Silber und Calcium
berechnet.

Prifkorper roh Silbergehalt in pg/g Ag*/Ca“* x 100 (molares
Verhaltnis)

Bruschit 0,0019 2,1077E-07

Hydroxylapatit 0,0145 1,338E-06
Ag-Bruschit 4402,5887 0,6004
Ag-Hydroxylapatit 7553,3354 0,7496

Priufkorper nach Silbergehalt in pg/g Ag*/Ca“* x 100 (molares
Auslagerung in PBS fir Verhaltnis)
7d

Bruschit 0,00144

1,7249E-07

Hydroxylapatit 0,01051 9,5669E-07
Ag-Bruschit 3277,1691 0,4327

Ag-Hydroxylapatit 4675,669 0,4692

Prifkorper nach Silbergehalt in ug/g Ag*/Ca** x 100 (molares
Auslagerung in LB- Verhaltnis)
Medium fiir 7d

Bruschit 0,0017

2,0605E-07

Hydroxylapatit 0,0097 8,5991E-07

Ag-Bruschit 3943,619 0,4962
Ag-Hydroxylapatit 5849,6073 0,5888
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Der hochste Silbergehalt war bei den rohen Ag*-dotierten Prifkérpern zu
verzeichnen, wobei der Wert flr Ag-Bruschit deutlich unter dem von Ag-HA lag, was
auf die Herstellung der Prifkérper zurickzufhren war. (Zur Herstellung von Ag-
Bruschit wurden &quimolare Pulvermengen Ag*-dotiertem B-TCP und MCPM
verwendet, was den geringeren Silbergehalt erklart.)

Dies zeigte sich auch bei dem Verhaltnis Ag*/Ca®*"; wahrend Ag-HA einen an-
nahernd gleichen Wert wie bei dem Ausgangspulver (siehe Tab. 4.1) aufwies, war
das Verhaltnis bei Ag-Bruschit deutlich kleiner.

Die Werte fir Bruschit und HA hingegen fielen vernachlassigbar gering aus.

Bei den Priufkérpern, welche Uber 7 Tage in einem Medium ausgelagert wurden,
zeigte sich, dass sich eine betrachtliche Menge an Silber (bis zu 1/3 des
Ausgangswertes) Uber diesen Zeitraum aus den Zementen gel6st hatte. Dabei war
festzustellen, dass sich in PBS mehr Silber aus den Prifkérpern freigesetzt hatte als
im LB-Medium.

Ebenso wurde das Ag*/Ca®*-Verhéltnis dadurch kleiner, was darauf hindeutete, dass
anteilsmaBig mehr Silber als Calcium in das Medium abgegeben wurde.

Der Silbergehalt von Bruschit und HA war auch hier zu vernachlédssigen, da nur

geringste Spuren von Silber gemessen wurden.
4.2.4 Bestimmung der Abbinde- bzw. Verarbeitungszeiten

Wie schon unter 3.2.11.1 beschrieben, konnte aufgrund der kurzen Abbindezeit von
Bruschit bzw. Ag-Bruschit, die nur im Sekundenbereich lag, der Gilmore-Nadeltest
hier nicht angewandt werden. Man griff deshalb auf die Messung der
Verarbeitungszeit zurlck. Die Abbindezeit von HA und Ag-HA wurde mittels des

Nadeltests ermittelt.

Tabelle 4.3: Abbinde- bzw. Verarbeitungszeiten

Zement Verarbeitungs- / Abbindezeit

Bruschit 50 s
Ag-Bruschit 50 s
Hydroxylapatit 6 min

Ag-Hydroxylapatit 7 min
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Tabelle 4.3 zeigt die Ergebnisse der Bestimmung der Abbinde- bzw.
Verarbeitungszeiten fir die verschiedenen Zemente. Sie wurden aus n = 3 ermittelt
und als Mittelwerte dargestellt. Hierbei zeigte sich fir Bruschit im Vergleich zu Ag-
Bruschit eine gleichbleibende Verarbeitungszeit. Eine leichte Verlangerung der
Abbindezeit um eine Minute ergab sich flr Ag-Hydroxylapatit gegentber HA.

4.2.5 Druckfestigkeiten

Die Druckfestigkeitswerte (CS) wurden jeweils durch n = 5 Messungen ermittelt, und
sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Ziel der Messung war es,
festzustellen, ob und inwieweit sich eine Variation der Zemente mit Silber auf die
mechanische Belastung durch Druckkrafte auswirkt (siehe Tab. 4.4).

Tabelle 4.4: Druckfestigkeiten der Zemente

Zement CS [MPa]
Bruschit

Ag-Bruschit

Hydroxylapatit

Ag-Hydroxylapatit

Bruschit wies eine Druckfestigkeit von 14,7 + 2,4 MPa auf. Durch die Modifikation mit
Silber veranderten sich die Druckfestigkeitswerte nicht signifikant; es kam zu einem
Anstieg um ca. 5 MPa auf 19,8 £ 4,1 MPa.

Bei Hydroxylapatit hingegen kam es zu einer deutlichen Anderung der Druck-
festigkeit. Durch die Modifikation mit Silber verringerte sich die Festigkeit von HA um
fast die Halfte von 41,2 + 8,7 MPa auf nun mehr 22,7 + 49 MPa bei Ag-
Hydroxylapatit.

4.3 Massenspektrometrische Analyse der Auslagerungsmedien

Anhand der massenspektrometrischen Analysemethode wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht, welche Mengen an Silber und Calcium wéahrend des
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Auslagerungsvorgangs aus den verschiedenen Zementverbindungen freigesetzt
wurden. Daflir wurden jeweils 3 Prifkérper in 30 ml entsprechendem Medium Gber
einen Zeitraum von 7 Tagen gelagert. Als Medium kamen PBS und LB-Medium zum
Einsatz. Der Mediumwechsel fand taglich statt. Das Eluat wurde nach jedem
Wechsel fir die ICP-Analyse in Probenréhrchen bis zur Messung bei 4 °C gelagert
und fir die Messung entsprechend verdinnt. Die Ergebnisse wurden anschlieBend
mittels Origin Pro 8 in verschiedenen Graphiken dargestellt (siehe Abb. 4.6).

Die beiden Graphiken zeigen zum einen die Ag*-Konzentration des entsprechenden
Auslagerungsmediums (Abb. 4.6 a), zum anderen die Absolutmasse Ag®, die aus
den 3 Prufkérpern wahrend des Zeitraums freigesetzt wurde (Abb. 4.6 b).

Da die reinen Bruschit- und Hydroxylapatit-Prifkérper kein bzw. nur geringste
Spuren von Silber enthielten (siehe Kapitel 4.2.3), waren die Konzentrationswerte
und Absolutmassen an Ag" vernachlassigbar gering (die Maximalwerte lagen knapp
dber Null).

Bei Ag-Bruschit (LB) hingegen war kontinuierlich mit Abstand die hodchste
Freisetzung zu beobachten, wobei am Tag 5 und 7 eine deutliche
Konzentrationsabweichung nach oben (Maximum: 1068,2 ug/l bzw. 34,1 ug am Tag
7) zu erkennen war. Im Vergleich dazu war die Léslichkeitsrate von Ag-Bruschit in
PBS im Durchschnitt um gut ein Drittel geringer.

Bei Ag-Hydroxylapatit verhielt es sich dagegen umgekehrt; wahrend im PBS die
Ldslichkeit von Silber (Durchschnitt: ca. 250 — 350 g/l bzw. 8,5 — 10,5 pg) &hnlich
den Werten von Ag-Bruschit (PBS) entsprach, zeigte es im LB-Medium nach einem
anféanglichen Spitzenwert am 1. Tag (&hnlich Ag-Bruschit im LB-Medium), im
weiteren Verlauf eine konstante Abnahme der Werte bis nahezu Null (7,1 pg/l bzw.

0,2 ug).
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Abbildung 4.6 a: Ag'-Konzentration des Auslagerungsmediums

in Abhéangigkeit von dem

verwendeten Medium (PBS bzw. LB), freigesetzt aus 3 Prifkdrpern. Auf der Ordinate ist die
freigesetzte Silber- Menge aufgetragen, auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

b: Absolutmasse Ag*, freigesetzt aus 3 Prifk6rpern in 30 ml
mediums (PBS bzw. LB). Auf der Ordinate ist die freigesetzte
Abszisse sind die Messtage angegeben.
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Abbildung 4.7: Kumulative Absolutmasse an Ag’, freigesetzt aus 3 Prifkérpern in 30 ml des
entsprechenden Auslagerungsmediums (PBS bzw. LB) dber 7d. Auf der Ordinate (CAVE:
Achsenunterbrechung, gekennzeichnet durch eine horizontale gestrichelte Linie) ist die freigesetzte
Absolutmasse aufgetragen, auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

Ebenso wurde die kumulative Ag*-Absolutmasse dargestellt (Abb. 4.7). Hier war vor
allem aufgrund der taglich groBen Freisetzungsrate der Ag-Bruschit-Prifkérper im
LB-Medium ein steiler Anstieg auf einen Hochstwert von 184,5 ug Ag* nach 7 Tagen
zu verzeichnen. Bei der Freisetzung von Silber aus den Ag-Bruschit-Prifkérpern im
PBS-Medium konnte man einen vergleichsweise langsamen Anstieg der
Konzentration feststellen; die Absolutmasse Ag™ nach 7 Tagen betrug dann lediglich
58,5 pg und damit nur ein Drittel der freigesetzten Menge in LB.

Ag-Hydroxylapatit im PBS-Medium verzeichnete ebenso eine konstante langsame
Erhdhung der Werte auf einen Hochstwert von 62,4 pg, wahrend sich die
lonenabgabe an das LB-Medium nach anfanglicher Zunahme bereits ab dem 3. Tag
nahezu auf einen konstanten Wert einpendelte.

In der Abbildung wurden ebenfalls die Werte fir die reinen Priifkérper ohne Silber
graphisch, unterstitzt durch eine Achsenunterbrechung genau dargestellt, um die
signifikanten Unterschiede zu den silberdotierten Oberflachen aufzuzeigen. Es zeigte
sich, dass nur geringfligige Unterschiede des Freisetzungsverhaltens in den

einzelnen Medien bestanden. Die Hochstwerte lagen dabei lediglich um ca. 0, 19 pg.
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Abbildung 4.8: Molmassen-Verhiltnis von Ag*/Ca®** in %, freigesetzt aus 3 Prifkorpern in
Abhangigkeit von dem verwendeten Auslagerungsmedium (30 ml PBS bzw. LB). Auf der Ordinate ist
das Molare Verhéltnis aufgetragen, auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

Abbildung 4.8 zeigt das Molare Verhéltnis zwischen den freigesetzten Ag*- und Ca®*-
lonen. Es wurde hier aufgezeigt, dass das Verhaltnis bei den Ag-HA-Prifkdrpern im
PBS-Medium mit Abstand am gréBten war und mit Fortschreiten des Versuches
stetig anstieg (Maximum: 2,08 %); dies deutet darauf hin, dass sich aus diesen
Oberflachen bei Zunahme der Auslagerungsdauer prozentual mehr Silber als
Calcium herausgelést hatte.

Genau umgekehrt verhielt es sich bei den Ag-HA-Prifkérpern, die im LB-Medium
ausgelagert wurden; nach einem anfanglichem Wert von 0,6 % an Tag 1, nahm das
Verhalinis rapide ab und erreichte am Tag 7 nahezu den Wert Null; dies
verdeutlichte, dass gegenlber Calcium fast kein Silber mehr an das Medium
abgegeben wurde.

Die Ag-Bruschit-Zemente hingegen brachten graphisch relativ identische Ergebnisse,
wobei die Werte fir das LB-Medium ca. 0,1 - 0,2 % Uber dem vom PBS-Medium lag.
Nach einer anfangs leichten Zunahme des Verhéltnisses, pendelte es sich im
weiteren Verlauf des Versuches (ab Tag 3) auf einen konstanten Wert von ca. 0,75
% (LB) bzw. 0,65 % (PBS) ein.
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Die molaren Verhaltnisse bei den silberlosen Prifkdérpern waren aufgrund der nur
geringstfligigen Spuren von Silber vernachlassigbar.
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Abbildung 4.9: Verhdltnis der aus den Prifkorpern freigesetzten Ag*-Menge zu der in den
Prifkérpern vorhandenen Ag*'-Menge, angegeben in %.. Auf der Ordinate ist das Verhaltnis
(freigesetzt/enthalten) aufgetragen, auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

Anhand der Graphik in Abbildung 4.9 sollte nun das Verhaltnis zwischen der an das
entsprechende Medium abgegebenen Ag*™-Menge und der in den Prifkérpern
enthaltenen Ag*-Menge (siehe Kapitel 4.2.3) veranschaulicht werden.

Es konnte vor allem bei den Zementen Ag-Bruschit und Ag-Hydroxylapatit, die beide
jeweils in PBS ausgelagert worden waren, ein konstantes Verhéltnis Uber den
gesamten Zeitraum festgestellt werden; die Werte lagen dabei zwischen 0,49 %. und
0,7 %o bei Ag-HA und zwischen 0,79 %. und 0,97 %. bei Ag-Bruschit.

Die Verbindung Ag-Hydroxylapatit (LB) wies am Tag 1 wieder einen Spitzenwert von
1,57 %o auf und sank danach rapide auf einen Wert von 0,01 %. ab.

Bei Ag-Bruschit, welches ebenfalls in LB-Medium gewaschen wurde, stellte sich ein
etwas hoéherer Wert (J ca. 2,5 %.) als bei den vorangegangen Zementen ein;
lediglich an den Tagen 5 und 7 wichen die Werte davon nach oben ab (Maximum:
3,3 %o).
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4.4 Auswertung der Bakterienversuche

4.4.1 Bestimmung der Zellaktivitat

Bei diesem Versuchsteil sollte das Wachstum und die Aktivitat der Bakterienstdmme
Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis auf den unterschiedlichen
Zementarten untersucht und miteinander verglichen werden. Die autoklavierten
Prafkérper wurden dazu 24 h mit den entsprechenden Bakterienkulturen im Schuttler
bei 37 °C inkubiert und anschlieBend die Stoffwechselaktivitat der Bakterien mit Hilfe
des WST-1-Zellaktivitatstests ausgewertet; als Referenzwert diente dabei jeweils die
nicht mit Silber versetzten Zemente Bruschit und Hydroxylapatit (100%-Wert).

Pro Zementart wurden vier Oberflachen herangezogen und davon jeweils der
Mittelwert berechnet. Die Standardabweichungen wurden in der Graphik mittels
Fehlerbalken dargestellt. Desweiteren kamen zwei verschiedene Medien zum
Einsatz; LB- und LB-Natriumnitrat-Medium. Die beiden unterschiedlichen Medien
sollten zur Klarung beitragen, ob die im LB-Medium enthaltenen Chlorid-lonen evitl.
zu einer Komplexbildung mit Silber-lonen zu AgCl fihren und dadurch Unterschiede
in der antibakteriellen Wirksamkeit zu beobachten sind.

Es wurden fur die vier verschiedenen Zementarten pro Mediumsorte jeweils zwei
Versuchsreihen durchgefihrt. In Abbildung 4.10 und 4.11 wird nun der Mittelwert der
beiden Versuche prasentiert.

Im Anhang dieser Arbeit wurden noch 4 weitere Diagramme (Abb. 8.1 — 8.2)
eingeflgt, die die Ergebnisse der einzelnen Versuchsreihen wiedergeben.

Mit dem WST-1-Test wurde im LB-Medium (Abb. 4.10) bei beiden Bakterienstdmmen
auf den silberdotierten Bruschit-Zementen eine signifikant niedrigere mitochondriale
Atmungsaktivitat (S. aureus: 2,12 % und S. epidermidis: 6,86 %) ermittelt als auf den
silberfreien Bruschit-Prifkérpern (Referenz).

Im Gegensatz dazu wiesen die Ag-HA-Zemente bei Staph. aureus mit 97,14 %
gegenuber der Referenz HA einen nahezu identischen Wert auf. Lediglich bei Staph.
epidermidis zeigte sich mit 61,60 % eine signifikant niedrigere Atmungsaktivitat.
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Abbildung 4.10: Relative Atmungsaktivitat der Bakterien Staphylococcus aureus und Staphylococcus
epidermidis auf den vier verschiedenen Zementarten (n = 4 pro Oberflache) ermittelt durch WST-1-
Test. Als Medium wurde LB verwendet. Auf der Ordinate ist die relative Atmungsaktivitat in % zu den
nicht silberdotierten Zementen Bruschit bzw. HA (Referenz) dargestellt; auf der Abszisse sind die

Bakterienstdmme angegeben.
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Abbildung 4.11: Relative Atmungsaktivitat der Bakterien Staphylococcus aureus und Staphylococcus
epidermidis auf den vier verschiedenen Zementarten (n = 4 pro Oberflache) ermittelt durch WST-1-
Test. Als Medium wurde LB-Natriumnitrat verwendet. Auf der Ordinate ist die relative Atmungsaktivitat
in % zu den nicht silberdotierten Zementen Bruschit bzw. HA (Referenz) dargestellt; auf der Abszisse

sind die Bakterienstdmme angegeben.
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Bei dem LB-Natriumnitrat-Medium (Abb. 4.11) zeigte sich ein dhnliches Bild. Die Ag-
Bruschit-Zemente konnten wiederum die signifikant niedrigste mitochondriale
Atmungsaktivitdt aufweisen. Bei S. aureus wurde eine Aktivitdt von 2,98 %
gegentber der Referenz Bruschit ermittelt, bei S. epidermidis lag der Wert
vergleichend zu dem LB-Medium etwas héher bei 15,31 %.

Ein ganzlich anderes Bild zeigte sich bei der Atmungsaktivitat von Ag-HA; wahrend
diese Zementart mit 93,76 % bei S. aureus kaum ein Unterschied zur Referenz HA
und dem Ergebnis mit dem LB-Medium zeigte, war bei S. epidermidis diesmal eine

etwas hdhere Aktivitat (82,25 %) gegentber dem LB-Medium erkennbar.

4.4.2 Massenspekirometrische Analyse der Bakterienmedien

Es wurde anhand der massenspekirometrischen Analysemethode untersucht,
welche Mengen an Silber wahrend der Inkubationsphase der Bakterien aus den
verschiedenen Zementverbindungen an das entsprechende Medium abgegeben
wurden. Als Medium kamen LB-Medium und LB-Natriumnitrat-Medium zum Einsatz.
Daflr wurden je Zementart und Medium 4 Oberflachen fir 24 h inkubiert. Der
Uberstand (iber den Priifkérpern wurde anschlieBend mittels einer Eppendorf-Pipette
vorsichtig abgezogen, fir die ICP-Analyse in Probenrbhrchen gesammelt,
zentrifugiert und fir die Messung entsprechend verdinnt. Die Ergebnisse wurden
anschlieBend mittels Origin Pro 8 in folgender Graphik (Abb. 4.12) dargestellt.

Die eindeutig hoéchste Ldslichkeitsrate zeigte sich durchwegs bei dem Ag-Bruschit-
Zement; wahrend die Werte im LB-Medium nahezu identisch waren (S. aureus: 3,77
ug/ml und S. epidermidis: 3,44 pg/ml), konnte im LB-Natriumnitrat-Medium ein
deutlicher Unterschied in der Silber-Freisetzung beobachtet werden. Dabei wurde im
S. aureus-Medium ein mit 11,04 pug/ml mehr als doppelt so hoher Wert gemessen,
als dies bei S. epidermidis mit 5,27 ug/ml der Fall war. Vergleichend war also der
Silbergehalt in dem LB-Natriumnitrat-Medium héher.

Ag-Hydroxylapatit hingegen wies nur ein geringes Freisetzungsverhalten auf, wobei
die Léslichkeit im S. aureus-Medium jeweils héher war (LB-Medium: 0,22 pg/ml, LB-
Natriumnitrat-Medium: 0,26 pug/ml), als bei S. epidermidis (entsprechend 0,06 pg/ml
bzw. 0,07 ug/ml). Es konnte aber auch hier eine geringfligig héhere L&slichkeit
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Abbildung 4.12: Ag’-Konzentration in den verschiedenen Bakterienmedien, mit welchen die
Prifkérper  (n = 4 pro Oberflache) fir 24h bei 37 °C bebritet wurden. Auf der Ordinate (CAVE:
Achsenunterbrechung, gekennzeichnet durch eine horizontale gestrichelte Linie) ist die Ag'-
Konzentration aufgetragen, auf der Abszisse sind die verschiedenen Bakterienkulturen angegeben.

im LB-Natriumnitrat-Medium festgestellt werden.
Die freigesetzte Menge an Silber bei Bruschit war erwartungsgemaB sehr gering.
Trotzdem zeichnete sich hier wiederum die Tendenz zur gréBeren Loslichkeit im LB-
Natriumnitrat-Medium und S. aureus-Medium ab.
Die Werte fur Hydroxylapatit waren so vernachlassigbar gering, dass sie deshalb

nicht naher erortert wurden.

4.4.3 Rasterelekironenmikroskopische Analyse der Bakterien

Mit Hilfe von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen sollte im folgenden
Abschnitt die Besiedelung der verschiedenen Zementoberflachen mit den Bakterien
Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis beurteilt werden. Die Keime
wurden daflr nach einer 24-stiindigen Inkubation auf den verschiedenen Prifkdrpern
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durch die oben genannten Arbeitsschritte auf den Oberflachen fixiert und dann
ausgewertet.

Abbildung 4.13 zeigt Staphylococcus aureus auf den verschiedenen Zementen und
als Referenz auf Glas. Da die Aufnahme von Bruschit nochmals um den Faktor 2
gegenuber den anderen REM-Bildern vergréBert worden war, war hier deutlich die
gleichmaBige dichte Besiedelung der Bruschit-Oberflache mit den Bakterien zu
erkennen (A). Ag-Bruschit war hingegen nur schwer zu beurteilen (B); bei
genauerem Betrachten sah man allerdings ganz vereinzelt Bakterien zwischen den
Ober-flachenstrukturen.

Die Oberflachen von HA und Ag-HA wiesen wiederum, ahnlich zu Bruschit, einen
dichten Bewuchs mit den Keimen auf (C, D), wobei die Besiedelung von Ag-HA nur
geringfligig niedriger war.

Die Bakterien auf Glas wurden als Referenz zu den vorangegangen Zementen
analysiert (E). Auch hier sah man die gleichméaBige Ausbreitung auf der Oberflache.
Es zeigte sich jedoch eine etwas geringere Besiedelung als auf Bruschit, HA und Ag-
HA, was an der glatten Oberflache liegen kann.

Da die GrdBe von Bakterien nur ca. 0,8 — 1 um betragt, war eine genauere
Beurteilung der Morphologie nicht weiter méglich. Die typische Anhaufung in
Traubenform war vereinzelt bei allen Oberflachen, auBer bei Ag-Bruschit, zu

erkennen.
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Abbildung 4.13: REM-Aufnahmen der verschiedenen Zemente und von Glas nach einer 24-
stlindigen Inkubation der Prifkérper mit Staphylococcus aureus. Der Pfeil weist jeweils beispielhaft
auf ein Bakterium hin. Der eingefligte Bereich rechts oben im Bild B ist ein Ausschnitt dessen mit einer
ca. 2000fachen VergréBerung.

A: Bruschit, B: Ag-Bruschit, C: Hydroxylapatit, D: Ag-Hydroxylapatit, E:Glas
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Abbildung 4.14: REM-Aufnahmen der verschiedenen Zemente und von Glas nach einer 24-
stindigen Inkubation der Prifkdrper mit Staphylococcus epidermidis. Der Pfeil weist jeweils
beispielhaft auf ein Bakterium hin. Der eingefligte Bereich rechts oben im Bild B ist ein Ausschnitt
dessen mit einer ca. 2000fachen VergréBerung.

A: Bruschit, B: Ag-Bruschit, C: Hydroxylapatit, D: Ag-Hydroxylapatit, E:Glas
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Abbildung 4.14 zeigt Staphylococcus epidermidis auf den verschiedenen Zementen
und als Referenz auf Glas. Auch hier war auf der Bruschit-Oberflache eine deutliche
gleichmaBige Ausbreitung von rundlichen, aber auch von langlichen Bakterien zu
erkennen (A). Da die Staphylococcen bekanntermaBen Kokken und daher rund sind,
musste hier von einer Kontamination mit anderen Keimen ausgegangen werden. Auf
der Oberflaiche von Ag-Bruschit fanden sich vereinzelte runde und langliche
Bakterien, die aufgrund ihrer Ahnlichkeit zur Oberflachenstruktur nur schwer davon
zu unterscheiden waren (B).

HA und Ag-HA wiesen ebenfalls vereinzelte Anhaufungen von Bakterien auf (C, D).
Die Oberflachen waren aber im Vergleich zu Bruschit nur diinn besiedelt.

Auf der Referenzoberflache Glas konnten kleine rundliche, zu Haufen angeordnete
Bakterien beobachtet werden (E).

Eine genauere Beurteilung der Morphologie der Bakterien war aufgrund der zu

geringen VergréBerung auch bei diesen REM-Aufnahmen nicht weiter méglich.

4.5 Auswertung der Zellversuche

AbschlieBend sollte die Biokompatibilitdt der Oberflachen anhand von Zellen der
Osteoblastenzelllinie MG-63 auf den unterschiedlichen Zementoberflachen
untersucht werden. Uber einen 10-tgigen Kultivierungszeitraum erfolgten die
Messungen an den Tagen 3, 5, 7 und 10 nach der Aussaat. Fir die Auswertung
wurden von jeder Zementart und pro Versuchstag jeweils vier Prifkdrper verwendet
und davon der jeweilige Mittelwert berechnet. Es wurden die Versuchsreihen
zweimal durchgefiihrt und davon nochmals der Mittelwert ermittelt. Die
Standardabweichungen wurden in den Graphiken als Fehlerbalken dargestellt.

Mit Hilfe des CASY-1 Zellanalysesystems wurde die relative Anzahl der
gewachsenen Zellen auf den unterschiedlichen Oberflachen ermittelt und mittels des
WST-1-Zellaktivitatstests die mitochondriale Stoffwechselaktivitat der Zellen
analysiert.

AbschlieBend wurde durch das WST / Zellzahl — Diagramm die Zellaktivitat der
Einzelzelle auf den verschiedenen Oberflachen beurteilt.
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4.5.1 Bestimmung der Zellzahl

Zellzahl in % I Bruschit

@@ Ag-dotiertes Bruschit
I Hydroxylapatit

100 T [ Ag*-dotiertes Hydroxylapatit
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Abbildung 4.15: Relatives Zellwachstum humaner Osteoblasten (MG-63) auf den vier verschiedenen
Zementoberflachen (n = 4 pro Oberflache). Auf der Ordinate (CAVE: Achsenunterbrechung,
gekennzeichnet durch eine horizontale gestrichelte Linie) ist die relative Zellzahl in %, bezogen zur
Referenzoberflache Bruschit am Tag des besten Wachstums (Tag 7) dargestellt, auf der Abszisse
sind die Messtage angegeben.

Abbildung 4.15 zeigt die Zunahme der Zellzahl Uber 10 Tage. Zellen auf Bruschit
wiesen im Vergleich zu den anderen drei Zementen das signifikant beste Wachstum
auf; dabei kam es zu einem stetigen Anstieg bis zu Tag 7 und danach zu einer
leichten Abnahme der Zellzahl am Tag 10.

Ahnliche Tendenz zeigte Ag-Hydroxylapatit, allerdings mit erheblich niedrigeren
Wachstumszahlen.

Bei dem Ag-Bruschit-Zement kam es zu einem maBigen Anstieg an den ersten
beiden Messtagen (Maximum am Tag 5), danach jedoch wieder zu einem leichten
Abfall der Zellzahl.

Durchgehend anndhernd gleiche Zellzahlen wurden auf den Hydroxylapatit-
Oberflachen beobachtet.
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Mit den Abbildungen 4.16 a+b konnte das relative Wachstum der silberdotierten
Bruschit- bzw. Hydroxylapatit-Zemente vergleichend zu ihren entsprechenden nicht
silberhaltigen Zementen analysiert werden.

Bei den Bruschit-Oberflachen (Abb. 4.16 a) wurde das signifikant groBte Zell-
wachstum festgestellt. Das Maximum wurde am Tag 7 erreicht und am letzten
Messtag kam es zu einer Reduktion der Zellzahl.

Das Zellwachstum auf Ag-Bruschit war deutlich reduziert, wobei ein leichter Anstieg
bis zum Messtag 5 zu verzeichnen war. Danach fiel die Zahl unter das Niveau des
ersten Wertes.

Es wurde weiterhin beobachtet, dass Hydroxylapatit (Abb. 4.16 b) eine nahezu
konstante Zellzahl Gber den gesamten Versuchszeitraum hielt.

Die Zellzahlen der silberdotierten Hydroxylapatit-Prifkdrper Gbertrafen sogar an den
Messtagen 5 und 7 (Maximum) die Werte von HA, es kam jedoch zu einem
deutlichen Abfall der Zahlen am letzten Messtag.

Im Anhang finden sich noch weitere Diagramme (Abb. 8.3 — 8.5), die die Ergebnisse

der einzelnen Versuchsreihen wiedergeben.
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Abbildung 4.16 a: Relatives Zellwachstum humaner Osteoblasten (MG-63) auf den
Zementoberflachen Bruschit und Ag-Bruschit (n = 4 pro Oberflache). Auf der Ordinate (CAVE:
Achsenunterbrechung, gekennzeichnet durch eine horizontale gestrichelte Linie) ist die relative
Zellzahl in %, bezogen zur Referenzoberflache Bruschit am Tag des besten Wachstums (Tag 7)
dargestellt, auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.

b: Relatives Zellwachstum humaner Osteoblasten (MG-63) auf den Zementoberflichen Hydroxylapatit
und Ag-Hydroxylapatit (n = 4 pro Oberflache). Auf der Ordinate ist die relative Zellzahl in %, bezogen
zur Referenzoberflache Hydroxylapatit am Tag des besten Wachstums (Tag 3) dargestellt, auf der
Abszisse sind die Messtage angegeben.
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4.5.2 Bestimmung der zelluldren Atmungsaktivitat

Zellaktivitat in % I Bruschit
] [ Ag’-dotiertes Bruschit
120 1 I Hydroxylapatit
) [ Ag'-dotiertes Hydroxylapatit
100
80 -
60 -

T T

Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10

Abbildung 4.17: Relative Zellaktivitdt humaner Osteoblasten (MG-63) auf den vier verschiedenen
Zementoberflaichen (n = 4 pro Oberflache). Auf der Ordinate (CAVE: Achsenunterbrechung,
gekennzeichnet durch eine horizontale gestrichelte Linie) ist die relative Zellaktivitat in %, bezogen zur
Referenzoberflache Bruschit am Tag der héchsten Aktivitat (Tag 7) dargestellt, auf der Abszisse sind
die Messtage angegeben.

Auch bei der mitochondrialen Aktivitat konnten bei den Bruschit-Oberflachen die
signifikant h6chsten Werte ermittelt werden, mit einem konstanten Anstieg bis zum
Tag 7 und einer Reduktion der Aktivitat am letzten Messtag.

Die Oberflachen Ag-Bruschit, Hydroxylapatit und Ag-Hydroxylapatit zeigten im
Vergleich zu Bruschit nur eine auBerst geringe Atmungsaktivitat. Wahrend HA und
Ag-HA bereits an Tag 3 das Maximum erreicht hatten und anschlieBend eine nahezu
stetige Abnahme der Werte bis zum 10. Messtag verzeichneten, wies Ag-Bruschit
nach einem anfanglichen Rickgang an Tag 5, eine maBige Zunahme der Werte bis
Tag 10 auf.
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Abbildung 4.18 a: Relative Zellaktivitdt humaner Osteoblasten (MG-63) auf den Zementoberflachen
Bruschit und Ag-Bruschit (n = 4 pro Oberflache). Auf der Ordinate (CAVE: Achsenunterbrechung,
gekennzeichnet durch eine horizontale gestrichelte Linie) ist die relative Zellaktivitat in %, bezogen zur
Referenzoberflache Bruschit am Tag der hdchsten Aktivitat (Tag 7) dargestellt, auf der Abszisse sind
die Messtage angegeben.

b: Relative Zellaktivitdt humaner Osteoblasten (MG-63) auf den Zementoberflichen Hydroxylapatit
und Ag-Hydroxylapatit (n = 4 pro Oberflache). Auf der Ordinate ist die relative Zellaktivitat in %,
bezogen zur Referenzoberflaiche Hydroxylapatit am Tag der héchsten Aktivitét (Tag 1) dargestellt, auf
der Abszisse sind die Messtage angegeben.
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Es wurde in Abbildung 4.18 a+b ein separater Vergleich der silberdotierten Zemente
Ag-Bruschit und Ag-Hydroxylapatit zu ihren jeweiligen silberlosen Referenzzementen
dargestellt.

Dabei konnte bei Bruschit (Abb. 4.18 a) im Vergleich zu Ag-Bruschit eine um mehr
als 100fach hdhere mitochondriale Aktivitat festgestellt werden. Auch in ihrem
Aktivitatsverhalten zeigten sie sich unterschiedlich; wahrend Bruschit eine rasche
Zunahme der Werte bis zu einem Maximum am Tag 7 mit einem dezentem
Ruckgang am letzten Messtag aufzeigte, stiegen sie bei Ag-Bruschit, mit Ausnahme

eines kleinen Einbruchs an Tag 5, bis zum Ende der Versuchsreihe an.

Bei den Oberflachen Hydroxylapatit und Ag-Hydroxylapatit (Abb. 4.18 b) konnte man
hingegen einen anderen Trend erkennen. Auf beiden Zementarten zeigten die
Aktivitaten ihr Maximum bereits an Messtag 3, wobei HA eine mehr als doppelt so
hohe Zellaktivitat erreichte. Im weiteren Verlauf der Versuchsdurchfihrungen sanken
die Werte schlieBlich auf ca. ein Drittel ihrer Ausgangswerte ab.

Die Diagramme der Einzelmessungen sind im Anhang gezeigt (Abb. 8.6 — 8.8).

4.5.3 Bestimmung der spezifischen Atmungsaktivitat

Analysierte man die mitochondriale Atmungsaktivitat der einzelnen Zelle auf den
verschiedenen Oberflachen, so konnte man nur geringe Unterschiede zur
Auswertung der gesamten Zellaktivitat (Abb. 4.17) feststellen.

Im ersten Versuch (4.19 a) zeigte sich die héchste Aktivitat pro Einzelzelle auf dem
Bruschit-Zement. Die im Durchschnitt niedrigste Aktivitat, bezogen auf die einzelne
Zelle, wies hingegen die Ag-Hydroxylapatit-Oberflache auf.

Auch beim Ag-Bruschit-Zement und Hydroxylapatit-Zement konnte nur eine
schwache mitochondriale Aktivitat der Einzelzelle nachgewiesen werden.

Auffallend war, dass Ag-Bruschit, HA und Ag-HA ihr Aktivitatsmaximum bereits an
Messtag 3 erreicht hatten mit einer kontinuierlichen Reduktion bis zu Tag 10,

wahrend Bruschit das Maximum erst am letzten Messtag erzielte.

In der zweiten Versuchsreihe (Abb. 4.19 b) konnte wiederum die héchste Aktivitat,
bezogen auf eine einzelne Zelle, auf der Bruschit-Oberflache nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.19 a+b: Erste (a) und zweite (b) Versuchsreihe; spezifische Zellaktivitdt humaner
Osteoblasten (MG-63) auf den vier verschiedenen Zementoberflachen (n = 4 pro Oberflache) bezogen
auf die Einzelzelle, ermittelt durch den Quotienten WST / Zellzahl. Auf der Ordinate ist der Wert des
jeweiligen Quotienten dargestellt, auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.
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Diesmal wurde das Maximum jedoch bereits an Tag 7 erreicht. Auch Ag-
Hydroxylapatit zeigte abermals die im Durchschnitt niedrigste Aktivitat.

Im Vergleich zur 1. Versuchsreihe wurde allerdings der Hochstwert bei Ag-Bruschit,
HA und Ag-HA nicht am ersten Messtag erreicht, sondern erst an Tag 7 (HA) bzw. an
Tag 10 fUr die silberdotierten Zemente.

Auffallend war hier, dass bei Ag-Bruschit ein steiler Anstieg der Einzelaktivitat
beobachtet werden konnte.

Zusammenfassend konnte man feststellen, dass der Bruschit-Zement neben der
héchsten Aktivitdt pro Einzelzelle auch die héchste Gesamtaktivitdt und groBte
Gesamtzahl zeigte. Auf der Ag-Hydroxylapatit-Oberflache hingegen konnte die
niedrigste Einzel- und Gesamtaktivitat nachgewiesen werden, wahrend die Werte flr
die Gesamtzellzahl im unteren Mittelfeld lagen.

4.5.4 Rasterelektronenmikroskopische Analyse der Zellen

Mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops wurden Aufnahmen von den mit Zellen
bewachsenen Oberflachen angefertigt. Die Fixierung der Zellen erfolgte 5 Tage nach

deren Aussaat.

Abbildung 4.20 zeigt das Wachstum der Osteoblasten auf den verschiedenen
Zementoberflachen sowie als Referenz auf Glas. Auf der Bruschit-Oberflache war
dabei ein deutlicher Bewuchs mit etwa 30-40 um groBen Zellkérpern zu erkennen,
die mit kurzen zytoplasmatischen Fortsétzen untereinander verbunden waren (A).
Hingegen fand man auf der Ag-Bruschit-Oberflache nur ganz vereinzelt einen
Osteoblasten; Abbildung 4.20 B zeigt eine Zelle, die sich wahrscheinlich gerade in
der Mitose befand (Pfeil).

Ebenso verhielt es sich bei den Hydroxylapatit- bzw. Ag-Hydroxylapatit-Zementen (C,
D). Auch hier konnten nur sehr wenige Zellen auf den Oberflachen gefunden werden.
Lediglich auf dem silberdotiertem Prifkdrper war es méglich, einen Osteoblasten
rasterelektronenmikroskopisch darzustellen.

Auf der Referenzoberflache Glas war indes wieder eine deutliche Besiedelung der
Oberflache mit Zellen auszumachen (E). Allerdings waren die Zellkérper mit einer
GrdBe von ca. 20-30 um kleiner und schmaler als auf Bruschit.
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Abbildung 4.20: REM-Aufnahmen der verschiedenen Zemente und von Glas nach einer 5-tdgigen
Kultivierung der Oberflachen mit Osteoblasten der Zelllinie MG-63. Der Pfeil weist jeweils beispielhaft
auf eine Zelle hin.

A: Bruschit, B: Ag-Bruschit, C: Hydroxylapatit, D: Ag-Hydroxylapatit, E:Glas
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5. DISKUSSION

In den letzten Jahrzehnten wurden in vielen Bereichen der modernen Medizin
zunehmend Biomaterialien zur Verbesserung der chirurgischen Eingriffe oder zum
Ersatz von geschadigten Kérperorganen eingesetzt. Defekte Gelenke wie Hiifte oder
Knie werden durch klnstliche Endoprothesen ersetzt, Knochenbrliiche durch
metallische N&gel, Schrauben und Platten repariert, defekte Herzklappen durch
prothetische ersetzt oder z.B. verlorengegangene Zahne durch Implantate
wiederhergestellt. Dies wirft allerdings die Frage der Biokompatibilitdt der
verschiedenen Materialien auf, um unerwiinschte Nebenwirkungen wie z.B. Toxizitat,
Entziindungen oder Allergien, méglichst zu vermeiden 71131,

Calciumphosphate verfligen Ulber eine ausgezeichnete Biokompatibilitat, d. h. sie
werden vom Korper gut angenommen und integriert; diese gute Vertraglichkeit
beruht auf dem Vorhandensein solcher CaP im Kérper als Bestandteil von Knochen,
aber auch in geldster Form. Sie sind daher heute als Biomaterialien weit verbreitet,

vor allem zur Hartgeweberegeneration im Bereich von Knochen oder Zahnersaiz
[116,117,118,119]

In Form von gréBeren Werkstoffen werden Calciumphosphate als kinstliche
Knochenersatzmaterialien zur chirurgischen Behandlung von Knochendefekten
eingesetzt. Ein durch eine Tumorextraktion, einen komplizierten Knochenbruch oder
eine Entzindung hervorgerufener Knochendefekt muss mit geeignetem Material
aufgefillt werden, um das Einwachsen von neuem Knochengewebe zu ermdglichen.
Wenn dies nicht geschieht, kann Bindegewebe in den Defekt einwachsen, sodass
die Knochenbildung unterbleibt. Das als "goldener Standard" bezeichnete Verfahren
der Entnahme autologen Knochens, zumeist aus dem Huftkamm, zieht zusatzliche
Kosten, Risiken und Belastungen des Patienten nach sich und es bestehen Grenzen
hinsichtlich der =zur Verfligung stehenden Knochenmenge. Die teilweise
ausgedehnten Entnahmedefekie schmerzen oft noch sehr lange und es besteht ein
erhdhtes Infektionsrisiko. Fremdmaterialien biologischer Herkunft (von humanen oder
tierischen Spendern) werden wegen mdglicher Infektionsgefahren kritisch diskutiert,
und die Notwendigkeit fur ein vollsynthetisches Material ist offenkundig 2.

Heute ist eine Vielzahl von unterschiedlichen Calciumphosphaten zur Behandlung

57,58,120

von Knochendefekten auf dem Markt ! | Sie werden als formbare Zemente
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bzw. Granulate, keramische Implantate und Beschichtungen auf metallischen
Implantatwerkstoffen verwendet °7:%8121],

Die Beschichtung von metallischen Implantaten mit Calciumphosphat spielt eine
groBe Rolle in der Medizin. Solche Implantate werden vor allem als Endoprothesen
oder als Zahnimplantate im Kiefer verwendet. Neben einer Erhéhung der
Oberflachenrauigkeit ermdglicht eine Beschichtung mit Calciumphosphaten, dass
Knochen gut an die Calciumphosphatdeckschicht anwéachst. Die Beschichtung wirkt
somit wie eine Art Klebstoff zwischen Metall und Knochen ['1%122],

Trotz der stetig voranschreitenden Forschungsentwicklungen und Verbesserungen
im Bereich der Biomaterialien, kommt es trotz all dem zu einer steigenden Anzahl
von Implantat-assoziierten bakteriellen Infektionen; dies ist eine der Hauptursachen

der Revisionschirurgie %

. Unzureichende Patientenresultate, eine verminderte
Lebenserwartung des Implantates und zunehmende Implantat-Fehlresultate sind die
Folge. Die Notwendigkeit einer Revisionschirurgie fuhrt oft zu langwierigen post-
operativen Behandlungen, die den Patienten physisch wie psychisch traumatisieren
kénnen. Desweiteren werden enorme Behandlungskosten, eine zunehmende
Morbiditat und abnehmende Patientenzufriedenheit verursacht ['24].

Es ist bekannt, dass eine Infektion des Implantates mit einer Biofilmbildung,
gekennzeichnet durch Mikrokolonien von Bakterien umhillt von einer schitzenden
Polymer-Matrix, einhergeht. Ein Biofilm kann sich auf jeglicher kunstlicher Implantat-
Oberflache bilden, die in einen menschlichen Kérper eingebracht wurde sowie an
Geweben, die an implantierte Oberflachen angrenzen. Die Bakterien, die im Biofilm
heranwachsen, weisen dabei eine zunehmende Resistenz gegeniber
antibakteriellen Agenzien auf, welche ein Scheitern der Behandlung von Implantat-
assoziierten Infektionen durch systemische Antibiotikagaben hervorrufen. AuBerdem

[125,126]

kann es zu lokalen Knochendestruktionen fiihren Von daher ist die

Pravention einer Bakterienbesiedlung und Biofilmbildung von besonderer Bedeutung.

Die Auswirkungen von Oberflacheneigenschaften auf die Bakterienhaftung hat eine
durchaus beachtliche Aufmerksamkeit erlangt. So wurde bereits in zahlreichen
Studien bewiesen, dass der Einsatz von antiseptischen Oberflachenbeschichtungen
eine Methode zur Minimierung von Implantatinfektionen ist. Die kovalente Anbindung
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von polykationischen Gruppen !"#'28 die Impragnierung bzw. Beladung mit

Chitosan-Nanopartikeln oder Antibiotika 2%

und die Beschichtung der
Oberflachen mit quartiaren Ammoniumverbindungen " Jod ['*3 und Silber (Ag)-

lonen 133134 gind Beispiele vorangegangener Implantatmodifikationen.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Calciumphosphatzemente (Bruschit,
Hydroxylapatit) mit 1 % Silber versetzt und dessen antibakteriellen Eigenschaften
sowie dessen Biokompatibilitdt im Vergleich zu denen von unbeladenen
Calciumphosphatzementen in vitro untersucht.

Um nahere Erkenntnisse Uber die chemischen und physikalischen Eigenschaften der
verwendeten Zemente zu gewinnen, wurden zu Anfang entsprechende
Untersuchungen mittels der Massenspekirometrie und Réntgendiffraktometrie sowie
Tests zur Bestimmung der Druckfestigkeit und Abbindezeit durchgeflhrt.

Die Festigkeitswerte von Zementen sind von groBer Bedeutung flir die klinische
Verwendbarkeit von CPC, da sie unter anderem die Eignung fir eine Verwendung in
lasttragenden Bereichen determinieren. Die in der Literatur beschriebenen
Festigkeiten reichen von 20-83 MPa ['** und erméglichen derzeit nur einen Einsatz
im gering belasteten Bereich 2.

Die mechanischen Eigenschaften sind hierbei von verschiedenen Faktoren
abhangig; dazu zahlen unter anderem das Porenvolumen, das Mischungsverhaltnis
zwischen Calcium und Phosphat, das Verhéltnis zwischen Pulver und Lésungsmittel,
die Art des Lésungsmittels sowie die Art der Prufkdrperherstellung (kompressionsfrei
oder mit Vorkompression). Gbureck et al. konnten z.B. einen Zusammenhang
zwischen Vorkompression und Porenvolumen bei steigender Druckfestigkeit
nachweisen. Ohne Vorverdichtung wurden geringere Festigkeiten aufgrund des
héheren Porengehaltes in der abgebundenen Zementmatrix gemessen. Mit
Vorkompression gelang es, die Uberschissigen FlUssigkeitsanteile aus der
Zementmatrix zu pressen, und eine geringere Porositat der abgebundenen Matrix
einzustellen ¥, Ebenso sind die Verarbeitungsbedingungen, die wahrend eines
operativen Einbringens vorherrschen, ein wichtiges Kriterium fir die Festigkeitswerte.
Korperflissigkeiten wie Sekret oder Blut wirken sich negativ auf die in vitro
gemessenen Festigkeiten aus. Auch Lufteinschllisse, z.B. bedingt durch eine
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erschwerte Applikation der Knochenersatzmaterialien, andern die Porositat des
Werkstoffes und damit auch die theoretisch erzielbaren Festigkeiten in vivo. Der
Gefahr einer Einblutung kann jedoch durch schnell abbindende Zemente entgegen-
gesteuert werden.

Bei der Analyse der Druckfestigkeiten in der vorliegenden Arbeit konnte nun beim
Ag-Bruschit-Zement gegeniber dem Bruschit-Zement sogar eine minimale Erhéhung
durch den Silberzusatz festgestellt werden, wahrend der Ag-HA-Zement im Vergleich
zum HA-Zement knapp die Halfte seiner Druckfestigkeit eingebiBt hatte (vgl. Tabelle
4.4).

Weitaus geringere Unterschiede gab es bei der Ermittlung der Abbinde- bzw.
Verarbeitungszeit. Die Abbindezeit eines Zements spielt flir den Operationsablauf
sowie das Handling eine wichtige Rolle. Eine lange Abbindephase verzdgert den
zligigen Operationsablauf durch eine Wartephase, und fihrt daher zu einer
verlangerten Narkosezeit mit erh6htem Risiko fir den Patienten. Eine zu kurze
Abbindezeit kann dazu flhren, dass die Zementpaste nicht rechtzeitig in die Kavitat
appliziert werden kann und somit strukturelle Schwachstellen resultieren oder sogar
eine Applikation unmaéglich wird.

Die Modifikation mit Silber ergab in dieser Arbeit keine (Ag-Bruschit) bzw. nur
geringe Anderungen der Abbindezeit um +1 min (Ag-HA), was aufgrund des
Messverfahrens vernachlassigbar ist und fir den klinischen Gebrauch keine Rolle
spielt (vgl. Tabelle 4.3).

Bei der Untersuchung mittels der Rdntgendiffraktometrie konnten die fir die
jeweiligen Zemente charakteristischen Peaks detektiert werden (vgl. Abb. 4.1, 4.2,
4.4 und 4.5). Silber konnte, wahrscheinlich aufgrund der geringen Konzentration, in

keinem der Pulver nachgewiesen werden.

Bei der massenspektrometrischen Analyse der Ausgangspulver a- bzw. 3-TCP mit
AgNO; konnte man ein molares Verhaltnis von Ag*/Ca?* von je 0,78 % feststellen (vgl.
Tabelle 4.1). Da jedoch dem Tricalciumphosphat bei der Herstellung 1 % Silber
beigemischt wurde, misste sich somit auch rein theoretisch ein molares Verhaltnis von
1 % ergeben. Zu erklaren ist dieser Silberverlust evtl. durch den Sintervorgang im Ofen
wahrend der Pulverherstellung; es ist zu vermuten, dass sich ein Teil des
beigemischten Silbers durch die Hitzeentwicklung verfliichtigt haben kénnte. Ebenso
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kénnte es moglich sein, dass ein Teil des Silbers bereits nach dem Zusammenmischen
der einzelnen Pulverkomponenten beim Trocknen im Trockenschrank verdampft ist, da
dieser nach der Trocknung des Pulvergemisches eine Schwarzfarbung im Inneren
aufwies.

Vergleicht man nun die molaren Verhéltnisse der Ausgangspulver mit den gemessenen
Werten der daraus hergestellten Ag-Bruschit und Ag-Hydroxylapatit-Probenkdrper, so
konnte bei Ag-HA nur ein um ca. 0,04 % geringeres Ag*/Ca®" -Verhéltnis von 0,74 %
ermittelt werden, wahrend Ag-Bruschit lediglich ein Ag*/Ca®* -Verhéltnis von 0,60 %
aufzeigte (vgl. Tabelle 4.2). Der geringere Silbergehalt bei Ag-Bruschit ist allerdings
durch die Zugabe von Calcium-bis-dihydrogenphosphat Monohydrat (MCPM) zu dem
silberdotierten B-TCP plausibel zu erklaren. Unterdessen kénnte der Grund fir das
etwas niedrigere Verhaltnis fir Ag-HA bei der ICP-Messung liegen; zu nennen wére
zum einen etwaige Ungenauigkeiten bei der Verdinnung der Messproben oder zum
anderen der Ca®-Gehalt in der Verdiinnungslésung oder in der Messflissigkeit
(Standard der Fa. Merck).

Um zu klaren, wieviel Silber bereits durch den Auslagerungsprozess eluiert wird, wurde
jede der vier verschiedenen Zementarten Uber 7 Tage in PBS bzw. LB-Medium
ausgelagert und anschlieBend massenspekirometrisch analysiert. Sowohl Ag-Bruschit
als auch Ag-HA in PBS (molares Verhaltnis Ag*/Ca* 0,43 % bzw. 0,46 %) gaben mehr
Silber ab als in LB-Medium (0,49 % bzw. 0,58 %), wobei dieser Unterschied bei den
silberdotierten Hydroxylapatit-Prafkérpern deutlicher war (vgl. Tabelle 4.2). Erklaren
kann man dieses Phanomen evtl. dadurch, dass im PBS-Medium mehr Cl-lonen
enthalten sind und dadurch mehr Ag* in Form von AgCl ausgefallen ist.

Neben der Analyse der Probenkérper wurden auch die Auslagerungsmedien
massenspektrometrisch untersucht (vgl. Tabellen 4.6 — 4.9). Anhand der Ergebnisse
l&sst sich erkennen, dass Ag-Bruschit und Ag-HA in PBS ein Uber die Auslagerungszeit
konstantes Freisetzungsverhalten von Silberionen darlegten. Ag-Bruschit in LB wies
hingegen eine zwar nahezu konstante, aber im Vergleich doppelt bis dreifache
Freisetzungsrate von Silber auf, wahrend fir Ag-HA in LB nur am ersten
Auslagerungstag ein Spitzenwert gemessen wurde, der im weiteren Verlauf gegen Null
abfiel.

Betrachtet man das molare Verhaltnis Ag*/Ca®** der Auslagerungsmedien, so konnte
ein Uber den Auslagerungszeitraum stetiger Anstieg der Werte von Ag-HA in PBS
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beobachtet werden, d.h. es hatte sich aus diesen Oberflachen bei Zunahme der
Auslagerungsdauer prozentual mehr Silber als Calcium herausgeldst; demgegentber
nahm das Verhéltnis im LB-Medium stetig ab, was durch die sinkende Eluierung des
Silbers erklart werden kann. Ag-Bruschit zeigte hingegen sowohl in PBS als auch im

LB-Medium ein anfanglich leicht steigendes und dann konstantes molares Verhéltnis.

Bei der Analyse des Silbergehalts in den verschiedenen Bakterienkulturen
bestéatigten sich die Ergebnisse aus Tabelle 4.6 und 4.7. In den Bakterienkulturen
gab Ag-Bruschit signifikant mehr Silberionen an das Medium ab als Ag-HA (vgl. Abb.
4.12). Auffallend war allerdings, dass im LB-Natriumnitrat-Medium durchwegs bei
allen Zementarten mehr Silber freigesetzt wurde als im LB-Medium. Dies hatte
keinen signifikanten Einfluss auf das Vorhandensein von Bakterien.

Nach den chemisch-physikalischen Untersuchungen wurde nun die antibakterielle
Wirksamkeit sowie die Zytokompatibilitat der silberdotierten CPC im Vergleich zu den
silberlosen Zementen analysiert. Fur die Versuchsreihen wurden daftr Prafkorper
von den zu untersuchenden Zementarten hergestellt, fir die Bakterientests 24 h in
Zellkulturplatten mit den entsprechenden Bakterienmedien bebritet und
anschlieBend hinsichtlich ihrer mitochondrialen Atmungsaktivitat eruiert. Bei den
Zelltests wurde Uber einen Zeitraum von 10 Tagen ebenfalls die Atmungsaktivitat
bestimmt sowie eine Ermittlung der Zellzahl durchgefihrt.

Die medizinische Verwendung von Silber ist bereits uralt. So wurde Silber schon in
der Antike zur beschleunigten Wundheilung, Infektionsbek&mpfung und vor allem zur
Haltbarmachung von Trinkwasser eingesetzt °’.

Seit Ende des 19. Jahrhunderts begann die moderne Geschichte des Silbers in der
medizinischen Anwendung; die Wissenschaftler Ravelin und C. von Nageli sowie der
Gynakologe Carl Sigmund Franz Credé waren Pioniere bei der Erforschung des
antimikrobiellen Effekts von Silber 899,

Bis zum verbreiteten Aufkommen von chemisch hergestellten Antibiotika um 1930
war die Behandlung mit Silber und silberhaltigen Préaparaten ein schulmedizinischer
Grundpfeiler. Mit der Entdeckung des Penicillins und der in der Folge entwickelten

Antibiotika verschwand Silber in seiner medizinischen Anwendung aus dem Blickfeld
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der breiten Offentlichkeit. Die Griinde waren zum einen die neuen und schnellen
Resultate des Allzweckmittels Antibiotikum, zum anderen die Mdéglichkeit, groBe
Mengen kinstlicher Medikamente zu produzieren.

Anfangs der 1990er Jahre akzentuierte sich das Problem der Resistenzbildung
gewisser Bakterienstamme gegen chemisch hergestellte Antibiotika. Im Zuge dieser
Entwicklung gewinnt Silber als Erganzung und Alternative heute wieder vermehrt an
Bedeutung.

Die antibakteriellen Eigenschaften von Silber werden schon seit langem im
biomedizinischen Bereich ausgenutzt. Die wesentlichen Merkmale von Silber sind
dabei sein breites antimikrobielles Wirkspektrum, seine geringe Neigung zur Resistenz-
Bildung, sowie seine Fahigkeit, eine polymikrobielle Besiedelung zu unterbinden %137,
Aufgrund der niedrigen Resistenzbildungs-Neigung von silberhaltigen Produkten
gegenlber Bakterien, eignet sich sowohl metallisches als auch ionisiertes Silber fiir den

Einsatz in Biomaterialien [13813%:1401

Fur die antiseptische Wirkung des Silbers ist das einwertige Silberkation Ag*
verantwortlich. Silberionen tben auf verschiedene Art und Weise gleichzeitig ihre
letale Wirkung auf Mikroorganismen aus: sie gehen starke Verbindungen mit
Schwefel-, Sauerstoff- und Stickstoffgruppen in den Zellwanden von Bakterien und
Pilzen ein; diese sind wichtige Bestandteile von Enzymen, welche fur den
transmembranen Stoffwechsel sowie den Elektrolytentransport verantwortlich sind.
Silberionen denaturieren Funktions- und Strukturproteine, die in Zellmembranen und
im Zytoplasma enthalten sind. Sie interagieren mit der DNA, die dadurch ihre
Fahigkeit zur Replikation einblBt und reagieren mit der Zellmembran, die fir die
Zellatmung zustandig ist, so dass diese in ihrer Funktionsfahigkeit beeintrachtigt wird
und destabilisieren schlieBlich die Zellwand, die ihre lebenswichtige
Widerstandsfahigkeit verliert ['4":142]

Auf Grund der vielfachen Ansatze der Einwirkung von Silberionen auf die
Bakterienzelle wird das Risiko der Resistenzentwicklung auf ein Minimum reduziert
und Silber erweist sich zu 99,9% wirksam gegeniiber Bakterien und Pilzen ['*%],

Laut Literaturangaben reicht dabei schon eine Ag*-Konzentration von weniger als 35

[141

g/l aus, um das Bakterienwachstum effektiv zu hemmen "*!. Eine andere Quelle

berichtet sogar nur von 2 pg/l ', Viele Literaturangaben sind jedoch kritisch zu
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hinterfragen, da der Einfluss des umgebenden Milieus nicht vernachlassigt werden
darf. Die meisten Daten wurden unter wenig standardisierten Verhéltnissen ermittelt
und sind daher nicht direkt vergleichbar.

Wie schon erwahnt, wurde bereits in zahlreichen Studien die antimikrobielle Wirkung
von Silber mehrfach untersucht; so zum Beispiel bei chronischer Osteomyelitis, bei
Infektionen im Harntrakt, Infektionen bei zentralen Venenkathetern, bei
Verbrennungen oder bei der Entwicklung von Dentalkeramiken oder Augenlinsen
[140.145,146,147,148,149.150.151] * Aych in der Orthopadie kommen silberhaltige Materialien
zum Einsatz; Collinge et al. beschrieben eine verminderte Infektionsrate bei silber-
beschichteten externen Fixationsstiften. 36 Ag-beschichtete und 12 konventionelle
Edelstahlstifte wurden dabei in den Beckenkamm von Schafen eingebracht und mit
Staphylococcus aureus angeimpft. Nach 2,5 Wochen wurden die Pins entnommen,
unter dem Rasterelektronenmikroskop begutachtet sowie die Insertionsstelle auf
Entzindungen untersucht. Das Resultat war eine signifikante Reduktion der
Bakterienzahl auf silberbeschichteten Pins '*2. Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen
auch Gosheger et al.; sie verglichen Titan-Megaprothesen mit Silberbeschichteten,
indem sie Kaninchen ebenfalls mit Staphylococcus aureus infizierten. Die Silber-
Gruppe zeigte auch hier eine signifikant geringere Infektionsrate (7% gegenuber
47%) im Vergleich zur Titan-Gruppe ['*®. Eine zunehmende Rolle spielt Silber in der
Notfall- und Intensivmedizin. So wurde von Guggenbichler et al. ein
silberimpragnierter zentraler Venenkatheter (sog. ,Erlanger Silberkatheter®)
entwickelt, der eine katheterassoziierte Infektion oder Sepsis verhindern bzw. die
Anzahl reduzieren soll. Dazu wurde eine randomisierte, vergleichende Untersuchung
Uber einen Zeitraum von 2 Jahren durchgefthrt. Die Bewertung der Zielvariable
"katheterassoziierte Infektion" erfolgte anhand des mikrobiologischen Befundes
(Blutkultur, Abstrich von der Kathetereintrittsstelle, Katheterspitze) und eines speziell
entwickelten klinischen Scores. Aus diesen Daten konnte mit dem "Erlanger
Silberkatheter" eine Reduktion der Katheterbesiedlung um 37,7% nachgewiesen
werden. Das Auftreten einer schweren katheterassoziierten Infektion d. h. einer
septischen Komplikation, konnte bei den Silberkathetern gegentber der
Kontrollgruppe um 71,3% reduziert werden '*%. Eine weitere Anwendung findet
Silber im Bereich der Augenheilkunde; Nissen und Furkert untersuchten die
antimikrobielle Wirksamkeit von silberbeschichteten Kontaktlinsen gegeniber
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Pseudomonas aeruginosa bzw. Staphylococcus aureus im Vergleich zu
unbeschichteten Kontaktlinsen. Auf den Linsen mit Silberbeschichtung war eine
deutliche Keimzahlverminderung im Vergleich zu den unbeschichteten Linsen zu
beobachten ['*'],

Weiterhin ~ wurden  zahlreiche in  vitro-Versuche  mit  antimikrobiellen
Calciumphosphaten und Calciumphosphatzementen durchgefihrt
[147.154.155,136,157.158.159] Bej Kim et al. zum Beispiel wurden antibakterielle Keramiken,
basierend auf Hydroxylapatit, mit verschiedenen Metallionen (Ag*, Cu?*, Zn?*)
beschickt und anschlieBend auf ihre antibakterielle Wirksamkeit gegentber dem
Bakterium Escherichia coli untersucht. Das Ergebnis war eine nahezu 100%ige
Reduktion der Bakterienkolonien durch Ag*HA '*’1. Eine erst kiirzlich erschienene
Studie befasste sich mit einer neuartigen Beschichtungstechnologie von Calcium-
phosphat mit Silber (Ag-CaP), indem man eine thermische Spritztechnik anwendete.
Es wurde dabei die antibakterielle Wirksamkeit sowie die Biokompatibilitat dieser
Beschichtung Uberprift. Es zeigte sich eine vollkommene Wachstumshemmung
sowohl gram negativer (Escherichia coli) als auch gram positiver Bakterien
(Staphylococcus aureus und Methicillin-resistente  Staphylococcus aureus).
AuBerdem konnte eine signifikante Reduktion der Bakterienanheftung auf der Ag-
CaP-Beschichtung gegentiber der CaP-Beschichtung nachgewiesen werden [°8,

In der vorliegenden Studie, die sich ebenfalls mit Calciumphosphatzementen
befasste, wurden die antibakteriellen Eigenschaften von silberdotierten Bruschit- und
Hydroxylapatit-Zementen gegenlber Staph. aureus und Staph. epidermidis mittels
eines Atmungsaktivitatstests ermittelt (vgl. Abb. 4.10 u. 4.11). Es wurde festgestellt,
dass Ag-Bruschit sowohl im LB- als auch LB-Natriumnitrat-Bakterienmedium eine
signifikant hdhere antibakterielle Wirksamkeit gegentiber den Bakterienstimmen
aufwies als Ag-Hydroxylapatit. Bei Ag-HA zeigte sich jedoch ein Unterschied
zwischen den beiden Bakterienstammen; wahrend bei Staph. aureus nur ein geringer
Unterschied zu den silberlosen Zementen dargestellt werden konnte, konnte bei
Staph. epidermidis jedoch eine deutliche bakterizide Wirkung nachgewiesen werden.
Ein Grund far die geringere antibakterielle Wirksamkeit kénnte das wesentlich
geringere Freisetzungsverhalten von Ag-HA im LB-Medium sein (vgl. Abb. 4.6 u.
4.7); wahrend Ag-Bruschit kontinuierlich mit Abstand die hochste Freisetzung
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verzeichnete (im Durchschnitt 800 - 900 pg/l), wies Ag-HA nur am ersten Tag der
Auslagerungszeit einen Spitzenwert von ca. 800 ug/l auf, der in den darauffolgenden
Tagen rapide gegen Null steuerte. Dies kbénnte auch den signifikanten
Mengenunterschied an Silber erklaren, welches wéahrend der Inkubationsphase der
Bakterien aus den verschiedenen Zementverbindungen an das entsprechende
Medium abgegeben wurde (vgl. Abb. 4.12); wahrend auch hier die eindeutig hdchste
Loslichkeitsrate durchwegs bei dem Ag-Bruschit-Zement zu verzeichnen war,
offenbarte Ag-Hydroxylapatit hingegen nur ein geringes Freisetzungsverhalten. Des
Weiteren gibt es trotz der Vielzahl an Studien, die die antimikrobielle Wirksamkeit
von silberhaltigen Biomaterialen belegen, auch Untersuchungen, die dies widerlegen
[160.161] "3So prasentierten Cook et al. eine Studie, in der die antibakterielle Aktivitat
silberbeschichteter Nahtringe von Herzklappenprothesen versus unbeschichtete
Nahtringe erforscht wurde. Uberraschenderweise war der silberbeschichtete Nahtring
mit mehr Bakterienkolonien (Staph. epidermidis) besiedelt als der Silberlose. Somit
besteht ein berechtigter Zweifel an der Wirksamkeit der silber-modifizierten

Herzklappenprothese, der Mechanismus ist hier aber noch nicht geklart.

Neben der antibakteriellen Wirkung ist es jedoch auch von Bedeutung, die
Zytotoxizitat von Silber auf menschliche Zellen zu untersuchen.

Es wurde schon oft die Frage erhoben, warum Silber nicht den gleichen Effekt auf
eukaryotische Zellen aufweist wie bei Prokaryoten. Da Silberionen sehr unspezifisch
reagieren, ist das Wirkungsspektrum sehr breit und Mikroorganismen entwickeln
kaum Abwehrmechanismen. Silberionen reagieren aber auch mit Proteinstrukturen
héherer Saugerzellen. Diese sind jedoch ungleich grdBer als Bakterienzellen und
viele lebenswichtige Funktionen wie die Energiegewinnung finden intrazellular statt.
Daher sind flir eine Schadigung menschlicher Zellen oder Gewebe erheblich mehr
Silberionen notwendig als fir Bakterien. Dieser Unterschied erbffnet somit ein
stherapeutisches Fenster”; dies bedeutet in der Praxis, diejenige Konzentration zu
ermitteln, die antimikrobiell zwar gut wirksam ist, wahrend sie fur den Menschen bei
topischer und systemischer Anwendung aber dennoch sehr gut vertraglich ist ['®2.
Wird diese Konzentration jedoch Uberschritten, kann es je nach Dosis zu einer
lokalen Toxizitat bis hin zu systemischen Auswirkungen in Form von Argyrie, einer

grau-blauen Verfarbung der Haut bzw. der Schleimhaut kommen. Diese Erkrankung
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wurde hauptsachlich im 19. Jahrhundert beobachtet, vor allem bedingt durch die
berufliche Exposition in Silberschmieden, im Bergbau oder bei Photographen. Sie
kann aber auch durch silberhaltige Medikamente hervorgerufen werden. Laut
Literaturangaben ist flOr das Auftreten einer systemischen Argyrie ein
Gesamitsilbergehalt von ca. 4-6 g Silber im Korper erforderlich "2,

Es wurden daher zahlreiche Studien durchgeflihrt, die sich mit der Biokompatibilitat
und einer mdoglichen Zytotoxizitdt von silberhaltigen Biomaterialien befassten
[134,153,154,155,136,163,164.165] * 5o perichteten zum Beispiel Tweden et al. von einem
Biokompatibilitatsversuch, in dem Fibroblasten einem silberbeschichteten textilen
Gewebe in einem Serumextrakt flr 48 h ausgesetzt waren. Es zeigten sich dabei
keinerlei Anzeichen einer Toxizitat, solange die Silberkonzentration im Serumextrakt

unter 1200 ppm blieb 64

. Chen et al. zogen ebenfalls Fibroblasten fir die
Zytotoxizitatsprtufung von silberbeladenen Hydroxylapatitbeschichtungen heran. Auch
hier hatten die Beschichtungen bis zu einem Silbergehalt von 5 Gew.-% keine

n ' In weiteren Studien von Chen et al.

toxischen Auswirkungen auf die Zelle
wurde festgestellt, dass AgHA-Beschichtungen mit 1 Gew.-% Silber keinen toxischen
Effekt auf die Proliferation und Differenzierung von menschlichen embryonalen
Gaumenmesenchymzellen (HEPM), einer osteoblastaren Vorlauferzelllinie, ausitben
[155.163]  Bogetti et al. fihrten in vitro-Untersuchungen durch, um die
Zytokompatibilitat, Zytotoxizitdt und Genotoxizitat von silberbeschichteten externen
Fixateuren zu erforschen. Sie verwendeten dabei humane periphere
Blutlymphozyten sowie Fibroblasten und Osteoblasten. Die Analyse zeigte, dass
Silber im Vergleich mit Edelstahl weder geno- noch zytotoxisch war. Bei der
Zellkultivierung Uber 4 Tage wurde auf dem silberbeschichteten Material eine
bessere Zellausbreitung sowie eine hohere Zellzahl im Vergleich zu dem
unbeschichteten Material nachgewiesen "*4. Um die Biokompatibilitat von AgHA-
Probenkérpern zu erforschen, flhrten Rameshbabu et al. einen in vitro-
Zelladh&siontest mit Osteoblasten an den silberhaltigen Prifkérpern durch. Je nach
Silbergehalt (0,5, 1 und 1,5 Gew.-%) variierte die Dichte der
Osteoblastenanlagerung an den Oberflachen, wobei die Osteoblastenausbreitung
auf den 0,5% AgHA-Proben im Vergleich zu den anderen Konzentrationen signifikant
gréBer war %%,

Demgegenlber gibt es allerdings auch Berichte, die eine Zytotoxizitat von Silber
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beschreiben. So wurde zum Beispiel Uber eine toxische Schadigung von Leber,
Niere und dem Herzen berichtet 1'®®. Des Weiteren schilderten andere Autoren eine
Proliferationshemmung von Keratinozyten und Fibroblasten nach einer Behandlung
mit Silbersulfadiazin ['*/'®®. Sudmann et al. berichteten Uiber eine 76-jahrige Frau,
welcher bei einem Hiftgelenksersatz ein silberimpragnierter Knochenzement
implantiert wurde. 5 Jahre nach Einbringen der Prothese entwickelte sie
neurologische Defizite mit sensomotorischen Ausfallserscheinungen auf der
ipsilateralen Extremitatenseite. Die gemessene Silberkonzentration betrug 103 ppb in
der Gelenkhohle und 6,3 ppb im Blutserum ['®%!; diese lagen jedoch weit unter der in
der Literatur angegebenen Silberkonzentration von 300 ppb im Blut, ab der toxische
Nebeneffekte beschrieben wurden 164179,

Die Ergebnisse all dieser Untersuchungen kdénnen jedoch nicht direkt miteinander
verglichen werden, da jede einzelne Studie mit unterschiedlichen Silber-
konzentrationen, mit verschiedenen Zelllinien und mannigfaltigen
Untersuchungsparametern unter uneinheitlichen Versuchsbedingungen durchgeflhrt

wurden.

Es war deshalb ein weiteres Anliegen dieser Studie, die Biokompatibilitdt der hier
verwendeten Zemente in einer Osteoblasten-Zellkultur zu testen. Es erfolgte eine
Zellkultivierung der humanen Osteoblasten MG-63 auf den zu analysierenden
Zementen. Die in vitro-Kultivierung wurde Uber einen Zeitraum von 10 Tagen
durchgefihrt, wobei an den Tagen 3, 5, 7 und 10 die Messungen vorgenommen
wurden. Zum einen wurde die mitochondriale Aktivitat der Zellen mittels WST-Test
eruiert, zum anderen das Zellproliferationsverhalten mittels einer Zellzahlung.
AuBerdem wurde Uber den Quotienten WST-Wert/Zellzahl die mitochondriale
Aktivitat der einzelnen Zelle errechnet.

Vergleicht man die Zellproliferation der vier verschiedenen Zementarten
untereinander, so konnte das starkste Wachstum auf der Oberflache des Bruschit-
Zements beobachtet werden (vgl. Abb. 4.15). Die Vermehrung der Osteoblasten war
auf dieser Oberflache signifikant gréBer als auf den anderen Zementen. Betrachet
man nur die Bruschit- und Ag-Bruschit-Prifkérper miteinander, zeigte sich bei dem
silberdotierten Zement eine deutliche Toxizitdt gegenuber den Osteoblasten (vgl.
Abb. 4.16a). Stellt man hingegen nur die HA- und Ag-HA-Oberflachen gegeniber,
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konnte auf dem silberhaltigen Zement eine etwas starkere Proliferation der Zellen im
Vergleich zu den HA-Zementen wahrgenommen werden (vgl. Abb. 4.16b). Allerdings
ist sowohl auf den HA als auch Ag-HA-Oberflachen nur ein minimales Wachstum zu
beobachten. Hier konnte jedoch kein eindeutiger zytotoxischer Effekt  der
silberdotierten HA-Zemente auf die verwendeten Osteoblasten nachgewiesen
werden.

Bei der Auswertung der mitochondrialen Zellaktivitdt der gesamten Zellen auf einer
Oberflache konnte wiederum die mit Abstand hdchste zelluldre Gesamtaktivitat fur
den Bruschit-Zement ermittelt werden (vgl. Abb. 4.17). Vergleicht man auch hier die
Bruschit- und Ag-Bruschit-Oberflachen separat miteinander, legte Bruschit eine
signifikant héhere Aktivitat an den Tag, wahrend die silberhaltigen Bruschit-Zemente
nur ein Hundertstel dessen aufwiesen (vgl. Abb. 4.18a). Bei den Oberflachen
Hydroxylapatit und Ag-Hydroxylapatit konnte man hingegen ein Maximum bereits an
Messtag 3 erkennen, wobei HA eine mehr als doppelt so hohe Zellaktivitat erreichte
(vgl. Abb. 4.18 b). Im weiteren Verlauf der Versuchsdurchfiihrungen sanken die
Werte schlieBlich auf ca. ein Drittel ihrer Ausgangswerte ab. Auch an dieser Stelle
sei darauf hingewiesen, dass bei den HA- und Ag-HA- Zementen nur eine duBerst
geringe mitochondriale Zellaktivitat erreicht wurde.

Bei der Analyse der Atmungsaktivitdt der Einzelzelle konnte man geringe
Unterschiede zur Auswertung der gesamten Zellaktivitat feststellen (vgl. Abb. 4.19).
Die Zellen auf den Bruschit-Zementen zeigten hier ebenfalls die héchste Aktivitat.
Auffallend war bei dieser Betrachtung allerdings, dass auch Zellen auf Ag-Bruschit
an diversen Tagen eine hohe Atmungsaktivitdt darboten. Desweiteren konnte man
den Daten entnehmen, dass die mitochondriale Aktivitat der Einzelzelle auf den HA-
Oberflachen durchwegs héher war als auf den Silberhaltigen.

Aufgrund der gewonnenen Daten konnte nun somit verdeutlicht werden, dass die Ag-
Bruschit-Zemente eine deutliche Zytotoxizitdt aufwiesen und nicht biokompatibel
waren, wahrend den Ag-HA-Zementen keine toxischen Auswirkungen
nachgewiesen werden konnte. Aber sowohl diese als auch die HA-Zemente zeigten
in dieser in vitro-Studie nur eine eher geringe Biokompatibilitdt. Andere Studien
belegen allerdings, dass HA bereits erfolgreich sowohl in in vitro- ['""1721731 g5 auch
in in vivo- Studien ""*"" eingesetzt worden ist. Ein Grund fiir die geringe

Biokompatibilitdt der HA- bzw. Ag-HA-Zemente kénnte evtl. die hohe lokale Ca®*-
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5. Diskussion

Konzentration in den Wells aufgrund der fehlenden Durchblutung gewesen sein. Da
in dieser Untersuchung fir Ag-HA &ahnliche Werte wie fur HA erzielt wurden, liegt die
Vermutung nahe, dass auch Ag-HA in vivo deutlich biokompatibler sein kénnte. Dies

muss jedoch erst noch in Tierversuchen genauer analysiert werden.

Letztendlich kann nun die Frage nach der antibakteriellen Wirksamkeit und der
Biokompatibilitdt der untersuchten silberdotierten Zemente nicht befriedigend
beantwortet werden. Einerseits zeigten sie zwar teilweise sehr gute antibakterielle
Ergebnisse (Ag-Bruschit), andererseits war aber auf den silberhaltigen Oberflachen
kaum Zellwachstum festzustellen. Da die Versuche lediglich einmal wiederholt wurden,
sind sie nur bedingt aussagekraftig. Um verlassliche Aussagen treffen zu kdnnen,
bedarf es deshalb weiterer in vitro-Untersuchungen, um die bisherigen Ergebnisse zu
bestatigen bzw. genauer abzuklaren. Ziele nachfolgender Studien sollten deshalb sein,
die antibakterielle Wirksamkeit und Biokompatibilitdit der Zemente bei verschiedenen

Silberkonzentrationen zu analysieren.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Modifikation von Hydroxylapatit- und
Bruschit-Zementen mit 1 % Silber. Ziel war es, den Zementen eine antibakterielle
Wirksamkeit bei gleichzeitiger Biokompatibilitdt ohne Beeintrachtigung ihrer
mechanischen Eigenschaften zu verleihen. Durch Mischung von silberdotiertem B-TCP
mit Calcium-bis-dihydrogenphosphat Monohydrat (MCPM) bzw. von silberdotiertem a-
TCP mit einer 2,5%-Na;HPOs-Lésung entstanden Zementformulierungen, deren
Silberfreisetzung, Druckfestigkeit, Abbindezeit sowie Phasenzusammensetzung
bestimmt wurde. Desweiteren wurden in vitro-Untersuchungen zur Evaluation der
Zytotoxizitdt mittels Osteoblasten sowie der antibakteriellen Eigenschaften mittels
Staph. aureus und Staph. epidermidis durchgeftihrt.

Bei der massenspekirometrischen Analyse der Auslagerungsmedien legte Ag-Bruschit
im  LB-Medium mit kumulativ 1845 pug nach 7 Tagen das hdéchste
Freisetzungsverhalten im Vergleich zu Ag-Hydroxylapatit mit 36,8 pug an den Tag;
auBerdem konnte gezeigt werden, dass sich das molare Verhéltnis von Ag*/Ca®* von
theoretisch 1 % bereits bei der Herstellung von Ag*-dotiertem a- bzw. B-TCP auf je
0,78 % reduziert hatte. Die Untersuchung der Phasenzusammensetzung der Zemente
wies auf die fur die Zemente charakteristischen Beugungsmuster hin. Peaks, die auf
Silber hinweisen wirden, konnten nicht nachgewiesen werden. Betrachtet man die
Druckfestigkeit, konnte der silberdotierte Bruschit-Zement eine leichte Steigerung um
5,1 MPa auf 19,8 MPa erfahren, wahrend der Ag-Hydroxylapatit-Zement nahezu eine
Halbierung seiner Festigkeit um 18,5 MPa auf 22,7 MPa erfahren musste.

Bei der Auswertung der Versuchsergebnisse wies Ag-Bruschit einen signifikanten
bakteriziden Effekt auf, fihrte aber auch zu einer Reduktion der Osteoblasten auf
dieser Oberflache. Ag-Hydroxylapatit zeigte hingegen nur eine geringe Wirkung
gegen die Bakterien, wahrend die Verbindung in dieser in vitro-Studie eher
biokompatibel auf die Zellen wirkte.

Die in dieser Arbeit modifizierten Zemente sind aufgrund ihrer nicht einheitlichen
Ergebnisse hinsichtlich der antibakteriellen Wirksamkeit sowie der wiinschenswerten
Biokompatibilitat flr den Einsatz als Knochenersatzmaterial noch nicht geeignet. Die
von Ag-Bruschit freigesetzte bakterizide Silbermenge ist flir eukaryotische Zellen zu
hoch, sodass in weiterfihrenden Studien diese Freisetzung begrenzt werden musste.
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8. Anhang
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Abbildung 8.1 a+b: Erste (8.1 a) und zweite (8.1 b) Versuchsreihe. Relative Atmungsaktivitat der
Bakterien Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis auf den vier verschiedenen
Zementarten (n = 4 pro Oberflache) ermittelt durch WST-1-Test. Als Medium wurde LB verwendet. Auf
der Ordinate ist die relative Atmungsaktivitat in % zu den nicht silberdotierten Zementen Bruschit bzw.
HA (Referenz) dargestellt; auf der Abszisse sind die Bakterienstdmme angegeben.
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Abbildung 8.2 a+b: Erste (8.2 a) und zweite (8.2 b) Versuchsreihe. Relative Atmungsaktivitat der
Bakterien Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis auf den vier verschiedenen
Zementarten (n = 4 pro Oberflache) ermittelt durch WST-1-Test. Als Medium wurde LB-Natriumnitrat
verwendet. Auf der Ordinate ist die relative Atmungsaktivitét in % zu den nicht silberdotierten
Zementen Bruschit bzw. HA (Referenz) dargestellt; auf der Abszisse sind die Bakterienstdmme
angegeben.
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Abbildung 8.3 a+b: Erste (8.3 a) und zweite (8.3 b) Versuchsreihe. Relatives Zellwachstum humaner
Osteoblasten (MG-63) auf den vier verschiedenen Zementoberflachen (n = 4 pro Oberflache). Auf der
Ordinate (CAVE: Achsenunterbrechung, gekennzeichnet durch eine horizontale gestrichelte Linie) ist
die relative Zellzahl in %, bezogen zur Referenzoberflache Bruschit am Tag des besten Wachstums
(Tag 7) dargestellt, auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.
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Abbildung 8.4 a+b: Erste (8.4 a) und zweite (8.4 b) Versuchsreihe. Relatives Zellwachstum humaner
Osteoblasten (MG-63) auf den Zementoberflachen Bruschit und Ag-Bruschit (n = 4 pro Oberflache).
Auf der Ordinate (CAVE: Achsenunterbrechung, gekennzeichnet durch eine horizontale gestrichelte
Linie) ist die relative Zellzahl in %, bezogen zur Referenzoberflache Bruschit am Tag des besten
Wachstums (Tag 7 [a], Tag 5 [b]) dargestellt, auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.
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Abbildung 8.5 a+b: Erste (8.5 a) und zweite (8.5 b) Versuchsreihe. Relatives Zellwachstum humaner
Osteoblasten (MG-63) auf den Zementoberflichen Hydroxylapatit und Ag-Hydroxylapatit (n = 4 pro
Oberflache). Auf der Ordinate ist die relative Zellzahl in %, bezogen zur Referenzoberflache
Hydroxylapatit am Tag des besten Wachstums (Tag 7 [a], Tag 10 [b]) dargestellt, auf der Abszisse
sind die Messtage angegeben.

Seite 103



8. Anhang

[ Bruschit
T [ Ag*-dotiertes Bruschit
_ | Zellaktivitat in % I Hydroxylapatit

120 -] [ Ag'-dotiertes Hydroxylapatit
100 Il

80 -

60

40

1

—_ e ——— = — —— — . — — — — — — — =

2,5 T

2,0 -

1,5 .

1,0

0,5 ] ==

0,0 —

Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10

a)

[ Bruschit
| Zellaktivitat in % [ Ag'-dotiertes Bruschit
] I Hydroxylapatit
120 [ Ag'-dotiertes Hydroxylapatit

L1

1,5 1 B

1,0 H
0,5 +

0,0 —
Tag 3 Tag 5 Tag 7 Tag 10

b)

Abbildung 8.6 a+b: Erste (8.6 a) und zweite (8.6 b) Versuchsreihe. Relative Zellaktivitat humaner
Osteoblasten (MG-63) auf den vier verschiedenen Zementoberflachen (n = 4 pro Oberflache). Auf der
Ordinate (CAVE: Achsenunterbrechung, gekennzeichnet durch eine horizontale gestrichelte Linie) ist
die relative Zellaktivitat in %, bezogen zur Referenzoberflache Bruschit am Tag der héchsten Aktivitat
(Tag 7) dargestellt, auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.
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Abbildung 8.7 a+b: Erste (8.7 a) und zweite (8.7 b) Versuchsreihe. Relative Zellaktivitat humaner
Osteoblasten (MG-63) auf den Zementoberflachen Bruschit und Ag-Bruschit (n = 4 pro Oberflache).
Auf der Ordinate (CAVE: Achsenunterbrechung, gekennzeichnet durch eine horizontale gestrichelte
Linie) ist die relative Zellaktivitat in %, bezogen zur Referenzoberflache Bruschit am Tag der héchsten
Aktivitat (Tag 7) dargestellt, auf der Abszisse sind die Messtage angegeben.
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Abbildung 8.8 a+b: Erste (8.7 a) und zweite (8.7 b) Versuchsreihe. Relative Zellaktivitat humaner
Osteoblasten (MG-63) auf den Zementoberflichen Hydroxylapatit und Ag-Hydroxylapatit (n = 4 pro
Oberflache). Auf der Ordinate ist die relative Zellaktivitdt in %, bezogen zur Referenzoberflache
Hydroxylapatit am Tag der héchsten Aktivitét (Tag 1) dargestellt, auf der Abszisse sind die Messtage
angegeben.
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